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Résumé:

La programmation des maladies non transmissibles est désormais un paradigme établi.

Les événements indésirables encourus au cours de la vie f�tale peuvent affecter le

développement du f�tus et sa santé future. Ce risque de pathologies à l�âge adulte est majoré

lorsqu�il est associé à un environnement défavorable. Plusieurs arguments scientifiques

viennent étayer le rôle des contaminants alimentaires dans les processus de la programmation

développementale. Parmi ces contaminants, aucune mention n�est faite aux produits de la

glycation issus des traitements thermiques des aliments et dont l�implication dans les

désordres métaboliques et rénaux et dans le vieillissement est largement connue. Afin de

vérifier leur implication dans la programmation du stress oxydant et de l�inflammation, nous

avons administré à des porcs RCIU deux formules laitières. Une formule fortement chauffée à

120°C pendant 10 minutes (HHF) et une formule faiblement chauffée à 37°C pendant 5

minutes (LHF).Nous avons montré que la consommation de la formule HHF induit : 1)

l�augmentation de la CML libre dans le sang des porcelets nourris avec ce régime ; 2) la

présence d�un marquage de la CML dans les noyaux des cellules épithéliales rénales. Cette

présence a également été observée dans les reins des animaux nourris avec le régime LHF

mais pas chez les porcs allaités ;3) une activation du récepteur soluble RAGE et

l�augmentation de l�expression de gènes du système rénine-angiotensine, de l�inflammation,

de l�apoptose ainsi que de l�oxydation des protéines dans le rein et dans le foie ; 4) des

modifications importantes dans l�expression et le niveau d�activité de certaines enzymes anti-

oxydantes dans le foie et le rein. Ces effets à long terme de la consommation postnatale de la

formule HHF témoignent incontestablement d�un phénomène de programmation du système

oxydant et de l�inflammation. Au niveau du colon, la formule HHF a contribué à

l�augmentation transitoire des Bifidobactéries et des bactéries lactiques et à l�activation

d�enzymes anti-oxydantes, démontrant le rôle joué par le microbiote intestinal dans la défense

contre la présence des AGEs alimentaires pro-oxydants. Des études impliquant le MG dans

les processus de programmation f�tale ont été initiées sur le modèle rongeur. Elles montrent

que le MG module la sécrétion d�insuline pancréatique de la descendance à l�âge adulte. Au

regard de ces résultats, ce travail apporte des preuves nouvelles sur l�implication des AGEs

alimentaires dans les processus de programmation développementale et souligne l�importance

du contrôle de la présence de ces composés dans l�alimentation de la mère et de l�enfant.
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Mots-clés : Programmation développementale, formule infantile, RCIU, microbiote, AGEs,

CML, porcelets, stress oxydant
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Abstract

Programming of non-communicable diseases is now a well-established paradigm.

Adverse events occurring during fetal life can affect fetal development and future health. This

risk of disease in adulthood is increased in unfavorable environments. Several scientific

studies support the role of dietary contaminants in developmental programming. Among these

contaminants, no mention is made of glycation end products generated by heat treatment,

which are largely implicated in metabolic disorders, kidney disorders and aging. In order to

test their possible involvement in the programming of oxidative stress and inflammation, we

administered two dairy formulas to IUGR pigs. First, a formula heated at 120 °C for 10

minutes (High Heated Formula: HHF), followed by a formula heated at 37 °C for 5 minutes

(Low Heated Formula: LHF). We showed that the consumption of HHF formula did the

following: 1) induced an increase in the level of free CML in the blood of IUGR animals

during artificial suckling. 2) Resulted in the labelling of CML in the nuclei of renal epithelial

cells. This labelling has also been detected in kidneys of animals fed with the LHF formula,

but not in the kidneys of natural suckling piglets. 3) Activation of the soluble RAGE receptor,

an increase in gene expression of the renin-angiotensin system, and an increase in

inflammation, apoptosis and protein oxidation in the kidney and liver. 4) Significant changes

in the expression and activity levels of certain antioxidant enzymes in the liver and kidney.

These long-term effects of postnatal consumption of HHF formula undoubtedly demonstrate a

programming phenomenon of oxidative stress and inflammation. In the colon, the HHF

formula contributed to the transient increase in bifidobacteria and lactobacilli, and the

activation of antioxidant enzymes, demonstrating the role of the gut microbiota in the defense

against the presence of dietary pro-oxidant AGEs. Studies involving the Methyglyoxaln the

fetal programming process were initiated in the rodent model. They show that the MG

modulates the secretion of pancreatic insulin by progeny during adulthood. In view of these

results, this work provides new evidence for the involvement of dietary AGEs in the

developmental programming process, and underlines the importance of controlling the

presence of these compounds in the diet of both the mother and child.

Keywords: Developpemntal programming, infant formula, IUGR, microbiota, AGEs, CML,

piglets , oxydative stress.
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Bahi-Jaber N., Depeint F., Bach V., Khorsi-Cauet H., and Abdennebi-Najar, L.
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Supplement , November. Cambridge University Press. 7-8 November 2014, Nantes, France
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Symposium on the Maillard, September 1-4, 2015, Reaction Tokyo, JAPAN.

Elmhiri G; Mahmood Dler F; Niquet-Leridon C; Jacolot P, Firmin S; Guigand L;

Tessier F; Larcher T; Abdennebi-Najar L. Formula milk derived CML induces rage

activation, long term inflammation and oxidative stress in IUGR piglets. DOHAD 2015. 9th

World Congress on Developmental Origins of Health and Disease, South Africa, Cape Town,

8 - 11 November 2015.

S FIRMIN, G ELMHIRI, N BAHI-JABER, L ABDENNEBI-NAJAR. Effect of

formula derived Advanced Glycation End products on liver antioxidant systems of IUGR

piglets.. 9th World Congress on Developmental Origins of Health and Disease, South Africa,

Cape Town, 8 - 11 November 2015.
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Origins of Health and Disease, South Africa, Cape Town, 8 - 11 November 2015.
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Prix de la meilleur communication par poster au 2nd International Conference and

Exhibition on Nutritional Sciences & Therapy, July 15-17, 2013 Philadelphia Downtown,

USA.
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Abréviations

AGE : Produit avancé de la glycation (Advanced Glycation Endproduct)

AGPI : Acides Gras Polyinsaturés

AND: Acide désoxyribonucléique

AT1 (AGTR1) : Angiotensin II receptor type 1 (Récepteur de type 1 de

l'angiotensine II)

ApoE : Apolipoprotéine E

ARN: Acide Ribonucléique

BSA : Bovin Serum Albumin

CEL : N -carboxyéthyllysine

CML : N -Carboxylméthyllysine

CpG : Cytosine Phosphate Guanine

CAT : Catalase

Cu/Zn SOD : Superoxide Dismutase (Cu-Zn)

CE-SSCP : Capillary Electrophoresis single-strand conformation polymorphism

DT1 : Diabète Type 1

DT2 : Diabète Type 2

FI: Formule infantile

GPx : Glutathion Peroxydase

GSH : Glutathion (GSH son état réduit)

GR : Glucocorticoïd Receptor
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HEK293 : Human Embryonic Kidney 293 cells

HHF : High Heated Formula

HOMA : HomeOstasis Model Assessement

HMGB1 : High-mobility group Box 1

iNOS : Inducible nitric oxide synthase

IL : Interleukine

Ig : Immunoglobulin

IPGTT : Intrapéritoneal glucose tolerance

IUGR : IntraUterine Growth Restriction

IMC : Indice de Masse Corporelle

LDL : Low Density Lipoprotein

LHF : Low Heated Formula

LPS : LipopolySaccharide

MnSOD : Manganese-dependent SuperOxide Dismutase

MG : Méthylglyoxale

MDA : MalondiAldehyde

MRP: Maillard Reaction Product

NF-kB : Nuclear Factor-kappa B

NDPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

OMS : Organisation Mondiale de Santé

OCDE : Organisation de Coopération et de Développement Économiques
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AVANT-PROPOS

D�après l�OMS, en 2008, les maladies chroniques ont causé la mort de 36 millions de

personnes, soit 60% des décès dans le monde contre 40% pour les maladies infectieuses. 80%

de ces décès ont eu lieu dans les pays à revenu faible ou modéré. Ce problème devient une

source de préoccupation majeure en santé publique. Face à cette situation alarmante, l�OMS a

décrété l�urgence de la mise en place d�actions préventives et de mesures effectives visant à

lutter contre l�explosion de ces maladies.

Classiquement, on a toujours attribué l�augmentation galopante des pathologies chroniques au

mode de vie occidentale. L�alimentation très riche et la sédentarité ont toujours été

considérées comme des facteurs de risque majeurs de développement de l�obésité, du diabète

et des maladies cardiovasculaires. Il n�en reste pas moins que dans certains pays, comme

l�Angleterre, la diminution substantielle de l�alimentation énergétique et le renforcement des

activités physiques ne se sont pas accompagnés, d�après les derniers chiffres de l�OMS, d�une

diminution significative de la prévalence d�obésité et des maladies métaboliques. Cette

analyse, selon laquelle les maladies chroniques sont dues au déséquilibre alimentaire et au

manque d�exercices physiques, apparaît aujourd�hui très insuffisante pour expliquer

l�augmentation des pathologies chroniques. De plus en plus de données scientifiques montrent

la nécessité de considérer l�ensemble des causes pouvant expliquer cette épidémie ; parmi

celles-ci, l�exposition aux composés chimiques environnementaux occupe une place

importante (Alonso-Magdalena et al, 2010; Arisawa et al, 2005; Barr et al, 2007; Casals-

Casas et al, 2008). L�augmentation des maladies chroniques serait alors liée non seulement au

mode de vie occidentale mais résulterait aussi d�un «environnement toxique». La première

synthèse concernant l�implication des contaminants alimentaires a été publiée par (Baillie-

Hamilton, 2002).Elle a montré que certains composés chimiques environnementaux

perturbent le système hormonal et contribuent à aggraver le phénotype de l�obésité. Le tissu

adipeux a été pris pour exemple car ce tissu, en plus d�un lieu de stockage énergétique, est

sous contrôle hormonal et libère lui-même des substances inflammatoires. Il n�est donc pas

surprenant que plusieurs substances chimiques «xénobiotiques», issues des pratiques

culturales et des procédés industriels très variés, pourraient altérer le fonctionnement de notre

organisme et menacer son intégrité. Ceci est particulièrement alarmant lorsqu�il s�agit de

populations vulnérables comme les femmes enceintes, les enfants et les personnes âgées qui

sont plus menacés du fait de leur statut physiologique fragile et de leur vulnérabilité face aux

agressions de l�environnement. En dépit des mesures prises en termes de contrôle de la
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qualité sanitaire des aliments, il a été montré, qu�en raison de certains modes de production et

de procédés de fabrication, la matrice alimentaire comporte plusieurs contaminants

chimiques. Certaines de ces substances, comme les produits de glycation (AGEs alimentaires)

ou les MRPs issus du traitement thermique des aliments, se retrouvent même de manière tout

à fait accidentelle et en grande quantité. Plusieurs évidences scientifiques montrent que ces

composés jouent le rôle de «glycotoxines» car leur présence dans l�organisme est associée au

développement de diverses pathologies telles que le diabète, la défaillance rénale, les

maladies cardiovasculaires�

Si la littérature est très abondante au sujet des effets des AGEs alimentaires sur la

santé de l�adulte, les champs de connaissance sur leurs effets potentiels à court, moyen et long

terme chez le f�tus/enfant restent encore non exploités

C�est dans ce cadre que mon travail de thèse a vu le jour. Dans un premier temps, la

synthèse bibliographique de ce manuscrit décrira les processus de programmation

développementale et le concept du DOHAD, la physiopathologie du RCIU (retard de

croissance intra-utérine) et les pathologies qui lui sont associés. Ensuite seront décrits les

produits de glycation avancée (AGEs) et leurs effets physiopathologiques, avec un focus sur

le rein et le pancréas.

Dans un second temps, une description des principaux résultats sous forme de trois

publications: la première montrant les effets des AGEs des formules laitières sur la

programmation du stress oxydant et de l�inflammation, au travers de l�étude menée sur le

modèle porcin RCIU. La seconde, sur l�impact des AGEs des formules laitières sur le

microbiote intestinal et la programmation du stress oxydant au niveau du colon. Enfin dans la

dernière partie de ce manuscrit sont présentés une publication sur les effets du méthyglyoxal

(MG) sur la modulation de la synthèse de l�insuline par la cellule pancréatique ainsi que des

résultats préliminaires sur les effets du MG sur la programmation f�tale du diabète.
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Bibliographique
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CHAPITRE I: Conditionnement

de la santé à long terme

I.1 La programmation développementale

I.1.1 Origine du concept de la programmation

développementale

Les maladies chroniques, au premier rang desquelles se trouvent les maladies

métaboliques, sont en augmentation constante depuis plus d�un demi-siècle. Leur prévalence,

la mortalité associée (60% des décès dans le monde selon l�Organisation Mondiale de la

Santé) ainsi que le coût de santé engendré constituent une situation qualifiée d�épidémie

mondiale par l�Organisation des Nations Unies (ONU).

Ces maladies ont été, dans un premier temps, imputées principalement à des facteurs

génétiques, au mode de vie sédentaire et à une alimentation trop riche. Les recherches sur les

mécanismes de mise en place de ces pathologies ont néanmoins amorcé un changement de

paradigme ces dernières années à l�aube du concept de la programmation

développementale proposée par l�équipe de Barker (Barker, 1990; Barker, 2004; Hales &

Barker, 1992; Lucas, 1991; Lucas, 1998).Selon ce concept, un stimulus ou une agression,

survenant lors de fenêtres critiques de développement (grossesse et/ou période post-natale

précoce), pourraient avoir des répercussions sur la santé de l�adulte et être à l�origine de

certaines pathologies. Les fenêtres développementales critiques de la programmation sont

résumées dans la Figure 1.
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Figure 1 : Phases critiques de développement de la programmation. Adapté d�après (Fowden et al, 2006)

Même si l�exposition à des toxines environnementales (pollution), le mode de vie

(activité physique, sommeil) et le stress psychosocial(Bloomfield et al, 2013) sont aujourd�hui

clairement identifiés comme des éléments déterminants de l�environnement précoce, le stress

nutritionnel (carences, famines, surnutrition) reste néanmoins le facteur principal de la

programmation développementale. En effet, des évidences épidémiologiques et des études

expérimentales ont apporté les preuves de l�existence d�une association entre les perturbations

de l�environnement nutritionnel précoce et l�incidence des pathologies métaboliques(Martins,

2003). La famine d�Amsterdam (1944-1945) est la première étude épidémiologique sur

laquelle s�est basé Barker. Dans cette étude, Barker a montré que dans des conditions de

privation nutritionnelle in-utero sévère, le f�tus serait programmé vers un phénotype

économe (« Thrifty Phenotype »), adapté à cet environnement. Par la suite, ces mêmes enfants

soumis à une alimentation normale se sont retrouvés dans une situation de «mismatch», se

traduisant par une suralimentation relativement à leur phénotype économe; ce qui a conduit au

développement de diverses pathologies métaboliques comme l�obésité, l�hypertension et le

diabète de type 2.

Ce concept de programmation développementale a incité l�OMS et l�UNICEF à lancer

l�initiative des �1000 jours� (http://www.thousanddays.org/) dans le but de sensibiliser les

populations à risque à l�importance de la nutrition pendant la grossesse et les deux premières

années de vie de l�enfant (Simeoni et al, 2014).
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I.1.2 Les mécanismes épigénétiques de la

programmation développementale

On regroupe sous le terme de modifications épigénétiques plusieurs mécanismes

différents comme l�addition de groupements chimiques sur la molécule d�ADN ou sur les

protéines de la chromatine (les histones) sans modifier sa séquence de bases. La chromatine

est la forme sous laquelle est compacté l�ADN dans le noyau de la cellule. Elle correspond à

l'association de l'ADN et de petites protéines appelées histones. Le compactage de l�ADN

dans la chromatine est assuré par son enroulement sur un octamère d�histones, le nucléosome

(Figure.2). Parmi les mécanismes épigénétiques figurent notamment la méthylation de l'ADN

qui se retrouve principalement dans les cytosines des séquences de dinucléotides cytosine

phosphate guanine (CpG) (Jaenisch & Bird, 2003) et qui stabilise l'expression des gènes dans

les cellules. Les modifications des histones par phosphorylation, acétylation ou méthylation

(Wolffe & Matzke, 1999) sont susceptibles de contrôler la structure-fonction de la chromatine

et d�avoir des conséquences sur l�activation de la transcription. La reconnaissance de la

chromatine par des ARN non codants est également un mécanisme épigénétique contrôlant

l'expression des gènes, l'établissement des domaines chromatiniens et la stabilité du génome.

De plus en plus d�évidences montrent que les mécanismes épigénétiques sont impliqués

dans la programmation développementale des pathologies. Citons l�étude de Park et al. (2008)

qui ont montré que le développement du diabète chez le RCIU ayant subi une restriction

protéique au cours de la gestation, est associé à une perte d�un facteur de liaison en amont de

l�extrémité proximale du promoteur du gène Pdx1, facteur de transcription clef pour le

2008). Un recrutement de l�histone désacétylase 1 et du corépresseur Sin3A et la

désacétylation des histones H3 et H4 ont été mis en évidence, expliquant cette baisse de la

transcription du gène Pdx1. De même, sur un même modèle de restriction protéique,

Plagemann (2009) a montré une hypométhylation du gène codant pour le récepteur à

l�angiotensine de type 1b (AT1b) dans les glandes surrénales de la descendance. Cette

diminution de la méthylation d�AT1b s�est accompagnée d�une surexpression du récepteur

AT1b, impliqué dans le phénomène de l�hypertension observé chez les descendants

(Plagemann et al, 2009). .

Chez l�Homme, la famine hollandaise de 1944 a permis de montrer les effets de la

dénutrition périnatale sur la régulation épigénétique (Roseboom et al, 2011). Plus

spécifiquement, les auteurs ont mis en évidence, 60 ans après la survenue de cette famine, une
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diminution de la méthylation de l�ADN du gène d�IGF2 chez la descendance née avec un

faible poids. Ces résultats attestent vraisemblablement que le génome a gardé en mémoire

l�empreinte du stress nutritionnel subi au cours de la gestation. Cependant, il n�existe à

l�heure actuelle, aucune preuve directe de transmission de ce remaniement épigénétique aux

générations issues des petits enfants. Des analyses, portant sur les poids de naissance de la

descendance de femmes dénutries, a en revanche montré que ce paramètre restait inférieur par

rapport à la descendance de femmes non exposées (Lumey, 1992; Veenendaal et al, 2013).

L�étude de Brudge et al. (2007) a montré une perturbation de la méthylation des gènes

métabolisme lipidique ainsi que dans la réponse inflammatoire) et le récepteur GR (récepteur

aux glucocorticoïdes) sur deux générations de rongeurs RCIU (Burdge et al, 2007) (F1 et F2).

Ces résultats plaident en faveur d�un effet épigénétique mémoire, transmissible à long terme ;

d�où son importance dans la compréhension des mécanismes de programmation

développementale. Le même constat a également été établi récemment par Skinner et al.

(2013) qui ont montré que les facteurs environnementaux peuvent moduler, de manière

transgénérationnelle, les cellules germinales primordiales (Skinner et al, 2013).
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Figure 2:Mécanisme de la régulation épigénétique: L�expression génique est activée ou réprimée par les
groupements méthyles dépendants, qu�ils soient fixés ou non sur l�ADN. L�enroulement de l�ADN est modifié par les
groupements acétyles qui, en interagissant avec les histones, modulent par conséquent l�activité génique.

I.1.3 Le retard de croissance intra-utérin

Définition, prévalence et étiologie

Pour l�OMS, tout enfant né avec un poids inférieur à 2500 grammes, est considéré

comme ayant un faible poids à la naissance (WHO, 2014). Deux catégories de faible poids de

naissance peuvent être définies: la prématurité et le Retard de Croissance Intra-Utérin

(RCIU). Les nouveau-nés de ces deux catégories sont extrêmement fragiles mais présentent

un risque de mortalité et de morbidité différent.

Selon l�OMS, la prématurité se caractérise par un âge gestationnel inférieur à 37

semaines d�aménorrhée tandis que le RCIU correspond à un bébé né vivant avec un poids de

naissance inférieur au 10ème percentile du poids de l�âge gestationnel selon une courbe de

référence (Figure 3).

Cette dernière pathologie est également appelée «hypotrophie f�tale». Elle est

expliquée par une anomalie dynamique de croissance in utero du f�tus. Le RCIU se trouve

incapable d�assurer une croissance optimale, soit à cause de problèmes de grossesse qui

freinent son développement, soit à cause des facteurs extérieurs ou génétiques qui se
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réunissent pour moduler ce potentiel de croissance. Autrement dit, le RCIU est «un f�tus qui

n�a pas atteint son potentiel de croissance» (ACOG 2000).

Figure 3: Courbe de croissance f�tale et infantile (modifiée à partir de Fenton, 2003)

A travers le globe, plus de 20 millions d�enfants naissent chaque année avec un RCIU,

ce qui représente 17% des naissances mondiales (UNICEF) (ONU) (Birthweight, 2004).

Deux types de RCIU ont été identifiés:

Le RCIU symétrique ou harmonieux (30% des cas) :les paramètres taille, poids et

périmètre crânien du f�tus sont altérés. Cette pathologie résulte d�une altération

précoce (2ème trimestre de la grossesse) du développement f�tal.

Le RCIU asymétrique ou disharmonieux (70% des cas): la croissance cérébrale est

relativement conservée, seule la croissance pondérale est touchée. Ce retard résulte

d�une altération plus tardive(3ème trimestre de la grossesse) de la croissance f�tale.

RCIU
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Aucune étude à ce jour ne fournit une vue d�ensemble de la prévalence mondiale des

RCIU, souvent confondus, dans les études épidémiologiques, avec les prématurés. Les

données collectées par Onis et al. (1998) et confirmées par Katz et al. (2013) (de Onis et al,

1998; Katz et al, 2013). dans les pays en développement sont résumées dans la Erreur !

Source du renvoi introuvable.(de Onis et al, 1998) (Figure 4)

Figure 4 : La répartition géographique de la prévalence du RCIU dans les pays en développement (de Onis et
al, 1998)

Les causes de la survenue d�un retard de croissance intra-utérin sont nombreuses. Elles

sont liées principalement à une défaillance f�tale, maternelle ou placentaire (Hendrix &

Berghella, 2008; Saenger et al, 2007). Toutefois, dans 30% des cas de RCIU, les causes et les

mécanismes moléculaires sous-jacents demeurent inconnus. La figure ci-dessous (Figure 5)

résume les causes majeures ainsi que les conséquences de la programmation intra-utérine.
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Figure 5 : Les principales causes et conséquences de la programmation intra-utérine. D�après (Fowden &
Forhead, 2004; Fowden et al, 2006)

Origine Maternelle

La nutrition constitue un facteur crucial à prendre en considération dans le

développement f�tal. Il est clair qu�une restriction nutritionnelle maternelle a des

répercussions sur la croissance f�tale (Fleischer Michaelsen et al, 2000

) Plusieurs études épidémiologiques ont démontré que la mauvaise nutrition maternelle

constitue la première cause de RCIU (Mandruzzato et al, 2008).(ACC/SCN 2000;

Mandruzzato, Antsaklis et al., 2008).

De nombreuses études épidémiologiques ont rapporté l�effet bénéfique de la

supplémentation de la femme enceinte en protéines (Viegas et al, 1982),(Godfrey et al,

1996),, vitamines et oligo-éléments (Friis et al, 2004; Gupta et al, 2007; Osrin et al, 2005)dans

la réduction du risque de survenue du RCIU (Zerfu & Ayele, 2013). Il s�avère aussi que la

consommation de substances comme les drogues, l�alcool, le tabac ou certains médicaments,

pendant la grossesse, accroît le risque de survenue d�un retard de croissance. Hoegerman et al.

(1990) ont montré que l�alcool empêche la croissance f�tale, via la perturbation du
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développement vasculaire utérin, induisant une baisse du flux sanguin au niveau du placenta

(Hoegerman et al, 1990; Kay et al, 2000).

L�âge de la mère ainsi que la primiparité ont aussi un effet sur le développement du

f�tus. En effet, Ong et al. (2004) ont rapporté que, chez une femme primigravide, le nouveau-

né présente un poids à la naissance plus faible que celui des bébés ultérieurs. D�autre part,

l�âge de la mère présente aussi un facteur de risque, en particulier chez les mères de moins de

16 ans.Une grossesse multiple peut également conduire à une croissance plus lente in utero,

survenant à 30-31 semaines de gestation dans le cas de jumeaux, 27-28 semaines dans le cas

de triplés et 25-26 semaines dans le cas de quadruplés (Newman, 2002).

Les pathologies maternelles telles que le diabète, l�hypertension et l�anémie, influencent

fortement la croissance f�tale et augmentent le risque de RCIU (Mandruzzato et al, 2008).

Dans le cas d�un diabète gestationnel, la perturbation de la glycémie maternelle entraîne une

altération de la croissance du f�tus suite à la diminution du taux de glucose dans la

circulation ombilicale (Scholl et al, 2001).

Enfin, l�exposition de la mère à des conditions stressantes (stress psychologique) au

cours de la période de grossesse influence fortement le développement f�tal(Lipkind et al,

2010).

Origine placentaire

Le développement optimal du f�tus dépend des conditions de croissance et de

développement in utero. L�apport en oxygène et en nutriments, traversant la barrière

placentaire, doit être suffisant et capable de combler ses besoins (Ounsted et al, 1988). La

perturbation de la fonction physiologique du placenta semble être la principale conséquence

d�une mauvaise nutrition f�tale(Jansson & Powell, 2007), ce qui se traduit par une mauvaise

croissance intra-utérine.

Afin de satisfaire les besoins métaboliques croissants du f�tus, les flux et les volumes

sanguins au niveau des circulations ombilicale et utérine augmentent progressivement durant

la période de grossesse. En effet, l�augmentation de la surface d�échange est assurée par un

diamètre artériel plus important et la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Les études

de Jansson et al. (2007) ont montré que les flux et les volumes sanguins ombilical et utérin

sont réduits et les résistances au flux sont augmentées en cas de grossesse avec RCIU.
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De plus, la restriction des échanges mère-f�tus peut être le résultat d�une malformation

structurelle du placenta qui prend place au cours de la formation du tissu placentaire. En effet,

Kingdom et al. (2000), en comparant des individus normaux aux RCIU, ont observé chez ces

derniers une altération au niveau de la structure de leur placenta qui s�est traduite par des

villosités atrophiées, une ramification placentaire réduite et une faible innervation. Cet

environnement placentaire appauvri contribue à l�altération de la croissance f�tale en déviant

la trajectoire de croissance vers la pathologie du RCIU (Kingdom et al, 2000).

Origine f tale

En plus des origines maternelles et placentaires, la survenue du RCIU a aussi une

origine f�tale (Figure6) qui regroupe les anomalies génétiques, les infections et également les

malformations structurales. En ce qui concerne les maladies génétiques, Sebogal et al. (2007)

ont montré qu�elles représentent 5 à 20% des causes de RCIU. Ainsi, la restriction de la

croissance peut être la conséquence d�une altération chromosomique (trisomie 21, 18, 13),

d�une délétion chromosomique (syndrome Wolf-Hirschhorn et syndrome de Turner)

(Rochelson et al, 1990). D�autre part, au cours de la grossesse, la croissance f�tale peut être

perturbée par des maladies infectieuses telles que la toxoplasmose, la rubéole, l�herpès et le

paludisme(Khan & Kazzi, 2000). Les infections sont responsables de 10% des cas de RCIU. Il

est à noter également que les maladies infectieuses peuvent induire, outre les RCIU, des

naissances prématurées (Goldenberg et al, 2005).

Les modèles de RCIU expérimentaux et naturels

Afin de mieux comprendre les mécanismes génétiques, moléculaires et cellulaires

impliqués dans la restriction f�tale de croissance, plusieurs modèles animaux mimant la

situation chez l�homme ont été développés. Comme chez l�humain, le RCIU existe également

naturellement chez les animaux domestiques.

Modèles expérimentaux du RCIU

De nos jours, la connaissance des mécanismes sous-jacents induisant une croissance

f�tale restreinte joue un rôle important dans la prévention du RCIU. De nombreux protocoles

expérimentaux ont été développés en reproduisant les altérations à la base de l�étiologie du

RCIU humain. Les principales stratégies utilisées sur plusieurs espèces sont listées dans le
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Tableau 1. Les manipulations alimentaires, la restriction du flux sanguin placentaire et

l�administration de glucocorticoïdes sont les principales stratégies adoptées pour induire une

restriction de croissance. En effet, les conséquences varient en fonction des manipulations et

de l�espèce utilisée comme le montre le

Tableau 1.

Tableau 1 : Les causes et les conséquences de RCIU en fonction de l�espèce.

Manipulation Conséquences Espèce Références

Restriction Protéique

Hypertension Rat (Langley-

Evans, 1997;

Langley et al,

1994a; Vehaskari et

al, 2001; Woods et

al, 2001)

Insulino-résistance /
Intolérance au glucose

Rat (Langley-

Evans, 1997;

Langley et al,

1994a; Langley et

al, 1994b; Ozanne,

2001; Stocker et al,

2004; Vehaskari et

al, 2001; Woods et

al, 2001)

Défaut sécrétion insuline Rat (Crace et al,

1991; Snoeck et al,

1990; Wilson &

Hughes, 1997)

Restriction calorique

Hypertension Cobaye
Rat

Brebis

(Edwards &

McMillen, 2001;

Kind et al, 2002;

Vickers et al, 2000;

Woodall et al,

1996)

Insulino-résistance /
Intolérance au glucose

Cobaye
Rat

(Holemans

et al, 1996; Kind et

al, 2003)
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Adiposité / diet induced
obesity

Cobaye
Rat

(Kind et al,

2005; Vickers et al,

2000; Yura et al,

2005)

Insuffisance
placentaire

Insulino-résistance /
défaut de sécrétion d�insuline

Rat (Jansson &

Lambert, 1999;

Simmons et al,

2001)

Hypertension Rat
Cobaye
Brebis

(Merlet-

Benichou et al,

1994; Murotsuki et

al, 1997; Persson &

Jansson, 1992)

Surexposition aux
glucocorticoïdes

Hypertension Rat
Brebis

(Benediktsso

n et al, 1993;

Gatford et al, 2000;

Sugden et al, 2001)

Insulino-résistance /
Intolérance au glucose

Rat
Brebis

(Lindsay et

al, 1996; Moss et al,

2001; Nyirenda et

al, 1998)

Le porc : un modèle naturel du RCIU

La croissance du f�tus dans l'utérus est un événement biologique complexe influencé

par la génétique, l�épigénétique et d�autres facteurs environnementaux, ainsi que par la

maturité maternelle. Ces facteurs ont une incidence sur la taille et la capacité fonctionnelle du

placenta (transfert de nutriments et d'oxygène de la mère au f�tus), la disponibilité des

éléments nutritifs nécessaires, le milieu endocrinien et les voies métaboliques. L�altération de

l'état nutritionnel et endocrinien f�tal peut entraîner des adaptations de développement qui

changent en permanence la structure, la physiologie, le métabolisme et la croissance

postnatale de la progéniture. Le phénomène de RCIU est donc largement observé chez les

animaux domestiques (Wu et al, 2006)..Chez le porc, le modèle naturel du RCIU est issu des

conséquences de la sélection animale sur la taille de la portée. Le croisement de la lignée

chinoise Meishan hyperprolifique avec la race occidentale, est largement impliqué dans le

phénomène RCIU dans les élevages (Herpin & J., 1998).. La présence d�un nombre élevé de
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f�tus limite la croissance f�tale et diminue le flux sanguin utérin. Les f�tus se retrouvent

donc face à une quantité de substrats énergétiques insuffisante, ce qui contribue à un

phénomène de compétition utérine et à la naissance de porcelets avec des poids variables

.(Pere & Etienne, 2000).. Les individus de petit poids, dits à risque, souffrent d�une

immaturité de leur fonction respiratoire, de leur tractus digestif, de leur système rénal ainsi

que d�une perturbation de la régulation de la température corporelle. Ces conditions

physiologiques inadéquates rendent leur survie difficile et augmentent le risque de mortalité

néonatale. Ceci représente un problème majeur de management dans les élevages (Wu et al,

2006).

Pour ces raisons, et du fait de la forte ressemblance des processus de croissance et de

développement des organes entre le porc et l�homme, le modèle porcin naturel de retard de

croissance est aujourd�hui de plus en plus utilisé pour l�étude de la programmation

développementale. Ce modèle a permis notamment de montrer le rôle joué par la leptine

postnatale dans la programmation métabolique et l�obésité (Attig et al, 2008a; Attig et al,

2013b; Mostyn et al, 2014).

I.1.4 La programmation développementale des maladies

chez le RCIU

Les maladies non transmissibles (MNT) ou encore maladies chroniques telles que les

maladies cardiovasculaires, le diabète, le cancer sont responsables de 87% de tous les décès

en France. Ces maladies évoluent lentement avec l�âge. Les maladies cardiovasculaires (28%)

et le cancer (31%) sont les plus abondants (OMS, 2014)(Figure 6).
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Figure 6 : principales causes de mortalité (OMS, 2014)

a) La programmation du diabète chez le RCIU

Le diabète est une maladie chronique caractérisée par une augmentation du taux de

glucose (sucre) dans le sang. Selon l�OMS, 347 millions de personnes sont diabétiques dans le

monde. Le diabète pourrait devenir la septième principale cause de décès dans le monde d�ici

2030 (Danaei et al, 2011; WHO, 2012). Cet excès chronique est appelé hyperglycémie. On

distingue deux types de diabète: le diabète de type 1 et le diabète de type 2.

Le diabète de type 1 est une maladie dite auto-immune due à l'arrêt de la sécrétion de

l'insuline par le pancréas. En effet, l�organisme produit des anticorps qui détruisent

progressivement la cellule bêta pancréatique responsable de la sécrétion d�insuline. Cette

maladie apparaît tôt dans la vie de l'enfant, de l'adolescent et du jeune adulte, avant l'âge de

30 ans (Cryer, 2001).

Le diabète de type 2 est beaucoup plus répandu. Cette pathologie représente 90% des

cas de diabète rencontrés dans le monde (Danaei et al, 2011). Cette maladie est due à une

mauvaise utilisation de l'insuline par les cellules de l'organisme, induisant un état d�insulino-

résistance. Il apparaît plutôt chez des sujets de plus de 40 ans mais peut aussi s�installer chez

de jeunes obèses.

Diverses études ont mis en évidence une forte corrélation entre un petit poids à la

naissance et le développement d�un état d�intolérance au glucose et de diabète de type 2 à
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l�âge adulte. Ceci a été observé chez l�homme (Hales & Barker, 1992; Lithell et al, 1996;

Phillips et al, 1994; Phipps et al, 1993; Valdez et al, 1994) et également dans différents

modèles animaux de RCIU comme le montre le Tableau 1.

Ainsi, Hales et al.(1991) ont montré que sur 370 hommes âgés entre 59 et 70 ans, 40%

des personnes nées avec un poids de naissance faible (< 2.5 Kg) présentaient un problème de

tolérance au glucose et/ou un diabète de type 2. Cependant, ces troubles de la régulation de la

glycémie n�ont été observés que chez 5% des individus nés avec un poids et une croissance

standards. Les études de Leger et al. (1997) et Dabelea et al. (1999)ont confirmé l�étude

précédente, montrant que les individus RCIU sont sujets à des problèmes de métabolisme

glucidique et développent une insulino-résistance à l�âge adulte, voire plus précocement

(Dabelea et al, 1999; Leger et al, 1997; Leger et al, 1996). Plus tardivement, Ibanez et al.

(2006) et Wang et al. (2007) ont montré que la sensibilité à l�insuline peut se mettre en place

précocement chez des individus en bas âge, voire chez les nouveau-nés RCIU (Ibanez et al,

2006; Wang et al, 2007).

La programmation périnatale est aujourd�hui suffisamment avancée pour expliquer la

prédisposition des individus nés RCIU à développer une intolérance au glucose, voire un

diabète de type 2. Dans ce cadre, l�environnement f�tal n�est pas le seul à influencer

l�altération du métabolisme glucidique. La période postnatale, période critique de croissance,

peut aussi avoir un pouvoir puissant dans l�installation du diabète de type 2 et de la sensibilité

au glucose chez les enfants RCIU. Ce constat est d�autant plus vrai chez les individus

présentant un rythme de croissance accéléré au cours de leurs premières années de vie (Forsen

et al, 2000; Ibanez et al, 2006). En effet, Hales et Barker ont expliqué ce mécanisme en

supposant que les troubles observés précocement chez les individus nés avec RCIU pourraient

être la conséquence d�une altération du développement des cellules bêta pancréatiques et de

leur capacité à secréter l�insuline (Hales & Barker, 1992). En se basant sur différents modèles

animaux, plusieurs études ont confirmé l�hypothèse émise par Barker et Hales, tout en

montrant que cette altération de la croissance f�tale in utero joue un rôle primordial dans la

perturbation du développement des cellules pancréatiques, ce qui entraîne non seulement une

réduction du nombre et de la masse des cellules bêta mais également des îlots de Langerhans,

responsables de la sécrétion d�insuline (Garofano et al, 1997; Holemans et al, 1996).

D�autres études faites chez le rat et la brebis ont étayé ces constatations et ont permis de

montrer la présence d�une réduction de la prolifération cellulaire associée ou non à une

augmentation de l�apoptose au sein des îlots (Limesand et al, 2005; McMillen & Robinson,

2005; Snoeck et al, 1990). Cette altération structurale du pancréas endocrine a été associée à
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une baisse de la fonction des îlots. Ceci conduit à des changements des réponses cellulaires

vis-à-vis des hormones, se traduisant par des niveaux d�hormones circulantes plus faibles

(Cherif et al, 1998; Holemans et al, 1996) et une réduction de la sécrétion d�insuline en

réponse à une charge en glucose (Cherif et al, 1998; Holemans et al, 1996; Wilson & Hughes,

1997).

La genèse de l�insulino-résistance observée chez les RCIU est encore controversée et le

débat n�est pas tranché entre un défaut primaire du pancréas ou une mise en place plus

complexe impliquant les tissus périphériques. Ainsi chez l�homme, Van Assche et al. (1977)

ont montré la présence d�une baisse de masse du pancréas endocrine et du nombre de cellules

béta chez certains f�tus RCIU (Van Assche et al, 1977). Cependant, en 2002, Beringue et al.,

en se basant sur une analyse morphométrique de pancréas de f�tus humains RCIU, d�âge

moyen 36 semaines de gestation, n�ont pas observé de différence ni sur le nombre de de

cellules, ni sur la densité cellulaire, ni sur l�organisation des îlots. Chez l�homme, ceci serait

dû au développement d�une résistance des tissus périphériques à l�insuline plutôt qu�à un

défaut primaire de sa sécrétion. Par contre, les études faites sur des modèles animaux ont

montré la présence de ces deux phénomènes. Chez le rat par exemple, il a été démontré que

l�insulino-résistance se développe au niveau du foie, du muscle et du tissu adipeux. Tout

d�abord, l�altération fonctionnelle au niveau du foie engendre une sensibilité à l�insuline due à

une hyperactivité des enzymes de la néoglucogenèse (Desai et al, 1997) ainsi qu�une

altération de la régulation de la production hépatique du glucose (Holemans et al, 1996;

Ozanne & Hales, 1999; Vuguin et al, 2004). Les analyses morphologiques ont également

montré une prolifération accrue des hépatocytes associée à une augmentation de la taille et de

la capacité de ces cellules (Burns et al, 1997; El-Khattabi et al, 2003).D�autre part, au niveau

du muscle et du tissu adipeux, la résistance à l�insuline altère fortement le métabolisme du

glucose. Lorsque la résistance à l�insuline prend place, une réduction du captage du glucose

dans ces tissus est observée. Elle est expliquée par un défaut de signalisation induisant une

baisse marquée de la translocation membranaire du récepteur Glut 4, nécessaire pour le

transfert de glucose (Ozanne et al, 2005; Thamotharan et al, 2005). De plus, l�insulino-

résistance entraîne une réduction de l�action anti-lipolytique de l�insuline (Jaquet et al, 2000;

Ozanne & Hales, 1999).



[42]

b) Programmation de l�hypertension et de la défaillance rénale chez le

RCIU

De nombreuses études épidémiologiques et expérimentales ont montré la présence

d�une relation inverse entre le faible poids de naissance (Barker et al, 1989; Gennser et al,

1988; Leon et al, 2000)et les maladies cardiovasculaires à l�âge adulte(Osmond et al, 1993).

En effet, la cohorte appartenant au programme «Britsh births survey», menée sur 9921 enfants

et 3259 adultes âgés de 36 ans, a montré que les enfants nés avec un petit poids de naissance

présentaient une élévation de la pression systolique de 0.38 mm Hg et de 1.32 mm Hg,

respectivement pour les garçons et les filles. De plus, chez les adultes, la pression artérielle a

été augmentée de 2.57 mm Hg et de 1.83 mm Hg, respectivement pour les hommes et les

femmes nés avec un RCIU (Barker et al, 1989). Cette étude dénote l�importance du poids de

naissance et le rôle clé que joue le RCIU dans le développement de la pression artérielle. Les

études animales viennent aussi confirmer ces observations. En effet, chez le porc âgé de 3

mois, le RCIU est associé à une élévation de la pression artérielle (Poore & Fowden,

2003).Chez le rat, le retard de croissance induit par la restriction calorique ou protéique du

régime alimentaire maternel s�accompagne également d�une hypertension (Langley-Evans &

Nwagwu, 1998; Vickers et al, 2000).

Il est à noter que le rein est l�organe le plus touché par la programmation de

l�hypertension. En effet, il a été démontré que le faible poids de naissance et la sous-nutrition

sont associés à une réduction de la taille et à des modifications de la structure rénales

(Langley-Evans & Nwagwu, 1998; Vickers et al, 2000). En plus de l�homme, les études

menées sur de nombreux modèles animaux(le porc, la brebis et le rat) ont montré que

l�individu né avec un retard de croissance intra-utérin à la naissance présente une diminution

du nombre de néphrons (Bauer et al, 2002; Langley-Evans & Nwagwu, 1998; Wintour et al,

2003), une réduction du nombre de glomérules et un volume glomérulaire élevé (Manalich et

al, 2000). Ces modifications structurales et fonctionnelles rénales semblent être irréversibles

et non compensées pendant la période postnatale (Woods et al, 2001). Face à ce nombre réduit

de glomérules, la filtration rénale s�appuie sur un nombre faible de néphrons. Ceci induit une

élévation de pression glomérulaire, ce qui conduit au développement d�une sclérose

glomérulaire à long terme, suivie d�une baisse de la filtration glomérulaire. Ces contraintes

fonctionnelles plaident en faveur d�une insuffisance rénale contribuant à une rétention du

sodium et favorisant l�installation d�une hypertension artérielle (McMillen & Robinson, 2005;

R.V. Salamon, 2009).
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c) La prédisposition de l�obésité chez les RCIU : le phénomène de « catch-

up growth »

Ravelli et al. ont été les premiers à montrer l�existence d�une association entre un petit

poids de naissance et l�augmentation de l�obésité chez l�adulte (Ravelli et al, 1999; Ravelli et

al, 1976). Depuis, plusieurs études se sont intéressées à ce sujet, montrant que les individus

RCIU présentent, à l�âge adulte, un indice de masse corporelle (IMC) et une masse grasse

totale plus élevés, associés à une redistribution du tissu adipeux au niveau abdominal (obésité

viscérale). Ceci indique une altération de leur composition corporelle (Jaquet et al, 2000;

Yajnik, 2004).

Cet excès d�adiposité chez les enfants RCIU est induit par un phénomène particulier

appelé «catch-up growth» (Hokken-Koelega et al, 1995; Karlberg & Albertsson-Wikland,

1995; Monteiro & Victora, 2005; Stettler et al, 2005). En effet, ce phénomène est

généralement défini comme une croissance de rattrapage accélérée, habituellement observée

après une période de dénutrition. Le catch-up est caractérisé par une vitesse de croissance

supérieure à la médiane pour un âge et un sexe donnés et se manifeste le plus souvent par une

augmentation anormale de la masse adipeuse par rapport à la masse maigre (Saenger et al,

2007). De nombreuses études ont observé le phénomène de catch-up chez près de 90% des

individus RCIU (Karlberg & Albertsson-Wikland, 1995).Le rattrapage de croissance survient

pendant la vie infantile, généralement durant les deux premières années de vie. Cette

croissance rapide a pour fonction de compenser la moindre croissance f�tale, ce qui va

permettre aux individus nés avec un faible poids de naissance de normaliser leur poids et leur

taille d�une manière plus rapide et rétablir ainsi un bon état de santé à court terme.

Plusieurs études cherchent à déterminer les causes de cette augmentation rapide de la

croissance(Ounsted et al, 1988). Cette augmentation excessive de la masse grasse est

expliquée en partie par la conservation des mécanismes énergétiques, suite à la suppression de

la thermogenèse mais également par la diminution de la satiété des enfants RCIU (Ounsted et

al, 1988). Monteiro et al. (2005) ont montré que le rattrapage de croissance du poids et de la

taille, chez les individus RCIU, est achevé à l�âge de 2 ans (Monteiro & Victora, 2005).

Cependant, des études ont montré que ce processus peut aussi avoir lieu à n�importe quel

stade de développement, par exemple entre 3 et 11 ans (Barker, 2004; Eriksson et al,

1999).Toutefois, il est évident que le rattrapage de croissance accélérée et précoce aggrave les

conséquences métaboliques du RCIU. Ibanez et al. (2006) ont montré, chez des enfants âgés

de 3-4 ans et présentant un catch-up avant l�âge de 2 ans, que la composition corporelle était
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altérée, l�adiposité abdominale excessive et le développement de la masse maigre réduit

(Ibanez et al, 2006).

Des travaux effectués sur un modèle rongeur, induisant un RCIU expérimentalement,

ont montré que l�obésité spontanée n�était pas visible après le sevrage lorsque les animaux

étaient nourris avec un régime standard. Cependant, lorsqu�ils étaient soumis à un régime

hypercalorique, ils avaient tendance à être obèses (Vickers et al, 2000; Yura et al, 2005).Cette

observation ne s�applique toutefois pas à tous les modèles animaux. En effet, un excès

d�adiposité a été observé chez le porc né RCIU, à partir de l�âge de 12 mois,quel que soit le

régime alimentaire (Poore & Fowden, 2003). Il est à noter que l�adipogenèse se déroule

durant des périodes critiques dans la vie de l�individu: elle démarre durant la vie f�tale et se

poursuit pendant la vie postnatale. De ce fait, l�adipogenèse semble être une cible clé de la

programmation développementale. Ainsi, chez le RCIU, ceci pourrait s�expliquer soit par une

altération au niveau du système hypothalamique qui joue un rôle primordial dans le contrôle

de la prise alimentaire, soit par une dérégulation de la fonctionnalité du tissu adipeux.

L�altération des deux fonctions est aussi possible chez les RCIU. En effet, les travaux de Attig

et al. (2008) (Attig et al, 2008a) ont montré que le blocage de la leptine (hormone régulatrice

de la prise alimentaire) chez le rat, par des antagonistes de la leptine, durant la vie postnatale,

induit une altération de la prise alimentaire et de la régulation métabolique à long terme. Les

animaux se trouvent donc plus sensibles à développer l�obésité (Attig et al, 2008b; Vaisse et

al, 1996). Ces résultats montrent que la leptine a un effet sur le développement du nouveau-

né. D�ailleurs, le traitement des nouveau-nés de faible poids de naissance par la leptine a

permis de rectifier leur prise alimentaire ainsi que leur poids et leur adiposité à l�âge adulte

(Vickers et al, 2008).

d) RCIU et pathologies intestinales : Focus sur le microbiote intestinal

i) Le microbiote intestinal

Définition et fonctions

Le microbiote intestinal est l'ensemble de la population bactérienne qui colonise notre

tube digestif. Il est constitué d�environ 100 billions de cellules bactériennes au total,

regroupées sous plus de 1000 espèces (Fehmann et al, 1997; Flint, 2012) soit 10 fois plus de

cellules que les cellules humaines de tout l�organisme (Drusch, 1999). Les populations

bactériennes dominantes demeurent relativement stables chez l�adulte sain (Zoetendal et al,

1998). La dominance est donc à partager entre deux phyla (Dore & Corthier, 2007).
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� Le phylum des Firmicutes qui représente entre 50 à 80% du microbiote

� Le phylum des Bacterioidetes qui représente 10 à 40% du microbiote.

Bien que la composition du microbiote intestinal soit hautement conservée entre les

individus, elle évolue sans cesse selon notre régime alimentaire, l�âge, le sexe, la corpulence,

le mode de vie, le mode d�accouchement et l�allaitement. Chacun d'entre nous a son propre

microbiote qui présente en quelque sorte notre signature bactérienne résultant d�une évolution

conjointe entre lui et nous. Les deux tiers des bactéries intestinales sont propres à chacun de

nous et le dernier tiers est commun) (Woodmansey, 2007)

Le microbiote intestinal, décrit par Prakash et al., (2011), joue un rôle essentiel avec

trois principales fonctions : métabolique, protective et structurelle (Erreur ! Source du

renvoi introuvable.) (Prakash et al, 2011).

Figure 7 : Les fonctions majeures du microbiote intestinal (Prakash et al, 2011)



[46]

Plusieurs facteurs peuvent influencer l�équilibre du microbiote intestinal, notamment

l�alimentation, le stress, les antibiotiques et le vieillissement. Une fois déséquilibré, le

microbiote induit des problèmes de santé tels que l�obésité, la colite ulcéreuse, la maladie de

Crohn, le cancer colorectal, le syndrome du côlon irritable, la maladie c�liaque ainsi que

d�autres maladies (de Vos & de Vos, 2012; Flint, 2012).

Implantation du microbiote intestinal

En se basant sur le principe de la stérilité de l�environnement intra-utérin, le microbiote

est considéré comme non-inné, c�est-à-dire acquis après la naissance. De ce fait, ce n�est qu�à

partir de la naissance que l�implantation de la population bactérienne chez les nouveau-nés

démarrerait très rapidement, via des bactéries de leur environnement (par contact avec le

microbiote de la peau des adultes, l'alimentation, etc (Schwiertz et al, 2003).On ne parle d�un

microbiote "adulte" qu�à partir de deux ans. Toutefois, l�étude de Jiménez et al.(2005) nie ce

constat de stérilité en montrant (Jimenez et al, 2005), chez la souris en gestation, qu�un

passage de bactéries commensales de la mère à sa progéniture in utero, via le cordon

ombilical ou le liquide amniotique (Jimenez et al, 2008), est possible. De plus, la présence du

microbiote dans le placenta a été révélée par les travaux récents d�Agaard et al. (2014) menés

sur une cohorte de 320 femmes. Cette étude a montré que le microbiote détecté est différent

de celui de la peau et du tractus urogénital mais proche de la cavité buccale (Aagaard et al,

2014).Cependant, ce débat est à ce jour toujours controversé. Kliman H. J. (2014) soutient que

l�approche analytique développée par Agaard et al., basée uniquement sur une étude de

l�ADN extrait sans une étude complémentaire de la viabilité microbienne, ne détecterait que

de l�ADN de cellules mortes provenant de la cavité buccale maternelle et se retrouvant au

niveau du placenta par le biais de la circulation sanguine (Kliman, 2014).

Des données disponibles à ce jour suggèrent que les premiers jours de la vie

constitueraient une période clé pour l�implantation des premières bactéries. En effet, la

population bactérienne implantée dans le tube digestif, quelques jours après la naissance, est

dépendante du mode d�accouchement (flores fécale, vaginale et buccale de la mère), ainsi que

de l�environnement (air, peau) (Lees et al, 2014).

Le rôle de l�environnement, et en particulier l�alimentation postnatale, semble être très

important dans le développement du microbiote. La Figure 8 résume les impacts bénéfiques et

délétères de l�environnement externe sur la modulation du microbiote intestinal de l�enfant.
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Figure 8 : Effets des facteurs externes sur le microbiote intestinal de l'enfant. Les flèches vertes montrent les
modifications bénéfiques ; flèches rouges montrent les modifications comme négatives pour un développement sain

(Matamoros et al, 2013)

Différentes études menées par Schwiertz et al. (2003) sur des nouveau-nés ont montré

que les profils bactériens, relativement simples à la naissance, présentent une complexité

croissante au cours du temps. Dans ce sens, le lait (maternel et/ou infantile), qui représente la

première source d�alimentation pour les bébés et la première matrice «étrangère» qui traverse

le tractus digestif, constitue un élément majeur dans ce processus (Lees et al, 2014).

Avec la diversification alimentaire, la flore se modifie, induisant une diversification des

populations bactériennes (

Figure 9). Même si plusieurs travaux ont été effectués sur le microbiote intestinal des

bébés et des adultes, la totalité de la population bactérienne touchée reste encore mal connue.
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Figure 9 : Microflore intestinale de l'enfant : évolution en fonction de l�âge (Adapté de (Arrieta et al, 2014

; Voreades et al, 2014))

ii) Modulation du microbiote chez les RCIU et pathologies

intestinales

En ce qui concerne le RCIU et les pathologies intestinales, peu d�observations ont été

effectuées mais les premiers résultats ouvrent des perspectives intéressantes. Ainsi, le faible

poids de naissance semble représenter un facteur de risque pour la survenue des pathologies

intestinales pendant la vie postnatale, comme l�entérocolique ulcéro-nécrosante. En effet,

Fança-Berthon P. et al. (2010) ont montré, dans un modèle rongeur RCIU, une altération des

fonctions intestinales (prolifération, absorption, digestion) qui, en modifiant l�environnement

intestinal,induirait la modulation du microbiote au cours de la période postnatale (Fanca-

Berthon et al, 2010). De plus, chez des porcelets, D�Inca R et al. (2011) ont montré que les

RCIU présentaient des signes d�immaturité digestive précoce. Durant la période postnatale, la

colonisation bactérienne et l�adaptation intestinale sont altérées (D'Inca et al, 2011). De

même, toujours chez le porc, des études récentes ont mis en évidence une altération

structurale de l�intestin grêle qui se manifeste par une taille réduite des villosités, limitant

ainsi la surface d�absorption intestinale qui pourrait être due à un taux élevé de l'apoptose
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dans l'épithélium intestinal; (D'Inca et al, 2011). Ceci joue un rôle primordial dans la

modulation de la colonisation bactérienne. Michiels et al. (2013) ont également rapporté un

mauvais développement du système digestif des porcelets RCIU pendant la période post-

sevrage (Michiels et al, 2013).

Fança-Berthon P et al. (2009) ont aussi montré, chez des rats soumis à une restriction

protéique pendant la gestation, que le RCIU est associé à une réduction de la profondeur des

cryptes au niveau du côlon. De plus, le peptide trifolié TFF3 et les glycoprotéines mucines

sécrétées par les cellules épithéliales de surface et contribuant activement à la protection de

l'épithélium, présentent des niveaux d�expression réduits dans la muqueuse du côlon des rats

RCIU par rapport aux témoins. Ceci confirme que le faible poids de naissance nuit au

développement de la barrière intestinale. L'absence d'une barrière efficace du côlon, induite

par le RCIU, peut prédisposer à une lésion colique, non seulement dans la vie du nouveau-né

mais aussi plus tard (Fanca-Berthon et al, 2010).

e) Implication du Stress oxydant dans la pathologie du RCIU

Le stress oxydant se caractérise par une déstabilisation de la balance pro-oxydants/anti-

oxydants. Les radicaux libres ERO ou ROS (reactive oxygen species), comme le H2O2, sont

des composés capables d�oxyder plusieurs molécules cellulaires ou extracellulaires et

d�altérer l�expression d�un grand nombre de gènes. Cependant, les cellules de l�organisme

expriment des molécules ayant un pouvoir anti-oxydant, les protégeant ainsi contre les effets

délétères de la production excessive des ERO. Face à l�oxydation, différents systèmes anti-

oxydants endogènes peuvent être activés comme la superoxyde dismutase (SOD) la catalase

(CAT), la glutathion peroxydase (GPX) des protéines de transport des métaux (telles que la

ferritine), des substances endogènes comme le glutathion (GSH) ou encore la thiorédoxine-1,

système de défense non-enzymatique (Mahmood et al, 2013). Via l�alimentation, plusieurs

molécules exogènes protectrices semblent jouer un rôle de défense important: elles sont

représentées par les vitamines C et E, les caroténoïdes, les polyphénols et les oligo-éléments

(comme le Zn ou le Se) Figure 10).
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Figure 10: Principaux systèmes prooxydants et anti-oxydants (Daum-Badouard, 2004)

De nombreuses études ont rapporté l�effet du stress oxydant sur l�altération de la

croissance f�tale induisant des risques importants de développement du syndrome

métabolique à long terme (Luo et al, 2006; Thompson & Al-Hasan, 2012). L�état nutritif

appauvri de la mère pendant la grossesse, est généralement à l�origine de l�installation d�un

état pro-oxydant. En effet, (Willcox et al, 2004) ont montré qu�une carence protéique inhibe

la synthèse des antioxydants tels que le glutathion. De même, le déficit en vitamines A, C et E

qui jouent un rôle de défense antioxydant, stimule la mise en place d�un stress oxydant.

L�analyse du sang du cordon, chez des nouveau-nés RCIU humains, a permis de mettre en

évidence la présence de taux importants de MDA (connues pour leurs propriétés oxydantes),

associée à une réduction de trois puissants agents antioxydants : la CAT, la SOD et la GPX

(Gupta et al, 2007). L�étude menée par (Baydas et al, 2002) confirme les résultats précédents

en montrant la présence d�un faible taux des vitamines anti-oxydantes chez les individus nés

RCIU.

Chez le rongeur RCIU induit par ligature des artères utérines, il a également été

démontré qu�une altération du milieu métabolique intra-utérin s�accompagne d�un
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dysfonctionnement mitochondrial et de l�installation d�un stress oxydant accru au niveau du

pancréas, du muscle et du foie (Ndisang et al, 2008; Simmons et al, 2001).

D�autre part, des rats RCIU ont présenté, dès l�âge de 3 et 6 mois, des modulations de

leur métabolisme glucidique qui se traduit par une perturbation de la phosphorylation

oxydative, de la néoglucogenèse (Ndisang et al, 2008; Simmons et al, 2001), de l�activité de

la pyruvate déshydrogénase directement liée à une élévation de l�expression de la pyruvate

déshydrogénase kinase-4.L�ensemble conduit à des niveaux basaux de glucose hépatique plus

élevés. De plus, une surexpression hépatique de la PEPCK pourrait, à elle seule, conduire à

une augmentation de la production de glucose.

Dans les conditions d�un rattrapage accéléré de croissance («catch-up growth», voir

page 43) chez le RCIU, le stockage élevé de nutriments et d�énergie au niveau de plusieurs

organes s�accompagne d�un réarrangement mitochondrial et d�une augmentation importante

du stress oxydant (Simmons, 2006). De plus, une étude toute récente de Che L. (2015)

rapporte que, chez des individus RCIU, le stress oxydant joue un rôle important dans

l'induction du syndrome métabolique due essentiellement à la déficience du système de

défense anti-oxydant (Che et al, 2015). Dans des conditions d�hypoxie placentaire (grossesse

avec RCIU), la baisse d�oxygène, associée à la synthèse des ERO et des ERN, affecte la

fonction des protéines placentaires ainsi que les voies métaboliques (Myatt, 2006). De

nombreuses études ont montré une augmentation des cytokines inflammatoires dans le

placenta d�enfants nés avec un RCIU, une perturbation de l�angiogenèse et une diminution de

l�expression de facteurs de croissance (Gauster et al, 2007; Jarvenpaa et al, 2007; Street et al,

2006).
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I.2 Importance de la nutrition post-natale

précoce : la lactation

Pendant la période de grossesse, la nutrition constitue un facteur clé pour le bon

développement du f�tus (Phillips, 2006). Une fois le retard de croissance intra-utérin

diagnostiqué, un meilleur accès aux soins, un suivi de grossesse et de l�état nutritionnel des

mères et enfin une prise en charge des nouveau-nés sont nécessaires pour augmenter les

chances de survie. En effet, les mères doivent suivre un régime alimentaire adapté pour

assurer un développement f�tal optimal. Ensuite, après l�accouchement et pendant les

premiers jours et semaines de vie postnatale (lactation), il est impératif de maintenir les RCIU

dans un environnement adéquat pour favoriser une croissance optimale à âge gestationnel

équivalent.

La lactation constitue une période critique de développement postnatal de l�enfant et en

particulier chez le RCIU. La maîtrise de la nutrition au cours de cette période permet en effet

d�assurer une croissance optimale et harmonieuse chez l�enfant et de compenser le retard de

croissance dû à la restriction alimentaire et/ou placentaire in utero.

I.2.1 Allaitement maternel

Pour assurer un développement optimal, le nourrisson requiert,pendant sa première

année de vie, des besoins précis et particuliers. Ces besoins sont naturellement couverts par le

lait maternel qui, par excellence, reste la source nutritionnelle de référence des nouveau-nés.

Avec 60% d�allaitement maternel à la naissance, la France se situe parmi les pays avec le plus

faible taux d�allaitement au niveau mondial (OCDE, 2011)Figure 11(Figure 11).
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Figure 11 :Taux d�allaitement maternel selon la base de données de l�ODEC (OCDE, 2011)

a) Composition et évolution du lait maternel

i) Composition

De nombreuses études se sont intéressées à la composition du lait maternel, du fait de sa

spécificité et de son évolution adaptative pour apporter les nutriments nécessaires à la

croissance des nourrissons. Sa composition diversifiée (lipides, protéines, glucides, minéraux,

anticorps et vitamines) lui confère de nombreuses propriétés biologiques.(Tableau 2 :

Composition du lait maternel (FAO, 1998; Lebeuf Y., 2002)

Tableau 2 : Composition du lait maternel (FAO, 1998; Lebeuf Y., 2002)

Lait Maternel
Protéines (g/100g)

Caséines 0,6 (60%)
Protéines solubles 0,4 (40%)

lactalbumine
3,6

Traces
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Lactoferrine 1,5
Lysozyme 3,0

Glucides (g/L)
Lactose 6,9

Oligosaccharides 0,6-11
Lipides (g/100g)

Acide gras
saturés

51-52

Acides gras mono-insaturés 29-30

Acides gras poly-insaturés 17-18

Minéraux (mg/100g)
Calcium 32

Phosphore 14
Magnésium 3
Potassium 51

ii) Évolution de la composition du lait

En fonction de la croissance de l�enfant, le lait maternel évolue. On peut détecter trois

phases: le colostrum, le lait de transition et le lait mature.

Le colostrum est le lait post-partum immédiat (de 0 à 5 jours). Il est composé d�un taux

faible en lipides, lactose et caséine par comparaison avec le lait mature. L�apport énergétique

est faible (450 à 480 kcal/litre contre 650 à 700 kcal/litre). Le colostrum joue un rôle

important dans la protection initiale du nouveau-né du fait de son abondance en cellules

immunocompétentes (10 fois plus que le lait mature), en protéines solubles (deux fois plus

riches) et en oligosaccharides (deux fois plus) (Cabanelas et al, 2006; Chaturvedi et al, 2001).

Quand il s�agit d�un accouchement prématuré, la période colostrale est prolongée. Ainsi, afin

d�assurer une maturation cérébrale correcte du nouveau-né, le colostrum se trouve enrichi en

acides gras polyinsaturés. Du 5ème au 12ème jour, la composition du lait évolue

progressivement, on parle donc d�un lait de transition. La concentration en protéines

solubles est réduite en faveur d�une augmentation du taux de lactose, lipides et caséines. Au-

delà du 14ème jour, en fonction des besoins nutritionnels de l�enfant, le lait continue à évoluer

et devient mature (Bauer & Gerss, 2011). Sa composition est celle décrite dans le Tableau 2.

b) Les bénéfices de l�allaitement maternel à court et à long termes

Nombreuses sont les études qui ont montré que la mortalité infantile est beaucoup plus

faible chez les enfants nourris au sein que chez ceux recevant une préparation pour

nourrissons En effet, l�allaitement durant 6 mois complets réduit, de façon significative, le

risque de diarrhée aigüe durant la première année de vie par rapport à un allaitement durant 3
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mois. Il s�avère également qu�un allaitement de 3 mois diminue le risque de dermatite

atopique et ce en particulier chez les enfants à risque. Il pourrait aussi diminuer le risque

d�asthme. De plus, l�effet préventif du lait maternel sur les manifestations allergiques semble

dépendre du régime alimentaire de la mère Le risque d�obésité est également d�autant plus

faible que l�allaitement est prolongé. En effet, plusieurs études ont montré que les enfants

nourris au biberon dès l�âge de 3 mois ont un IMC plus élevé et présentent des plis cutanés

plus épais que les enfants nourris au sein. L�allaitement artificiel semble favoriser un rebond

de corpulence plus précoce dont on connaît le caractère prédictif sur l�obésité ultérieure.

Enfin, l�allaitement, via sa composition parfaitement adaptée aux besoins du nouveau-né mais

aussi par la présence de différents biofacteurs tels que l�hormone de croissance, la leptine,

l�insuline, l�adiponectine et d�autres encore, pourrait être en grande partie responsable de la

meilleure gestion des apports alimentaires en favorisant la mise en place de mécanismes

neuronaux de régulation dès le plus jeune âge.

I.2.2 Allaitement artificiel : Définition et composition

des formules infantiles

Le lait de vache constitue la base principale des préparations infantiles. Certaines

modifications sont apportées à ce lait afin qu�il soit plus digeste et se rapproche le plus du lait

maternel (lait de référence). Le Tableau 3 résume les différences de composition entre les

deux types de lait.

a) Composition du lait maternel versus le lait de vache

De nombreuses différences de composition existent entre le lait de vache et le lait

maternel comme le montre le Tableau 3 (FAO, 1998; Lebeuf Y., 2002).

Tableau 3: Comparaison de la composition du lait humain et du lait de vache

Lait maternel Lait de vache
Protéines (g/100g)

Caséines 0,6 (60%) 2,7(82%)
Protéines solubles 0,4 (40%) 0,6 (18%)

lactalbumine
3,6 2,7
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Traces 1,5
Lactoferrine 1,5 Traces
Lysozyme 3,0 Traces

Glucides (g/L)
Lactose 6,9 4,7

Oligosaccharides 0,6-11 -
Lipides (g/100g)

Acide gras
saturés

51-52 67-68

Acides gras mono-insaturés 29-30 24-25
Acides gras poly-insaturés 17-18 4-5

Minéraux (mg/100g)
Calcium 32 119

Phosphore 14 93
Magnésium 3 13
Potassium 51 152

Le lait de vache est nettement plus riche en protéines que le lait maternel. La répartition

des protéines solubles et insolubles est également différente : dans le lait de vache, il existe

une forte prédominance en caséines (82%) comparativement aux protéines solubles (18%),

alors que le lait maternel présente une répartition plus équilibrée entre ces deux fractions avec

60% de caséines et 40% de protéines solubles (Lebeuf Y., 2002).

principales protéines solubles du lait de vache ; elle présente, par ailleurs, un potentiel

allergisant pour le nouveau-né (Pischetsrieder & Henle, 2012).

Bien que le lait maternel soit moins riche en protéines que le lait de vache, sa qualité

nutritive, déterminée par l�indice chimique des protéines (rapport entre la quantité d�acides

aminés essentiels et la quantité totale des acides aminés) est nettement supérieure à celle du

lait de vache. Cet indice est de 100 pour le lait maternel contre 70 pour le lait de vache.

Une comparaison des acides aminés de ces deux laits est présentée dans le

Tableau 4 (ARSAN A., 2011; ISPED., 2013).



[57]

Tableau 4 : Comparaison de la composition en acides aminés du lait maternel et du lait de vache

Acide aminé indispensable
(mg)

Lait maternel
(pour 100ml)

Lait de vache
(pour 100 ml)

Isoleucine 68 228
Leucine 100 350
Lysine 73 277

Méthionine 25 88
Phénylalanine 48 172

Thréonine 50 164
Tryptophane 18 49

Valine 70 245
Acide aminé semi-

indispensable
(mg)

Lait maternel
(pour 100ml)

Lait de vache
(pour 100 ml

Histidine 22 95
Arginine 43 123

Acide aminé non
indispensable

(mg)

Lait maternel
(pour 100ml)

Lait de vache
(pour 100 ml)

Alanine 39 117
Aspartate 99 257
Cystéine 22 31

Glutamate 199 708
Glycine 24 71
Proline 22 95
Sérine 49 184

Taurine 8 0,1
Tyrosine 49 163

Comme le montre ce tableau, le lait maternel contient des teneurs plus faibles en

phénylalanine et tyrosine (acides aminés aromatiques) que le lait de vache. Par ailleurs, le lait

maternel est riche en taurine (10 fois plus que dans le lait de vache), acide aminé intervenant

dans le développement cérébral.

Le lactose représente le sucre majoritaire dans les deux laits, avec des teneurs plus

faibles dans le lait de vache que dans le lait maternel (4,7 g/L contre 6,9 g/L). Quant aux

oligosaccharides, ils sont uniquement présents dans le lait maternel.

Bien que les teneurs en lipides des deux laits soient assez proches, environ 3,5 g pour

100 ml, leurs profils d�acides gras diffèrent notablement ;comme le montre le Tableau 5, les

teneurs en acides gras insaturés sont supérieures dans le lait maternel, contrairement aux

teneurs en acides gras saturés, supérieures dans le lait de vache.
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Tableau 5 : Comparaison qualitative des lipides du lait de vache et du lait maternel (Vermeil et al, 2003)

Lait maternel (%) Lait de vache (%)

Acides gras saturés 51-52 67-68

Acides gras mono-

insaturés

29-30 24-25

Acides gras poly-

insaturés

17-18 4-5

Rapport acides gras
saturés/acides gras insaturés

1 >2

Enfin, le lait de vache contient des teneurs très élevées en minéraux comme le calcium,

le phosphore, le magnésium et le potassium. A l�inverse, il contient moins de fer que le lait

maternel. (FAO., consulté le 2 novembre 2013).

L�apport vitaminique du lait de vache est quelque peu différent de celui du lait de

femme. Le lait de femme contient plus de vitamines A, E, PP (B3) et C que le lait de vache, à

l�exception des vitamines D, K et les autres du groupe B dont les teneurs sont plus élevées

dans le lait de vache. Sur le plan hormonal et la composition enzymatique, des différences

majeures résident entre les deux types de lait.

La composition du lait de vache n�est pas adaptée à l�alimentation du nouveau-né dont

la référence est le lait maternel. Il doit donc subir divers traitements pour améliorer sa qualité

nutritionnelle.

b) Les formules infantiles

Les formules infantiles sont des denrées alimentaires destinées à l�alimentation des

nourrissons pendant les premiers mois de leur vie et élaborées avec une composition
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spécialement conçue pour répondre à leurs besoins nutritionnels particuliers jusqu�à

l�introduction d�une alimentation complémentaire appropriée. L�élaboration des formules

infantiles est réglementée dans le but de préserver au mieux la santé de l�enfant : ces

préparations doivent répondre à des normes fixées par arrêtés ministériels et publiées dans les

Journaux Officiels de la République Française et de l'Union Européenne. Leur composition

est définie par la directive 2006/141/CE du 22 décembre 2006, transcrite en droit français par

l�arrêté du 11 avril 2008. Il faut distinguer les préparations pour nourrisson des préparations

de suite.

1. Les préparations pour nourrissons (formules premier âge), de 0 à 6 mois,

correspondent à l�étape où le nourrisson s�alimente exclusivement de lait. Les

formules infantiles de cette étape tentent à imiter le lait maternel. Ces préparations

à base de lait de vache contiennent plus de protéines que le lait maternel. Pour

corriger la proportion trop importante de caséine, le lait de vache est enrichi en

protéines solubles par ajout de lactosérum. De même, pour réduire le caractère

enzymatique des protéines sériques peut être envisagée(MAHAUT Michel, 2000).

Le lait de vache est plus riche en sels minéraux que le lait maternel. Pour limiter la

teneur en sels minéraux des formules infantiles ou enrichir le lait de vache en

composants n�apportant pas ou peu de sels minéraux, les industriels procèdent à

une déminéralisation par électrodialyse et nanofiltration sur membrane, des

protéines solubles du lactosérum, ces dernières possédant une fraction minérale

importante.Pour ces laits, une supplémentation en vitamine D et un ajustement de

la teneur en acides gras insaturés sont également appliqués(Isabelle., 2001).

2. Les préparations de suite (Formules deuxième âge), de 6 à 12 mois,

correspondent à l�étape de diversification alimentaire : les besoins nutritionnels de

l�enfant changent et la composition des formules est adaptée à ce changement. En

plus de l�ajustement du rapport protéique caséines/protéines solubles et des

minéraux, une attention particulière est apportée à l�apport en fer et en acides gras

essentiels.

3. Les Formules du troisième âge dites de croissance, de 12 à 36 mois,

correspondent à la période de diversification et de sevrage. Pour ces laits, l�apport

en fer et en acides gras essentiels est particulièrement contrôlé.
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c) Les procédés de fabrication des formules infantiles

La fabrication du lait se traduit par l�utilisation de composants d�origine lactique (lait de

vache, crème et lactosérum déminéralisé) et de composants d�origine non lactique (matières

grasses végétales, sels minéraux, vitamines et glucides dont le lactose, le saccharose et la

maltodextrine).

Les prétraitements du lait de vache : le lait de vache destiné au prétraitement subit

une batterie de tests afin de contrôler l�absence d�antibiotiques et de déterminer sa

composition en matières grasses. Ensuite, il est acheminé vers les entreprises de

traitement où il subit une pasteurisation visant à garantir une stabilité microbiologique.

Cette étape consiste à chauffer la formule lactée à 73°C pendant 16 secondes puis à le

refroidir rapidement. Cette étape permet la suppression totale des germes pathogènes

Ce premier traitement thermique induit la destruction de la vitamine C. Le lait est

ensuite mélangé à des ingrédients lactiques et non lactiques apportés en quantités

adéquates ; cette étape est réalisée en phase liquide de manière à reconstituer la

formule lactée souhaitée. Le lait est ensuite homogénéisé pour faciliter la dispersion de

la matière grasse et stabiliser le mélange.

- L�homogénéisation : au cours de l�homogénéisation, les globules graisseux sont

éclatés en fines particules qui se répartissent ainsi de manière homogène dans la phase

aqueuse du lait. Pour ce faire, la formule lactée est chauffée et passe à travers une buse

sous une pression allant de 100 à 250 bars. Les barèmes de température et de pression

sont définis de manière à diminuer le diamètre des globules gras qui passe d�environ

- La concentration : la formule lactée est par la suite concentrée afin de diminuer la

teneur en eau de la préparation qui passe de 90% à 50% après concentration. La

formule a alors un aspect visqueux.

L�atomisation la formule lactée est ensuite déshydratée dans une chambre de séchage où

elle se trouve atomisée. Le flux d�atomisation est réalisé au moyen de buses «haute pression»

ou de turbines de pulvérisation qui expulsent le mélange à une vitesse de 70 m/s. La goutte

issue de la pulvérisation est mise en contact avec un air filtré et injecté à plus de 200°C. La

goutte est ainsi transformée en poudre contenant moins de 4% d�humidité. Pour obtenir une

formule lactée facilement soluble, la déshydratation ne doit pas être totale : l�humidité

résiduelle permet ainsi la formation de granulés poreux. Ces techniques associant une forte

pression et une forte température semblent agressives pour des structures «fragiles» telles que

les protéines.
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Le séchage à lit fluidisé: le produit est alors transporté vers un appareil à lit fluidisé

où les particules se déposent sur une plaque vibrante perforée afin de procéder à leur

séchage. Enfin, cette poudre de faible masse volumique est refroidie avant de procéder

à son conditionnement. A chaque étape de la fabrication, des prélèvements

d�échantillons de la préparation sont effectués afin de détecter l�éventuelle présence de

germes.

d) Impact des traitements thermiques sur la qualité nutritionnelle du lait

Le traitement thermique modifie les présentations physiques du lait, ses qualités

organoleptique et nutritionnelle (Frangne & Adrian, 1972). Les avantages qui en résultent

semblent être plus importants que les dommages qu�ils induisent ;c�est le cas des dérivés

céréaliers (croûte de pain, biscuits, biscottes) dont la valeur commerciale est augmentée par

un brunissement et un arôme appètent. Cependant, pour les produits laitiers, en raison de leurs

teneurs élevées en lactose et en protéines, l'impact de la chaleur appliquée pendant la

transformation n�est pas sans conséquence sur la qualité nutritionnelle(Friedman, 1996).

En effet, le traitement induit des modifications importantes des protéines, ce qui

entraîne une modulation de la biodisponibilité des acides aminés qui les composent. La

modification des acides aminés essentiels pour l�organisme entraîne une baisse de la

digestibilité des protéines (Rerat et al, 2002).Ces auteurs ont montré, chez le porc, qu�une

ingestion des protéines modifiées par la réaction de Maillard affectait la digestibilité de la

lysine mais également celle d�autres acides aminés tels que la phénylalanine, la cystéine,

l�acide aspartique et la glycine (Rerat et al, 2002). Chez l�homme, une étude clinique menée

sur des adolescents âgés de 11 à 14 ans a révélé que la consommation d�aliments riches en

produits de la réaction de Maillard induit une altération de la digestibilité des protéines

(Seiquer et al, 2006). De plus, Finot et al. (2005b) ont observé que la digestibilité des

hydrolysats de protéines modifiés par la réaction de Maillard, dans le cas d�une nutrition

pédiatrique et clinique, est faible.

Selon les études de Mauron et al.(1990), la lysine est souvent le premier acide aminé

affecté par la réaction de Maillard, du fait qu�il soit fortement réactif mais aussi parce qu�il est

le premier ou le second acide aminé limitant dans la plupart des denrées alimentaires(Mauron,

1990).
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Si l�effet du chauffage sur la composition protéique du lait est très remarquable, son

action sur la matière grasse reste faible. En effet, la pasteurisation ne semble pas modifier les

acides gras polyinsaturés, ce qui explique la stabilité de l�acide linoléique. Sa dégradation ne

se fait qu�après un chauffage intense (180°C pendant une heure). Cependant, au cours du

traitement thermique, une diminution légère du taux des acides gras essentiels est détectée

dans les laits UHT et stérilisés. Il est également à noter que pendant une longue période de

stockage,à des températures élevées, plusieurs produits se forment dans le lait :on citera les

aldéhydes, les cétones et des substances réductrices.

e) Focus sur les laits destinés aux enfants à risque

Parallèlement aux laits de base donnés aux nourrissons en bonne santé, cinq catégories

de laits particuliers adaptés aux nourrissons à risque ont été développés par les industriels. On

distingue :

Les laits Hypoallergéniques (HA) (KCM Frank Kneepkens, 5 Fev 2010 ) : comme

son nom l�indique, il s�agit d�une hydrolyse partielle de la caséine ou des protéines

solubles du lait de vache jusqu�à des peptides qui ne devraient pas dépasser 5000 kDa.

Les laits à allégation, tels que les laits Anti Régurgitation (AR), confort, transit ou

satiété.

Les laits destinés à modifier la flore intestinale par acidification ou par ajout de

prébiotiques.

Les laits enrichis en Acides Gras PolyInsaturés (AGPI).

Les préparations pour nourrissons de faible poids à la naissance : il existe des

préparations lactées spéciales pour les enfants nés RCIU, induisant une croissance

rapide dans le but de rattraper le faible poids de naissance. Ces préparations sont

utilisées jusqu�à ce que l�enfant atteigne 3 Kg. Elles sont prescrites sur avis médical.

Afin de répondre aux besoins de ces nourrissons, ces préparations doivent apporter :

- des protéines dont la teneur doit être comprise entre 2 et 2,3 g pour 100 ml

- un rapport caséines/protéines solubles faible (inférieur à 1)

- dans l�apport lipidique, ces préparations doivent être riches en triglycérides à

chaîne moyenne et en acides gras indispensables polyinsaturés à longue chaîne

- un sucrage mixte formé de lactose et de dextrine-maltose

- un enrichissement en fer, acide folique (B9), vitamine E et vitamine K pour

lutter contre l�anémie du prématuré (antihémorragique).
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Bien que ces préparations lactées contiennent un apport élevé en protéines, elles sont

indispensables pour que les nourrissons compensent la moindre croissance f�tale et

normalisent leur poids et leur taille d�une manière plus rapide. Toutefois, cet excès protéique

pourrait avoir des conséquences néfastes sur la santé des enfants de faible poids aussi bien à

court qu�à long terme. Une étude récente (Koletzko et al, 2009), menée sur 1678 enfants

européens, a permis de révéler l�impact d�une alimentation lactée sur la taille et le poids des

enfants allaités et nourris aux formules infantiles hypo et hyperprotéiques. Ces nourrissons ont

été suivis jusqu�à l�âge de 24 mois. L'apport en protéines pendant la petite enfance a été

associé à un «catch up growth» précoce à 2 ans. Cette croissance accélérée pourrait aggraver

les conséquences métaboliques et induire le développement de pathologies à l�âge adulte

telles que l�hypertension et les maladies cardiovasculaires (Eriksson et al, 2000; Leon et al,

2000), l�obésité et l�insulinorésistance (Chomtho et al, 2008; Cianfarani et al, 1999; Ong,

2006).Ainsi la réduction du taux des protéines pendant l'enfance pourrait contribuer à la

diminution du risque de surpoids et de l'obésité ultérieurement.

f) Bénéfice santé du lait maternel versus le lait infantile

Le lait maternel constitue une barrière protectrice du tube digestif. C�est grâce aux

bactéries viables (Bifidobacterium) du lait que le système immunitaire du bébé pourrait être

protégé De plus, l�importance du lait est due à la présence (naturelle ou ajoutée) de

composants non digestibles ayant un effet bénéfique sur l�hôte qu�on nomme prébiotiques, en

particulier l�insuline (Gibson & Roberfroid, 1995). Les prébiotiques, en permettant la

croissance de populations bénéfiques dominées par les bifidobactéries, favorisent, chez

l�enfant nourri au lait artificiel supplémenté en prébiotiques, l�implantation d�un microbiote

intestinal plus proche de celui des enfants allaités, accroissant ainsi le bénéfice santé pour

l�enfant (Lees et al, 2014). De plus, il est à noter que la concentration de bifidobactéries dans

l�intestin est augmentée suite à la fermentation du lactose non digéré. À ce titre, le lactose

pourrait donc avoir des propriétés prébiotiques (Roberfroid, 2007).

Au-delà du premier mois de vie, les nourrissons allaités et ceux nourris avec des

formules infantiles présentent des compositions des flores fécales différentes. En effet, la flore

des premiers est peu diversifiée et formée en grande partie de bifidobactéries tandis que la

flore des seconds est plus hétérogène et constituée essentiellement des Bacteroides,

Clostridiae et des entérobactéries (Dore & Corthier, 2007).
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Figure 12 : Composition bactérienne des fèces humaines chez des nourrissons âgés de 4 semaines en fonction
de la nature du lait (A) les nourrissons allaités, (B) nourrissons nourris au lait maternisé (Lee et al, 2015b).

De plus, l�allaitement maternel exclusif pendant au moins 4 mois mais idéalement 6

mois, est crucial pour prévenir au maximum les enfants des infections bactériennes et virales.

Nombreuses sont les études qui ont montré que la mortalité infantile est beaucoup plus faible

chez les enfants nourris au sein que chez ceux recevant une préparation pour nourrissons PD

(LANCET, 2000; Scariati et al, 1997) (Groupe d�étude de l�OMS sur le rôle de l�allaitement

maternel sur la prévention de la mortalité infantile).

En effet, l�allaitement complet durant 6 mois réduit, de façon significative, le risque de

diarrhée aigüe durant la première année de vie par rapport à un allaitement de 3 mois.

De ce fait, on conclut que l�effet de l�allaitement partiel a modifié la capacité de

prévention du lait maternel. En absence d�allaitement maternel, l�incidence d�obésité pendant

l�enfance et l�adolescence semble être beaucoup plus importante. L�allaitement artificiel

semble favoriser un rebond de corpulence plus précoce dont on connaît le caractère prédictif

sur l�obésité ultérieure (Rolland-Cachera et al, 1995).

Les raisons d'un tel effet protecteur pourraient tenir à plusieurs raisons. En effet, l�apport

protéique chez les enfants allaités au biberon est plus important en comparaison aux enfants

allaités au sein. Il est clair que l�apport protéique chez les nourrissons doit être largement suffisant

pour recouvrir les besoins de maintenance infantile et aussi assurer une croissance normale.Il faut
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également prendre en considération la quantité stable de protéines déjà présentes dans

l�organisme. Or, l�immaturité des fonctions d�éliminations hépatique et rénale chez le

nourrisson, pendant les premiers mois de sa vie (l'alimentation et al, 2000) doit être prise en

compte. Il est donc évident qu�un apport protéique important dépasserait les systèmes

physiologiques d�élimination et pourrait causer une augmentation de la charge osmolaire et,

indirectement, une déshydratation suite à un appel d�eau accentué au niveau de la lumière du

tubule rénal. De plus, Lucas A. et al. (1981) ont démontré que l�adipogenèse est favorisée

chez les nourrissons non allaités par rapport aux enfants allaités. Ceci pourrait s�expliquer par

le fait que les enfants nourris aux laits artificiels présentent une insulinémie plus importante,

se traduisant par une croissance des adipocytes qui pourrait favoriser l�obésité infantile (Lucas

et al, 1981).

Ainsi, des études préliminaires ont mis en évidence un lien probable entre la survenue

d�un diabète de type 1 et certains facteurs environnementaux vu que l�incidence du diabète

dans les pays industrialisés ne cesse d�augmenter.

En outre, une réaction auto-immune contre la cellule des îlots de Langerhans peut être

à l�origine d�une immunisation contre un type de protéines de lait de vache. Cette réaction

immunitaire est le résultat d�une séroactivité croisée due à une similitude de structure entre

des protéines de lait de vache et des auto-antigènes situés sur les îlots (Levy-Marchal et al,

1995).

De plus, AL Drash et al. (1994) ont montré que comparés aux enfants nourris au sein,

les nourrissons allaités avec du lait maternisé présentent un taux plus élevé d�anticorps dirigés

contre l�insuline bovine qui est présente dans le lait de vache (AL Drash et al, 1994).

En plus du diabète de type 1, il semble que l�allaitement protège aussi les nourrissons du

diabète de type 2en diminuant de 40% le risque de son développement ultérieurement (Owen et

al, 2006). C�est en comparant des adolescents provenant de communautés d�Indiens d�Amérique

et de jeunes adultes atteints de diabète de type 1 de la communauté des Indiens Pima, que Pettit D

J et al. (1997) ont montré que les enfants qui avaient été nourris uniquement avec du lait infantile

étaient plus susceptibles d�être en surpoids et de développer le diabète de type 2 que ceux qui

avaient été nourris uniquement avec lait maternel (Pettitt et al, 1997).
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CHAPITRE II: Les produits de

glycation avancée

II.1 Formation des produits de glycation avancée

II.1.1 Découverte et notions générales

Les produits de glycation avancée (AGEs, Advanced Glycation end Products) sont issus

d�une réaction biochimique non-enzymatique connue sous le nom de la réaction de Maillard.

Découverte en 1912 par Louis Camille Maillard (Maillard, 1912), cette réaction est également

appelée réaction de brunissement non-enzymatique. La formation des AGEs peut se produire

spontanément dans les organismes vivants à 37°C mais aussi lors de la préparation et de la

fabrication d�aliments sous l�effet de la chaleur. Responsable notamment en grande partie de

la production des arômes et des pigments caractéristiques des aliments cuits, elle revêt une

importance particulière dans la chimie des aliments.

La réaction de Maillard est initiée par la liaison entre la fonction aldéhyde d�un sucre

réducteur et les fonctions amines d�un acide aminé libre ou d�une protéine (une lysine ou une

arginine le plus souvent) (Rabbani & Thornalley, 2010). S�ensuit une réaction complexe au

cours de laquelle un certain nombre de composés néoformés, dont les AGEs, apparaît.
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Figure 13 : les grandes étapes de la formation des AGEs d�après (Ames, 1999; Hodge, 1953; Martins, 2003)

Quatre grandes étapes sont décrites (Figure 13):

(1) La première étape est une glycation réversible et rapide qui correspond principalement

à l'addition d'une fonction amine primaire ou secondaire (acides aminés libres ou

protéines) sur la fonction carbonylée d'un sucre réducteur, conduisant à la formation

d�un produit appelé base de Schiff (2).Cette première étape donne naissance à deux

produits non stables.Suite à des réarrangements intramoléculaires, la base de Schiff se

transforme en des produits plus stables considérés comme les produits du stade précoce

de la glycation ou Early Stage Glycation Adducts. Les produits formés dans les



[69]

aliments au cours de cette étape sont responsables de la perte nutritionnelle due à la

modification d�acides aminés parfois essentiels. Cependant, ils ne contribuent ni à la

coloration de l�aliment ni au développement de propriétés aromatiques.

(3) Cette étape est considérée comme l�étape avancée de la réaction de Maillard avec la

formation des AGEs. LaN -carboxyméthyllysine (CML) a été le premier AGE isolé et

caractérisé in vivo par Ahmed, Thorpe et Baynes (1986) à partir de protéines glyquées

(Ahmed et al, 1986). Depuis, la CML est considérée comme l�un des principaux

biomarqueursdes AGEs (Figure 14). En plus de la CML, d�autres AGEs comme la N -

carboxyéthyllysine (CEL) (Ahmed et al, 2005), la pyrraline (Henle, 2003a), l�acide

monolysinylamide oxalique (OMA) (Hasenkopf et al, 2001) et la pentosidine (Henle T,

1997) ont été identifiés.

Figure 14 : Structure chimique de la CML

Il existe d�autres parcours réactionnels impliquant des composés dicarbonylés qui

peuvent donner naissance aux AGEs sans que le produit d�Amadori ou de Heyns ne soit

le précurseur.

Il est à noter que les bases de Schiff et les intermédiaires de la dégradation oxydative des

sucres et des lipides peuvent générer des composés dicarbonylés hautement réactifs tels

que le glyoxal et le méthylglyoxal (MG) (*). Ce sont de puissants agents de glycation qui

peuvent réagir directement avec les acides aminés pour former des AGEs sans passer par

un produit d�Amadori (Rabbani & Thornalley, 2010).

(4) Ainsi, les molécules obtenues peuvent se polymériser ou se condenser pour former

des polymères bruns nommés les mélanoïdines. Elles sont retrouvées dans différentes

matrices alimentaires comme les produits de boulangerie et les produits torréfiés tels que le

café (Daglia et al, 2002), mais également dans des divers aliments ayant subi un traitement
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thermique, comme la sauce soja (Wang et al, 2007) ou le cacao (Hofmann et al, 1999). Le

couple temps-température et le pH impacte fortement la synthèse des mélanoïdines (le degré

de polymérisation et le poids moléculaire final (Wang et al., 2011)).

Nombreux sont les facteurs qui influencent la vitesse et les voies de la réaction de

Maillard. On citera principalement la température, le pH, l�activité de l�eau, la présence

d�oxygène, le temps de réaction ainsi que la composition des aliments (concentration des

substrats de la réaction).

II.1.2 Formation endogènes des AGEs

Les réactions de glycation se produisent de manière endogène dans tous les tissus ainsi

que dans le plasma, dans des conditions physiologiques (Ahmed et al, 1986; Thornalley,

1999)(Ahmed et al, 1986; Thornalley, 1999) . Chez les diabétiques, la formation des AGEs

endogènes est principalement due à l�hyperglycémie chronique (Bucala & Vlassara, 1995;

Hammes et al, 1999). Les AGEs endogènes sont formés à une température plus basse que

celles des aliments transformés. De nombreux dommages et désordres métaboliques sont la

conséquence de l�augmentation du taux des AGEs in vivo (Boulanger et al, 2002). Dans des

conditions pathologiques, les protéines de structure, les protéines plasmatiques ou les

protéines cellulaires peuvent être glyquées.

Les produits d�Amadori présentent une utilité clinique non négligeable du fait que leur

taux de formation soit directement proportionnel à la concentration de glucose présente dans

l�environnement. Dans le cas de patients diabétiques, l'hémoglobine glyquée (HbAlc), un

produit d'Amadori, est utilisée comme marqueur du contrôle glycémique (Brownlee, 1995;

Koenig & Cerami, 1980).

II.1.3 Apport exogène d�AGEs

Certaines substances consommées peuvent fournir ou potentialiser la formation des

AGEs. Le tabagisme (Nicholl & Bucala, 1998) et la nourriture (O'Brien & Morrissey, 1989)

sont les deux facteurs les plus étudiés. En effet, Nicholl et al en 1998 ont montré que des

AGEs dérivés du tabac s�accumulent sur les LDL et se fixent sur les protéines structurales de

la paroi vasculaire des artères coronaires des fumeurs (Nicholl & Bucala, 1998). De plus une

étude menée par l�équipe de Vlassara (1997) a également montré que la fumée de cigarette

semble être riche en produits de glycation hautement réactifs. Ces derniers, en rentrant en
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contact avec les protéines, induisent immédiatement la formation d�AGEs (Cerami et al,

1997).

Cependant, la principale source d�AGEs exogènes reste l�alimentation. Les procédés

thermiques largement utilisés, aussi bien dans l�industrie agroalimentaire qu�à domicile,

apportent des conditions hautement favorables pour la réaction de Maillard et la formation

d�AGEs, en particulier la CML. De multiples études ont d�ailleurs démontré que des mesures

appropriées, comme l�élimination de certains procédés ou modes de cuisson, peuvent

diminuer considérablement le taux d�AGEs dans les aliments (Koschinsky et al, 1997;

Uribarri et al, 2003).

De nombreuses techniques permettent aujourd�hui de doser ces produits dans les

matrices alimentaires. Deux principales bases de données ont été récemment publiées (Hull,

2012; Uribarri et al, 2010b). La première étude de l�équipe de Vlassara H. (Uribarri et al,

2010b) est basée sur des analyses ELISA. La seconde a été publiée en 2012 par Hull et al. et

fait appel à une autre méthode d�analyse (la chromatographie liquide ultra performante

couplée à la spectrométrie de masse en tandem (UPLC-MS/MS) (Hull, 2012). Ces deux

études présentent des différences notoires, en particulier dans le dosage de la CML dans les

produits gras : la première étude montre des taux bien plus élevés que la seconde. Des études

complémentaires sont nécessaires pour confirmer ou infirmer ces résultats Une nouvelle base

de données est récemment publiée confirme les données de Hull (Scheijen et al, 2016).

D�autre part, les résultats de l�étude ICARE, réalisée en France sur 62 adolescents sains,

a montré que les produits céréaliers transformés (pain et biscuits) ainsi que les produits carnés

constituent la principale source de CML (Tessier, 2012).

Une partie des AGEs de la matrice alimentaire, une fois ingérée, est absorbée au niveau du

tube digestif. Les AGEs de haut poids moléculaire sont absorbés d�une manière tardive et

retardée, par rapport au AGEs de faible poids moléculaire (Finot, 1981). Dans une étude

portant sur des adolescents sains et suite à la consommation d�un repas riche ou faible en

AGEs, (Delgado-Andrade et al, 2012) ont montré que l�absorption de la CML est

proportionnelle à la quantité de CML ingérée. Koschinsky T et al. (1997) ont montré que seul

10% de la quantité ingérée des AGEs est absorbée. Ces résultats ont été confirmés par He et

al. (1999). En utilisant des AGEs marqués au 14C, ils ont montré que l'absorption intestinale

des AGEs chez des rongeurs était de l'ordre de 10 % 72 h après l�ingestion d�AGEs avec un

pic sérique à 6-12 h (He, 1999). Une partie de cette fraction de CML absorbée est éliminée
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par le rein (Bergmann & Johannsen, 2001). Une étude qui a suivi précisément le devenir

d�une dose orale de CML chez le rongeur a montré une cinétique d�apparition plasmatique

suivie d�une élimination en quelques heures dans les urines (Alamir et al, 2013). Chez

l�homme, Tessier et al (2010) ont montré que la quantité de CML éliminée dans les urines est

proportionnelle à la quantité ingérée. L�autre partie, non éliminée par voie urinaire, se

retrouve accumulée dans plusieurs organes tels que le c�ur, les poumons, la rate (He, 1999),le

foie mais également les reins (Bergmann & Johannsen, 2001) (Figure 15).

Figure 15 : Absorption, distribution et élimination des AGEs (Thornalley & Rabbani, 2014)

Le reste de la CML ingérée non absorbée va être en partie éliminée par voie fécale

(Alamir et al, 2013; Somoza et al, 2006). Roncero-Ramos et al., (2013), ont montré que chez

des rats, l�élimination fécale de la CML alimentaire a été estimé à 33% de la quantité ingérée et

est fortement influencé par le niveau de la CML alimentaire.
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II.1.4 Les AGEs dans les formules infantiles

Le lait étant une matrice idéale pour la réaction de Maillard en raison de sa teneur élevée

en lactose et en protéines d'une part, et de la chaleur appliquée pendant la transformation du

lait d�autre part, on peut donc s�attendre à une grande variété de produits générés par cette

réaction. Les produits déshydratés et les laits infantiles sont les plus concernés en raison de

leur supplémentation en lactose. Cette réaction de glycation se produit entre le lactose (sucre

lactoglobuline mais aussi avec les caséines) , naturellement présente dans les produits laitiers

(Erbersdobler HF, 1987) (Figure 16).

Figure 16 : La réaction de Maillard dans le lait (Pischetsrieder & Henle, 2012)
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Les deux conséquences majeures de la réaction de Maillard dans le lait sont d�une part, la

modification de la structure physico-chimique des protéines (blocage de la lysine induisant

une baisse de la qualité nutritionnelle) et d�autre part, l�apparition de composés néoformés tels

laits, la teneur en CML est en général utilisée comme marqueur du niveau des produits de

Maillard. La furosine est également fréquemment dosée.

Ainsi, selon le type de traitement thermique ou procédé, la concentration en CML dans

le lait varie (Delatour et al, 2009). (Figure 17).

Figure 17 : La teneur en CML dans différents laits (Delatour et al, 2009)

II.2 Le récepteur des AGEs: le RAGE

Certains produits de glycation peuvent agir au niveau cellulaire en se fixant à des

récepteurs membranaires et initier plusieurs voies de signalisation. La présence des

récepteurs des AGEs a été mise en évidence par l�utilisation d�AGEs marqués à l�iode

radioactif (I131)(Schmidt et al, 1992) .Ces récepteurs sont présents sur de nombreux types

cellulaires qui fixent de façon spécifique les AGEs (Schmidt et al, 1992; Vlassara et al, 1985)
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Le récepteur le mieux caractérisé et le plus spécifique vis-à-vis des AGEs est le RAGE

(Receptor of AGEs). Le RAGE a été caractérisé à partir de nombreux types cellulaires

(monocytes-macrophages, cellules musculaires lisses, cellules mésengiales, cellules

endothéliales, mésothéliales et péritonéales). Ces cellules expriment ce récepteur de manière

constitutive. Il s�agit d�une molécule d�environ 50 KD, appartenant à la super famille des

immunoglobulines (Ig) (Wautier et al, 2014). Comme le montre la Figure 18, il est composé

de trois domaines: un domaine extracellulaire (acides aminés 1 à -339), un domaine

transmembranaire hydrophobe (acides aminés 343 à 363) et un domaine intracellulaire (acides

aminés 364 à 404). La partie extracellulaire est formée de trois sous-domaines semblables aux

Ig (Ig-like) : un domaine variable V qui est le principal domaine d'interaction avec les ligands

et deux domaines constants (C1 et C2) (Wautier et al, 2014).

Du point de vue génomique, le gène RAGE humain est situé sur le chromosome 6, locus

6p21.3, dans la région du complexe majeur d�histocompatibilité III (CMH III) (Wautier et al,

2014).

En plus de la forme membranaire de, RAGE il existe sous deux autres formes :

Le RAGE soluble: une forme circulante, dont les domaines transmembranaire et

intracellulaire sont tronqués. Ces isoformes, formées, soit par épissage alternatif de

l�ARNm du RAGE appelé «endogenoussecretory RAGE» (esRAGE), soit par clivage

protéolytique du RAGE nommé «cleaved RAGE» (cRAGE). Ces deux isoformes

constituent le pool total de RAGEs solubles circulants (sRAGE) (Figure 18)(Schinzel

et al, 2001).

Le DN-RAGE : Une troisième forme fixée à la membrane cellulaire constituée

uniquement par les parties transmembranaire et extracellulaire, nommé DN-

RAGE pour dominant négative RAGE a été décrite(Schinzel et al, 2001).

Mise à part le RAGE, les AGEs présentent une affinité pour d�autres récepteurs parmi

lesquels :

�l�AGE-R1, appelé aussi le récepteur CD36 de la famille MRS-B, qui est aussi le

récepteur des LDLs oxydées (Ohgami N, 2001,; Ohgami N, 2002). Cette protéine a été décrite
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initialement comme la p60, une protéine proche de l�enzyme oligosacharyl-transférase (OST-

48) de 50 kDa.

� L�AGE-R2, un autre récepteur décrit initialement comme la p90, proche d�un substrat

de la protéine kinase C (80K-H) (Gugliucci & Bendayan, 1996).

�L�AGE-R3, précédemment décrit comme la galectine-3 ou Mac-2. Il s�agit d�une d�un

polypeptide de 35 kd, présentant un motif qui reconnait des sucres fortement conservé en

partie C-terminale.(Beisswenger et al, 1995).�

Figure 18 : Description schématique du RAGE, récepteur aux AGEs, et de ses différents domaines (Schmidt et

al, 2001)

En plus des AGEs, d�autres molécules ont été identifiées comme ligands du RAGE telles

que la HMGB1 (High-mobility group protein-B1/amphoterin) , ou amphotérine C, les

Protein Acidic and Rich in Cysteine (SPARC), les composants du complément C1q andet
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C3a, le lipopolysaccharide (LPS), la phosphatidylsérine et les oligonucléotides CpG ont été

identifiés comme ligands du RAGE (Leclerc et al, 2009) (Figure 19).

Figure 19: Les différents ligands du RAGE (Leclerc et al, 2009)

II.3 Effets physiopathologiques des AGEs

II.3.1 Induction du stress oxydant et de

l�inflammation par les AGEs

La liaison AGE-RAGE active une cascade de signalisation induisant des réponses

cellulaires très diverses. Un stress oxydatif se met en place avec production accrue des ERO

stimulant la voie de la NADPH-oxydase (Mahmood et al, 2013; Pisoschi AM, 2015). Le

stress oxydant s�accompagne d�un état inflammatoire suite à l�activation de NF- B et la

production des cytokines proinflammatoires comme le montre la Figure 20.
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Figure 20 : Schéma simplifié du mécanisme d�action cellulaire du complexe AGE-RAGE

II.3.2 Modulation du microbiote intestinal par les

AGEs alimentaires

L�interaction entre le microbiote et l�alimentation agit au final sur la santé de l�individu.

Or, différentes études ont montré que les AGEs alimentaires impactent indirectement le

microbiote intestinal en agissant sur la croissance et l�activité des microorganismes (Helou,

2014b). Il semble donc pertinent de penser que les AGEs alimentaires peuvent influencer le

microbiote intestinal. Plusieurs équipes de recherche se sontpenchées sur cette hypothèse.

En effet, Seiquer et al. (2014) ont mis en évidence la présence d�une corrélation

négative entre la flore lactique et le taux d�HMF et de la CML, produits d�Amadori présents

dans les aliments, en comparant l�effet de deux régimes alimentaires plus ou moins riches en

produits de la réaction de Maillard (Seiquer et al, 2014). Ceci semble indiquer que le taux de

PRMs produits de la réaction de Maillard précoces et avancés du régime alimentaire impacte
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la composition de la flore bactérienne intestinale. Or, il semble difficile d�attribuer les effets

observés à un seul composé quand il s�agit d�un régime complexe.

Plusieurs observations ont montré que les mélanoïdines semblent jouer plusieurs rôles

sur le microbiote intestinal. Un effet antibactérien des mélanoïdines du café a été observé sur

les microorganismes en culture pure (Daglia et al, 2002). Un effet «bénéfique» sur le

microbiote intestinal a également été observé lorsque ces composés agissent comme des fibres

alimentaires (Gniechwitz et al, 2008).

En ce qui concerne le lait, à notre connaissance, aucune étude à ce jour ne s�est penchée

sur l�effet des AGEs du lait sur le microbiote intestinal.

II.3.3 Implication des AGEs endogènes et exogènes

dans les complications des pathologiques

a) AGEs et maladies rénales

Une des fonctions les plus importantes des reins est le maintien du milieu intérieur via

l�élimination des déchets métaboliques, la régulation fine de l�homéostasie de l'eau et des

électrolytes. Le rein participe aussi à la néoglucogenèse grâce à l'excrétion d'ammonium et au

métabolisme des bicarbonates. Le rein contribue également au maintien de l'équilibre acido-

basique, au contrôle de la tension artérielle (via le système rénine-angiotensine-aldostérone

ainsi que l'homéostasie liquidienne et du sodium) et à la sécrétion d'autres hormones

(vasoconstrictrices et vasodilatatrices) (Gougoux, 2005; Guyton, 2006.; Hollenberg et al,

1998). En cas de détérioration de la fonction rénale, on parle d�une insuffisance rénale qui

peut être aigüe (agression brutale transitoire) ou chronique (atteinte irréversible de la fonction

rénale) selon le degré de l�atteinte de l�organe.

Lors d�une atteinte toxique de l�organisme via des produits chimiques ou alimentaires,

les reins sont les premiers organes sollicités. C�est donc aussi l�organe cible dans le cas d�une

exposition accrue à des produits de glycation, du fait que c�est le site majeur de la clairance

de ces composés (Miyata et al, 1998). La littérature est très abondante quant aux effets des

AGEs sur les processus inflammatoires et le stress oxydant chez l�adulte sain et ou dans un

contexte pathologique (Bohlender et al, 2005) (Miyata et al, 1998).
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Ainsi, le diabète est connu comme la première cause de l�insuffisance rénale. En effet,

environ 20 à 30% des diabétiques développent une néphropathie. Il s�agit d�une

hyperfiltration qui s�explique par une augmentation du débit de la filtration glomérulaire

associé d�une microalbuminurie qui évolue et s�aggrave en protéinurie (Ayodele et al, 2004).

Les études animales ont montré l�implication majeure des AGEs mais aussi du récepteur

RAGE dans la néphropathie diabétique par exemple. Les animaux diabétiques ont des

augmentations significatives des AGEs au niveau du rein (Soulis-Liparota et al, 1995) avec

comme conséquence des modifications structurelles majeures se traduisant par un

épaississement de la membrane basale une expansion mésangiale, une glomérulosclérose, et

une fibrose tubulo-interstitielle (Oldfield et al, 2001). Chez la souris, l'administration d�

AGE-BSA induit des changements semblables à ceux observés dans la néphropathie

diabétique avec un épaississement glomérulaire de la membrane basale, l'expansion de la

1994). Le rôle du RAGE dans le développement de la néphropathie diabétique a été mis en

évidence en particulier lors des essais visant la voie d�interaction AGE-RAGE. Une

atténuation sensible des atteintes pathologiques rénales ont été observées par l�utilisation

d�inhibiteurs tels que l�'aminoguanidine et ALT-946 (Forbes et al, 2001). Les traitements

par des molécules antagonistes de forme longue du récepteur RAGE (Flyvbjerg et al, 2004)

ont également montré des effets bénéfiques sur l�atténuation de la néphropathie. En outre, des

souris knock-out RAGE rendus diabétiques accusent moins de dommage structuraux et

fonctionnels (Wendt et al, 2003) attestant le rôle majeur joué par le récepteur RAGE dans les

troubles rénaux.

A côté des études expérimentales réalisées chez le rongeur, des études épidémiologiques

ont permis de confronter les observations sur le rôle des AGE et du RAGE dans les

complications rénales. Le niveau de concentration des AGEs est plus élevé chez les patients

souffrants d�une maladie rénale, dans un contexte de diabète ou non. Cette augmentation est

liée, d�une part, à un défaut de clairance des AGEs alimentaires et d�autre part à une

augmentation de la formation d�AGEs endogènes (Henle, 2003b).. Cette élévation du niveau

des AGEs sanguins s�accompagne aussi d�une accumulation importante de ces composés dans

différents compartiments rénaux (Boulanger et al, 2002).

Il est aisé de comprendre que, dans un contexte d�une alimentation riche en AGEs, le

rein fait face à une surexposition d�AGEs, se traduisant par une augmentation transitoire mais

importante des AGEs circulants (Boulanger et al, 2002). De plus, les travaux menés par DU et
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al. (1998) et Giuliano et al. (1996) ont montrés que l�augmentation intra et extra-cellulaires

des taux du glucose entraine l�installation d�un état de stress oxydant. Coughlan et al. (2009)

confirment cette observation et reportent que l�activation des RAGE induit une production

excessive des radicaux libres oxygènés et surtout oxygénés, en particulier suite à l�activation

de la NADPH-oxydase (Coughlan et al, 2009). La réduction de l�apport des AGEs via

l�alimentation, comme cela a été montré décrite par plusieurs études (Tessier, 2012; Uribarri

et al, 2010a), réduit donc le stress oxydant ainsi que l�inflammation. Ces résultats suggèrent

que la diminution de la teneur des AGEs dans notre alimentation protège contre le

développement des maladies rénales.

b) AGEs et diabète

P. S. Sharp, S et al (2003) ont observé que chez les patients diabétiques, la

concentration sériques d'AGEs était plus importante par rapport aux patients non diabétiques

(P. S. Sharp, 2003). Ces niveaux élevés d'AGEs chez des patients atteints de DT2 sont à

attribuer majoritairement à des sources endogènes, à savoir l� hyperglycémie qui favorise les

réactions de glycation (Brownlee, 2001). C�est ce qui explique que le contrôle de

l�hémoglobine glyquée A1c ou de la fructosamine soient, à ce jour, les meilleurs éléments de

suivi clinique du DT2 et de ses complications (Boulanger et al, 2002).Il est important de

souligner que ces marqueurs ont souvent été associés à la sévérité de la pathologie et de

l�atteinte vasculaire liée au diabète sans que la relation de causalité soit entièrement identifiée

(King et al, 1994).

Les AGEs s�accumulent dans les différents organes endommagés par le diabète y

compris le rein, la rétine et les plaques d�athéroscléroses. Le taux d�accumulation est accéléré

à cause de l�état d�hyperglycémie chez ces patients. (Bucala & Vlassara, 1995; Hammes et al,

1999).Il est souvent associé à la plupart des complications vasculaires. Chez des patients

diabétiques, (Nakamura et al, 1993) ont mis en évidence un excès d�AGEs dans les plaques

d�athérome. Cette accumulation plaide en faveur d�une rigidité artérielle chez des patients

diabétiques. En outre, les AGEs ont été retrouvés dans les lésions d�athérosclérose, les

cellules musculaires lisses contenant des lipides et les macrophages de personnes atteintes de

diabète (Friedman, 1999; Schleicher et al, 1997; Stitt et al, 1997). Une corrélation entre la

concentration tissulaire d'AGEs et la sévérité des lésions d�athérosclérose a également été

démontrée (Stitt et al, 1997). Plusieurs mécanismes seraient à l�origine des effets des AGEs

sur le développement de l�athérosclérose. Il semble que ces composés soient capables de
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piéger l'oxyde nitrique et s�opposent à l'élimination des LDL par une diminution de la

reconnaissance du récepteur LDL-AGE modifié (Bucala et al, 1994). La liaison des AGEs à

l'apolipoprotéine (apo) B altère également sa clairance hépatique et induit la rétention de

LDL dans la paroi aortique et la reconnaissance accrue par les macrophages. Par conséquent,

il y a une augmentation des LDL-AGEs dans des vaisseaux ce qui accélère la formation

d'athérome (Sobenin et al, 1993). Les patients atteints de diabètes ontplus enclins à

développer une cardiomyopathie et une insuffisance cardiaque que les sujets non diabétiques

(Bell, 2003). Des niveaux élevés d�AGEs sériques et de pentosidine sont également associés à

une augmentation de l�épaisseur de la carotide et de l�intima-média de l�artère aorte (Lapolla

et al, 2007; Yoshida et al, 2005), L� augmentation des niveaux depentosidineet des

malondialdéhyde(un indicateur de la peroxydation des lipides) ont également été

observéschez les patients diabétiques avec maladie artérielle périphérique (Lapolla et al,

2007).

Importance des AGEs alimentaires dans les complications

liées au diabète

(Vlassara et al, 2002) ont montré que les niveaux d'AGEs sériques chez des patients

diabétiques sont diminués après une consommation durant deux mois d�un régime

alimentaire faible en AGEs. Hofmann et al. (2002) ont également montré que les AGEs sont

impliqués dans la destruction des îlots pancréatiques et dans les deux types de diabète T1 et

T2. Ainsi, la réduction de la teneur des AGEs exogènes permet de protéger et de maintenir la

morphologie (Figure 21) des îlots pancréatiques ainsi qu�une fonction normale dans les

différents modèles de diabète (Cai et al, 2008; Hofmann et al, 2002).



[83]

Figure 21 : Comparatif de deux modèles de diabète (T1 et T2) : la réduction des AGEs alimentaires protège la
structure des îlots chez des souris atteintes de diabète T1 (A) et de diabète T 2T2 (B).)

Ces études mettent en relief l�importance de l�alimentation qui peut agir comme une

source majeure d'AGEs. Une intervention diététique en se basant sur une consommation

d'AGEs réduite, pourrait représenter une approche thérapeutique efficace antidiabétique

(Mericq et al, 2010; Vlassara et al, 2002). De plus, le MG, un précurseur des AGEs joue un

rôle important dans le diabète II, ceci est expliqué par son implication dans la « résistance à

l�insuline ». Ainsi, l�étude menée par (Potier et al, 2005) ont montré que le produit dérivé de

la réaction de l�insuline avec le MG possède une activité hypoglycémiante de 40% inférieure

à celle de l�insuline.

Rôle du système AGEs/RAGE dans les complications du

diabète

Divers arguments cliniques et expérimentaux plaident en faveur d�un rôle important de

la place du système AGE/RAGE dans la physiopathologie des complications du diabète. Un

premier type d�approche a été d�injecter de la streptozotocine ou de croiser des souris

génétiquement obèses et diabétiques avec des souris susceptibles de développer un athérome

Dans ces modèles, il a été montrée que l�étendue de l�inflammation est devenue plus
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importante en présence de l�état d�hyperglycémie (Park et al, 1998; Wendt et al, 2006).

D�autres types d�études ont permis de montrer que l�injection du sRAGE ralenti de manière

dose dépendante l�athérosclérose et ce indépendamment du profil glycémique ou lipidique.

Les souris RAGE -/- croisées avec des souris déficientes en ApoE montrent une réduction des

lésions d�athérosclérose (Harja et al, 2008; Soro-Paavonen et al, 2008) et ce dans un contexte

diabétique ou non. Ainsi il se dégage de ces études que l�absence du récepteur RAGE réduit

les complications liées à l�athérosclérose.

L�augmentation des taux d�AGEs circulants entraîne l'expression du RAGE lui-même,

ceci a été observé à la fois dans le diabète de type 1 (Berg et al, 1998), et aussi dans le

diabète de type II . Toutefois, les résultats de l�effet de RAGE soluble (sRAGE) dans le

diabète et dans d�autres pathologies sont aujourd�hui controversés. Des taux élevés ou

diminués de sRAGE ont été trouvés, dans le cas de diabète T2, associés aux complications

vasculaires de la maladie.

Ces études mettent en évidence l�importance de l�alimentation qui peut agir comme une

source majeure d'AGEs. Une intervention diététique, basée sur une consommation d'AGEs

réduite, pourrait représenter une approche thérapeutique antidiabétique efficace. De plus, le

MG, un précurseur des AGEs, joue un rôle important dans le diabète T2, par son implication

dans la «résistance à l�insuline».

Chez l�enfant, il existe très peu d�études relatant l�implication des AGEs alimentaires

dans le développement du diabète et de ses complications. Actuellement, dans la littérature,

seules deux études, totalement diamétralement opposées, ont soulevé cette question d�intérêt

majeur pour la santé de l�enfant. Les études de (Mericq et al, 2010) ont montré que les enfants

allaités au biberon augmentent leur ingestion d�AGEs de 7.5 fois à l�âge de 1 an par rapport

aux enfants nourris au sein. Il est important de rappeler que le niveau d�AGEs dans le lait

maternel, tout comme dans le lait de vache, est largement en dessous des niveaux trouvés dans

les formules commerciales, la quantité pouvant varier d�un facteur 10 selon les traitements

thermiques appliqués (Dittrich et al, 2006; Sebekova et al, 2008). Cette augmentation

d�ingestion d�AGEs avec l�âge n�a pas été associée directement à une augmentation de la

glycémie ou du stress oxydant chez ces enfants. En revanche, les niveaux de MG à 12

moissont largement au-dessus de ceux des mères. De plus, une association positive entre ce

niveau de MG à 12 mois et, le taux d�insuline et l�index HOMA a été retrouvée, suggérant

ainsi l�implication de ces molécules dans le développement du diabète chez ces enfants. Des
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corrélations négatives entre le niveau de CML à 12 mois et l�adiponectine ont été aussi

rapportées dans cette étude. Les travaux de (Sebekova et al, 2008) ont montré que les enfants

nourris aux biberons présentent des concentrations de CML dans les urines et dans le plasma,

respectivement 46 à 60 fois plus élevées que celles retrouvées chez les nourrissons allaités.

En revanche, l�élévation des niveaux de CML n�est pas associée à une plus grande sensibilité

à l�insuline chez les nourrissons âgés de 7 à 10 mois d�âge. . Dans l�étude ICARE conduite

sur des jeunes adultes, il a été démontré que la consommation d�aliments hautement chauffés,

en comparaison avec une alimentation cuite à la vapeur, entraîne une hausse des taux

plasmatiques de la CML libre et un déclin de la sensibilité à l'insuline. Toutefois, aucune

corrélation entre ces deux paramètres n�a pas été mise en évidence (Tessier, 2012). Il est aussi

important de noter que, contrairement aux études réalisées chez l�adulte, aucun signe de stress

oxydant ni de microinflammation contribuant à la résistance à l�insuline n�a été mis en

évidence dans ces essais.

Au-delà des maladies métaboliques, les AGEs sont aussi impliqués dans plusieurs

pathologies et complications: vieillissement (Van Puyvelde K, 2014), maladies

neurodégénératives et cancéreuses (Sebekova et al, 2008). Ces effets semblent médiés par

une altération du statut oxydant / anti-oxydant. Le recours à des antioxydants est une approche

thérapeutique très souvent utilisée pour limiter les effets de ces composés pro-oxydants

(Soriani et al, 1994).
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PARTIE II: Objectifs
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Les maladies chroniques sont la première cause de mortalité et leur prévalence ne

cesse d�augmenter (l�OMS prévoit une augmentation de 17% au cours de la prochaine

décennie). Depuis plusieurs années, des études épidémiologiques et expérimentales ont

montré que le stress environnemental à un âge précoce est une des causes de ces maladies.

Ce stress peut provenir d�un déséquilibre nutritionnel (famines, surnutrition, carences en

vitamines et minéraux), de la toxicité du milieu (air, eau, alimentation) ou de certains modes

de vie (sédentarité). Il laisserait des marques épigénétiques irréversibles et ses effets peuvent

s�accentuer au fil des générations.

Cependant, la plasticité du génome offre, pendant les périodes précoces du

développement, des possibilités d�intervention sur ce processus. Ces périodes d�opportunité

doivent nous permettre de réduire les risques de maladie à long terme.

Notre objectif est de mieux comprendre les facteurs de risque provenant de

l�alimentation postnatale, susceptibles d�être impliqués dans les phénomènes de

programmation. Parmi ces facteurs de risque, les contaminants néoformés issus du traitement

thermique inévitable des formules infantiles doivent être pris en compte au vu de la période

précoce d�exposition.

C�est pour cette raison que nous avons étudié l�impact de la consommation de deux

formules laitières destinées au porc RCIU et différant par leur teneur en CML. Nous nous

sommes focalisés plus précisément sur le RCIU du fait de l�immaturité de ses organes et de la

défaillance de son système antioxydant installé dès la vie in utero par la restriction foeto-

placentaire. Cet état physiopathologique pourrait lui conférer une sensibilité plus accrue aux

composés de glycation pro-oxydants.

La partie résultats est subdivisée en trois chapitres:

Dans le chapitre III, nous avons évalué l�impact des AGEs des formules laitières sur

la programmation du stress oxydant et de l�inflammation au niveau du rein et du foie. Une

partie de ces données a fait l�objet du premier article publié dans « Molecular Nutrition &

Food Research ».

Dans le chapitre IV, toujours dans l�idée qu�une consommation de lait riche en AGEs

est associée au développement ultérieur des pathologies chez le RCIU, nous avons étudié son

influence sur le microbiote intestinal. Leur présence pourrait moduler le contenu digestif en

populations bactériennes (bénéfiques et pathobiontes) avec des conséquences à long terme sur

leur système de défense anti-oxydant. Ce travail a fait l�objet d�un second article qui est

soumis dans le journal «Free Radical Biology and Medecine».
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Dans le chapitre V, sont présentés des résultats préliminaires relatifs aux travaux sur

l�effet du MG dans la programmation du diabète. Le troisième article (publié dans

«International Journal of Endocrinology») traite des effets des produits de glycation sur la

fonctionnalité de la cellule pancréatique. Ce travail permet d�évaluer l�effet de l�exposition

périnatale au méthylglyoxal sur l�activité sécrétoire de la cellule pancréatique.

Enfin, en annexe, se trouve une revue de synthèse (publiée dans «European Journal of

Nutrition») récapitulant les données disponibles sur les effets potentiels des composés

alimentaires et de l�exercice physique sur la «déprogrammation»
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Partie III : Résultats
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CHAPITRE III: Impact des AGEs des

formules sur la programmation

développementale du stress

oxydant et de l�inflammation au

niveau du rein chez le porc RCIU:

Article 1

Formula-derived advanced glycation end products are involved in the

development of long-term inflammation and oxidative stress in kidney of IUGR

piglets. ELMHIRI. G., et al., Mol Nutr Food Res. 2015 May;59(5):939-47. doi:

10.1002/mnfr.201400722. Epub 2015 Mar 18.
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III.1 Introduction

Bien que l�allaitement au sein reste un moyen inégalé de donner aux nourrissons la

nourriture idéale pour une croissance et un développement sains et que les propriétés anti-

infectieuses du lait maternel contribuent à les protéger contre une multitude de maladies,

l�allaitement à base de formules reste une pratique très répandue. Selon l�OCDE, ce taux

dépasse les 60%. Ce type d�allaitement n�affecte en rien la santé des enfants et permet, dans la

plupart des cas, de couvrir les besoins spécifiques des nourrissons leur permettant d�avoir une

croissance harmonieuse. Cependant, à notre connaissance, il n�existe aucune étude qui décrit

les effets des produits de glycation présents dans les formules infantiles sur la santé à long

terme et encore moins chez des enfants nés prématurément ou avec un RCIU. Plus

particulièrement, il est important de savoir si ces composés pourraient représenter une

contrainte physiopathologique supplémentaire chez le RCIU et contribuer à la programmation

postnatale de défaillances rénales. Naissant avec un faible poids à la naissance, le RCIU se

caractérise par une immaturité de plusieurs de ses organes dont le rein (Schmidt et al, 2005)

(Figure 22) et présente une défaillance de son système de défense antioxydant. Ces situations

pourraient en effet le rendre plus vulnérable à un stress supplémentaire engendré par la

présence de composés de glycation issus des formules infantiles, base exclusive de son

alimentation au cours des premiers mois de vie.

L�allaitement à base de formules infantiles ne favorise pas le développement optimal du

rein chez l�enfant de faible poids à la naissance (Schmidt et al, 2005) due probablement à la

défaillance de son système d�élimination rénale (Wilkins, 1992). D�autres études ont montré,

chez les prématurés, que la nutrition parentérale avec des formules ne semble pas altérer la
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fonction d�élimination rénale immédiate Cependant, aucune précision sur des effets à plus

long terme des effets de l�alimentation à base de formules n�est indiquée dans ces études.

Ainsi dans ce travail notre objectif principal est d�évaluer l�impact des AGEs d�origine

alimentaire (via la consommation d�une formule hautement chauffée, à teneur élevée en

CML), au cours de la période postnatale précoce, sur la réponse de la cellule rénale à la

surcharge en composés de glycation.

Pour répondre à cette question, nous avons choisi le porc comme modèle d�étude pour

plusieurs raisons :

Ce modèle reproduit parfaitement toutes les pathologies de la programmation

du RCIU (Mickiewicz et al, 2012; Mostyn et al, 2014; Poore & Fowden,

2003).

Ce modèle a été validé au laboratoire et a fait l�objet de plusieurs publications

(Attig et al, 2013a; Attig et al, 2008a; Mostyn et al, 2014). Il se prête bien aux

expériences d�allaitement artificiel contrairement aux rongeurs.Les analogies

anatomiques, physiologiques et nutritionnelles avec l�homme font du porcelet

un modèle de choix pour l�évaluation des effets de la présence des produits

issus de la réaction de Maillard dans le lait sur la santé de l�enfant.

Pour tester notre hypothèse, nous avons utilisé 16 porcelets RCIU femelles réparties au

hasard en deux groupes, nourries soit avec du lait faiblement chauffé à 37°C pendant 5 min

(LHF : Low Heated Formula, n = 8) ou, soit avec du lait hautement chauffé à 120° C pendant

20min (HHF : High Heated Formula, n = 8) jusqu'au sevrage (jour 36). Ensuite, tous les

animaux ont reçu une alimentation solide ad libitum jusqu'à l'euthanasie au jour 54. Au cours

du développement, la CML a été quantifiée dans le lait, le plasma, les matières fécales et les

reins par HPLC-MS/MS. Des échantillons de sang ont été prélevés avant et après le sevrage et
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utilisés pour le dosage du sodium, du potassium, de l'urée et l'analyse de la créatinine. Au jour

54, des études histomorphométriques, d'immunofluorescence, Western blot et Oxyblot ont été

réalisées sur les tissus rénaux afin de localiser les sites d�accumulation desAGEs.

Figure 22 Chronologie du développement de différents organes selon les espèces (Homme, porc, brebis,
rongeurs.) Adapté d�après (Fowden et al, 2006).

III.2 Résultats marquants

Nous avons montré que la formule hautement chauffée (HHF) présente des niveaux

élevés de CML par rapport à la formule faiblement chauffée (LHF). Dans le plasma, le taux

de la CML libre est significativement élevé lorsque les animaux ont consommé la formule

hautement chauffée (HHF) par rapport au groupe LHF. Cette augmentation du taux de la

CML est associée avec un taux significativement élevé du récepteur soluble RAGE

(sRAGE) dans le plasma des RCIU recevant la formule HHF par rapport au groupe LHF.
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Également, les animaux du groupe HHF montrent une augmentation significative de la

CML dans les fèces par comparaison avec le groupe LHF. En revanche, aucune différence

n�a été observée au niveau de la CML (libre et protéique)lorsque les animaux ont reçu une

alimentation solide.

L'étude d�immunofluorescence a révélé la présence de la CML dans les noyaux des

cellules rénales chez les deux groupes LHF et HHF. Cependant cette accumulation semble

être beaucoup plus importante dans les cellules rénales du groupe HHF. Par comparaison avec

les animaux allaités, nous avons observé une absence totale de la CML dans les

compartiments cellulaires du rein. Ce résultat indique que le marquage nucléaire révélé

chez les animaux HHF et LHF est lié à la présence des AGEs dans ces formules. D�autre part,

l�analyse histomorphométrique a révélé une diminution significative du diamètre des

glomérules et une altération minime de la structure du rein. Néanmoins, aucune différence de

la densité glomérulaire n�a été observée entre les deux groupes. A notre connaissance, il

n�existe pas de données in vivo dans la littérature révélant la présence de la CML ou d�autres

AGEs dans le noyau des cellules rénales..

Nous avons également évalué les paramètres biochimiques au cours du développement

des porcelets et nous avons montré que, durant la période d'allaitement artificiel, les taux de

cholestérol ainsi que d�urée sont significativement plus élevés pour le groupe HHF par

rapport au groupe LHF. Néanmoins, aucune différence n'a été observée pour ces paramètres

au jour 54, lorsque que les porcelets étaient sous un régime diversifié.

Concernant l�expression des gènes clefs impliqués dans la régulation du système rénine-

angiotensine (AT1, AT2) et de l�apoptose (la caspase 3, la caspase 8), nous avons montré par

qPCR que la consommation de la formule riche en CML a induit une augmentation

significative de l�expression de ces gènes dans le groupe HHF comaré au groupe LHF. Par

ailleurs, afin d�étudier l�état d�activation de la protéine pro-inflammatoire et le récepteur des
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dans les deux groupes, par Western blot et par dosage ELISA. Les résultats révèlent une

augmentation significative du sRAGE, confirmé par les deux techniques dans le groupe HHF.

Cependant, l�expression de l�isoforme cytoplasmique du RAGE est diminuée dans le groupe

HHF.

Ainsi, la formule riche en CML a induit l�installation d�un processus pro-inflammatoire

dans le rein. Ceci a été confirmé par qPCR et Western blot. En effet, nous avons montré une

augmenté dans le groupe HHF comparé au groupe LHF.

Il est très probable que la présence des AGEs induise une perturbation fonctionnelle au

niveau des reins des porcelets RCIU comme le montrent des modifications délétères de

protéines impliquées dans le système de défense antioxydant au niveau du rein. Une

augmentation du niveau d�oxydation des protéines totales dans le rein a été mise en évidence

chez les animaux consommant la formule riche en CML.

III.3 Conclusion

L�ensemble des résultats exposés dans ce premier chapitre montre que le traitement

thermique des formules induit une augmentation importante de la CML et que la

consommation de ces formules pourrait exposer les enfants à un risque plus important de

« programmation d�un stress oxydant et à l�inflammation ». Grâce à notre modèle d�étude

sur le porc RCIU naturel, nos résultats suggèrent que les reins des individus souffrant d�un

retard de croissance intra-utérin pourraient être une cible préférentielle de cette
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programmation, compte tenu du rôle joué par cet organe dans l�élimination de ces

glycotoxines L�ensemble des données présentées dans ce travail a également permis de

mettre en évidence un effet « pro-inflammatoire � pro-apoptotique � pro-oxidatif » des AGEs

au niveau rénal. Ces effets observés sont essentiellement dus à une accumulation tissulaire à

long terme de la CML et/ou d�autres produits de glycation dans les noyaux des cellules

rénales. La mise en évidence des différentes isoformes du récepteur des AGEs (sRAGE et

RAGE) dénote que la consommation accrue de produits riches en AGEs modifie le statut

circulant de ces récepteurs dans le but d�assurer une meilleure élimination de ces composés.

D�un point de vue clinique, au vu de nos résultats, il nous semble important que d�autres

études expérimentales chez l�animal puissent être menées sur un effectif plus important afin

de valider ou d�infirmer ces observations. De même, il est nécessaire de réaliser des

expériences sur le porc non RCIU pour déterminer si ces effets sont liés au statut du RCIU.

Cliniquement, on pourrait imaginer conduire des essais cliniques sur des enfants recevant

deux formules du commerce contenant des niveaux différents de CML (haut bas). Il serait

envisager de mesurer à 1 an, 2 ans et idéalement à l�âge adulte, les paramètres biochimiques

en rapport avec l�intégrité de la fonction rénale (créatinine, clairance rénale�) et des

paramètres de la tension artérielle chez l�adulte. Ce type d�étude permettrait de présager des

effets potentiels de la consommation précoce des AGEs des formules sur la défaillance rénale

et la programmation à long terme de l�hypertension.
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Supplemental Material

Animal Management

Sixteen low birth weight (LBW) piglets from 5 sows were selected according to body weight

and height as previously described1. They were conducted under the mother until day 14 to

allow colostrum and mother milk during the two postnatal life. At day 15, piglets were

transferred into the experimental preclinical study of LaSalle Institute (France). The pigs

were randomly divided into two groups of eight piglets and were individually housed in

enriched environment. Prior to the experiment initiation, the piglets were given 3 days of

acclimatization to observe their general health, and to ensure proper conduct of the study.

From postnatal day 18 (PND18) to postnatal day 36 (PND36) piglets were fed with two

different heated formula (HHF: heated formula at 120 °C during 20 minutes) and (LHF:

heated formula at 37 °C during 5 minutes respectively). From PND36 to PND54, piglets

remained on a normal ad libutum regular diet throughout the whole time of the experiment.

To assess physiological status and evaluate the general condition of animals, weight

measurements were performed weekly. Animals were scarified at PND54 by intraperitoneal

injection of 90 mg/kg sodium thiopental (Nesdonal, Rhône-Mérieux, France). Plasma has

been collected and kidneys were rapidly dissected, frozen in liquid nitrogen, and stored at 80

°C for further experiments. Blood sampling and feces collect were performed on PND36 and

PND54. Plasma and feces CML, hemoglobin, blood urea creatinine, nitrogen, cholesterol,

glycemia, and triglyceride were measured at PND36 and PND54.

The levels of vitamin B1 has been measured (Eurofins, France) as an indicator of vitamin

stability during the heating process. A temperature of 120 ûC applied for 20 min has been

chosen as the optimal condition for CML generation..

Chemical Analysis

For chemical analysis, products of high grade have been purchased from Sigma (Sigma

Aldric, St. Louis, MO,USA) and Merck (Darmasttad, Germany). CML and (D2)-CML were

provided by PolyPeptide Laboratories France SAS (Strasbourg, France).
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CML Determination

Sample preparation for CML and lysine analysis

Samples preparation were performed in triplicates according to the method by Léridon and

Tessier 2
.

Kidney samples

Kidney samples were first lyophilized and grinded into homogeneous powder using a tissue

lyzer (Eppendorff, USA). From each powder sample, 25 mg corresponding to 10 mg of total

protein was treated with NaBH4 (1 M) to stabilize the Amadori products. It was then

dissolved in 2.5 mL of 6 M HCL and incubated at 110°C for 20h. From each acid hydrolysate,

300 L was dried under vacuum and reconstituted in 300 L of internal standard containing

0.25 g of (D2)-CML (previously dissolved in NFPA 20mM). Liquid chromatography

coupled to linear ion trap tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) was used for the CML

analysis (ThermoFisher Scientific, Courtaboeuf, France).

Plasma samples

Plasma samples were collected at (PND36) and (PND54). They were stored at -20°C until

CML analysis. One fraction of each plasma sample was tested for the total plasma CML (free

and protein-bound CML) and the rest was used for the protein-bound CML determination

after protein precipitation using 1.2 M trichloroacetic acid.

Formula samples

Prior the determinations of CML, proteins were extracted from formula samples. Briefly, 1

mL of reconstituted milk, 2 mL of absolute ethanol and 4 mL of dichloromethane were mixed.

After centrifugation at 8000 x g for 10 min at 4°C, protein pellet was then analyzed using the

validated LC-MS/MS method as previously described in CML determination section.

Feces samples

Collected fecal samples were lyophilized and grinded into homogeneous powder using a

tissue lyzer (Eppendorff, USA). Thirty milligrams of fecal powder was treated like kidney
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samples for CML analysis as previously mentioned. In addition the nitrogen content was

measured in lyophilized fecal powder by combustion using a LECO FP528 nitrogen analyzer

according to the Dumas method. A conversion factor of 6.25 was used for the calculation of

the protein content in pellets, which was expressed in g/100g of powder.

Analysis of vitamin B1 in Formula

Reconstituted heated milk samples were analyzed by Eurofins Nutrition Analysis Center for

vitamin B1 content using HPLC technology (VILLE, France).

Biochemical parameters determination

Plasma levels of cholesterol, triglycerides, glucose, urea, creatinine, plasma proteins, K+ and

Na+ were determined by routine approved assays (Beauvais Hospital, France).

Morphometric and immunohistochemical analysis of kidney tissues

Morphometric analysis of kidney tissues was established in collaboration with UMP 703

INRA Veterinary School of Nantes. After paraffin embedding, kidneys were sectioned (8 m

thick) and histological sections were stained using the protocol describes previously3.

Histological measurements were made using image analysis software (Nikon Imaging

Software).

Concerning renal tissue, nine glomeruli were selected for each sample. The number of nuclei

was calculated for each glomerulus. The reproducibility of the measurement was estimated at

100% with a coefficient of reproducibility of 93.7%. The cell density (number of nucleus /

m²) was calculated. All glomeruli were analyzed for their surface area and minimum Feret

diametr by software, NIS AR (Nikon). The coefficient of reproducibility of this method is

93.7%.

The detection of CML and RAGE was performed for the frozen sections of kidney samples.

Using the protocol described previously4, immune-fluorescence technique was adapted using

mouse monoclonal anti-CML (MAK<AGE M-4G9-IgG 04, Microcoat Biotechnologie

GmbH,Germany) and goat polyclonal Anti-RAGE (orb27365,Biorbyt, UK).
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Protein extraction and immunoblotting

Kidney tissues were used for the protein extraction. Nuclear proteins were separated from

cytoplasmic protein using NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Kit (Thermo scientific Cat.

78833, France) according to the manufactures protocol. The protein were separated on 4-12%

Tris-glycine gels (Invitrogen) bands were electrotransferred onto nitrocellulose membrane and

blocked with 5% BSA in PBS/T buffet for 1 h at room temperature. After incubation of the

membrane with NFkB primary polyclonal antibody (BS-0465R, Interchim, France) and goat

polyclonal Anti-RAGE (orb27365, Biorbyt, UK) overnight followed by incubation with

appropriate horseradish peroxidase-associated, secondary antibody before the signal was

visualized by enhanced chemiluminescence (Amersham Bioscience). Beta-actin and Lamin B

staining served as loading control.

Determination of sRAGE level

The level of sRAGE has been determined in plasma, extracted nuclear and cytoplasmic

proteins using a porcine soluble receptor for RAGE ELISA kit (Life Sciences Advanced

Technologies Cat. E07S0283, USA) according to the manufacturer�s instructions.   

Determination of kidney protein oxidation and liver MDA level

The detection of protein oxidation was performed by immunoblotting using the OxyBlot� 

Protein Oxidation Detection Kit (Millipore, Cat. S7150, USA) in collaboration with UMR

8256 UPMC Université Paris 6 -CNRS �INSERM Dept of Adaptation and Ageing Biology.

The Bradford assay was used to determine the concentration of protein in the homogenized

tissue. Samples were derivatized and loaded on electrophoresis gels in volumes calculated to

give 10 g proteins per sample and electrophoresed according to the manufactures

instructions. Quantification of protein oxidation was achieved using Image J software.

The level of malondialdehyde (MDA), an indicator of the lipid peroxidation of poly-

unsaturated fatty acids, in liver and kidney samples was quantified by HPLC method adapted

from Cachon et al5.
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Quantitative RT�PCR 

Total mRNA was extracted using RNeasy PLUS mini kit Cat.74134 (Qiagen, France). The

cDNA produced by QuantiTect Rev. Transcription Kit (Cat. 205311, Qiagen, France) and the

relative expression of studied genes was determined by RT�PCR (Rotor-Gene Q � Cycler, 

Qiagen, France) using primer sequences summarized in Supplementary Table 2, normalized

against PPIA gene (peptidyl prolyl isomerase).

Statistical analysis

All results were subjected to non-parametric Kruskal Wallis and t-test test using the GraphPad

Software prism (version 5.02). For all analyses, the level of significance was set at P<0.05.

All values are expressed as means ± SEM.
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Supplementary Figure 1: Level of CML in kidneys of piglets.

Levels of CML in the kidneys has been quantified by HPLC/MS-MS and the results showed a

non significant (p< 0. 3309) difference between the HHF group (256.4 ± 26.60. n= 8) and the

LHF (291.8 ±22.16. n=8). Data are expressed as Mean ± SEM.
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Supplementary Table 1: Plasma level of biochemical parameters

Biochemical parameters LHF HHF p-values

Glucose (g/L) 2.56 ± 1.64 1.74 ± 1.06 0,0508

Glycated hemoglobin (%) 3.74 ± 0.14 3.63 ± 0.14 0.700

Proteins (g/L) 37.57 ± 3.02 37.05 ± 1.93 0.7315

Albumin (g/L) 19.05 ± 2.77 17.58 ± 0.83 0.2425

Na+ (mEq/L) 139.71 ± 1.01 140.86 ± 0.40 0.3168

K+ (mEq/L) 4.43 ± 0.21 4.50 ± 0.12 0.7931

Urea/ Creatinine (mmol/L) 17.83 ± 2.22 26.72 ± 2.55 0.0304

Triglycerides (mmol/L) 0.74 ± 0.51 1.00 ± 0.55 0.4112

Cholesterol 0.85 ± 0.03 1.084 ± 0.04 0.0035

Supplementary Table 2: Primer pairs used for qPCR analysis

Genes Sequences

Caspase 3 5�AGAATTGGACTGTGGGATTGAG  3� (F) 

5� GAATTTCGCCAGGAATAGTAACC 3� (R) 

Caspase 8 5� AGACAGACTCAGAACAGACAGA 3� (F) 

5� GCTTCGGTAAGAAACACAGTTG 3� (R) 

AT 1 5� ACTCCGTCGACGCCATAAGTATGT 3� (F) 

5� AGTGACCAGGCAGTGAGAAGCTTT 3� (R)

AT 2 5� TGGCCTGGATGGGTATCATTA 3� (F)  

5� CAAAAGGAAGTGCCAGGTCAA 3� (R)  

Angiotensin 1 5� TATGGTGCAGAAGGGCTGGAATGT 3� (F)  

5� AGAGCTTGATGGAACTGGAACTGC 3� (R)

eNOS 5� CGTTGGCCACTTCCTTAAACGTCT 3� (F) 

5� GCCTCCAGAACTCTTTGCTTTGC 3� (R)

NF-kB 5� CCCATGTAGACAGCACCACCTATGAT 3� (F) 

5� ACAGAGGCTCAAAGTTCTCCACCA 3� (R)

PPIA 5� TGGCCCCAACACAAACG 3� (F) 

5� TGCCATCCAACCACTCAGTCT 3� (R) 
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III.4 Travaux complémentaires

III.4.1 L�alimentation des animaux, mesures

pondérales et évaluation de la prise alimentaire

Les quantités journalières de lait administrées aux porcelets ont été ajustées

quotidiennement en fonction de leur poids et de leurs besoins de croissance. L�allocation

laitière journalière par porcelet, en termes d�énergie digestible, était de 1200kJ/kg poids 0,75

pendant les trois premières semaines (Morise et al, 2009). De plus, tous les jours, 50-200

grammes de starter ont été distribués à chaque porcelet pour pallier aux pertes en vitamine B1

et lysine causées par le traitement thermique.

Les quantités de lait distribuées sont les mêmes pour les deux groupes et sont réparties

en 4 repas espacés de 6 heures, pendant 18 jours. Avant chaque distribution de lait, celui-ci est

chauffé à 37°C pour mimer les conditions naturelles d�allaitement et éviter les troubles

digestifs. Après le sevrage, les porcelets ont été nourris avec un aliment premier âge (porkisec

extra) ad Libitum, pendant 17 jours jusqu�à l�euthanasie.

Le poids des porcelets est mesuré à raison de deux fois par semaine, pendant 3

semaines. Une courbe de croissance est tracée pour le suivi des performances du

développement des animaux au cours de la phase d�allaitement et en post-sevrage. Les

quantités du lait et de starter refusées ont été déterminées quotidiennement pour évaluer les

quantités alimentaires ingérées par animal. Après le sevrage, les mesures de poids ont été

établies deux fois par semaine tandis que la mesure du refus alimentaire a été déterminée

quotidiennement.
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III.4.2 Evolution du poids et du gain de poids des

animaux au cours de la croissance

De la naissance jusqu�à la fin de la phase d�allaitement, les animaux des deux groupes

ont présenté un poids moyen comparable. Lorsque les animaux ont été sevrés et ont reçu un

aliment solide à volonté, une différence significative du poids a été observée entre les deux

groupes (p < 0,01). Cette différence s�est maintenue jusqu�au sacrifice des animaux (J 54).

En dépit d�une absence de différence de poids et de la quantité de lait consommée au

cours de la phase d�allaitement entre les deux groupes (Figure 24), le gain moyen quotidien au

cours de la phase d�allaitement artificiel été significativement plus élevé au profit des

animaux ayant reçu un lait non traité thermiquement (LHF) (p<0.01). Cette différence

pourrait être due à une diminution de l�efficacité alimentaire du régime hautement chauffé,

associée à la perte de certains acides aminés, essentiels à la croissance du porcelet, comme la

lysine (Figure 24) La distribution du starter, sous forme de complément solide, n�a

probablement pas pu compenser totalement cette perte en acides aminés essentiels.

Cependant, il faut souligner que cette différence de gain de poids a été transitoire et non

observable en post-sevrage. A la fin de la période de croissance, nous avons constaté un écart

de poids entre les animaux des deux groupes, sans doute lié à la baisse transitoire du gain de

poids observée au cours de la phase d�allaitement. Il faut aussi souligner l�existence d�une

importante variabilité individuelle du poids entre les animaux des deux groupes en période de

post-sevrage (Figure 25).
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Figure 23 Courbe de la consommation moyenne de lait pendant la phase d�allaitement chez les deux groupes
d�animaux LHF et HHF (n=15)
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Figure 24: Evolution du gain moyen quotidien des animaux pendant les différentes phases d�expérimentation.
Les résultats sont représentés sous forme de moyenne ± SEM. (** P< 0,01 Groupe LHF vs Groupe HHF). J = Age des

animaux en jours. (n=15).
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Figure 25: Evolution du poids des animaux pendant les différentes phases d�expérimentation. Les résultats
sont présentés sous forme de moyenne ± S.E.M. (** P < 0,001 Groupe LHF vs Groupe HHF). J = Age des animaux en

jours. (n=15).
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III.4.3 Impact des AGEs des formules sur la

programmation développementale du stress

oxydant hépatique chez le Porc RCIU

Tout comme le rein, le foie est un puissant organe de détoxification. Nous avons émis

l�hypothèse que les AGEs issus des formules pourraient induire une toxicité hépatique et

induire des phénomènes de stress oxydant au niveau de cet organe. Cette hypothèse a été

fondée sur nos premiers résultats sur le rein mais aussi basée sur l�augmentation des produits

de peroxydation lipidique (MDA) mis en évidence dans le foie des porcelets RCIU HHF

« «adultes ». Le MDA est en effet un très bon marqueur du stress oxydant, et son

augmentation pourrait traduire une « agression oxydative » initiée par la présence des AGEs.

Comme dans le cas du rein, l�immaturité du RCIU le rend vulnérable, au niveau hépatique, à

la présence de ces molécules pouvant de réduire ses défenses .antioxydantes. La mesure des

ROS n�a pas pu être établie pour déterminer si ces molécules étaient responsables de

l�installation de l�état pro-oxydatif-pro-inflammatoire observé au niveau de cet organe. En

revanche, nous avons pu quantifier les protéines totales endommagées par oxydation

(carbonylation) et mesuré à 54 jours d�âge, l�activité et l�expression des gènes des deux

enzymes antioxydantes majeures, le superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase

(GPX). Rappelons que ces deux enzymes antioxydantes sont impliquées dans le contrôle de

l�homéostasie redox de l�organisme.

a) Matérielsl et méthodes

i) Mesure de l�activité de la SOD et de la GPX

Les échantillons de foie congelés à -80°C (250 mg) sont ont été broyés à l�aide d�un

precellys lyser (bertin) puis un volume de 300 l de tampon phosphate (PBS, 50 mM) est
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ajouté au broyat. Après homogénéisation, les échantillons sont centrifugés (4000 g, 10 min) et

240 l de surnageant sont collectés. Les activités du superoxyde dismutase (SOD) et de la

glutathion peroxydase (GPx) sont mesurées dans les surnageants dilués au 20eme au moyen de

kits de dosage colorimétrique en appliquant les procédures proposées par le fournisseur

(Cayman Chemical Company). Le dosage des activités SOD et GPx est réalisé dans une

microplaque (96 puits) et l�absorbance est lue par un lecteur UV/visible aux longueurs d�onde

respectives de 440 nm et 340 nm, respectivement. .Les activités enzymatiques sont

normalisées par rapport à la concentration des protéines totales (BCA protein assay kit, Sigma

Aldrich).

ii) RT-PCR des gènes antioxydants Mn-SOD et GPX

Trente grammes de foie congelés sont déposés dans des tubes de 1,5 ml. Une bille de

tungstène est ajoutée dans chaque tube et les tissus sont homogénéisés mécaniquement

pendant une minute en les plaçant dans l�appareil Tissue Lyser (Qiangen©). L�ARN total a

été extrait Les ARN extraits selon le protocole décrit dans RNAeasy extraction kit

(Qiangen©).). Des amorces deasignées pour l�amplification des gènes (Tableau 6).

Tableau 6 : Séquences des gènes d�intérêts SOD et GPX

Genès d�intérêt Séquences des gènes d�intérêts

GPX F:TGGATGAAGGATGGTGTG

R: GATGATGCTGATGCTGA

Mn-SOD F: TGGTCTCCTCTGACTTCAAC

R: GTGAGGGTCTCTCTCTTCCT
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La quantification des protéines totales

Après extraction et solubilisation, les protéines du foie quantifiées par la méthode de Bradford

en utilisant la BSA comme standard. Les valeurs de la concentration des protéines sont

présentées sous forme de moyennes à partir de 3 réplicas techniques par échantillon. Après

marquage des protéines carbonylées avec des sondes fluorescentes, les protéines dérivées du

foie sont séparées par SDS-PAGE en gradient 4-20%. Ensuite, les protéines sont fixées dans

le gel afin de révéler carbonylées par l´émission de la fluorescence à 530 nm.Les protéines

totales sont marquées avec le SyproRubyTM et détectées par fluorescence différentielle à

595nm. L�analyse densitométrique de la fluorescence est obtenue grâce à l�utilisation du

logiciel d�analyse Image J (NIH, USA). Le signal des protéines carbonylées est normalisé par

rapport au signal obtenu avec les protéines totales pour chaque échantillon.

b) Résultats

L�analyse de l�expression génique s�est basée essentiellement sur la Mn-SOD et la

GPX. La Mn-SOD est une enzyme présente dans la mitochondrie. Son implication dans la

génération des ROS et du stress oxydant induit par les AGEs est très probable. Les résultats

montrent une différence significative (P <0,02) de l�expression du gène SOD mitochondriale

(Mn-SOD) chez les porcelets RCIU nourris avec la formule HHF comparés au groupe ayant

reçu le régime LHF. Cependant, une tendance à l�augmentation de l�expression du gène GPX

est observée chez les animaux du groupe HHF par rapport au groupe LHF.

Dans un second temps, nous nous sommes focalisés sur l�étude de l�activité

enzymatique de ces deux enzymes de défense antioxydantes. Les résultats concordent avec

ceux de l�expression des gènes. En effet, seule l�activité de la SOD est significativement
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augmentée (P<0.05) chez les animaux ayant consommé la formule HHF, alors que l�activité

de la GPX n�a pas été modifiée dans ce même groupe.

Il est connu que lorsque les acides aminés constituant une protéine sont oxydés, ils

peuvent former un groupement carbonyle que l�on peut rechercher en quantifiant les protéines

totales endommagées par oxydation (Rajendiran et al, 2015). Nous avons réalisé cette

expérience en collaboration avec l�Equipe UMR-8256/INSERM REL U-1164 Adaptation

Biologique et vieillissement B2A. Comme le montre la Figure 26, la comparaison du profil

d�oxydation des protéines carbonylées au niveau hépatique n´indique pas des différences

significatives pour ce paramètre entre les groupes expérimentaux LHF et HHF. Une tendance

à l�augmentation des protéines carbonylées a été observée dans le groupe HHF. Les effectifs

dans chaque groupe étant très faible (n=5), ceci pourrait aussi expliquer l�absence de

significativité statistique entre les deux groupes d�animaux testés (Figure 27).

B

A
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Figure 26 : Analyse de l�expression (A) et de l�activité (B) des enzymes antioxydantes hépatiques, la Superoxide
dismutase (SOD) et la glutathione peroxidase (GPx) chez les porcelets RCIU nourris aux formules faiblement

P<0.05 **: P<0.001, HHF (n=8), LHF (n=8).
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(

c) Conclusion

Ces résultats préliminaires viennent confirmer l�état de stress oxydant observé au niveau

rénal chez les animaux du groupe HHF. L�exposition des animaux à des teneurs élevées en

AGEs a probablement induit la formation des ROS qui jouent aussi le rôle de facteurs de

transcription (Wassmann et al, 2004) et qui peuvent ainsi activer la modulation de

l�expression des gènes des enzymes anti-oxydantes telles que la Mn-SOD, le GPX et la CAT

(catalase).

III.4.4 Travaux complémentaires In vitro
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Au regard des résultats obtenus et de leur intérêt en particulier concernant la localisation

de la CML dans les noyaux des cellules rénales et la présence des effets oxydants et pro-

inflammatoires, nous avons décidé d�étudier les mécanismes cellulaires sous-jacents à cette

modulation de la programmation de la fonction rénale par les AGEs des formules infantiles.

Devant la complexité du rein (hétérogénéités structurale et fonctionnelle), il était difficile in

vivo, de contrôler et de cerner les mécanismes cellulaires et biochimiques impliqués dans les

phénomènes observés. En collaboration avec le laboratoire de physiologie cellulaire et

moléculaire (EA 4667), SFR CAP-SANTE (FED 4132), UFR de Sciences, UPJV, Amiens,

une étude complémentaire a été établie sur le modèle cellulaire HEK 293 (Human Embryonic

Kidney, cellules embryonnaires rénales humaines). Par une approche de siRNA, nous avons

bloqué le gène cible (RAGE) et mesuré l�effet d�une exposition des cellules aux extraits de

deux formules infantiles traitées comme précédemment (HHF 20 min à 120°C et LHF 5min à

37°C) sur la viabilité cellulaire et la sécrétion de certaines cytokines inflammatoires. Des

cellules dans les mêmes conditions ontégalement été exposées à la CML (contrôle positif).

Dans le manuscrit, seuls les résultats de viabilité cellulaire seront présentés. Les résultats des

études du profil cytokinique sont actuellement en cours de réalisation.

a) Matériel et méthodes

i) Culture cellulaire

Les cellules HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293) est une lignée cellulaire issue

et immortalisée par une transformation de cellules rénales embryonnaires humaines. Ces

cellules sont adhérentes et caractérisées par une morphologie épithéliale (Figure 28). Les

HEK 293 sont largement utilisées pour leur facilité de transfection mais aussi pour leurs

implications dans les études de toxicité.



[111]

Figure 28 : Photographie de la lignée cellulaire .HEK293. (Source : site www.atcc.org)

Les cellules HEK293 sont cultivées dans du milieu EMEM (Gibco) supplémenté avec

10% de SVF (Gibco) et la gentamicine (10 mg/ml) (Invitrogen ). Les cellules sont ensuite

incubées à 37ºC en présence de 5% CO2. Lorsque les cellules sont confluentes, le milieu est

enlevé et les cellules sont lavées avec 3 mL de PBS (Sigma Aldrich). Les cellules sont

décollées en présence de 1 mL de trypsine (Gibco) après une incubation de quelques minutes

à 37°C. Les cellules sont ensuite resuspendues dans 3 ml de milieu EMEM/flasque25 réchauffé

préalablement à 37°C. Après numération cellulaire, une étape de centrifugation (6 min à 4°C)

permet de récupérer les culots qui sont ensuite lavés avec du PBS. Les culots sont utilisés

pour l�extraction des ARN et des protéines.

ii) Transfection des HEK 293 : Utilisation des « petits ARN

interférents » (siRNA)
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Les petits ARN interférents (siRNA pour small interfering RNA) sont de petits ARN double

brin de 21-22 nucléotides générés à partir d�un long ARN double brin. Ils jouent un rôle

essentiel dans de nombreuses fonctions, en particulier l�inhibition post-transcriptionnelle des

gènes via la destruction d�un ARNm cible pour empêcher l�expression de la protéine d�intérêt

(Figure 29).

Techniquement, la transfection consiste à faire rentrer un «petit ARN» double brin d�environ

20 pb dans la cellule. Le siRNA s'associe à un complexe protéique en formant un nouveau

complexe appelé RISC (RNA Induced Silencing Complex). Ce dernier induit la dissociation

du siRNA double brin en simple brin. Le brin anti-sens appelé «guide» sera acheminé par le

complexe RISC vers son ARNm cible complémentaire. En cas d'appariement parfait par

homologie de séquence, l'ARNm sera détruit et il n'y aura pas de traduction. La destruction de

l�ARNm induit une chute du niveau de la protéine d�intérêt.

Les transfections transitoires sont effectuées par nucléofection (nucleofector 2D, Amaxa,

Lonza). Cette technique permet de rendre la membrane plasmatique perméable pendant un

temps très court en créant un arc électrique.

Figure 29 : Représentation schématique du mécanisme d�action d�un siRNA
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La transfection nécessite des tampons de nucléofection spécifiques aux lignées

cellulaires (nucleofector kit V, Amaxa). Après la phase de décollement avec la trypsine, 1

million de cellules sont récupérées pour chaque condition. Dans notre cas, deux conditions ont

été nécessaires: une utilisant un siRNA contrôle ne touchant aucune séquence génique (siC,

pour si Contrôle) et une autre, utilisant le siRNA ciblant les ARNm codant pour le RAGE

Les cellules sont ensuite électroporées avec le programme Q-001. Enfin, les cellules

sont ensemencées selon les besoins de l�expérience dans leurs milieux respectifs.

Dans un premier temps, nous avons établi une cinétique pendant 24, 48 et 72h afin

d�évaluer, par qPCR et Western Blot, le temps nécessaire pour obtenir une transfection

optimale.

La deuxième étape a consisté à exposer les cellules HEK293 pendant 48 heures à un

AGE pure, la CML à une concentration de 5 g/mL et à des extraits de formules infantiles

faiblement chauffées (LHF dont la concentration en CML est égale à 0.3 g/mL) et fortement

chauffées (HHF dont la concentration en CML est égale à 1.2 g/mL).

iii) Choix des doses de CML dans les filtrats

Nous avons délibérément choisi de stimuler les cellules HEK aux doses de 1.2 g/mL et

0.3 g/mL car elles correspondent au niveau de CML plasmatique des animaux après

consommation des formules HHF et LHF respectivement (voir Figure 1 B article 1). Pour la

CML pure, la concentration testée est bien plus importante que celle retrouvée dans les

différents extraits laitiers (5 g/mL).

iv) Test de viabilité cellulaire : MTT
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Afin de déterminer le nombre de cellules viables, nous avons utilisé le test MTT

(Mosmann, 1983). Le principe de ce test est basé sur une transformation enzymatique du

MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium bromide) en cristaux bleus de

formazan. L�enzyme responsable de cette transformation est appelée la succinate

déshydrogénase (Figure 30). Les cristaux de formazan formés sont solubilisés puis détectés

par spectrophotométrie à une longueur d�onde de 550 nm. Le clivage se fait seulement dans

les cellules vivantes. Ainsi, l�intensité de coloration est directement proportionnelle aux

nombre de cellules vivantes. Dans notre cas, le test MTT est utilisé afin de comparer l�effet

potentiellement toxique des AGEs (pure et ceux des formules infantiles) à celui des cellules

témoins transfectées ou non.

Figure 30 : Principe du test de viabilité cellulaire MTT.

v) Extraction des ARN totaux au Trizol :

Après 48h d�exposition à la CML ou aux extraits des formules, les ARN totaux sont

extraits en utilisant la méthode standard d'extraction au thiocyanate de guanidium. Une bille
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de tungstène est ajoutée dans chaque tube et les cellules sont homogénéisées mécaniquement

pendant une minute en les plaçant dans l�appareil Tissue Lyser (Qiagen©). Les

échantillons sont homogénéisés dans 1ml de Trizol pour 106cellules. Les échantillons sont

ensuite incubés pendant 5 minutes à température ambiante puis 0,2ml de chloroforme pour

1ml de Trizol sont ajoutés, inversés pendant 15 secondes et incubés pendant 2 à 3 minutes à

température ambiante. Par la suite, les échantillons sont centrifugés à 12 000 g durant 15

minutes à 4°C. Un volume de 300 l de tampon phosphate (PBS, 50 mM) est ajouté au lysat.

Après homogénéisation, les échantillons sont centrifugés (4000 g, 10 min).

Après centrifugation, le mélange est séparé en 3 phases distinctes: une phase

inférieure rouge, une interphase de phénol-chloroforme et une phase aqueuse supérieure

contenant l�ARN. Par la suite, la phase aqueuse est transférée dans un nouveau tube et les

ARN sont précipités avec 0.5ml d�isopropanol pour 1ml de Trizol. S�ensuit une incubation de

10 minutes à température ambiante puis une centrifugation à 12000 g pendant 15 minutes à

4°C. Le surnageant est éliminé et le culot lavé avec 1ml d'éthanol à 75% pour 1ml de Trizol.

Après une dernière centrifugation à 7500 g pendant 5 minutes à 4°C, les culots sont

Les ARN extraits sont quantifiés et analysés en utilisant le spectrophotomètre NanoDrop 2000

(Thermo Scientific). Le ratio A260/A280 est déterminé pour chaque échantillon pour estimer

la pureté des ARN. Seuls les échantillons dont le ratio est compris entre 1,9 et 2,1 sont

analysés.

vi) Transcription inverse (RT)

Les ARN extraits de chaque échantillon sont «reverse» transcrits en ADNc selon le

protocole du Quantitech Reverse Transcription KitTM (Qiagen©). L�ADNc est ensuite stocké
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NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Réaction de polymérisation en chaîne en temps réél (qPCR)

L�amplification de l�ADNc est réalisée avec du SYBR Green dans un mélange réactionnel

(20 l) contenant 15 l de prémix (composé de 10 l de SYBR Green Master Mix (Qiagen©),

4 l de H2O RNAase free, 0,5 l de chaque amorce (Tableau 7) (concentration finale de

0,3 M) et 5 l d�ADNc (100ng). Un témoin négatif est incorporé pour chaque changement de

mélange de réaction. Les analyses PCR quantitative en temps réel sont effectuées en utilisant

pendant 30 secondes. A la fin des cycles, la courbe de fusion est analysée pour vérifier la

spécificité des amorces et l�absence de contaminations ou la formation de dimères d�amorces

Tableau 7 : Les séquences des oligonucléotides utilisées pour la PCR quantitative

vii) Analyse statistique des résultats

Gène / ARNm Séquences des oligonucléotides

RAGE
NM_001136.4

F:TGGATGAAGGATGGTGTG

R: GATGATGCTGATGCTGA

GAPDH
NM_002046.4

F: TGGTCTCCTCTGACTTCAAC

R: GTGAGGGTCTCTCTCTTCCT
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L�analyse statistique est réalisée en utilisant le logiciel Prism GraphPad (2005). Une

analyse de la variance est utilisée, suivie d�un test de comparaison des moyennes. Les

données sont représentées en moyenne +/- SE. Le seuil de significativité est fixé à p<0.05.

b) Résultats

i) Efficacité de la transfection et expression du RAGE par RT-PCR

Dans un premier temps, l�efficacité de la transfection des cellules HEK293 avec le

siRNA (si RAGE et si Contrôle), a été vérifiée par qPCR en effectuant une cinétique pendant

24, 48 et 72h d�incubation.

Comme le montre la Figure 31, les résultats obtenus pour un temps d�exposition de 48h

sontconcluants. Ainsi, le blocage du RAGE est presque total (90 %). Après 72h d�exposition,

les résultats obtenus montrent que le récepteur RAGE autant exprimé dans les cellules traités

aux siRNA que dans les cellules contrôles. La dégradation des siRNA après 72h d�incubation

pourrait expliquer ce résultat.
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Figure 31 : Cinétique de la transfection des HEK 293 : Les cellules ont été incubées avec le siRAGE (2 g)
pendant 24, 48, et 72H à 37°C.

ii) Effet des AGEs sur la viabilité cellulaire

1. Au vu des résultats de la transfection, la viabilité cellulaire des HEK293 (test

MTT) après exposition à la CML pure et aux filtrats des formules HHF et LHF

est mesurée à 48 h uniquement. Les résultats préliminaires de cette étude sont

résumés comme suit : Le blocage du récepteur RAGE s�accompagne d�une baisse

d�environ 50% de la viabilité cellulaire. Ce résultat montre que le récepteur

RAGE joue un rôle important dans la prolifération des cellules embryonnaires

HEK293.

2. L�exposition à la concentration de 5 g/mL de CML ne modifie pas la viabilité

des cellules contrôles et des cellules transfectées avec le siRAGE (Figure 32).

3. Dans les conditions contrôles, nous avons observé observons une augmentation

importante de la viabilité cellulaire en présence des extraits LHF (7 fois plus,

Figure 33 A) et HHF (3 fois plus, Figure 33 B) par comparaison avec les cellules

non exposées. Des effets apoptotiques de certains composés issus des filtrats

hautement chauffés pourraient expliquer cette différence de niveau de

prolifération entre les deux conditions testées.
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4. Dans les conditions d�inactivation du RAGE, il n�y a aucun effet des extraits des

deux formules sur la prolifération cellulaire. Le pourcentage de prolifération des

cellules est comparable à celui obtenu dans les conditions de non-stimulation.

Ces résultats attestent que les effets prolifératifs observés avec les deux extraits

sont médiés par le récepteur RAGE.

Figure 32 : Effet de la CML sur la viabilité des cellules HEK :. Les cellules transfectées (siC et siRAGE) et ont
été incubées pendant 48h à 37°C, en présence ou en absence de la CML (5 g/mL). Le test MTT montre qu�en

bloquant le RAGE, aucun effet significatif de la CML sur la prolifération cellulaire n�estobservé. . Dans les conditions
contrôles, on note une augmenation de la la viabilité cellulaire avec la CML. Les résultats sont présentés sous forme

de moyenne ± S.E.M. (** P < 0,001 Groupe LHF vs Groupe HHF).) (n=8).
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Figure 33 : Effet des extraits de la formule fortement chauffée (HHF) (A) et faiblement chauffée (LHF) (B) sur
la viabilité des cellules HEK 293.. Les cellules transfectées (siC et siRAGE) ont été incubées pendant 48h à 37° C en
présence ou en absence des filtrats des formules (LHF et HHF) dont les concentrationsde de la CML sont de 1.2

g/mL et 0.3 g/ mL, respectivement).. Les résultats obtenus par qPCR montrent qu�après 48H d�incubation, les
filtrats LHF et HHF augmentent la viabilité cellulaire, ; celle-ci se trouve fortement inhibée en abscence du RAGE.
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± S.E.M. (***P <0,0001 ; ** P < 0,001Groupe LHF vs Groupe
HHF).) (n=8).

A

B
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c) Conclusion

Les extraits des laits HHF et LHF semblent avoir un effet prolifératif sur les cellules

HEK293, avec une augmentation de la viabilité cellulaire en 48 heures d�exposition, soit

environ 3 à 7 fois plus respectivement. La CML, en revanche, n�a aucun effet prolifératif ou

toxique sur les cellules HEK293.

Ainsi d�après ces résultats, il semblerait que dans les extraits des formules LHF et HHF,

il existe des composés qui stimulent la croissance des cellules en conditions contrôles (sans

inactivation du récepteur). Cet effet est beaucoup plus important avec les extraits provenant

des formules LHF qui contiennent moins de produits de glycation et de composés toxiques

pour la cellule. En revanche, lorsque le récepteur RAGE est inactivé, cet effet prolifératif

disparaît, ce qui dénote l�implication du RAGE dans ce processus. Il n�est pas exclu que les

effets observés sur la prolifération cellulaires pourraient être le reflet d�une surexpression du

récepteur RAGE dont les effets prolifératifs propres sont mis en évidence dans les conditions

basales (sans stimulation).

L�implication du récepteur RAGE dans la prolifération de certains types cellulaires a

déjà été démontrée au travers de quelques études. Ji et al (2015) ont montré que l�inactivation

du récepteur RAGE, par l�approche virale, permet de bloquer la liaison du récepteur à ses

ligands et ainsi de limiter d�importants phénomènes prolifératifs impliqués dans la

polykystose rénale (Lee et al, 2015a).

Tagushi et al (2000) ont montré que le blocage de la voie de signalisation du RAGE est

également une approche utilisée pour limiter la croissance de certaines tumeurs et métastases

(Taguchi et al, 2000).Ainsi, une étude récente in vitro (Serban et al, 2015) menée sur des

cellules HEK 293 a démontré des effets cytotoxiques des AGEs glyqués. En effet,

l�incubation pendant 12h de ces cellules avec les AGEs glyqués a induit une surexpression de

l�IL6, de HSP 27 et également une augmentation de l�activité antioxydante de la CAT.

Cependant, après 24h d�incubation les une augmentation significative du taux de MDA et un

effet inflammatoire important a été révélé. Cette inflammation est médiée par la surexpression
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Ces résultats suggèrent l�importante implication du RAGE dans l�activation de NFkB et

l�induction d�un état inflammatoire des cellules HEK.

Les effets prolifératifs mis en évidence dans cette étude semblent liés à l�activation des

voies de signalisation p44/p42, p38, SAP/JNK MAPK. Le dosage des cytokines

inflammatoires (en cours) et l�étude de l�expression des gènes impliqués dans l�apoptose nous

permettront de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans ces processus de

prolifération. De même, il est envisagé de poursuivre ces études en analysant par qPCR et

Westernet blot l�expression de certains marqueurs du stress oxydant dans les différentes

conditions étudiées.
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CHAPITRE IV: Effet des AGEs des

formules sur la

programmation du stress

oxydant et de l�inflammation

au niveau colique: focus sur

l�implication dumicrobiote

intestinal : Article 2

Probiotic effects and antioxydant capacities of formula derived AGEs

in colon of IUGR juvenile pigs, ELMHIRI G., et al, Journal of Radical

Biology & Medecine (soumis).
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IV.1 Introduction

Dans le chapitre précédant nous avons observé que la consommation de formules

hautement chauffées induisait une élévation du taux de CML dans le sang et l�installation à

long terme d�un stress oxydant dans les principaux organes d�élimination à savoir le rein et le

foie. Une grande partie des AGEs contenus dans les formules échappe à la digestion et se

retrouve confinée dans le compartiment colique où elle est métabolisée par les bactéries. Cette

dégradation des AGEs par les bactéries pourrait contribuer à la formation de produits de

fermentation : certains d�entre-eux pourraient être une source de formation de radicaux libres,

et de péroxydes et contribueraient à l�installation du stress oxydant (Chuyen, 2006). D�autres

catalysent la production des mélanoïdines (Reynolds, 1965) dont les effets antioxydants ont

été largement démontrés (Rurian-Henares & Morales, 2008).

Dans ce contexte, et au regard du microbisme immature du RCIU, nous nous sommes

posés la question de savoir si la consommation de la formule riche en CML modifierait le

profil microbien précoce des animaux et si une telle modification modulerait tardivement

l�expression et l�activité de certaines enzymes clés du système anti-oxydant.

Des travaux très élégants ont montré que la modulation précoce du microbiote

intestinal a des conséquences à long terme sur la santé (Cox et al, 2014; Schokker et al, 2015).

C�est pouquoi nous nous sommes intéressés à l�étude de l�impact de la consommation des

formules riches en AGEs sur:

1. La composition du microbiote et son évolution en fonction de l�âge chez le porcelet

RCIU

2. Le stress oxydant, l�inflammation et l�activité des enzymes clefs du système anti-

oxydant.

Une partie des résultats de ce travail est présentée sous la forme d�une publication

actuellement soumise dans le journal « Free Radical Biology and Medecine ».
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Ce travail a fait l�objet d�une communication orale au 12th ISMR-International

Symposium on the Maillard Reaction qui s�est tenue à Tokyo du 4 au 7 septembre 2015.

IV.2 Résultats marquants

Les résultats de cet article montrent que la consommation de la formule laitière hautement

chauffée a entraîné, au cours de la période d�allaitement artificiel, une diminution

significative de la diversité bactérienne (exprimée par la baisse de l�indice de Simpson). Nous

avons également constaté, qu�au même stade, les animaux du groupe HHF ont une plus

grande proportion des populations de Bifidobactéries, de Lactobacilles et des Entérobactéries.

Une prédominance du phyla des Bacteroïdites est également observée. Ainsi, il semblerait que

la consommation de la formule HHF a induit un effet probiotic et /ou prebiotic «like». Ces

modifications du microbiote précoce sont associées à une modulation du microbiote du jeune

adulte qui est dominé par une large proportion des bactéries appartenant au phyla des

Bacteroïdetes. Ces résultats suggèrent que la consommation de fortes teneurs en AGEs au

cours de la période postnatale module le microbiote du jeune adulte. De plus des

modifications importantes de l�expression de plusieurs enzymes anti-oxydantes, de l�activité

de la GPX, et de l�expression du facteur iNOS sont observées à l�âge de 54 jours. En

revanche, aucune modification de l�oxydation totale des protéines ni de l�expression du

facteur pro-inflammatoire NF-kB au niveau du colon n�ont été observés dans les deux groupes

d�animaux. L�ensemble de ces résultats dénotent que la forte consommation des AGEs

pendant la période postnatale, a permis la mise en place d�un processus de programmation du

système de défense anti-oxydant pour permettre aux porcelets RCIU de contrecarrer les effets

nocifs des produits de glycation alimentaires ingérés lors de leur développement et dont les
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effets pro-oxydants ont été discutés dans le chapitre 1. Les mécanismes antioxydant

impliquant les bactéries sont inconnus et méritent d�être approfondis.

IV.3 Retour sur la méthode CE-SSCP

Au cours de cette étude, nous avons utilisé deux méthodes différentes et

complémentaires pour analyser le microbiote colique des animaux. La méthode de CE-SSCP

et la méthode de qPCR. Le descriptif détaillé de ces approches figure dans l�article 2. Dans

cette partie, nous apportons quelques brèves informations supplémentaires sur l�approche CE-

SSCP, mise en place au laboratoire. Cette approche nous a permis de caractériser le

microbiote intestinal global. L�analyse des spectres de la CE-SSCP et l�interprétation des

résultats ont été réalisées conjointement avec l�aide de Samir DOU, doctorant dans l�unité

EGEAL.

Bref résumé de la méthode SSCP utilisée

La CE-SSCP est une méthode d�empreinte moléculaire robuste et reproductible qui a

été appliquée pour étudier l�écologie microbienne de nombreux écosystèmes appartenant à

des environnements variés comme le tube digestif, le sol, la mer (Zinger et al, 2007). Cette

méthode est basée sur la mise en évidence de la variabilité de la composition des amplicons

d�un marqueur de diversité (souvent le gène codant pour l�ARN 16S).

La migration des empreintes moléculaires est réalisée dans des capillaires gérés par un

séquenceur. Cette technique est plus rapide et moins coûteuse que les techniques classiques en

gel (RFLP, TTGE�). Cependant elle ne permet pas de récupérer les bandes du gel afin de les

séquencer dans le but de faire de l�affiliation phylogénétique (Costa et al., 2006 ; Mohr &

Tebbe, 2000).
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Résumé du principe général de la CE-SSCP

Les simples brins d�ADN en conformation tridimensionnelle sont déposés dans un

capillaire par électrocinétique. Un potentiel électrique est appliqué à chaque extrémité du

capillaire ce qui provoque la migration électrophorétique des simples brins. La forme et la

taille de la conformation de chaque brin vont donc être à l�origine d�une migration

différentielle: les grosses structures migrent moins loin que les petites structures. Un scanner

associé à un laser capte l�intensité de fluorescence sur toute la tête de lecture et produit un

chromatogramme. La Figure 34 résume les principales étapes de la CE-SSCP.

Figure 34 : La CE-SCCP (Capillary electrophresis Single Strand Conformation Polymorphism)

La région variable V3 de l�ARNr 16S est amplifiée par des amorces dont l�une est

marquée par un fluorochrome 6FAM (1). Suite à un choc thermique, les monobrins d�ADN

adoptent une conformation tridimensionnelle spécifique à la séquence en nucléotides (2 et 3).

Les amplicons fluorescents migrent à travers un gel au cours d�une électrophorèse capillaire

(4). Ainsi la migration différentielle des monobrins se fait selon leur conformation 3D.

L�information est acquise sous forme d�un chromatogramme chaque pic représente la

fluorescence émise par chaque ribotype (5).
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Figure 35 : Exemple d�une analyse d�un profil CE-SSCP d�après (Michelland , 2009)

Le traitement des spectres CE-SSCP est réalisé sur le logiciel R (http://www.r-

project.org/) à l�aide du package StatFingerprints

L�amplitude des pics est représentée en fonction du nombre de scans (nombre

d�acquisition de la fluorescence au cours du temps par un séquenceur. Les monobrins d�ADN

ayant migrés le plus vite produisent le pic le plus proche de zéro. Les pics (en rouge sur la

Figure 35) représentent les différentes communautés bactériennes. Ils sont utilisés pour le

calcul de l�indice de diversité de Simpson* (aire en rouge). L�aire sous la base des pics est

due aux co-migrations de monobrins d�ADN dans l�échantillon. Ces pics représentent des

espèces minoritaires. Le calcul de cette aire permet d�estimer la richesse (nombre de pics) en

espèces minoritaires (aire blanche) et leur abondance relative (evenness).

*: Simpson: ou ai correspond à l�aire sous le pic détecté par CE-SSCP
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ABSTRACT1

Objective: the present study was conducted to evaluate the impact of the consumption of high2

AGE formula on changes in the microbiota and the redox balance, during the development, in3

the colons of juvenile IUGR pigs.4

Methods: over a 3 week fifteen day old piglets received period two different heated treated5

formulas. A high heated temperature formula (HHF, n=8) and a low heated temperature6

formula (LHF, n=8) . After weaning, animals were fed, ad libitum, a solid diet until PND54.7

The diversity and composition of the major microbiota were analyzed by SSCP and qPCR at8

PND36 and PND54. Protein oxidation levels, Glutathione peroxidase (GPX) activity, catalase9

(CAT), manganese dependent superoxide dismutase (Mn SOD), NFkB and inducible nitric10

oxide synthase (iNOS) gene expression were measured in colon at juvenile stage (PND54).11

Results: HHF resulted in a significant decrease in bacterial diversity in the colon at PND36.12

We found an increase in the total count of Bifidobacteria, lactobacillus, bacteroidetes and13

Enterobacteria, without major changes in total microbiota, following qPCR, suggesting14

qualitative changes in the bacterial population of the HHF group. The imbalance of15

microbiota observed at PND36 was significantly modified at PND54, when animals received16

a solid diet. Colon GPX activity (p<0.05), gene expression of CAT and iNOS were17

significantly (p<0.05) upregulated in the HHF group. No differences in the total protein18

oxidation and carbonyl score were found in the HHF group. Colon redox enzymes gene19

expression and pro-inflammatory factor NFkB negatively correlated (p<0.05) with the20

bacterial population, suggesting the involvement of certain phyla in controlling the redox21

balance of the IUGR piglets, fed on the high AGE formula.22

Conclusion: during development, consuming a high load AGE formula was associated with a23

major modification in the diversity and composition of the microbiota. The onset of an IUGR24
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adaptive oxidant defense mechanism was found to counteract the oxidative stress induced by1

the presence of AGEs in formula.2
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INTRODUCTION1

Intrauterine growth restriction (IUGR), defined as the weight below the 10th percentile2

for gestational age [1] affects ~5% of human neonates and is considered a major health3

problem worldwide [2]. IUGR neonates are not only at increased risk of early growth4

retardation and death, during infancy and childhood [3], but also have impaired long-term5

health. IUGR infants are also born with modified bacterial colonization [4] and are also a6

known to have a higher predisposition to digestive disorders [5]. Consequently, it is important7

to stimulate the growth and development of IUGR by optimizing their diets to ensure healthy8

growth and reduce their susceptibility to diseases during adulthood.9

Although breastfeeding is universally recommended as beneficial to the health [6],10

infant formula remains the major source of nutrition for those born with IUGR. Infant11

formulas are very sensitive to the Maillard reaction due to their high content of reducing12

sugars and lysine-rich proteins [7]. A complex mix of molecules with different molecular13

weights, ranging from Amadori products to melanoidins [7], is generated after heat treatment14

of formula foods. The most dominant reaction products include lactosyllysine, [8] -15

carboxymethyllysine (CML), a major marker of AGEs [9, 10] and hydroxymethylfurfural [7].16

Noticeably, the level of CML in formula [10] exceeds that of human breast-milk, reaching up17

to 670-fold [11]. Several studies in rodents and adult humans suggest that an excessive intake18

of high temperature processed foods, rich in AGEs, may affect circulating AGE levels and19

may play a role in a wide range of harmful health effects including diabetes, pro-20

inflammatory processes and oxidative stress [12]. Interaction of AGEs with their specific cell21

surface receptor, RAGE, may result, among others, in the production of reactive oxygen22

species, induction of inflammation and a range of other effects [13, 14].23
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In infant, AGE-rich formulas were implicated as possible causes for insulin resistance1

and diabetes, by inducing the inflammation and oxidative stress pathways [15]. However,2

other studies invalidated these results, since they did not find any evidence for infant formula-3

associated induction of insulin resistance due to the presence of AGEs [16]. Given that dietary4

AGEs also appear to have some beneficial effects [17-19], further trials must be undertaken to5

determine whether a high load of AGEs in formula food, in early childhood, affects infant6

health and is involved in postnatal programming.7

The composition of gut microbiota undoubtedly plays an important role in the health8

of infants and may have additional health benefits in later life [20]. The establishment of9

infant intestinal microbiota is influenced by many factors [21]; the feeding mode does have an10

important impact [22, 23]. Introduction of formula, even for a short period of time, disturbs11

the microbiota [24] particularly in cases of IUGR [4]. Higher protein content [25], lower12

concentrations of prebiotics, and numerous other biologically active substances in infant13

formulas, in comparison with breastmilk, are thought to influence the microbiota [26] . Since14

formulas are highly rich in pro-oxidant dietary AGEs, involved in the programming of15

oxidative state and inflammatory response in target cells of IUGR individuals [27], we16

excepted that they may modify intestinal microbiota and the redox status of such individuals.17

Thus, our aim was to investigate the effects of formula food, differing in the load of18

AGEs, on colon ecology, composition, morphology and redox balance in IUGR piglets at19

juvenile stage. This study is among the first to investigate how industrial processing of20

formula food can potentially influences microbiota and redox status in IUGR piglets.21

22

23

24
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1. MATERIALS AND METHODS1

The experimental protocol was designed in compliance with recommendations of French2

(Decret: 2001-464 29/05/01) and EEC (86/609/CEE) laws. Sixteen natural occurring IUGR3

piglets, generated according to our previous studies [28-30] were randomly divided into two4

experimental groups and were fed from day 15 (PND15) until day 36 (PND36) with either5

High temperature Heated Formula (HHF: 120 °C for 20 min, HHF ) or Low temperature6

Heated Formula (LHF: 37 °C for 5mn, Control) [27]. All animals received an ad libitum solid7

diet until euthanasia on day 54. Animals were scarified by intraperitoneal injection of 908

mg/kg sodium thiopental (Nesdonal, Rhône-Mérieux, France). Feces were collect at PND369

and PND54.10

11

1.1 Protein extraction from colon12

Proteins were extracted from 20 mg of colon according to our previous studies [27]. Briefly,13

tissues were taken in a lysis Ripa Buffer 1X containing a cocktail of protease inhibitor14

(Thermo Scientific, France). Lysis was performed using a Tissue lyser device (Qiagen,15

France). Samples were incubated during 15-20 min at 4°C and centrifuged (14000g; 15 min;16

4°C). The supernatant was removed and stored at -80°C. Proteins were measured using a17

Pierce BCA Protein Assay kit according to the manufacturer�s instruction. Proteins were 18

suspended and heated 5 min at 95°C and electrophoresis was run on a 4-12% SDS-PAGE19

(Criterion XT Bis-Tris Gel, Biorad, France).20

21

1.2 Western Blot analysis22

Proteins were transferred onto nitrocellulose membrane (Biorad, France), after23

electrophoresis. Membranes were incubated overnight at 4°C with the primary antibody24
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(monoclonal anti-RAGE, RD9C 2, Santa Cruz, CA, USA), after being blocked by TBS-T/5%1

milk, followed by incubation with peroxidase conjugated secondary antibody (goat anti-2

mouse IgG-HRP, sc-2005). The signal was detected using the ECL kit (Amersham3

Biosciences) and was quantified by scanning densitometry using ImagQuant 350 (GE4

Healthcare, France).5

6

1.3 RT-PCR7

Total RNA was extracted from 20 mg of colon using RNeasy PLUS mini kit Cat.741348

(Qiagen, France). The cDNA produced by QuantiTect Rev Transcription Kit (Cat. 205311,9

Qiagen, France) and the relative expression of studied genes was determined by RT�PCR10

(Rotor-Gene Q � Cycler, Qiagen, France). Gene-specific primers sequences pairs were given11

in table 1. PCR conditions were 10 min at 95°C for enzyme activation, followed by 40 two-12

step cycles (15 sec at 95°C; 1 min at 60°C). The levels of actin expression were measured in13

all samples to normalize gene. Each sample was analyzed in triplicate, and the expression was14

calculated according to the 2- Ct method.15

16

1.4 Microbiological analysis17

CE-SSCP profile processing18

Twenty five L volume PCR reactions were performed with high fidelity AmpliTaq Gold 36019

(Life technologies ©, 60 ng DNA and 300 nM universal primers (Table 1) for the target20

region V3 of 16S rDNA of bacteria). The PCR products were diluted 10X in high grade21

formamide (Life Technologies ©) and heated for 10 min at 95°C. The denatured amplicons22

were immediately placed on ice for 10 min. Then, 1 L was mixed with 0.15 L internal lane23

size standard (Life Technologies ©) and 10 L formamide. Capillary electrophoresis was24

performed on an ABI prism sequencer 3130 with 6% CAP polymer (Life Technologies ©),25
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10% glycerol (Sigma Aldrich ©), 10% Tris-Borate-EDTA (Sigma Aldrich ©) and high grade1

molecular biology water. The running voltage was 15 KV at 25°C. The electrophoresis2

provided a fingerprint pattern for each animal that was a snap-shot of the fecal bacterial3

ecosystem. Within the fingerprint pattern, dominant, subdominant, and very small peaks were4

associated with the numerical dominant, subdominant, and rare phylotypes (Sequences or5

Operational Taxonomic Units), respectively [31, 32]. The structure of fecal bacterial6

community fingerprints provided by CE-SSCP was analyzed with Statfingerprints according7

to previous studies. The Simpson and Shannon indexes were calculated according to [33].8

These indexes represent the fecal bacterial community assemblage in terms of number of9

phylotypes (richness) and their relative abundances (evenness).10

11

Bacterial DNA Extraction and qPCR analysis on 16s RNA genes12

Total bacterial count and specific profile were evaluated by quantitative PCR analyses13

targeting bacterial group-specific 16S rRNA genes using the Rotor-Gene system (Qiagen,14

France). Total DNA was extracted from 20 to 25 mg of feces using the Qiagen QIAamp. Fast15

DNA stool kit according to the manufacturer�s instruction (Qiagen, France). DNA from each16

sample was amplified using selected primers and probe sets as detailed in Table 1 [34, 35].17

Briefly, each reaction tube contained 3 L DNA, 4 L Evagreen Super Mix (SolyBiodyn ©),18

and 250 nM primers , and reaction mix was brought up to 20 L with high grade molecular19

biology water. The reaction tubes were placed in a thermocycler, and the polymerase was20

activated for 12 min at 95°C. The PCR cycles were as follows: 30 s for denaturation at 95°C,21

30 s for annealing at 60°C and 30 s for elongation at 72°C. Standard quantitation curves of22

primers for all bacteria and Enterobacteria were obtained from pure culture of Escherichia23

coli. Standard quantitation curves of primers for Bifidobacteria, Lactobacillus, Firmicutes,24

and Bacteroidetes were assessed with primers indicated in table 1. The Cq value of each25
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sample was compared to the linear standard curve and plotted as Cq vs. gene log copies1

number [36]. Results are expressed as the number of targeted copies per 100 g of DNA.2

3

1.5 Measurement of oxidized proteins in the colon4

Colon samples were submitted to protein carbonylation analysis with Oxiproteomic SAS.5

Total proteins were quantified by Bradford method and separated on SDS-PAGE6

electrophoresis. Proteins were labelled with a fluorescent reagent SyproRubyTM (Life7

Technologies, USA) and detected at a specific wavelength of ex390/ em595 for total8

proteins and ex480/ em530 for carbonylated proteins. Bands were visualized by Ettan DIGE9

image (GE Healthcare) and image analysis was performed using �Image J� software (NIH, 10

USA).11

12

1.6 GPX activity in the colon13

After homogenization of colon tissues in a buffer solution and centrifugation at 4000g for 2014

min, the supernatants were diluted to the optimal content for detecting GPX activity. Changes15

in absorbance was detected at a specific wavelength =530. All absorbance levels were16

measured using an UV-light spectrophotometer according to manufacture recommendations17

(Cayman Chemical Company). GPX activity values were normalized to proteins18

concentration (BCA protein assay kit, Sigma Aldrich).19

1.7 Histological analysis20

Morphometric analysis of colon tissues was established according to our previous studies21

[29]. After paraffin embedding, colon were sectioned (8 m thick) and histological sections22

were stained using the protocol describes previously [37]. Histological measurements were23

made using image analysis software (Nikon Imaging Software).24
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1.8 Statistical analysis1

All results were subjected to non-parametric Kruskal Wallis and t-test test using the GraphPad2

Software prism (version 5.02). For all analyses, the level of significance was set at P<0.05.3

All values are expressed as means ± SEM.4

5

2. RESULTS6

7

Evolution of the microbial diversity was evaluated at PND36 and PND54, respectively8

(Figure 1 A-D). A lower value of the Simpson index was observed at PND36, but not at9

PND54 in HHF compared to LHF pigs (Figure 1 A, B). The Shannon index, however, was10

significantly (p<0.05) higher at both PND36 and PND 54 in HHF group compared to LHF11

(Figure 1C, 1D). No variation in the richness index was observed between treatments.12

2.2.13

HHF Formula induced major changes in bacterial profile (Figure 2A-J). Although we did14

not observe any significant differences in the total count of all bacterial populations15

between the two groups (Figure 2A, B), HHF induced a shift in the relative abundance of16

bacteria specific phyla in the microbiota. We found 2- and 3- fold increases in the relative17

abundance of Bacteroides at PND36 and PND54 (Figure 2E, F). Lactobacillus (Figure 2 C)18

and Enterobacteria (Figure 2 G) increased only at PND36, but not at PND54 in HHF group19

compared to the LHF group ( 2 fold and 3 fold respectively), while Bacteroidetes increased20

at both PND36 and PND54 in the HHF group compared to the LHF group. Bifidobacteria21

increased significantly (p<0.05) only at PND36 in HHF compared to LHF fed animals22
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(Figure 2 I). The total count of Firmicutes at PND54 was also significantly (p<0.05) higher1

in the HHF group as compared to the LHF group (Figure 2K).2

3

2.3.HHF formula modified the redox status in the colon4

5

Although we observed a major decrease in the mean level of protein oxidation in the colons of6

HHF animals, this decrease was not statistically significant between the two groups. This is7

mainly due to the low number of samples analyzed in each group (n=5), and the high standard8

deviation between animals (in HHF, there is one sample with a high value of carbonyl score9

as compared to the mean value of the group). iNOS expression significantly (p<0.05)10

increased in the HHF group (Figure 4 A ) compared to LHF one, but no difference was seen11

in NFkB gene expression between the two groups (Figure 4 B). CAT gene expression was12

upregulated in HHF-fed animals (Figure 4 C), while no difference in MnSOD was observed13

(Figure 4D). GPX activity, however, increased (p<0.05) in the HHF group compared to LHF14

group (Figure 4, E).15

16

2.4. HHF formula induced modified RAGE expression in the colon17

The presence of RAGE was confirmed by Western blot (Figure. 5A). Results showed a18

significant increase of RAGE in HHF fed animals compared to LHF-fed animals (p< 0.05;19

HHF, n=8 vs LHF, n=8), (Figure 5B).20

2.5. HHF did not modify the histological structure of the colon21

We did not observe any alteration in colon structure. No increase in the mononuclear cell22

population normally present in the colon mucosa was detected in both LHF and HHF groups23

(Figure 6).24

25
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2.6. Diversity and microbiota composition is linked to inflammation and oxidant1

status2

The different correlations between microbiota composition and diversity with antioxidant3

enzymes are represented in table 3. Firmicutes negatively correlated with CAT expression4

(r= -0.72; p<0.01) but positively correlate with GPX expression (r= 0.68, P<0.01).5

Lactobacillus negatively correlated with NFkB (r= -0.75, P<0.01) and positively correlated6

with PE-SOD (r=069, P<0.05). iNOS negatively correlated with the richness index (r=- -0.60,7

P<0.05). GPX positively correlated with Firmicutes (r=0.68, P<0.01).8

3. DISCUSSION9

10

Infant formula fed babies are exposed to high levels of AGEs generated during the heat11

treatment process of formula manufacturing [7]. The use of HHF formula has been found to12

alter the faecal bacterial community of IUGR piglets and modify its composition.13

Specifically, fingerprint molecular studies showed that the Simpson diversity index of the14

faecal bacterial community was lower while the Shannon index was higher in the HHF15

formula group compared to the LHF one. As no difference in the richness index occurred at16

that stage, the lower Simpson diversity index and the higher Shannon index were explained17

by less proportion of dominant species and more abundant minorities species in HHF fed18

piglets. By qPCR studies we have shown that HHF fed animals presented a significant19

increase of the number of Bifidobacteria, Lactobacilli and Enterobacteria without any20

significant changes in the quantity of total bacteria. These results denote qualitative changes21

in the bacterial population in the colon of animals fed a high load AGEs derived formula. This22

fact has already been described in other studies with additives [38, 39]. The benefits of23

increased Lactobacilli and Bifidobacteria counts at PND36, in piglets fed with the HHF, were24

temporary as no differences in the total counts of Lactobacilli were observed between the two25
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groups at PND54. However, it�s important to mention that after weaning, the Shannon1

diversity and the evenness index were higher in the HHF groups indicating that the fecal2

bacterial community of HHF and LHF animals differed at PND54. This could be linked to3

higher bacterial numbers in the major phyla i.e. Bacteroidetes and Firmicutes in the HHF4

group compared to the LHF. Concern has been raised regarding the possible link between5

bacterial diversity and evenness of ecosystems and their ability to respond to gastrointestinal6

perturbations [40]. A higher gut bacterial diversity index was reported with prebiotics in7

weaned pigs [41] denoting a possible pre or probiotic AGEs like effects by the given formula.8

The total counts of Lactobacilli and Bifidobacteria at PND36 is positively correlated with the9

microbiota profile at PND54, suggesting that the early shift of microbiota in HHF-fed animals10

may affect the adult intestinal microbiota [20]. Lactobacilli and bifidobacteria are among the most11

widely known probiotics that are able to prevent pathogens from proliferating in the intestinal12

tract and stimulating the immune system of the host [42-44]. Noticeably, the long term13

modification of colon microbiota in HHF animals did not induce any changes to the structure14

nor the integrity of colon mucosa, as seen in histological studies. No signs of diarrhea were15

observed during the experiment arguing that the consumption of the HHF regimen did not16

induce any side effects in the IUGR intestinal tract. However, whether these modifications17

have an impact on other immunological or physiological processes remains to be determined,18

as they were not in the scope of this study.19

It is known that formulas sterilization causes severe alteration in proteins, and induces20

nutritional loss due to the large extent of lysine blockage. High temperature treatment of the21

HHF induces an increase in the amount of AGEs, including CML [27], and probably the loss22

of the bioavailability of some amino acids, such as lysine. These protein modifications may23

induce some fermentation processes and enhance of specific phyla, as shown previously. In24

the studies of weaned piglets, the fermentation of high amounts of protein often coincided25
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with the growth of potential pathogens, thereby increasing the risk for infectious diseases. In1

addition, fermentation of dietary proteins produces detrimental substances, including2

ammonia, phenol and amines which can modulate the host health [45]. Some studies with3

infant formula, supplemented with low proteins and high carbohydrates, showed an important4

change in the developmental profile of microbiota [25]. Low protein formula was indeed5

more bifidogenic than the commercial formula, and led to a microbiota profile similar to that6

of human breast milk-fed neonates. In our study, the HHF diet was much more lactogenic and7

bifidogenic than LHF one, suggesting beneficial effects of heat treatment on pig microbiota.8

Among the AGEs present in formula, melanoidins are known to play the role of prebiotics.9

Several in vitro and in vivo studies were showed that these compounds promote the increase10

of Bifidobacteria and lactobacilli. However, the benefits of the increase of such phyla in our11

experiments were not clear in this short-term study. It is important to highlight that the12

correlation between some antioxidant enzymes with the total counts of bacteria strongly13

support that the modification of bacterial composition might be a major contributor to the14

promotion of antioxidant defense. Thus, we propose that the consumption of a high load AGE15

formula by IUGR might trigger the �programming� of anti-oxidant mechanism � to counteract16

the worsening state of the oxidative stress induced by the accumulation of some harmful17

AGEs in the colon. We previously demonstrated that IUGR fed on a high load AGE formula18

translocate RAGE to the nuclei of kidney cells to get rid of the excess of AGEs in the kidney19

[27]. Hence, in this study, we suggest that the colon redox rebalance initiated in IUGR20

animals to defend against AGE-linked oxidative stress might be linked to the presence of21

beneficial bacteria. Consequently, the development of early adaptive microbiota equilibrium22

during suckling with the HHF formula may induce long term modification of adult23

microbiota. An increase in the total count of Bacteroidetes and a decrease in Enterobacteria in24

the HHF group were observed at PND54. Although the study did not directly assess the effect25
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of Lactobacillus and Bifidobacteria, the fact that a negative correlation between Lactobacillus1

and CAT expression was seen suggest that Lactobacilli are very sensitive to oxidative stress2

[46]. Likewise, some studies have found that Lactobacilli possess excellent antioxidant3

capacity by scavenging free radicals [47, 48], and have an anti-microbial effect by inhibiting4

the development of pathogenic bacteria as found in vivo in axenic and conventional mice5

infected salmonellas or E coli [49-51]. It has also been shown that Lactobacillus and6

Bifidobacteria induce a decrease of both intraluminal pH and an increase in Short Chain Fatty7

Acids (SCFA), which are beneficial to the decrease of pathogen bacteria by probiotics [52]. In8

addition, the strong negative correlation between the expression of iNOS, and microbiota9

diversity from one part, and iNOS and the total count of Firmicutes, from the other part,10

reinforce the fact that some bacterial phyla are strongly associated to the redox status in the11

colon of IUGR animals. Moreover, the negative correlation between Lactobacillus and the12

expression of NFkB and iNOS confirms that the decrease of beneficial bacteria in the colon13

is associated to the activation of a pro-inflammatory state and induce nitrite oxide synthase14

expression in the presence of AGEs [27]. Other studies have reported the association between15

an anti-oxidant state and the composition of microbiota [53], and revealed that the host16

initiates mechanisms to permit the adaptation of bacteria to oxidative stress. For example,17

OxyR-dependent proteins such as AhpF, Dps, and Fur, play a major role in the adaptation of18

E. coli to oxidative stress [54].19

Therefore, owing to enhancement of potential beneficial bacteria in the HHF-fed animals,20

formula fermented AGEs and/or melanoidins may be the origin of the anti-oxidant state21

against AGEs oxidative stress, as reported by previous studies [17, 55]. However, the22

mechanism that highly fermented Maillard reaction products or melanoidines use to increase23

fecal probiotic numbers still needs to be established [56]. One possibility is that fermented24

MRPs or melanoidins may protect bacteria against bile acid, free fatty acid, and partial25
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digestion products that have bactericidal action [57]. This mechanism may be RAGE1

dependant as we observed an increase in RAGE expression in the colon of HHF-fed animals.2

In summary, we show a close association between low bacterial diversity, at PND36, with an3

increase in specific probiotic phyla. Furthermore, at PND54 we find an increase in bacterial4

diversity with a modification of bacterial composition and some markers of redox status in5

IUGR animals fed on an HHF diet. Thus, in the context of this study, the high level of AGEs6

in formula feeding did not have any side effects on the colon structure of IUGR piglets, but7

might be suitable for the development of a more diverse microbiota population at the juvenile8

stage and a decrease in oxidative stress. Further studies are needed to determine whether the9

observed effects of the high load of AGEs in formula are linked to the pathophysiology of the10

IUGR and/ or to the effects of AGEs per. The exact molecules and mechanisms underlying11

such interesting effects of AGE components in formula remain to be determined.12
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FIGURES LEGENDS1

Figure 1: Dynamics of bacterial diversity in HHF- and LHF- IUGR fed piglets2

Simpson index in HHF and LHF IUGR fed piglets at PND36 (Figure 1A) and PND54 (Figure3

1 B). Shannon index in HHF and LHF IUGR fed piglets at PND36 (Figure 1C) and PND544

(Figure 1D). Evenness in HHF and LHF IUGR fed piglets at PND36 (1E) and PND545

(F).Data are expressed as Mean ± SEM - . Significant difference between HHF (n=8)6

and LHF (n=8) groups *: , ns= not significant.7

Figure 2: Non-cultivation based quantitation (qPCR) of colon microbiota in HHF- and8

LHF-fed animals at PND36 and PND549

Quantification of total bacteria at PND36 and PND54 (A and B, respectively); Lactobacillus10

at PND36 and PND54 (C and D, respectively); Bacteroidetes at PND36 and PND54 (E and F,11

respectively); Enterobacteria at PND36 and PND54 (G and H, respectively); Bifidobacteria at12

PND36 and PND54 (I and J, respectively,) and Firmicutes at PND36 and PND54 (K and L,13

respectively).14

Figure 3: Proteins carbonylation in HHF- and LHF-fed IUGR piglets at PND5415

Intensity of carbonylated proteins (A) and measured carbonylated score (B). Values are16

expressed as Mean ± SEM - . ns: non-significant difference between LHF (n=5) and17

HHF (n=5) groups.18

Figure 4: Redox status in LHF- and HHF-fed IUGR piglets at PND5419

Quantification of iNOS (A), NFkB (B), Catalase (C) and MnSOD (D) gene expression by20

qPCR . Data are expressed as arbitrary units relative to actin. Mean ± SEM - . E: GPX21

activity (values were normalized to protein concentration).22
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Significant difference between HHF (n=8) and LHF (n=8) groups *: ns: non-1

significant difference between LHF (n=5) and HHF (n=5) groups.2

3

Figure 5: Determination of RAGE in colon by Western blot in HHF- and LHF-fed4

IUGR piglets at PND545

Quantification of cytoplasmic RAGE, by Western Blot . Data are expressed as Mean ± SEM6

- . Significant difference between HHF (n=8) and LHF (n=8) groups *:7

- -8

TABLE LEGENDS9

Table 1: sequence of bacterial primers set for microbiota studies in colons10

: sequence of primers set for gene expression studies in colons11

: Spearman correlation coefficient between antioxidant enzymes and microbiota12

population and diversity in colons of IUGR piglets at PND5413

a: Significant correlation analyzed at P < 0.05.14

b: Significant correlation analyzed at P < 0.01.15

16

17

18

19

20

21

22
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IV.4 Résultats complémentaires:

IV.4.1 Evolution des populations bactériennes avec l�âge

Indépendamment du régime et du stade de développement, une répartition normale des

populations bactériennes est observée avec le phylum des Firmicutes qui apparaît bien majoritaire

suivi du phylum des Bacteroidetes. La flore lactique est très importante et est classiquement

observée comme supérieure par rapport aux Bifidobactéries. Les Entérobactéries sont sous-

dominantes. L�analyse selon l�âge montre des différences significatives entre les deux stades

étudiés pour les phyla des Firmicutes, de la flore lactique et des Bifidobactéries: Une diminution

significative de la flore lactique et des Bifidobactéries est observée à 54 jours par rapport à l�âge

de 36 jours alors qu�une augmentation des Firmicutes est observée au même stade. En revanche,

aucune différence en nombre de copies de Bacteroidetes, d�Enterobactéries ou en flore totale n�a

été observée avec l�âge démontrant ainsi que certaines populations bactériennes restent stables au

cours du développement. La diversification alimentaire a certainement permis de contribuer à

l�augmentation des Firmicutes (Figure37). Il est également important de souligner, comme le

montre Tableau 8, que le microbisme précoce des animaux a influence l�installation d�un profil

microbien tardif (de forts coefficients de corrélations entre les différents indices de diversité entre

les deux âges ont été observés). Les analyses supplémentaires par CE-SSCP montrent que ces

différences des communautés bactériennes en fonction de l�âge ne sont pas dépendantes de la

richesse (nombre de pics) en espèces sous dominantes mais de leurs abondances (Erreur ! Source

du renvoi introuvable.). Notons que l�abondance des espèces minoritaires est également un

facteur de variation important entre les animaux HHF et LHF.

Par ailleurs afin de comparer les similitudes entre les populations bactériennes des

animaux, nous avons établi une classification hiérarchique selon le traitement thermique du lait et
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l�âge. Le dendrogramme est montré dans la Figure 37. La mesure de similarité entre les

échantillons a été estimée par le coefficient de Bray-Curtis, suivie par une analyse de la variance.

Une bonne séparation de la structure des communautés bactériennes selon l�âge a été mise en

évidence (P=0.00338).

Figure 36: Répartition des différents phyla bactériens aux 2 stades PND36 et PND 54
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Tableau 8 : Coefficients de corrélation entre les indices de diversité à PND36 et PND54 chez le porcelet RCIU

Coef

de Pearson

P

value

Coeff

spearman

P

value

Coeff

Kendal

P

value

Shannon

PND54

Shannon

PND36

0,883 0,002 0,917 0,001 0,833 0,001

Simpson

PND54

evenness

PND36

-0,895 0,001 -0,833 0,008 -0,667 0,013

Shannon

PND54

evenness

PND36

0,818 0,007 0,767 0,021 0,667 0,013
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Figure 37 : Dendogramme representant la classification héarchique selon le traitement thermique du lait et de
l�age
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CHAPITRE V: Effets des AGEs

sur le dysfonctionnement

de la cellule pancréatique :

Article 3

Actue exposure to a precursor of advanced glycation end products induces a dual effect

on the rat pancreatic islets function, ELMHIRI G. Int J Endocrinol.2014:378284. Doi:

10.1155/2014/378284. Epub 2014 Nov 17.
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V.1 Introduction

Dans cette étude nous avons émis l�hypothèse que les AGEs seraient impliqués dans la

programmation du diabète de type 2. Cette question a été dictée par de récents travaux

développés par une équipe américaine impliquant les AGEs des formules dans l�insulino

résistance chez l�enfant à 12 mois (Mericq et al, 2010). Selon cette étude, l�augmentation

précoce du MG chez la mère au niveau sérique est un bon indicateur du stress oxydant, de

l�inflammation et de l�installation du diabète chez l�enfant. Il en va de même pour le niveau

de CML et l�adiposité mesurés à un an: les auteurs ont mis en évidence une corrélation

négative entre le niveau de CML plasmatique chez l�enfant à la naissance et le niveau

d�adiponectine à l�âge de 12 mois(Mericq et al, 2010) . Plus récemment, l�étude de

(Klenovics et al, 2013) est venue infirmer ces résultats démontrant qu�il n�existe aucun lien

entre les AGEs des formules infantiles et l�état d�insulino-résistance chez les enfants à l�âge

de 12 mois. Au vu de ces études, la question de l�effet de la consommation des AGEs des

formules infantiles sur le développement du diabète à l�âge adulte est loin d�être élucidée et

mérite d�être étudiée.

Qui de la CML ou du MG est responsable du diabète et de ses complications?

Les travaux de Vlassara (Vaisse et al, 1996; Vlassara et al, 1985; Vlassara et al, 2002;

Vlassara et al, 2009; Vlassara et al, 1992; Vlassara & Uribarri, 2014) sous-tendent que, de par

sa grande réactivité et du fait qu�il soit un des sous-produits de la glycolyse, le MG serait

fortement responsable du diabète. Dans des conditions physiologiques, sa détoxification se

fait via le système de la glyoxalase 1 (GLO1) et la glyoxalase 2 (Glo2) (Maessen et al,

2015).Chez le diabétique, ce système semble défaillant du fait de la surcharge en MG dans le

plasma et de la diminution des performances de détoxification par le système de défense

antioxydant. Ces résultats suggèrent l�implication majeure du MG dans le déséquilibre du

système redox cellulaire chez les diabétiques (Maessen et al, 2015).

En se basant sur les études de Vlassara (Vaisse et al, 1996; Vlassara et al, 1985;

Vlassara et al, 2002; Vlassara et al, 2009; Vlassara et al, 1992; Vlassara & Uribarri, 2014),

nous avons mené différentes expériences (porc et rongeur) pour déterminer si les AGEs
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alimentaires sont impliqués dans les phénomènes de programmation de la résistance à

l�insuline et du diabète à l�âge adulte.

Sur le modèle porcin RCIU

Nous avons isolé, les pancréas des porcs âgés de 54 jours, ayant reçu les deux régimes

HHF et LHF pour déterminer les effets de la consommation des AGEs sur le nombre des

stade pour déterminer le statut glycémique et insulinémique chez des porcelets. Cependant en

raison de pannes électriques récurrentes au laboratoire, les analyses sur le pancréas n�ont pas

pu être établies. Seuls les dosages de glycémie ont été réalisés : ils montrent une tendance à la

baisse de la glycémie chez les animaux HHF à l�âge de 54 jours (2.56 ± 1.64 VS 1.74 ± 1.06,

p= 0,0508).

Sur le modèle rongeur:

pancréatique (ex-vivo).

Une collaboration avec l�Université de Maringa (Brésil) dans le « Laboratory of Secretion

Cell Biology » nous a permis de mettre en place, à partir du pancréas de rat adulte, la

technique d�isolement des îlots de Langerhans et leur dénombrement. La Figure 38 résume la

technique développé au laboratoire.
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Figure 38 : Isolement des ilôts de Langerhans chez le rat.

V.2 Résultats marquants

Nous avons testé, sur des cellules pancréatiques isolées à partir des îlots de Langerhans

de rats adultes (90 jours), les cinétiques de dose réponse aux AGEs (CML et MG). Les

premiers résultats montrent une modulation de la synthèse de l�insuline uniquement par le

MG.

De plus, nous avons montré qu�en stimulant les îlots pancréatiques avec une

concentration de glucose de base (5,6 mM), le MG induit une augmentation significative de la

sécrétion d'insuline. En revanche, en présence de concentrations élevées de glucose (8,3 mM

et 16,7 mM), la sécrétion d�insuline est fortement inhibée. En présence de potassium, de

forskoline et d�épinéphrine, le MG stimule la sécrétion d'insuline, tandis qu�en présence de

l'acétylcholine et de la leucine, le MG a induit une diminution de la sécrétion de cette

hormone. Notre étude ex-vivo

positivement ou négativement par le MG selon les conditions d�incubation testées. Cette

modulation est très dépendante de l�environnement métabolique cellulaire dans lequel se

trouve la cellule au moment de l�exposition.
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Nous avons décidé de poursuivre nos études sur les effets du MG sur la sécrétion

d'insuline en modulant les niveaux de stimulation glycémique (variation des concentrations de

stimulation en glucose en différents médiateurs de la réponse insulinémique), notre but étant

de déterminer les effets du MG sur la modulation de la réponse insulinémique dans des

conditions physiologiques très différentes (Figure 39).

Figure 39 : Schéma récapitulatif du double effet modulateur du MG sur la sécrétion d�insuline au sein depar
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V.3 Travaux complémentaires

V.3.1 Effets de l�exposition au MG de la mère sur la

modulation de la sécrétion de l�insuline de la

cellule pancréatique chez la descendance

a) Matériels et méthodes

L�expérimentation s�est déroulée à la station expérimentale de LaSalle Beauvais de

Janvier 2015 à Juin 2015. L�isolement des îlots pancréatiques et le dosage de l�insuline ont

été réalisés courant juin 2015.

i) Modèle expérimental

Des rats Wistar mâles et femelles âgés de 8 semaines ont subi dans un premier temps

une acclimatation aux conditions de l�animalerie et au manipulateur pendant 4 jours puis une

acclimatation au gavage. Les animaux ont été mis en accouplement (1 mâle pour 2 femelles).

Un frotti vaginal a été effectué 2 fois par jour (matin / après-midi) afin de déterminer le début

de la gestation (G0).

Neuf femelles gestantes ont été réparties en 3 groupes comme le montre le Tableau 9 et

Figure 40:

1. Un groupe contrôle C (n= 5): les femelles reçoivent un régime contrôle et sont gavées

quotidiennement à l�huile de maïs durant la période de gestation et de lactation.

2. Un groupe méthylglyoxal MG (n=5): les femelles reçoivent un régime contrôle et gavées

quotidiennement avec le MG à une dose 12mg/Kg/ j (Poulsen et al, 2013) (dilué dans

de l�huile de maïs) durant toute la période de gestation et de lactation.

3. Un groupe restriction alimentaire RA (n=5): es femelles reçoivent une restriction

alimentaire énergétique de 50%. au cours de la gestation et de la lactation selon le

protocole décrit par (Desai et al, 2005). A la naissance les portées ont été équilibrées à

8 petits /mère et les animaux ont été sevrés à l�âge de 21 jours.
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Figure 40 : Schéma du protocole expérimental

Tableau 9 : La répartition des groupes expérimentaux de l�étude

GROUPE DOSE/FIXE QUANTITE - mg/kg/Jour -

DANS CHAQUE DOSE

Contrôle Huile

Maïs

200 L X

MG 200 L 12

RESTRICTION

(FR 50%) (RA)

Huile

Maïs

200 L X

Les animaux sont pesés tous les jours de leur naissance jusqu�au sevrage (J21). Après le

sevrage, ils sont pesés 1 fois / semaine jusqu�au jour de l�euthanasie (J60).
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ii) Test IPGTT (Intraperitoneal Glucose Tolerance Test)

Ce test a pour but de déterminer la capacité des rats à normaliser la glycémie suite à une

injection intrapéritonéale de glucose. Il reflète leur tolérance au glucose et met en jeu le

processus de sécrétion d�insuline, et de la production hépatique de glucose, l�implication des

tissus périphériques dans l�utilisation du glucose ainsi que la stimulation du système nerveux

autonome. A J21, après une période de jeûne de 18 heures, les animaux reçoivent du glucose à

raison de la dose de 1g/kg de poids vif. Afin de mesurer la tolérance au glucose, nous avons

effectué des prélèvements sanguins au niveau de la queue à 0, 15, 30, 45, 60, 75, 95, 105 et

120 minutes. La glycémie (mg/ml) est mesurée par un glucomètre (Bayer Contour

Glucomètre Xt Kit).

iii) Isolement des îlots pancréatiques

Nous avons effectué l�isolement des îlots pancréatiques selon les conditions décrites

dans l�article 3 (Elmhiri et al, 2014).

iv) Dosage de l�insuline

Le dosage de l�insuline a été réalisé par ELISA (EIA, Bertin pharma ; Cayman chemical

compagny) en appliquant les procédures proposées par le fournisseur

b) Résultats

Conformément à la littérature, la descendance du groupe RA se caractérise par un petit

poids de naissance par comparaison aux groupes C (Figure 41). Les animaux C et MG suivent

une courbe de croissance tout à fait normale alors que les animaux du groupe restreint

accusent un retard de croissance très important principalement au cours de la lactation (Figure

42).

L�exposition des mères au MG a induit une baisse importante du niveau d�insuline

sécrétée par les cellules pancréatiques isolées à partir de pancréas de rats adultes MG

comparés au niveau mesuré sur les cellules issues de pancréas des rats C et RA (Figure 43)

soit respectivement 10 et 8 fois moins. Le niveau d�insuline sécrété par les cellules du groupe

RA est significativement plus élevé que celui mesuré à partir des cellules isolées du groupe C
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et du groupe MG (P < 0.001). La baisse du niveau d�insuline dans le groupe MG montre que

l�exposition maternelle au MG entraine une défaillance de la sécrétion d�insuline par le

pancréas de la descendance. Au vu des faibles doses utilisées, on pourrait suggérer que le

MG, en traversant la barrière foeto-placentaire (Mericq et al, 2010), a agit comme une

molécule « perturbateur endocrinien » et a inhibé le développement du pancréas

(Organization, 2012). Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires pour explorer

cette hypothèse.

Une baisse de la tolérance au glucose est observée chez la descendance comme l�atteste

la mesure de l�aire sous la courbe de l�IPGTT, significativement (P < 0.05) plus faible chez

les animaux MG comparée à celle des animaux C (Figure 44). Actuellement, en absence de la

mesure de l�index HOMA (Homeostasis Model Assessement, indice) et d�autres paramètres

métaboliques et biochimiques, nous ne sommes pas en mesure d�expliquer ces résultats. Les

travaux de Méricqet al, (2010) montrent une augmentation de l�index HOMA et de l�insuline

chez des enfants de 12 mois dont les mères présentent un niveau plasmatique plus élevé de

MG suggérant que le MG alimentaire est un bon marqueur du développement du diabète chez

l�enfant de 12 mois. Cependant, aucune différence significative n�a été observée pour la

CML.

animaux C et RA non exposés au cours de la gestation au MG. Les résultats de cette

expérience montrent qu�en présence de MG, on a une baisse importante (P < 0.001) de la

sécrétion d�insuline, par les cellules pancréatiques des rats C, (9 fois moins) par rapport aux

animaux contrôles non stimulées. (Figure 45), contrairement au groupe RA, où on note une

augmentation importante du taux de la sécrétion d�insuline par les cellules pancréatiques

stimulées par le MG. ce qui atteste de la sensibilité de la cellule pancréatique de l�animal RA

à l�effet du MG en conditions ex vivo.

c) Conclusion

L�ensemble des résultats sont très préliminaires mais méritent d�être confirmés. Ils

montrent de manière globale que :

1. l�exposition maternelle à une faible dose de MG au cours de la gestation et de la

lactation a induit une défaillance totale de la capacité de la cellule pancréatique à

synthétiser l�insuline chez la descendance. Il serait judicieux de réaliser des tests

supplémentaires pour caractériser cette situation physiopathologique.
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2. lorsque les ratons subissent un retard de croissance intra-utérin, ils deviennent

extrêmement sensibles à l�exposition au MG ex-vivo. En effet, ils ne sont pas en mesure

de synthétiser de l�insuline via le pancréas. Ceci montre des effets délétères directs du

Des études complémentaires sont en cours au laboratoire pour compléter ces résultats et

identifier le rôle du système oxydant dans ces processus.

Figure 41 : Mesure du poids à la naissance de la descendance des groupes C, RA et MG. Les résultats sont
exprimés en moyenne ± SEM ; C (n= 8), RA (n=8) et MG (n=8). *: P<0.05

C MG RA

Day 1
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Figure 42 : Trajectoire de croissance de la descendance des groupes C, RA et MG. Les résultats sont exprimés
en moyenne ± SEM ; C (n= 8), RA (n=8) et MG (n=8).

Figure 43 : Effets de l�exposition de la mère au MG sur la modulation de la sécrétion de l�insuline par le
pancréas chez la descendance. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ; C (n= 8), RA (n=8) et MG (n=8). **:

P<0.001 ***: P<0.0001
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Figure 44 : Test IPGTT chez des animaux C et MG. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ; C (n= 8)
et MG (n=8).* P< 0.05

Figure 45 : Effet du MG sur la sécrétion de l�insuline par la cellule pancréatique (descendants des mères du
groupe C et du groupe RA).Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ; C (n= 8), RA (n=8) et MG (n=8). **:

P<0.001 ***: P<0.0001
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PARTIE V: Discussion
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En quoi la question sur la réaction de Maillard et la programmation est-elle pertinente?

Les femmes et les enfants sont constamment exposés, au travers de leur alimentation, à

la présence des produits néoformés de la réaction de Maillard ou produits avancés de la

glycation (AGEs) qui se forment au cours des traitements thermiques des aliments (Baumann

et al, 2008; Poulsen et al, 2013). Aujourd�hui, même si un doute persiste sur la validité des

bases de données publiées sur le contenu en AGEs de certains composés alimentaires,

l�ensemble de la communauté scientifique est d�accord sur le fait que les enfants consommant

les formules infantiles sont exposés à de fortes teneurs en AGEs au vu des quantités

importantes de produits de glycation contenus dans ces aliments.

Il est bien connu, qu�au cours de la grossesse, l�alimentation de la mère impacte la santé

du petit. Les travaux de Mericq et al., (2010) ont montré que les produits de glycation

franchissent la barrière foeto-placentaire et se retrouvent dans le cordon ombilical des petits

dès la naissance. Des corrélations positives entre le niveau de certains composés de glycation

ont été démontrées chez la mère, l�enfant de 6mois et d�un an. Ces corrélations ne présument

en rien d�un effet de programmation mais suggèrent qu�au cours des périodes précoces de la

vie, le f tus/enfant est exposé aux composés néoformés à travers l�alimentation de sa mère

(grossesse et allaitement) et de sa propre alimentation. Le niveau d�exposition est très variable

selon les méthodes de préparation culinaire des aliments et des procédés de fabrication

appliqués. Ainsi, suite à une exposition précoce aux AGES, le f tus/enfant pourrait être

prédisposé à un stress oxydant et déclencher un processus de "programmation" dont les

conséquences sur sa santé à long terme ne seraient pas négligeables (Willcox et al, 2004).

Pourquoi existe-t-il peu d�études s�intéressant aux effets des AGEs alimentaires sur la

programmation?

En France et dans le monde, la problématique de la programmation est toute récente. Il

est aujourd�hui démontré, au travers d�études épidémiologiques, expérimentales et cliniques,

que le développement des maladies métaboliques est lié aux perturbations de l�environnement

précoce (péri et postnatal), mettant majoritairement en cause le déséquilibre de la balance

énergétique (Mathias et al, 2014). Ce n�est que très récemment qu�une attention particulière a

été portée sur les effets des contaminants alimentaires comme les perturbateurs endocriniens

jamais mentionner les composés issus de la réaction de Maillard. L�académie de pharmacie a

publié récemment (12 février 2014) un rapport dans lequel elle dénonce la «dangerosité» de
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ces produits pour la santé et indique l�urgence des mesures à mettre en place pour limiter la

présence des produits de glycation des protéines dans l�organisme. Ceci laisse entrevoir des

perspectives d�étude à venir sur les effets à court, moyen et long terme sur la santé des

populations.

Comment avons-nous abordé la question des AGEs alimentaires et la

programmation?

Dans notre travail, nous avons développé différentes approches cellulaires et animales

pour explorer les effets des AGEs alimentaires dans la mise en place et/ou l�aggravation des

processus de programmation des pathologies chez l�adulte.

Nous nous sommes essentiellement placés dans le contexte de la physiopathologie du

RCIU, au vu de la vulnérabilité de ces individus aux phénomènes de programmation

développementale. Etant susceptibles à des dommages oxydatifs importants (Gupta et al,

2007) en plus de l�immaturité de certains de leurs organes (Wu et al, 2006), ces sujets sont

prédisposés à être très sensibles aux agressions véhiculées par l�environnement, et en

particulier par leur alimentation. Etant exclusivement alimenté par le lait (allaitement naturel

ou formule) durant les premières semaines, voire les premiers mois de sa vie, le RCIU serait

plus «sensible» à la présence des AGEs alimentaires que l�enfant né normal. De plus, les

études relatives aux effets des AGEs alimentaires chez l�adulte sur le stress oxydant (Vaisse et

al, 1996; Vlassara et al, 1985; Vlassara et al, 2002; Vlassara et al, 2009; Vlassara et al, 1992;

Vlassara & Uribarri, 2014), la modulation du microbiote intestinal (Helou, 2014b), la

dérégulation de la fonctionnalité de certains organes (Bohlender et al, 2005; Yang et al, 1991)

et leur implication dans une pléthore de pathologies comme le diabète, les maladies

cardiovacsulaires (Birlouez-Aragon et al, 2010)et le vieillissement (Brownlee, 2001) appuient

cette hypothèse.

Les acquis du laboratoire en termes d�étude sur la réaction de Maillard et son apport

pour l�étude des effets des AGES sur la programmation

Plusieurs travaux développés par Tessier (Loaec et al., 2014; Tessier, 2010; Tessier, 2012)

ont permis de doser la CML dans plusieurs matrices alimentaires et échantillons biologiques.

Ceci nous a permis d�adapter ces approches pour déterminer la teneur précise en CML des

formules destinées aux porcs RCIU, les niveaux de CML libre et liée dans des échantillons

plasmatiques, le niveau de CML totale dans les fèces, le rein et le tissu adipeux (les résultats

du tissu adipeux n�ont pas pu être exploités faute de temps). Les données obtenues concordent

dans l�ensemble avec la littérature sur d�autres modèles animaux (Alamir et al, 2013; Somoza
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et al, 2006). Dans le rein, le dosage de la CML n�a pas permis de mettre en évidence de

différence significative de la teneur en CML chez les animaux RCIU nourris avec les laits

LHF versus le groupe HHF. Cette absence de différence entre les deux groupes est

probablement liée à notre méthode de prélèvement, certains compartiments pouvant contenir

plus de CML que d�autres.

Par ailleurs, il est important de souligner que nous sommes les premiers à montrer que

la consommation des formules hautement chauffées est associée à une forte présence des

composés de glycation au niveau des noyaux des cellules épithéliales des tubules proximaux.

Chez les animaux allaités, aucune présence de CML n�a été observée dans le noyau de ces

cellules, démontrant le lien entre la consommation des formules chauffées et le passage de la

CML alimentaire dans ce compartiment cellulaire. Ce résultat laisse supposer l�existence

d�effets géniques et/ou épigénétiques au niveau rénal. Nous y reviendrons plus loin.

Il est bien admis que le rein est le siège principal d�élimination des produits de glycation

(Bergmann & Johannsen, 2001; Sebekova et al, 2008). Plusieurs études ont montré que de

fortes teneurs en AGEs sont retrouvées dans les urines des animaux nourris avec des régimes

riches en AGES (Alamir et al, 2013). La présence d�un marquage nucléaire au niveau des

cellules rénales témoigne d�une faiblesse du système d�élimination de ces composés qui se

retrouvent en excès au niveau plasmatique et dans le rein. Un mécanisme de translocation des

AGEs (dont la nature reste inconnue) a été mis en place. Cette translocation est facilitée par

l�augmentation de l�isoforme nucléaire du récepteur RAGE et la diminution de l�isoforme

cytoplasmique. Parallèlement à ce mécanisme de translocation, une augmentation de la forme

soluble du récepteur RAGE a été mise en évidence dans le plasma des animaux recevant le

régime hautement chauffé, ce qui permettrait de faciliter la clairance de la CML et/ou des

AGEs arrivant niveau du rein .

� Les acquis du laboratoire en termes d�étude sur le RCIU et leurs apports pour

l�étude des effets des AGEs sur la programmation

Dans notre laboratoire, des études ont montré que chez le porc, le modèle naturel du

RCIU est un modèle pertinent pour l�étude de la programmation développementale (Attig et

al, 2013a; Attig et al, 2008a). Nous nous sommes donc intéressés à ce modèle pour tenter de

comprendre les mécanismes physiologiques et moléculaires mis en place lors des processus

de programmation par les AGEs alimentaires. Nous avons d�abord dosé la CML, principal

marqueur des AGEs endogènes et exogènes, au cours du suivi des animaux. Nous avons

montré que la CML passe dans le sang et que le niveau de la fraction libre est plus élevé chez

les animaux ayant reçu le régime hautement chauffé par comparaison à celui des animaux
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ayant reçu le régime faiblement chauffé. Il est important de rappeler que le niveau de la CML

dans la formule lactée consommée par les porcelets RCIU est inférieure aux valeurs

rapportées pour plusieurs formules infantiles commerciales (Delatour et al., 2009; Dittrich et

al., 2006; Sebekova et al., 2008) mais est 670 fois plus élevé que la valeur de la CML dans le

lait maternel (Birlouez-Aragon et al., 2010). Les travaux de Sebekova et al. (2008) ont montré

que les enfants nourris au biberon présentent des concentrations de CML dans l�urine et dans

le plasma respectivement 46 à 60 fois supérieures à celles retrouvées chez les nourrissons

allaités. Lorsque les animaux ont consommé un régime solide, nous n�avons pas observé de

différences significatives au niveau de la CML sérique entre les deux groupes d�animaux. Des

observations similaires ont été faites par le groupe de Sebekova et al. (2001, 2002, 2008) qui a

montré que l'introduction d'un régime mixte à haute teneur en CML est associée à une baisse

de la CML plasmatique, suggérant que la diversification alimentaire impose une charge

inférieure de CML par rapport à une consommation exclusivement lactée. Ces auteurs ont

également montré qu�au moment de la diversification, le remplacement d�une formule à haut

niveau de CML par une à faible niveau de CML n�est pas associé à une modification des

teneurs en CML dans le plasma (Krajcovicova-Kudlackova et al, 2002; Sebekova et al, 2001;

Sebekova et al, 2008). Que les enfants soient nourris au sein ou avec des formules, le niveau

de CML est le même au moment de la diversification alimentaire. Ces résultats soulèvent

quelques questions : 1) existe-t-il une régulation homéostasique des teneurs en CML en

fonction de l�âge? 2) quelle est la cinétique de l�élimination de la CML après ingestion d�un

régime riche en AGEs? Dans notre laboratoire, une cinétique de la CML a été menée sur des

rongeurs adultes (Alamir et al., 2013; Somoza et al., 2006). Cette étude a montré l�existence

d�un pic postprandial, 2 heures après le repas. La cinétique d�élimination n�a pas pu être

déterminée de manière précise mais il semble que la CML totale soit éliminée après 4 heures.

Il serait intéressant d�envisager des études de cinétique d�élimination de la CML en fonction

de l�âge et de la teneur des formules en AGEs chez le porc qui présente de fortes homologies

digestives et métaboliques avec l�Homme (Attig et al., 2013a; Attig et al., 2008a; Mostyn et

al., 2014)).

Pourquoi des processus inflammatoires et oxydatifs à long terme sont-ils mis en place

chez les animaux consommant le régime HHF?

Il est surprenant, qu�en dépit d�une absence de différence de niveau de CML à l�âge

tardif, on ait pu mettre en évidence des effets de la consommation d�AGEs sur le stress

oxydant et l�inflammation, et ce bien après la phase d�allaitement artificiel, Rappelons

cependant qu�au moment de la phase lactée, les animaux du groupe HHF ont accusé une
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baisse transitoire du poids et du gain de poids. Ces modifications corporelles pourraient être

liées à la diminution de la biodisponibilité en lysine (Rerat et al, 2002), acide aminé

indispensable à la croissance du porcelet. Par ailleurs, une augmentation du niveau de l�urée

et du cholestérol a été montrée chez les animaux HHF. Nous pensons que ces modifications

du niveau d�urée seraient liées au catabolisme important des acides aminés modifiés par le

traitement thermique.

Les AGEs alimentaires sont connus pour induire des effets pro-oxydants et

inflammatoires au niveau de plusieurs types cellulaires tels que les cellules immunitaires, le

rein, les cellules pancréatiques et cardiaques (Cai et al., 2008; Hofmann et al., 2002). Un état

de micro-inflammation au niveau du rein a été mis en évidence chez les porcelets nourris avec

la formule contenant des hauts niveaux de CML. Cet état se manifeste par une surexpression

de la protéine NF-kB et de sa forme activatrice p65. Il s�ensuit une surexpression de certaines

cytokines pro-inflammatoires et apoptotiques (Cadet J, 2003). Ces résultats nous interpellent

sur les éventuels effets inflammatoires des produits de la glycation dans les formules. La

présence de certaines modifications histologiques au niveau du rein a été soulevée et l�on a

notamment observé une diminution du diamètre des glomérules. De plus, des lésions de

nature indéterminée au niveau des tubules rénaux ont été mises en évidence (résultats non

présentés). Cependant, la rareté des lésions et le faible effectif ne permettent pas de tirer des

conclusions sur la nature de ces observations histologiques.

Etant sujets à des dommages oxydatifs (Luo et al, 2006; Thompson & Al-Hasan, 2012),

les animaux ayant consommé la formule riche en CML présentent une peroxydation lipidique

dans le foie et une oxydation des protéines totales dans le foie et dans le rein. Cependant, il ne

nous a pas été possible de mesurer les principaux marqueurs de l�oxydation ROS (Mahmood

et al., 2013; Pisoschi AM, 2015). En revanche, des modifications post-traductionnelles de

l�activité de certaines enzymes clés comme la SOD et la GPx ont été mises en évidence à

l�âge juvénile. Nous nous sommes particulièrement concentrés sur les activités de ces deux

enzymes car elles jouent un rôle actif dans l�élimination des radicaux libres d'oxygène. La

SOD convertit les anions superoxydes en motifs moins réactifs, le peroxyde d'hydrogène, et

offre une protection de la cellule contre les dommages oxydatifs. La GPx, quant à elle,

catalyse la réduction des ions peroxydes et la peroxydation des acides gras polyinsaturés dans

la membrane cellulaire (Gupta et al., 2007). Dans notre étude, l'activité de la SOD est

nettement augmentée avec la consommation de la formule riche en AGEs mais aucune

différence de l�activité de la GPx n�est observée dans le foie des groupes d�animaux. Ces

résultats indiquent une déficience du système antioxydant et de l�intégrité du système redox
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dans le foie. En revanche, au niveau du rein, une situation inverse est observée, suggérant que

le système de détoxification serait plus efficace au niveau de cet organe.

Nos résultats sont en accord avec d'autres études montrant les dommages oxydatifs et

les changements importants dans les niveaux et l�activité de certaines enzymes antioxydantes,

en réponse à l'exposition aux AGEs durant la période postnatale (Alamir et al., 2013;

Bergmann & Johannsen, 2001; He, 1999; Tessier, 2010). Les résultats obtenus à long terme

sont assez surprenants dans le sens où les effets précoces perdurent lors du développement des

individus. Cette déplétion du métabolisme oxydatif, qui devrait normalement se renforcer

avec l�âge, la croissance et la maturité des organes (Erbersdobler HF, 1987; Roncero-Ramos

et al., 2013), témoigne incontestablement d�un phénomène de programmation. Certes, les

effets sont observés à l�âge juvénile mais on peut penser que certaines marques épigénétiques

auraient pu être établies, pouvant se manifester tardivement sous forme d�une dérégulation de

la pression artérielle (Woods et al., 2001) ou d�une défaillance rénale. Des études à plus long

terme méritent d�être poursuivies pour tester cette hypothèse.

Il va sans dire que la perturbation du statut redox et de la balance oxydant/antioxydant

est un phénomène adaptatif mis en place par le RCIU pour contrecarrer l�altération de

l�expression de gènes clés au niveau rénal et hépatique. Ce mécanisme adaptatif serait une des

caractéristiques développées par le RCIU au cours de la période f tale lui permettant de faire

face à des situations de stress déjà rencontrés in utero. Cette hypothèse rejoint celle du

phénotype économe proposée par Neel en 1962.

Le système oxydant adaptatif est plus robuste au niveau colique du RCIU? Quel est le

rôle du microbiote?

Il convient de rappeler que la majeure partie des connaissances sur le micriobiote

intestinal provient d�études menées chez des enfants nés avec un poids normal à la naissance.

Les données sur le microbiote des enfants RCIU ou nés prématurés sont rares. Beaucoup de

travaux se sont focalisés sur les différences qui existent entre le microbiote des enfants nourris

au sein et ceux nourris au biberon. Elles convergent toutes vers une plus faible diversité

microbienne au profit des enfants allaités (Bezirtzoglou et al., 2011), avec une plus grande

proportion de Bifidobacteries et de Lactobacilles chez ces derniers (Weng & Walker, 2013).

Cette abondance de bactéries lactiques et bifidogènes provient de la présence

d�oligosaccharides au niveau du lait maternel. Le microbiote intestinal des enfants nourris aux

formules est en revanche dominé par les Entérobactéries, Bacteroides, Clostridium et d'autres

bactéries anaérobies, comme les streptocoques (Guaraldi & Salvatori, 2012). Les études sur le

microbiote intestinal d�enfants nés avec un faible poids à la naissance (IUGR et prématurés)
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sont très rares. Ces enfants semblent plus réceptifs à la supplémentation en pré et probiotiques

que les enfants nés avec un poids normal (Fujji et al., 2006). En supplémentant les enfants

avec des Bifidobactéries, les auteurs montrent que l�enfant prématuré double en moyenne la

concentration plasmatique en TGF- à l�âge de 28 jours, optimisant ainsi son développement.

En revanche, une autre étude a montré que les enfants prématurés ne sont pas réceptifs à la

supplémentation en oligosaccharides car, contre toute attente, celle-ci n�induit aucune

augmentation de la flore bifidogène (Underwood et al., 2014). Ces études démontrent que la

réactivité des enfants prématurés, face à la supplémentation, est très aléatoire et laissent

penser qu�il est très difficile de manipuler de manière absolue la composition de leur

microbiote (Groer et al., 2014).

S�agissant de l�impact du traitement thermique des formules sur le microbiote des

enfants, il apparaît qu�aucune étude ne fait état de la question. Nos résultats montrent que la

consommation du régime hautement chauffé entraîne une diminution significative de la

diversité bactérienne dans le côlon lors de d�allaitement. De plus, cette baisse s�accompagne

d�une augmentation des Lactobacilles et des Bifidobactéries. Il est donc très surprenant de

constater que la formule traitée thermiquement apporte, au porc RCIU, un enrichissement de

son environnement en bactéries probiotiques. Cette situation rappelle ce que l�on observe chez

des enfants nourris avec le lait maternel (Gabory et al., 2009) (Bezirtzoglou et al., 2011) ou

supplémentés avec des prébiotiques (Gibson & Roberfroid, 1995). Le profilage microbien

obtenu lors de la consommation des formules hautement chauffées ne ressemble en rien à

celui observé chez les enfants nourris classiquement avec les formules infantiles (Gibson &

Roberfroid, 1995). Cette différence semble découler du double traitement thermique que les

laits distribués ont subi (en usine avant la commercialisation puis au laboratoire à 120°C

pendant 20 min avant la distribution aux animaux). Ce traitement apporte un enrichissement

en bactéries probiotiques, bien connues pour potentialiser le développement du tube digestif

chez l�enfant (pour revue voir Voreades et al., 2014)). Les flores lactique et bifide sont des

flores qui favorisent la croissance et la santé des enfants (Wu et al., 2015). Chez le porc, la

flore lactique est capable de produire des molécules antibactériennes pouvant changer le profil

du microbiote. Testé sur des porcs de 6 à 10 semaines, l�apport de Lactobacillus salivarius

UCC118 diminue la proportion relative des bactéries appartenant au phyla Spirochaetes

(Riboulet-Bisson et al., 2012). Cependant la supplémentation en flore lactique ne permet pas

souvent d�améliorer la croissance et la productivité des porcs, comme l�a souligné l�étude de

Riboulet-Bisson et al. (2012).
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Un autre résultat notable qui se dégage de notre étude est que l�environnement précoce

apporté par le lait hautement chauffé induit un profilage microbien plus riche en Bacteroidetes

à un âge plus tardif. Ce profilage est associé à une baisse significative du ratio

Firmicutes/Bactéroidetes, ce qui présume d�un effet positif sur l�évolution du microbiote

intestinal adulte. Nos résultats, sur le conditionnement du microbiote adulte par des

évènements environnementaux précoces, vont dans le même sens que ceux de Mulder et al.

(2009). Ils ont en effet montré que le microbiote précoce peut conditionner le statut

inflammatoire des animaux à long terme. Ainsi, un environnement hygiénique excessif durant

la période néonatale modifie le profil bactérien intestinal en faveur d�un microbisme pro-

inflammatoire plus tardivement. Ces études démontrent un lien étroit entre les bactéries

acquises au cours des fenêtres de développement et la maturation du système immunitaire de

l�hôte. L�existence de fenêtres développementales conditionnant le microbiote à l�âge adulte a

également été révélé par les travaux de Cox et al. (2014) et d�Olszak et al. (2012) sur le

modèle rongeur axénique.

Les modifications du microbiote colique chez le porcelet ayant consommé la formule

hautement chauffée s�accompagnent d�une augmentation de l�activité enzymatique de la GPx

et de l�expression de gènes clés du système oxydant/antioxydant. Cette observation atteste que

le régime reçu au cours de la phase d�allaitement facilite la régulation du statut oxydant au

niveau colique. L�abondance des Lactobacilles permettrait la mise en place d�un tel système

au vu des corrélations positives trouvées entre l�activité GPx et le nombre de Lactobacilles

présents dans le colon des animaux. De plus, aucune inflammation ni altération de

l�épithélium colique n�ont été observées entre les animaux des deux groupes, suggérant que la

consommation des deux formules serait sans effet nocif sur l�intégrité du colon.

� Les AGEs sont-ils impliqués dans ce profilage microbien chez les porcs RCIU ?

A l�exception des formules infantiles, il existe une littérature importante sur les effets

des AGEs des matrices alimentaires, comme le café ou le pain, sur le microbiote. Citons par

exemple les études récentes de Seiquer et al. (2014) qui comparent l�impact de régimes

alimentaires plus ou moins riches en AGEs chez des adolescents et sur un modèle rongeur.

Ces auteurs ont observé une corrélation négative entre la flore lactique et le taux des produits

d�Amadori, de l�hydromethylfurfural et de la CML présents dans les aliments, suggérant que

le taux d�AGEs du régime alimentaire influencerait la composition du microbiote intestinal.

Dans notre étude, la consommation de la formule riche en CML induit une augmentation de la

flore Lactique, ce qui est en contradiction avec l�étude de Seiquer et al. (2014). Ces

discordances pourraient provenir de l�âge des animaux et de la nature du microbiote intestinal
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de chacune des espèces, le microbiote du rat étant très éloigné de celui du porc (Kim &

Isaacson, 2015; Tomas et al., 2012).

Il est bien admis que la fraction non métabolisée ou «indigestible» des produits de la

réaction de Maillard, appelée mélanoïdine, est connue pour ses effets prébiotiques et anti-

oxydants (Tuohy et al., 2006). Les études sur l�impact des mélanoïdines du café en culture

pure ont montré un effet antibactérien de ces composés (Tuohy et al., 2006). En système

batch, ces composés sont fermentés par les microorganismes et jouent le rôle de fibres

alimentaires favorisant l�installation des bactéries bénéfiques (Gniechwitz et al., 2008). En

système batch, ces composés sont fermentés par les microorganismes et jouent le rôle de

fibres alimentaires favorisant l�installation des bactéries bénéfiques (Gniechwitz et al., 2008).

Dans l�unité EGAL, une étude récente sur l�impact des mélanoïdines du pain sur le microbiote

a été conduite (Helou, 2014a). Les expérimentations sur le modèle rongeur n�ont pas permis

de mettre en évidence les effets bifidogènes des mélanoïdines du pain (Helou et al., résultats

non publiés) précédemment décrits dans la littérature (Borrelli & Fogliano, 2005b). Ces

discordances semblent être liées aux différentes approches utilisées pour l�isolation de la

fraction des mélanoïdines susceptibles de moduler le microbiote intestinal.

Il n�est donc pas exclu, au travers des acquis de la littérature, que la formule hautement

chauffée puisse contenir des molécules (mélanoïdines, AGEs fermentés ou produits de

fermentation des bactéries) pouvant moduler l�activité de certaines enzymes d�oxydation et

aider le RCIU à mettre en place un système d�adaptation pour lutter contre la présence des

produits indésirables de la réaction de Maillard. On peut s�attendre à ce que des modifications

épigénétiques par le microbiote aient pu avoir lieu. En effet, du fait de la plasticité des

organes après la naissance, certains composés issus de la fermentation bactérienne pourraient

être à l�origine des modifications constatées sur le stress oxydant : tel est le cas du butyrate

dont l�effet sur l�épigénome a été démontré (Mischke & Plosch, 2013). La cellule intestinale

étant la première à être en contact avec les AGEs, on peut s�attendre à ce que des

modifications épigénétiques touchent d�abord cette cellule, puis les cellules immunitaires et

également d�autres cellules telles que les hépatocytes et les cellules rénales. Des mécanismes

épigénétiques en rapport avec la modulation du microbiote intestinal par les AGEs des

formules sont proposés dans la Figure 46. Des processus de méthylation de l'ADN ou des

modifications des histones pourraient être impliqués dans cette programmation par les AGEs

modifiés par le microbiote.

L�exposition maternelle aux AGEs induirait la programmation du diabète
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Dans cette étude, nous avons choisi la voie de l'exposition orale des mères (rat wistar)

pour évaluer les effets du MG sur la fonction pancréatique de la descendance. Ce mode

d�exposition est celui qui reproduit le mieux les dangers de l�exposition alimentaire chez

l�Homme. Les doses d�exposition sont faibles (Poulsen et al, 2013) pour écarter toute

possibilité de toxicité majeure.

Bien que préliminaires, nos résultats indiquent que cette exposition perturbe la capacité

de la cellule pancréatique à sécréter de l�insuline chez les ratons «restreints». Nous observons

également une baisse importante de la tolérance au glucose chez ces animaux. On pourrait

s�attendre à ce que le MG induise une dérégulation du développement pancréatique dès la vie

f tale, avec par exemple la dérégulation de l�expression de gènes clés du développement

pancréatique tels que PDX-1, Ccnd2 et p16. Chez la souris, il a été montré que la cellule

pancréatique est très vulnérable à la toxicité induite par les AGEs (Cai et al, 2008; Hofmann

et al, 2002). En outre, des études sur l�homme montrent que la résistance à l'insuline est en

partie déterminée par l'environnement in utero (Dabelea et al., 1999; Leger et al., 1997; Leger

et al., 1996). Ainsi, l'exposition à des niveaux élevés de MG au cours de la gestation pourrait

être un événement décisif qui induirait une modification de la réponse immunitaire, passant

d�une réponse innée vers une réponse pro-inflammatoire. Une fois installé, cet état

d�inflammation est susceptible de provoquer des maladies comme le diabète et ce, dès le

jeune âge (Dabelea et al, 2009).

Plusieurs travaux ont montré que le MG est impliqué dans le développement du diabète

de type 2 et que ce précurseur des AGEs est connu pour avoir des effets toxiques sur le

pancréas (Allaman et al., 2015). Les travaux de Vlassara et al. (2012) ont montré que

l'ingestion chronique (sur 4 générations) d�un régime contenant du MG synthétique favorise

l�installation du DT2. A la génération F3, les souris MG+ montrent une augmentation de

l'adiposité et une expression précoce du récepteur à l�insuline dans le tissu adipeux. Cet état

s�accompagne d�une déficience progressive du récepteur AGER1 et de SIRT1 dans le tissu

adipeux blanc, le muscle squelettique et le foie. Une déficience du captage du glucose et de la

voie IRS1 est observée chez les souris F3/MG+ alors que ces effets ne sont pas présents chez

les souris F3/MG-. Sur une lignée d�adipocytes, les 3T3-L1, ces auteurs ont également montré

que le MG induit la suppression de AGER1, SIRT1, IR, IRS1 et diminue la phosphorylation

médiée par IRS2. De plus, une dérégulation de l�activité catalytique de la sous-unité p65 du

facteur nucléaire NF

du système de défense. Ainsi, l�exposition prolongée au MG semble induire une déplétion de

AGER1 et de SIRT et une activation du stress oxydant et de l�inflammation dans plusieurs



[156]

types cellulaires. Ces mécanismes générent l�installation d�une insulino-résistance au fil des

générations. Ces études trans-générationnelles reflètent des mécanismes épigénétiques à

l�origine des modifications métaboliques.

Des études chez des diabétiques ont montré que la consommation de régimes pauvres en

AGEs permettrait de restaurer ces facteurs et améliorerait le statut redox et inflammatoire,

laissant ainsi entrevoir des implications cliniques importantes pour la lutte contre le diabète de

type 2 (Uribarri et al, 2011). De même, chez des souris (NOD) présentant un diabète de type

1, la réduction des AGEs alimentaires diminue l�infiltration mononucléaire (Peppa et al,

2003).

Au vu du rôle important de SIRT et d�AGER1, il serait intéressant de vérifier si

l�exposition maternelle au MG module l�expression de ces gènes. De même, compte tenu de

la déplétion de la synthèse de l�insuline après exposition maternelle au MG, il serait

intéressant de vérifier si l�exposition au MG induit une altération du système immunitaire

chez le rat.

Contrairement aux animaux MG, les animaux, dont les mères ont subi une restriction

alimentaire au cours de la gestation et de la lactation, montrent une grande sécrétion

d�insuline, très supérieure à celle des animaux contrôles issus de mères ayant reçu le MG. Ces

données révèlent une plus grande sensibilité de la cellule pancréatique des animaux restreints

à la stimulation au glucose. Des résultats comparables ont été rapportés par (de Oliveira et al,

2013).

Dans notre étude, les mécanismes précis par lesquels le MG modifie la sécrétion

insulinique des animaux restreints n�ont pas été étudiés. Le fait que le MG induise une

déplétion de la synthèse d�insuline dans les îlots pancréatiques, démontre une grande

sensibilité des îlots à l�agent toxique. L'activité anormale causée par le MG sur la cellule

pancréatique pourrait représenter une contrainte «diabétogène» modifiant l�homéostasie du

glucose.

Une réduction de la croissance du pancréas est souvent liée à la programmation du

diabète de type 2 chez des animaux ayant subi une restriction de la croissance f tale.

Initialement, Hales et Barker ont proposé que la réduction de la croissance f tale pourrait

avoir des conséquences sur le développement de la cellule et sa capacité à sécréter l�insuline

(Hales et al., 1991,). La restriction de la croissance f tale in utero induit, dès le stade f tal,

une réduction du nombre de cellules pancréatiques ainsi qu�une diminution du nombre d�îlots

et de la masse des cellules (Holemans et al., 1996; Garofano et al., 1997; Bertin et al., 1999).

Ces changements résulteraient, chez le rat, d�une moindre prolifération des cellules, associée
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ou non à une augmentation de l�apoptose au sein des îlots (Snoeck et al., 1990; Limesand et

al., 2005; McMillen et al., 2005). Ces modifications structurales du pancréas endocrine se

traduisent par des niveaux d�hormones circulantes plus bas (Holemans et al., 1996; Cherif et

al., 1998) et par une moindre sécrétion d�insuline en réponse à une charge en glucose (Wilson

et al., 1997).
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PARTIE V: Conclusion

Générale
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La programmation du développement des maladies non transmissibles est désormais

un paradigme établi. Les événements indésirables encourus au cours de la vie f tale peuvent

affecter le développement du f tus et sa santé future. Ce risque de pathologies à l�âge adulte

pourrait être majoré lorsqu�il est associé à un environnement postnatal délétère.

Dans notre travail, nous avons montré que les contaminants de la matrice alimentaire

issus des traitements thermiques des formules pourraient représenter un risque de

développement de pathologies rénales tardives chez le RCIU. Dans notre premier article, nous

avons apporté les preuves que le rein est un lieu de stockage important de produits de

glycation alimentaire et que leur arrivée au niveau sanguin est associée à une induction à long

terme d�un état pro-inflammatoire et pro-apototique. Ceci s�accompagne de la modification de

la régulation de l�expression de gènes clés de l�inflammation, du système rénine-

angiotensine, de l�apoptose ainsi que des mécanismes de transport intracellulaire des AGEs

par le récepteur RAGE. Ces observations révèlent que la surcharge des AGEs alimentaires

issus de la consommation des formules de lait infantiles induit une augmentation des AGEs

endogènes ; cet événement engendre l�installation d�un désordre métabolique et un

amenuisement du système anti-oxydant au niveau du rein et du foie. Ainsi, nos études

apportent la preuve que les AGEs alimentaires des formules infantiles jouent un rôle de

modulateur du stress oxydant chez le jeune ; ce stress serait responsable des effets pro-

apototiques et sans doute prolifératifs observés dans les travaux complémentaires réalisés in

vitro sur des cellules embryonnaires rénales.

Il est aujourd�hui établi que l�amenuisement des défenses anti-oxydantes est une cause

potentielle d�apparition de plusieurs pathologies. Notre travail a permis de montrer que

l�exposition du RCIU aux AGEs le programme, à terme, au stress oxydant. Actuellement, il

existe un réel consensus scientifique sur le fait que, plus un individu est dépourvu

d�antioxydants, plus il a des risques de développer des pathologies chroniques. Nos travaux

non seulement confirment ce constat mais apportent en plus une explication d�une des

manifestations de cette relation en montrant que la présence des AGEs réduit fortement les



[160]

antioxydants et altère la fonction de plusieurs organes. Récemment, des avancées

spectaculaires ont été réalisées dans la compréhension de l�implication du stress oxydant dans

le développement du diabète. Ceci amène à penser, qu�au cours de la gestation, le MG

pourrait également être impliqué dans les processus du stress oxydant induisant le diabète.

Le colon est un organe complexe qui héberge des populations bactériennes

importantes dont le rôle sur la santé de l�hôte a largement été étudié. Contrairement aux autres

organes comme le foie et le rein, la présence des bactéries coliques contribue à la protection

de l�hôte des effets oxydants induits par les AGEs. Ces résultats nous interpellent sur la

complexité des effets des composés néoformés de la réaction de Maillard et en particulier des

effets tissus spécifiques de certains d�entre eux sur l�organisme.

Selon l�organe ciblé, certains composés auraient des effets bénéfiques alors que

d�autres présenteraient des effets délétères. Au vu des résultats sur le colon, l�identification

des composés bénéfiques et leur isolation à partir des formules infantiles est une piste à

considérer dans le développement de stratégies nutritionnelles anti-oxydantes (en

supplémentation alimentaire) ; ces dernières protégeraient aussi l�enfant des effets toxiques de

contaminants issus soit des produits de glycation, soit de la matrice alimentaire.

Aujourd�hui, bien des sociétés savantes comme la SF-DOHAD nous interpellent sur

les risques encourus dans le développement des maladies du jeune enfant par l�exposition

précoce aux contaminants environnementaux. L�ensemble des travaux rapportés fournit des

données nouvelles concernant le rôle des produits de glycation des aliments dans la

programmation du stress oxydant chez le RCIU et les implications à long terme de ce stress

sur sa santé. Il se dégage aussi de nouvelles pistes de recherche sur l�implication du

méthylglyoxal, un précurseur des AGEs, dans la programmation du diabète. Des pistes

nouvelles sur les effets bénéfiques de certains composés et/ou produits de fermentation des

bactéries au contact des AGEs du lait, sont rapportées et montrent le rôle du microbiote

intestinal dans la défense de l�organisme.
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Figure 46 : Schéma récapitulatif de l�effet des AGEs issus des formules sur les modifications du microbiote
intestinal et la programmation du stress oxydant chez l�adulte.
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