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L INTRODUCTION

La période de la vie apres la naissance jusqu’a 1 an est celle ou la croissance est la plus
importante chez le nourrisson. Le régime alimentaire de la mére influence la composition du
lait qui est riche en nutriments. L’ Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I’ Alimentation, de
I’Environnement et du Travail [1] rappelle que le lait maternel est 1’aliment le mieux adapté
pour une croissance optimale du nouveau-né.

La composition du lait humain est particulierement riche en lipides (3,2 a 3,6 g/dL). Ces
derniers possedent des fonctions énergétiques grace aux triacylglycérols (TAG) mais d’autres
lipides minoritaires assurent également d’autres fonctions physiologiques, particulierement les
étherlipides.

Les étherlipides sont caractérisés par la liaison éther liant un glycérol a un alcool gras ou un
aldéhyde gras, généralement retrouvée en position sn-/ et plus rarement en sn-2 et sn-3, a la
différence des lipides usuels, dans lesquels le squelette glycérol est combiné a un acide gras par
une liaison ester (Figure 1).

Parmi les étherlipides les plus connus, nous étudierons les alkylglycérols (AKG) qui sont la
structure de base des étherlipides. Une fois dans l’organisme, ils peuvent étre dérivés
directement en étherlipides plus complexes tels que les plasmalogeénes (Figure 1, C). Ceux-ci

sont des étherphospholipides avec une double liaison en A1’ de 1’alcool gras présent en sn-1.

A B C
? — i B
Il
sn-1 H,C+0-C-R, H,C+0- R, Hzc—w
acide gras — aldhéhyde gras
alcool gras o)
Il Il
sn-2 HC —O0—C-R, HC—OH HC—O—-C—R,
| | | 9
sn-3 H,C -P H,C—OH HZC—O—:T—O—X (Head group)
o}
Phospholipide (liaison ester) 1-0-alkyl-sn-glycérol Alkenyl-acylphospholipid
(alkylglycérol) (liaison éther) (plasmalogen)

(liaison vinyl éther)

Figure 1 : Structure biochimique des étherlipides, A : phospholipide, B : alkylglycérol, C :
plasmalogene, sn : stereospecific number, X : choline ou éthanolamine, R : chaine carbonée
Biorender ©

1. Fonctions des alkylglycérols et des plasmalogénes

Les AKG sont les précurseurs d’étherlipides plus complexes, ce qui en fait de bons candidats
pour étudier les effets physiologiques des étherlipides [5]. Plusieurs études montrent qu’un
régime enrichi en AKG induit la stimulation de I’hématopoicse, des effets anticancéreux et
antiangiogéniques. Les AKG du lait maternel favorisent également le développement

immunitaire chez les petits [6]. En effet, une étude menée sur des ratons nourris avec du lait

2
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murin enrichis en AKG, montre que les granulocytes et les taux plasmatiques
d’immunoglobulines (IgG et IgM) sont significativement plus élevés par rapport aux ratons
témoins [12]. Cette étude suggere que 'AKG joue un role dans le développement de la réponse
immunitaire des petits. D’autres études viennent conforter le pouvoir immunostimulant d’une
supplémentation en AKG avec notamment 1’activation des macrophages cytotoxiques, ce qui
entraine une augmentation de la réponse immunitaire humorale [8]. Si les AKG sont apportés
par voie nutritionnelle dans ces études, les étherlipides spécifiquement impliqués dans les effets
observés restent inconnus. Toutefois, les plasmalogenes sont des candidats privilégiés.

Les plasmalogénes possedent en effet plusieurs roles dont un réle antioxydant et sont porteurs
d’acides gras polyinsaturés (AGPI) comme 1’acide docosahexaénoique (DHA) impliqué dans
les fonctions visuelles, cognitives et cardiaques [2]. Ils sont distribués dans tout le corps et
représentent 15 a 20% des phospholipides des membranes cellulaires [13]. Ils sont
particulierement abondants dans le cerveau et le cceur, ou ils exercent des actions variées. Par
exemple, ils possedent un effet neuroprotecteur pré et post-lésion des neurones
dopaminergiques. En effet, ils sont présents dans les gaines de my¢line des neurones [10]. Ainsi,
les propriétés des plasmalogénes en font un acteur majeur pour prévenir l'apparition et/ou
atténuer la progression des maladies neurodégénératives [ 11]. Cependant, les bases mécanistes

de toutes ces fonctions ne sont pas toujours bien définies.

2. Effets des étherlipides du lait maternel

Bien que leurs structures exactes ne soient pas décrites a ce jour, les étherlipides du lait
maternel jouent un role important notamment dans la couverture immunitaire des nouveau-nés.
Compte-tenu des multiples effets décrits précédemment, de nouvelles recherches sont menées
au laboratoire STLO (Science &Technologie du Lait & de 1'Oeuf) sur un modgle rat en lactation.

Dans cette étude, l'objectif a été d’enrichir le lait maternel en étherlipides par la
supplémentation des meres en précurseurs AKG afin de mesurer les effets chez les ratons.

Ainsi, mon travail s’inscrit dans cette premicre étude dont le but est de suivre I’impact de cet
enrichissement en AKG sur les ratons, grace a des analyses lipochimiques de différents tissus
(plasma, foie, cerveau et cceur) afin d’étudier des profils lipidiques.

Ma problématique est la suivante :

Est-ce qu’un enrichissement alimentaire en AKG administré a la mére en lactation favorise
I’accrétion des plasmalogénes dans les tissus et permet ainsi de les enrichir en DHA et plus
particulierement le cerveau ?

Ce rapport décrit ainsi les premiers résultats lipochimiques obtenus sur les ratons.



1. MATERIELS ET METHODES

1. Animaux et régime alimentaire

Tout d’abord, 12 rates gestantes de quinze jours de la lignée Sprague-Dawley (Janvier Labs,
Le Genet-Saint-Isle, France) ont été utilisées. Une semaine environ apres leur arrivée, ces

derniéres ont mis bas et la portée pour chacune des meéres a ¢té ajustée a 8 ratons.

Six rates allaitantes ont été supplémentées par gavage via une sonde a la dose de 1,2mg par g
de poids corporel, en eau (groupe contrdle) ou AKG (groupe AKG) chaque jour pendant les 21
jours de lactation en complément de leur régime a base de croquettes (Figure 2). L huile d’AKG
est purifiée a partir d’huile de foie de requin (Polaris, Quimper). Elle contient un mélange

d’especes avec des chaines d’alcools gras différentes : 75% de 18 :1 n-9, 8% de 18 :1 n-7, 4%
de 18 :0,4% de 16 :1 n-7 et 7% de 16 :O0.

A J21, ’ensemble des rates et des ratons a été euthanasié par injection intrapéritonéale d’une

dose létale de pentobarbital sodique (Euthasol ® Vet a 140mg/kg) suivie d’une exsanguination

par ponction cardiaque et des prélevements d’organes tels que le plasma, le foie, le cerveau et
le cceur.

Parturition
Ajustement a 8 ratons/
femelle, n=8,

Suvee d cS1ates \ Sacrifice de 2 ratons/ .
gavides, b portée, n=24*2 '
n=12 i 4 s
Gestation G Lactation
G15 G211 J7 J14 J21 l
0 J1 J21
< > Mon travail : RATONS
> Régime alimentaire supplémenté en huile X -
n=6 d'alkylglycérol/jr/voie orale ° Ma;upulatlo.n 9
extraction des lipides,
. J J21 GC-MS
< » o Traitement des données :
== Régime alimentaire contrdle eau/jr/voie
n=6 orale

logiciel GCMSRealTime

Figure 2 : Design expérimental de ’expérience, G=gestation, J=jours  Biorender ©
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2. Extraction des lipides par la méthode de Folch

La méthode de Folch est une méthode de référence pour I’extraction des lipides totaux a partir
de tissus d’animaux [7]. Les différents organes (foie, cerveau, cceur) sont broyés a 1’aide d’un
broyeur homogénéiseur (ULTRA-TURAX ®, IKA-Werke) avec 20 volumes de chloroforme :
méthanol 2 :1 (v: v). Le plasma est lui directement extrait sans étape de broyage. Afin de
corriger les pertes pouvant subvenir lors de 1’analyse, un étalon interne est ajouté aux
¢chantillons avant I’extraction des lipides. L’¢talon interne choisi est un TAG triheptadécanoyl
(17 :0). Ensuite, 0,2 volume de KCI (0,8%) est ajouté pour déphaser la phase organique de la
phase aqueuse. Le mélange est centrifugé (Smin, 112g) et la phase aqueuse (phase supérieure)
est éliminée. Puis, le mélange chloroforme : méthanol : KCI10,8% 3 :48 :47 (v : v : v) est ajouté.
Apres agitation, le mélange est centrifugé (Smin, 112g) et la phase aqueuse est ¢liminée. La
phase chloroformique (phase inférieure) est récupérée et filtrée a I’aide de papier Watman phase
separator 1. Apres évaporation a 1’azote, les lipides totaux sont repris en chloroforme : méthanol
2 :1 (v :v) puis conserves a -20°C.

3. Saponification et dérivation par méthvlation

Les lipides totaux extraits sont saponifiés avec de la soude méthanolique (500uL) dans un
bain marie a sec (20min, 70°C). De cette manicre, les acides et aldéhydes gras sont libérés pour
étre ensuite méthylés avec 500 uL de BF3 méthanolique (15min, 70°C) (Figure 3). Ainsi, les
acides gras sont méthylés en esters méthyliques d’acides gras (FAME) et les aldéhydes gras des
plasmalogeénes sont eux méthylés en diméthylacétals (DMA). Enfin, les dérivés méthyliques
sont extraits grace a I’ajout de 2mL de pentane et 2mL de NaCl 9%o, puis repris avec 100 L
d’hexane pour étre ensuite analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS).

CH,-0-CH=CH-RI

] |
Plasmalogéne R2-C-0-CH 0

| Il
CH,-0- F — O — Ethanolamine

Saponification o
NaOH + CH;OH sn-2 sn-1

Acide gras Aldéhyde gras
(0]
Il
R2-C-OH O=CH-CH,-Rl1
Méthylation
CH;OH / BF;
Esters méthyliques Diméthylacétal
d’acide gras (FAME) (DMA)
i
R2-C-0CH; HJCO—%'II—CH:—RI
OCH;

Figure 3 : Réaction de saponification et dérivation par méthylation des lipides totaux en
FAME et DMA cas particulier d’un plasmalogéne, R : chaine carbonée, © [14]
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4. Analyse des profils des dérivés méthylés par GC-MS

Le GC-MS (Shimadzu QP 2010-SE) est équipé d’une colonne BPC70 et couplé a un
spectrometre de masse (SE Sigle Quadrupole 120m, 0.25mm i.d., 0.25um film, SGE Trajan,
Chromoptic, Paris). Les FAME et les DMA sont séparés par GC (GC-2010 Plus) et détectés par
spectrométrie de masse (MS). L hélium est utilisé comme gaz vecteur a une vitesse constante
de 27,5cm/s. La température de I’injecteur est de 280°C. Le programme de température de la
colonne a commencé par une période isotherme de 2 minutes a 50°C, puis s’est poursuivi par
une premiere rampe de 22 minutes a raison de 20°C/min jusqu’a 175°C, et enfin une deuxieme
rampe de 37,25minutes a 2°C/min jusqu’a 250°C.

Le spectrometre de masse a ét¢ dirigé sous ionisation électronique a 0,2kV et a une
température de source de 200°C. Les analyses ont été effectu¢es en mode balayage sur la plage
masse/charge (m/z) de 30 a 450 unités de masse atomique. La durée d’analyse de chaque
échantillon est de 100 minutes.

Au sein du détecteur de masse, les molécules neutres sont d’abord ionisées par impact
¢lectronique ce qui va permettre de fragmenter les molécules en fonction de leur charge
négative ou positive grace a la sortie d’un électron de la molécule. Ainsi, les FAME et DMA
sont séparés selon la longueur de la chaine, les insaturations et la configuration de ces
insaturations (cis et trans).

Les composés sont identifiés en fonction de leurs temps de rétention et de leurs ions de
quantification en utilisant la bibliothéque spectrale de masse du Nationale Institute of Standards
and Technology (Figure 4).

Le logiciel GCMSRealTime est utilis¢ pour 1’acquisition des données, il permet d’identifier
les aires de chaque pic d’intérét sur le chromatogramme (Figure 5) afin de calculer les
concentrations des dérivés méthyliques. Des courbes de calibration sont réalisées en utilisant
des FAME et des DMA standards couvrant toute la plage de concentrations de nos pics d’intérét.
Cela permet d’obtenir le facteur de réponse pour chaque espéce méthylée. Puis, nos résultats

sont exprimés en pourcentage massique des AG totaux identifiés.

5. Analyse de données

Les résultats présentés correspondent aux moyennes = SEM sur 18 échantillons (cerveau) ou
12 échantillons (foie, plasma, cceur). Les graphiques sont réalisés a 1’aide de GraphPad Prism
5. Les différences entre les régimes maternels sont déterminées par des test t de Student et la

significativité des effets est indiquée par une étoile : * : p<0,05, ** : p<0,01 et *** : p<0,001.
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Figure 5 : Chromatogramme des esters méthyliques d’acides gras FAME, en bleu et des
diméthyacétals DMA, en violet : focus sur [’élution des composés en C16 et C18, © [14] ©
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III. RESULTATS

La supplémentation en AKG des meres au cours de la lactation a pour objectif de déterminer
I’impact sur le métabolisme lipidique des ratons et plus spécifiquement les profils en AG et en

plasmalogenes, a 21 jours, c’est-a-dire au sevrage.

1. Profil tissulaire des acides gras des ratons

Les profils en AG des ratons sont analysés dans les différents tissus prélevés. Tout d’abord,
la teneur en AG totaux dans le cerveau et le coeur des ratons n’est pas significativement
différente selon le régime alimentaire, contrairement au foie et au plasma (Figure 6). L’effet est
particuliérement important dans le plasma (+77% dans le groupe AKG), malgré la grande

variabilité intragroupe.

- . . . m
g ' I I . *
s
g =0
$
LS 48 239 233 mw3
©
g w0 47 46,4 *kx 618 28 % 9 w6
“w »wd
8
% w7
8 4 BAGS
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é 20
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s
& 0
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AG totaux \A /v

(en pg/mg \ss,so 46,61 / \40,28 71,62 / \35,19 32,02 / \21.53 19,65

de tissus) * % NS NS —

Figure 6 : Teneur et profil en AG dans les différents organes (foie, plasma, cerveau, coeur)
chez les ratons dont la mére est soumise a un régime standard (Contréle) ou supplémenté en
alkylglycérols (AKG)




Ensuite, concernant spécifiquement le DHA, on observe des effets du régime maternel
différents selon les tissus (Figure 7).

Le cerveau contient 20% de DHA, quel que soit le groupe de ratons, controle ou AKG. Le
régime maternel n’influe pas sur la proportion de DHA dans le cerveau, contrairement aux foie,
plasma et cceur. En effet, la supplémentation maternelle en AKG a permis d’augmenter
légérement le DHA dans ces organes chez les petits : +14% dans le foie, +21% dans le plasma
et +12% dans le cceur.

Cet effet est particuliérement visible pour le plasma dont la teneur en AG totaux a fortement
augmenté dans le groupe AKG. Ainsi la teneur en DHA plasmatique a doublé, passant de 2,2
pug/mL pour les ratons contrdle a 4,7 pg/mL pour les ratons AKG.

L’effet inverse est observé dans le foie compte tenu de la forte réduction en AG totaux.

25
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Figure 7 : Proportion en DHA dans les différents organes (foie, plasma, cerveau, cceur) chez
les ratons dont la meére est soumise a un régime standard (Contréle) ou supplémenté en
alkylglycérols (AKG). Les concentrations en DHA (ug/mg de tissus ou ug/mL plasma) sont
indiquées sur les histogrammes.

Concernant les autres AG tissulaires, qu’ils soient saturés ou appartenant aux familles ®3, ®6,
®9 ou ®7, I'effet du régime maternel est fonction du tissu étudié. Comme pour le DHA, le
cerveau ne présente aucune modification de ces profils lipidiques (Figure 6).

Dans le foie, les AG ®3 sont plus importants dans le groupe AKG, en raison de I’augmentation
du DHA. Il en est de méme dans le cceur pour les AG ®3. La supplémentation maternelle en
AKG induit en parall¢le une diminution des AG ®9 (principalement 1’acide oléique 18 :1 n-9)
et une augmentation légére de I’AG w6 acide arachidonique (20 :4 n-6).

L’effet le plus remarquable reste celui observé dans le plasma. On note une forte réduction
des AG saturés et monoinsaturés ®9 et o7 issus de la synthése de novo (16 :0, 18 :0, 18 :1 n-9

et 18 :1 n-7) dans le groupe AKG.




En revanche, on observe une forte augmentation des AGPI, ®6 comme ®3, et principalement
I’acide arachidonique (de 28,3% dans le groupe contrdle a 39,4%) dans le groupe AKG.
Les premiers résultats montrent donc que la supplémentation maternelle en AKG peut moduler
les profils en AG des tissus chez les ratons. L’étude s’est donc poursuivie par I’analyse des

DMA pour mesurer I’impact sur les plasmalogeénes.

2. Profil tissulaire des diméthvylacétals des ratons

Les profils en DMA sont analysés dans les différents tissus chez les ratons. Seuls les résultats
partiels sur les cerveaux sont présentés ici, les autres tissus sont en cours d’analyse, aucune

donnée n’a pu €tre exploitée pour I’écriture de ce rapport (Figure 8).
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Figure 8 : Proportion de DMA dans le cerveau chez les ratons nourris dont la meére est
soumise a un régime standard (Controle) ou supplémenté en alkylglycérols (AKG)

Les teneurs en DMA sont de 0,70 pg/mg de tissus et 0,58 pg/mg de tissus pour les groupes
contrdle et AKG respectivement. Nous n’observons pas d’effet significatif sur les teneurs en
DMA dans le cerveau. On note méme une tendance a la diminution dans le groupe AKG, bien
que ces résultats soient incomplets pour I’instant.

Concernant les profils, on détecte plusieurs especes de DMA selon la longueur de chaine
carbonée et le nombre de doubles liaisons. Ainsi les DMA 16 :0 (35%) et 18 :0 (46%) sont
majoritaires, suivis par les DMA 18 :1 n-9 (~13%) et 18 :1 n-7 (~6%). Les DMA 16 :1 sont eux
minoritaires. La comparaison entre les groupes montre que la supplémentation maternelle en

AKG n’a pas modifié les profils en DMA du cerveau des ratons.

IV.  DISCUSSION

L’objectif de notre étude était d’enrichir le lait maternel en étherlipides par la supplémentation

des meres en précurseurs AKG afin de mesurer I’impact de cet enrichissement sur les ratons.
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Ainsi, en augmentant I’apport alimentaire en étherlipides, on s’attend a une augmentation des
teneurs en plasmalogénes et par conséquent une augmentation de celle de DHA dans les tissus
des ratons.

Les résultats nous indiquent que la supplémentation maternelle n’influence par la proportion
de DHA dans le cerveau contrairement aux foie, plasma et cceur ou la supplémentation en AKG
a permis d’augmenter 1égérement le DHA chez les petits de 21 jours.

Les teneurs et les profils de DMA ne sont pas non plus impactés par le régime maternel dans
le cerveau. Cet organe €tait la cible de I’ensemble de I’étude et nos résultats ne permettent donc
pas de valider I’hypothése initiale. D’autres auteurs montrent également que I’incorporation de
précurseur exogene des étherlipides est tres faible dans le cerveau [3]. Cela pourrait étre di a
un faible taux de syntheése d’étherlipides dans le cerveau apres la myélinisation, ou au fait que
les précurseurs d’étherlipides ne peuvent pas traverser la barriere hémato-encéphalique dans le
systéme nerveux central.

L’autre organe connu pour ses fortes teneurs en plasmalogenes est le coeur, pour lequel le
DHA a augmenté¢ avec la supplémentation maternelle en AKG. On peut donc raisonnablement
s’attendre a une augmentation des teneurs en DMA. De plus, les AKG administrés a la mére en
lactation proviennent d’huile de foie de requin, particulierement riche en 18 :1 n-9 (75% des
DMA). Les premiers chromatogrammes analysés (résultat non présenté ici) nous suggerent une
forte différence de profils entre les groupes, avec une augmentation remarquable en DMA 18 :1
n-9. Ces résultats partiels vont dans le sens de ceux obtenus sur les méres de ces ratons [9]. Le
ceeur est donc beaucoup plus sensible a un changement alimentaire étherlipidique que ne 1’est
le cerveau. Reste a comprendre 1’intérét physiologique d’un tel effet.

Concernant le foie et le plasma, si les résultats sur les DMA sont encore inconnus, on peut
s’attendre a un effet du régime maternel compte tenu de ceux observés sur les AG,
quantitativement et qualitativement. Dans le foie, on observe globalement une diminution de la
synthese de novo des AG au profit de celle des AGPI dont le DHA. On note un fort impact sur
le métabolisme hépatique des lipides, qui sera complété prochainement par le dosage des TAG
et du cholestérol dont le métabolisme dépend de celui des AG. Cette analyse complétera les
résultats sur le plasma ou il a été montré une forte réduction des teneurs en TAG et en cholestérol
circulants [9]. Ces données contrastent donc avec 1’augmentation des concentrations en AG
totaux dans le groupe AKG. Comme les teneurs en APGI circulants sont aussi fortement
augmentées, 1’ensemble de ces données signifie peut étre que le taux de plasmalogénes

circulants est lui aussi fortement augmenté. On le saura avec I’analyse a venir des DMA.
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V. CONCLUSIONS

Ce travail avait pour visée d’étudier le profil lipidique des ratons dont la nourriture de la mere
a été supplémentée en précurseurs AKG.

Ces premiers résultats lipochimiques sur les ratons nous indiquent que I’enrichissement en
AKG n’a pas eu d’impact sur la teneur en DHA et en DMA dans les cerveaux. Cependant, cette
supplémentation en AKG a induit un impact considérable sur le métabolisme des lipides dans
les différents tissus étudiés (foie, plasma et ceeur).

Les prochaines étapes vont consister a mettre en place les outils pour étudier plus
spécifiquement le métabolisme des étherlipides, entre AKG alimentaire et plasmalogenes

membranaires.
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