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INTRODUCTION

L’association diabéte et grossesse est une situation gestationnelle fréquente qui constitue
un vrai probleme de santé publique dans de nombreux pays a travers le monde. C’est une
grossesse a tres haut risque en raison des complications maternelles et feetales qui lui sont
inhérentes, et qui peuvent mettre en jeu le pronostic materno-feetal aussi bien fonctionnel
que vital (Maged et al., 2016). Le diabéte gestationnel est connu depuis longtemps et il est
bien caractérisé actuellement (Olmos Coelho, 2014). Il a été décrit la premiere fois en
1823 par le physicien allemand Heinrich Bennewitz, qui a observé 1’association de
différents symptdmes comme la soif et la polyurie chez la femme enceinte. Il a considéré
que ce type de diabeéte fait partie des changements métaboliques de la grossesse parce que
ces symptémes ainsi que la glycosurie disparaissent aprés 1’accouchement. Dans les
années 1940 et 1950, des études publiées montrent qu’une hyperglycémie liée a la
grossesse constitue un risque considérable pour 1’état de santé de la femme enceinte et
augmente le taux de mortalité feetale. En 1954, un chercheur belge Hoet a publié une
étude appelée « le métabolisme des carbohydrates durant la grossesse » et il a introduit le
terme de diabéte méta gestationnel. Le terme moderne de diabete gestationnel a été utilise
par O'Sullivan en 1961, ce qui désigne «l’intolérance au glucose de la
grossesse» (O'Sullivan, 1961).

En ce qui concerne I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le diabete gestationnel
est un trouble de la tolérance glucidique conduisant a une hyperglycémie de gravité
variable, survenant ou diagnostiqué pour la premiere fois pendant la grossesse, quel que
soit le traitement nécessaire et I’évolution aprés 1’accouchement (WHO, 2012). Cette
définition englobe en fait deux entités différentes qu’il convient de distinguer :

— un diabéte patent, le plus souvent de type 2, préexistant a la grossesse et découvert
seulement a I'occasion de celle-ci, et qui persistera apres I'accouchement.

— une anomalie de la tolérance glucidique réellement apparue en cours de grossesse, et
disparaissant, au moins temporairement, dans le post-partum.

Cette définition regroupe des affections de gravité variable selon le niveau de la glycémie,
ainsi que des complications de gravité différente. Le diabéte gestationnel est en fait une
maladie fréquente. II existe actuellement une forte augmentation de I’incidence du diabete
qui fluctue généralement entre 2 et 6 % au niveau mondial, mais peut étre trés variable
selon les populations et les tests de diagnostic utilisés (WHO, 2012). En France par
exemple la prévalence du diabete gestationnel est de 6.1% (Kong et al., 2015). Les
données canadiennes indiguent que 6,50% des femmes avaient un diabéte de la grossesse

(Ferrara, 2007). Cette hétérogénéité de la population concernée et I'absence de consensus
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sur les criteres de diagnostic expliquent en partie les estimations variables de la
prévalence a travers le monde. En Algérie, la prévalence du diabete gestationnel est
estimée entre 2 et 5% mais peut étre plus élevée dans certaines populations a risque
(Lamri et al., 2014). Cette fourchette de prévalence est liée d’une part a I’hétérogénéité
des populations étudiées mais aussi au type de test de dépistage réalisé. Quoi qu’il en soit,
cette prévalence est en forte augmentation notamment chez la femme jeune, en lien avec
une augmentation du poids et de la sédentarité.

A ce jour, il n’existe pas de recommandations internationales concernant le dépistage du
diabete gestationnel. Plusieurs études ont démontré qu’il existait une corrélation entre des
niveaux de glycémie élevée et la survenue de complications pendant la grossesse ou
I’accouchement. Un dépistage précoce et une prise en charge pluridisciplinaire du diabéte
gestationnel réduiraient les complications encourues par la mére et I’enfant telles que la
macrosomie, la dystocie des épaules et les troubles métaboliques (WHO, 2012).

Si tous les auteurs sont d’accord sur la nécessité du dépistage du diabéte gestationnel ainsi
que celle d’un suivi strict et d’une prise en charge de toute grossesse diabétique, de
nombreuses controverses persistent encore sur le sujet, notamment en ce qui concerne les
modalités de dépistage et les criteres du diagnostic du diabete gestationnel.

Toutefois, le pronostic de ces grossesses a été considérablement amélioré grace aux
progrées thérapeutiques acquis ces vingt dernieres années.

Selon les derniéres recommandations du College National des Gynécologues et
Obstétriciens Francais (CNGOF), en 1’absence de facteurs de risque, le bénéfice et le
rapport colt/efficacité du dépistage restent a évaluer (CNGOF, 2010). Il n’y a donc pas
d’arguments suffisants pour recommander un dépistage systématique en l'absence de
facteurs de risque. Le dépistage du diabéte gestationnel est recommandé en présence d’au
moins un des critéres suivants: age maternel supérieur ou égal a 35 ans, IMC supérieur ou
égal a 25 kg/m2, antécédents familiaux au ler degré de diabéte de type 2, antécédents
personnels de diabéte gestationnel ou d’enfant macrosome (WHO, 2012).

Les évidences indiquent que la résistance a I’insuline, I’inflammation et le stress oxydant
semblent étroitement liés a I’anomalie métabolique associée au diabéte gestationnel et
impliqués dans la résistance a I’insuline (Kim et al., 2010 ; Oliviera et al., 2012).

Dans les systemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et la destruction par des systéemes de défenses
antioxydants. Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la

structure et le métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles comme les
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protéines, lipides et acides nucléiques. Les radicaux libres sont une forme particuliére
d’especes chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un électron célibataire. La
formation de radicaux libres est trés importante au cours du diabéte gestationnel et est a
I’origine des complications au cours de la grossesse et méme apres I’accouchement (Xu et
al., 2014). 1l est bien démontré que le diabéte chez la mére entrainent des altérations du
métabolisme des lipides et des glucides (Kheirat et al., 2013). Cette pathologie est aussi
caractérisée par une augmentation de l'activité des radicaux libres et une réduction des
défenses antioxydantes, marquant ainsi un stress oxydatif évident (Orhan et al., 2003;
Kheirat et al., 2013). La corrélation entre stress oxydatif et hyperglycémie est bien connue
dans le domaine des complications dégenératives et peut avoir des conséquences néfastes
sur le développement feetal (Alberti-Fidanza et al., 2002). De plus, étant donné que le
feetus est entiérement dépendent de l'apport de nutriment provenant de I'organisme
maternel, toute modification du métabolisme de la mére entraine une altération du
métabolisme foetal.

Le diabéte est aussi associé a un dysfonctionnement du systéme immunitaire dont les
effets délétéres sur l'organisme en développement ne sont pas & negliger (Schober et al.,
2014). Certaines études ont prouvé ’existence d’anomalies immunitaires au cours du
diabete gestationnel, marquées par une prolifération anormale des lymphocytes et une
sécrétion altérée de cytokines indiquant un état inflammatoire dont les effets déléteres sur
I'organisme en développement ne sont pas a négliger (Ategbo et al., 2006 ; Khan et al.,
2006).

L’alimentation est un facteur environnemental majeur, modifiable, pouvant avoir une
action sur le développement feetale. Les études réalisées au sujet des micronutriments et
de leurs réles potentiellement bénéfiques pendant la grossesse sont de plus en plus
fréquentes (Fall et al., 2003 ; Ford et al.,, 2008 ; Musumeci et al., 2015). Il existe
actuellement une forte pression médiatique en faveur de la supplémentation en acides gras
poly insaturés (Picone et al., 2009 ; Innis et al., 2013 ; Loomans et al., 2014 ; Valenzuela
et al., 2014). L'influence des acides gras polyinsaturés (AGPI) sur le métabolisme des
lipides et des lipoprotéines, ainsi que leur réle immunomodulateur sont a l'origine de
nombreux travaux ces derniéres années. Les AGPI n-3 par exemple posseédent des
propriétés immunosuppressives et des effets favorables sur le métabolisme des glucides et
peuvent donc étre utilisés dans la prévention et le traitement du diabéte (Khan et al.,
2006).
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Malgré l'existence de travaux sur le statut immunologique maternel lors des grossesses
compliquées de diabete gestationnel et son impact sur celui du feetus et malgré la présence
de certains résultats expérimentaux sur les effets bénéfiques des AGPI, aucune étude n'est
encore spécifiqguement réalisée sur les meres diabétiques et leurs nouveau-nés. De
nombreuses études sont donc encore a mettre en place afin d’élucider les effets bénéfiques
des AGPI au cours du diabéte gestationnel.

D’un autre c6té, la vitamine E est une vitamine liposoluble d’origine végétale constituée
de huit composés structurellement apparentés et agit comme un antioxydant classique qui
piége les radicaux libres. Les données obtenues chez les sujets diabétiques semblent
indiquer que la vitamine E pourrait avoir un effet protecteur contre les anomalies
métaboliques associées au diabete (Mayer-Davis et al., 2002; Manning et al., 2004;
Ble-Castillo et al., 2005). Cependant, ses effets au cours du diabéte gestationnel restent a
élucider.

Mon travail de thése de doctorat s’inscrit dans ce contexte qui vise a évaluer les effets des
acides gras essentiels et de la vitamine E pendant la grossesse et leurs roles correcteurs
des anomalies immunologiques au cours des grossesses compliquées d’un diabéte
gestationnel. Par conséquent, les modifications du métabolisme et celles du statut
oxydant/antioxydant sont étudiées chez la mére atteinte de diabete gestationnel et chez
son nouveau-né. L'utilisation d'un modeéle d’étude in vitro, les lymphocytes T isolés a
partir du sang maternel et feetal et incubés en présence de différentes huiles (huile de lin,
olive, nigelle) ou en présence de la vitamine E, permettra d'éclaircir les effets bénéfiques
de ces nutriments, notamment immuno-modulateurs, antioxydants et anti-inflammatoires

au cours du diabéte gestationnel.
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1. Grossesse et diabéte gestationnel

1.1. Définition et épidémiologie

Le diabéte gestationnel est défini par I’organisation mondiale de la santé comme
étant un trouble de la tolérance glucidique conduisant a une hyperglycémie de sévérité
variable. Ce trouble est mis en évidence pour la premiére fois pendant la grossesse
quels que soient le traitement nécessaire et/ou 1’évolution dans le post partum (OMS,
2013).

Selon la FID, en 2013, 16,8 % des enfants nés vivants, ont une mere ayant développé
une forme quelconque d’hyperglycémie durant leur grossesse (FID, 2013).

La prévalence du diabéte gestationnel dans le monde varie entre 2 et 22% selon les
ethnies et stratégies de dépistages utilisés (Figure 1) (Galtier, 2010).

En Algérie, la prévalence du diabete gestationnel varie entre 2 a 5% des femmes
enceintes (Fortas, 2012 ; Lamri etal., 2014).

1.2. Modifications physiologiques et physiopathologiques de la grossesse

1.2.1. Métabolisme du glucose pendant la grossesse

Le glucose est le principal nutriment acheminé au feetus par l'intermédiaire du
placenta (Vambergue, 2011). La grossesse s'accompagne de modifications
métaboliques glucidiques afin de répondre aux besoins énergétiques du foetus.
Pendant la grossesse, il se crée un état diabétogéne, une insulinorésistance s’installe et

s’amplifie tout au long du troisiéme trimestre (Vambergue, 2011).

1.2.2. Physiopathologie du Diabéte gestationnel

Le diabete gestationnel (DG) est la conséquence d’un défaut d’adaptation a I’insulino-
résistance qui s’installe physiologiquement au cours de la grossesse (Valle et al.,
2011). Ce défaut d’adaptation est provoqué par une réponse insulinique insuffisante a
une charge glucidique ou par une résistance excessive a I’action de I’insuline, ou par
les deux phénoménes a la fois. L’insulinorésistance résulte d'un effet «anti-
insulinique» des hormones produites par le placenta comme la HPL (human placental
lactogene) ou d’une altération du transport de glucose suite a une réduction du
nombre de GLUT4 et une diminution de la phosphorylation de la tyrosine de la sous-
unité B du récepteur a I’insuline (Beucher et al., 2010)
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Figure 1 : Prévalence de ’hyperglycémie pendant la grossesse (FID, 2013)
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1.3. Facteurs de risque

Les facteurs de risque du diabéte gestationnel sont: 1’age maternel (> 30 ou 35 ans), le
surpoids maternel avant la grossesse (BMI > 25 kg/m2), la prise de poids excessive
pendant la grossesse, 1’origine ethnique (origine indienne et asiatique, notamment
chinoise ; le risque chez les races noires et hispaniques est plus controversé), les
antécédents familiaux de diabete, les antécédents de diabéte gestationnel ou de

macrosomie, les antécédents d’hypertension artérielle (Jacqueminet, 2010).

1.4. Complications du diabete gestationnel

1.4.1. Acourtterme

Le diabete gestationnel est associé a un risque accru d’hypertension artérielle
gravidique et de pré-éclampsie chez la mére (Riceet al., 2016). Chez le nouveau nes,
¢tant donné que 1’insuline est une hormone anabolisante et un facteur essentiel de la
croissance feetale, le diabete gestationnel est associé souvent a une augmentation du
poids de naissance supérieur a 4 kg appelé macrosomie (Mitanchez, 2010).

1.4.2. Alongterme

Le risque majeur du diabéte gestationnel est de développer un diabete de type 2 aprés
I’accouchement. En effet, un antécédent de diabete gestationnel multiplie le risque
d’avoir ce type de diabéte (Burguet, 2010).

Le diabéte maternel augmente également le risque de l'obésité chez la descendance et
la tendance a développer un syndrome métabolique durant I'enfance et I'adolescence
(Burguet, 2010).

1.5.Dépistage du diabéte gestationnel

1.5.1. Test O'Sullivan

Le test de dépistage O'Sullivan consiste a doser la glycémie veineuse une heure apres
ingestion de 50 g de glucose, que la femme soit a jeun ou non. Le dépistage était
considéré comme positif si la glycémie était supérieure a 7,8 mmol/L. En cas de
dépistage positif, il était nécessaire de réaliser un test diagnostique qui reposait sur
une étude HGPO, Une charge de 100g de glucose était donnée a la patiente puis la
glycémie est mesurée a jeun, a 1heure, a 2 heures et a 3 heures apres le debut du test.
Les valeurs seuils étaient respectivement 5.3mmol/L, 10.1mmol/L, 8.6mmol/L et
7.8mmol/L. Le test était positif si au moins deux des valeurs précitées étaient
dépassées (Vinokuroff, 2013) (Figure 2).
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Figure 2 : Deépistage du diabéte gestationnel (Vinokuroff, 2013)
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2. Stress oxydatif et diabete gestationnel

2.1.Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre entre la production des
radicaux libres (especes pro-oxydantes) et la capacité du corps a neutraliser et a
réparer les dommages oxydatifs par des systemes de défense anti-oxydantes (Datta et
al., 2015 ; Kozlik et al., 2015).

2.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques possédant un électron célibataire sur
leur couche périphérique, ls ont une forte tendance & participer dans des réactions en
chaine qui peuvent endommager plusieurs molécules (Jones, 2008). Cette propriété
rend les radicaux libres aptes a réagir avec différentes molécules, dont les composés
cellulaires: lipides, protéines et acides nucléiques (Shieh et al., 2010). Les radicaux
libres incluent deux types de molécules réactives : les radicaux libres de I’oxygéne
(ROS ou ERO) qui comprennent des dérives radicalaires comme 1’anion superoxyde
(O2¢-) ou le radical hydroxyle (OHe) (Tableau 1) mais aussi certains dérives
oxygenés non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogeéne (H202) (Ayaz etal., 2015 ; Lietal., 2015). Les espéces azotées actives
(RNS) sont définies comme un sous groupe d’oxydants dérivés de I’oxyde nitrique ou

monoxyde d’azote (NO) (Figure 3) (Johns et al., 2015 ; Weidinger et Kozlov, 2015).

2.3.0rigines du stress oxydatif

Le stress oxydant a plusieurs origines. Les principales espéces réactives oxydantes
dérivées de D'oxygene et de 1’azote peuvent étre produites par le métabolisme
cellulaire normal tout comme pathologique ou par exposition environnementale.
Il peut provenir de 1'environnement comme 1’exposition prolongée au soleil, a 1'ozone,
tabagisme, consommation excessive d'alcool, contact avec des agents cancérigenes,
consommation de médicaments, pollution (Figure 4). Toutes ces situations génerent
un stress oxydant (Fisher-Wellman et Bloomer, 2009 ; Pace etal., 2015).

Par ailleurs, il est généralement accepté que le complexe Il mitochondrial est un
générateur important d’anion superoxyde dans la cellule (Figure 5) (Bouzid et al.,
2015).
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Tableau 1 : Les principales espéces réactives de I’oxygéne

Espéces réactives Réaction de formation Propriétés

Formé par la réduction mono C'est le radical le moins réactif

L'Anion Superoxyde | électrique de I'oxygéne: addition mais le précurseur des autres

. d'un seul électron ERO (Koechlin, 2006)
o2 Oy+16 —>O;
Produit a partir de I'anion La majeure partie de la
superoxyde, réaction catalysée par | toxicité de I'eau oxygenée
Le Peroxyde la superoxyde dismulase (Raccah, provient de sa capacité a
d'Hydrogéne (H202) | 2004) générer le radical hydroxyle
0,+0; — H,0, + 0, (OH°®) (Gardés-Albert et Jore,
2003)

Formé par la réaction de Fenton a _
partir d'H202 en présence de Le radical hydroxyle (°OH) est

_ métaux de transition: L'ion ferreux | I€ radical le plus avide
Le Radical Hydroxyle | 145t avec le peroxyde dhydrogene | d'électron et le plus dangereux

(OH-°) (Goudable et Favier, 1997) pour l'organisme (Gardes-
24 ] 3+ . | Albert et Jore, 2003)
H,0, + Fe 2—»OH" + Fe **+ OH

Le NO est formé a partir de I'un des | Le NO est un radical libre qui
deux atomes d'azote terminal du | est surtout réputé pour ses
groupement guanidine de la L- | propriétés physiologiques (agit
Le Monoxyde d'Azote | arginine, d'une part, et de I'oxygene | sur le tonus vasculaire)

(NO) moléculaire (02) d'autre part en | (Barouki, 2006)
présence de cofacteur: NADH, H+ ,
réaction catalysée par les NO
synthase (Nos) (Sabry et al., 1996)

En labsence d'une quantité | Tres réactif et sans doute

suffisante de cofacteurs ou de | responsable d'un stress

substrat  (arginine), les NOS | oxydant. Il engendre des

Le Peroxynitrite produisent de I'anion superoxyde | oxydations irréversibles et des
(ONO00-) (02-°) plutdét que du NOe, le | nitrations diverses (surtout des

superoxyde produit lie le NOe« pour | résidus tyrosines) (Massion et

former du Peroxynitrite (Massion et | Balligand, 2003)

Balligand, 2003)
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Figure 3 : Formation des radicaux libres (Afonso et al., 2007)
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Figure 4 : Principales sources des radicaux libres (Sovari et Dudley, 2012)
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2.4. Consequences du stress oxydatif

2.4.1. Oxydation des macromolécules

2.4.1.1. Acide désoxyribonucléique ou ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les radicaux libres. La guanine peut réagir avec
OHe pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui s’associera avec
I’adénine au lieu de s’apparier avec la cytosine, entrainant des mutations au sein de
I’ADN et conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le

déclenchement du cancer et le vieillissement (Ohnishi et al., 2015).

2.4.1.2. Oxydation des protéines

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des radicaux
libres. Les plus réactifs sont 1’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la
tyrosine. Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera I’oxydation de
certains résidus avec, pour conséquence, I’apparition de groupements carbonylés, et
des clivages de chaines peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines
(Wang et al., 2015). La plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer
des modifications fonctionnelles importantes (Peng et al., 2015 ; Rosa-Lima et al.,
2015).

2.4.1.3. Oxydation des lipides

L’oxydation des lipides ou peroxydation lipidique correspond a la détérioration
oxydative des doubles liaisons d’acides gras insaturés (AGI) (Figure 6) (Niki, 2014).
Il en résulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la
mort cellulaire. Les peroxydes continueront a s’oxyder et a se fragmenter en

aldéhydes (malondialdéhyde, 4-hydroxynonénal) (Sampath et al., 2010).

2.4.1.4.Oxydation des glucides

Par auto-oxydation, les sucres comme le glucose forment des composés dicarbonylés
(contenant deux C=0), dont les plus connus sont les glyoxal et les glycolaldéhydes,
qui pourront se lier a des protéines par réaction de Maillard et altérer les propriétés
chimiques de celles-ci (Park et Jae, 2012).

2.4.2. Deéfenses antioxydantes
L’organisme dispose d’un ensemble complexe de défenses antioxydantes, on

distingue deux sources : 1’une est apportée par 1’alimentation sous forme de fruits et

14
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Figure 6 : Peroxydation lipidique (Favier, 2003)
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legumes riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ;
I’autre est endogeéne et se compose d’enzymes (superoxydedismutase, glutathion
peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine,
albumine). A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et
le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Borut et Rok, 2014).

La répartition des antioxydants dans la cellule est donnée dans la Figure 7.Le
mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxification enzymatique est résumé dans
les Figures 8 ; 9 et 10.

Il est important de noter que dans les conditions physiologiques, la cellule présente un

équilibre de la balance oxydante / antioxydante (Figure 11).

2.5. Stress oxydatif au cours du diabete gestationnel

L’¢état d’hyperglycémie chronique du diabéte sucré conduit a un stress oxydant.
Plusieurs mécanismes semblent impliqués dans la genése de ce stress oxydant: auto-
oxydation du glucose, glycation des protéines, voie des polyols, surproduction de
radical superoxyde au niveau de la mitochondrie et de la NAD (P) H oxydase.
L’équilibre glycémique joue donc un rdle tres important dans la balance pro-
oxydants/anti-oxydants. Ce stress oxydant est impliqué dans la physiopathologie des

complications du diabéte (Figure 12).

2.5.1. Métabolisme du glucose et production des radicaux libres

On dénombre trois grands systemes générateurs de radicaux libres dépendant du

glucose:

X/

% L’auto-oxydation du glucose: En présence de fer, le glucose s’oxyde,
entrainant la génération d’ERO, mais aussi la production de la forme aldéhyde du
glucose, le glyoxal. Cette molécule se fixe rapidement sur les protéines dans
lesquelles apparait un résidu carboxyméthyl lysine (CML). Ce groupement capte
facilement le cuivre, ce qui provoque le déclenchement de réactions de type Fenton
avec production de radicaux libres et augmentation de la peroxydation lipidique Ce
mécanisme pourrait expliquer pourquoi le diabéte est souvent associé a des

complications cardio-vasculaires (Chong et al., 2007 ; Yan, 2014).
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Figure 7 : Répartition des principales défenses antioxydantes

dans la cellule (Favier, 2003)
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Figure 10 : Exemple de voies d’élimination des radicaux oxygénés par les
vitamines A, C, E (Aurousseau, 2002)

Vit A : vitamine A, vit C : vitamine C, vit E : vitamine E, ROOH : hydro peroxyde lipidique; ROO° :
radical peroxyle, X° : forme radicalaire des différents composés, GSH : glutathion réduit, GSSG :
glutathion oxydé.
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Figure 11 : Equilibre des couples redox intracellulaires (Vibetet al., 2008)

Les espéces réactives de 1’oxygéne sont 1’anion superoxyde (O, ), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), le
radical hydroxyle (HO®). Les enzymes anti-oxydantes sont : lasuperoxydedismutase (SOD), la catalase
(CAT), la glutathion peroxydase (GPx). Les enzymes de synthese ou de régénération du glutathion sont
la gamma glutamyl cystéine synthétase (YGCS), la glutathion synthétase (GSH Xase), la glutathion
réductase (GR), et la glucose 6 phosphate déshydrogénase (G6PD). Les produits de peroxydation
lipidique sont les hydroperoxydes lipidiques (ROOH), le malondialdéhyde, le 4- hydroxyhexenal
(4HHE).
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Figure 12 : Stress oxydant et diabéte (Pitocco et al., 2010)
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% La voie des polyols: En situation d’hyperglycémie, les voies de
phosphorylation du glucose dans la glycolyse, est inhibée en présence de fortes
concentrations de glucose (Figure 13). Le glucose, de ce fait, s’accumule dans les
tissus non insulinodépendants, et active la voie des polyols. La principale
conséquence de I’activation de cette voie est la modification du statut redox
intracellulaire résultant de la baisse des rapports de NADPH, H +/NADP+ et NAD+
INADH, H+.La modification du statut rédox peut altérer le fonctionnement de
nombreuses enzymes antioxydantes comme la glutathion-réductase, |’ascorbate-
réductase, et la NO-synthase qui utilisent le NADPH comme cofacteur (Bonnefont-
Rousselot, 2004).

% La formation des produits avancés de la glycation (AGE): Une des
conséquences essentielles de I’hyperglycémie est la glycosylation non enzymatique
ou glycation des protéines. Le glucose réagit selon une réaction non enzymatique avec
les groupements aminés des protéines, des acides nucléiques et lipidiques dans une
série d’étapes qui se traduisent par la formation de base de Schiff et des produits
d’Amadori et aboutit finalement a de gros polyméres, les AGE (Advanced Glycation
End Product) (Park et Jae, 2012).

% L’activation de la protéine kinase C(PKC) : L’hyperglycémie intracellulaire
entraine I’activation de la PKC, contribuant ainsi aux anomalies des flux sanguins

locaux, consécutives a la diminution de NOe et/ou la libération d’endothéline-1

(Kinoshita et al., 2008).

% L'épuisement des antioxydants sériques et cellulaires: Chez les patients
diabétiques, les concentrations de I'acide ascorbique au niveau du sang et les globules
blancs sont diminués d'une facon significative alors que les produits d'oxydation sont
a des concentrations trés élevés. L'acide urique et le Q10 sont réduits chez les
diabétiques (Moshe et al., 2000). L'élévation de la concentration des métaux de
transition comme celle du cuivre ou de fer joue un réle dans le stress oxydatif lié au
diabete car ils catalysent la réaction de formation des radicaux libres. D'autre part, il y
a une carence en zinc chez les diabétiques, d’ou réduction de l'activité de la SOD
(Dario et al., 2010).
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% La production de radicaux libres par la mitochondrie: La principale source
de production des EROs dans les états hyperglycémiques est la respiration
mitochondriale. En effet, il a ét¢é montré que 1’hyperglycémie favorise le gradient
électrochimique de la membrane interne mitochondriale suite a une activation des
donneurs d’électrons. Ceci induit en retour une forte production d’O2«— par la cellule

endothéliale. Ainsi, une augmentation des dommages de I’ADN (Brownlee, 2005).

2.5.2. Stress oxydatif, diabete et grossesse

La grossesse est un état physiologique qui s'accompagne d’une forte demande
énergétique et d’une exigence accrue en oxygene a 1’origine d’un stress oxydatif. Au
cours de la gestation, ’insulinorésistance est un phénoméne physiologique qui,
lorsqu’elle n’est pas « maitrisée », peut devenir pathologique, on parle alors de
diabéte gestationnel (DG) (Zhuang et al., 2014).

L’insulinorésistance est un état qui se caractérise par une réponse biologique
diminuée des tissus périphériques a la sécrétion d’insuline. La sensibilité a I’insuline
peut étre réduite dans de multiples conditions physiologiques dont la grossesse, ou, en
présence de pathologies comme le diabéte (Lianget al., 2016). Un lien trés étroit
existe entre stress oxydant, diabéte et DG, résultant d’une hyperproduction radicalaire
associée a I’hyperglycémie et a une diminution des défenses antioxydantes (Zhuang et
al., 2014).

Une augmentation de la concentration en insuline, en acide gras libres et/ou en
glucides augmente la production des ERO, induit un stress oxydant, et active les voies
métaboliques génératrices d’ERO, ce qui en retour aggrave a la fois ’action et la
sécrétion d’insuline, et, de ce fait, accélére I’installation du diabéte. Enfin, I’attaque
radicalaire modifie la transcription des transporteurs du glucose, et le taux de GLUT-1
est augmenté alors que le GLUT-4 est réduit. L’activation de la PKC par des ERO
pourrait aussi étre impliquée dans I’insulinorésistance. L’activation de la PKC
entraine une phosphorylation des résidus sérine/thréorine des IRS, qui conduit a
I’inactivation des récepteurs hormonaux inhibant ainsi la transmission du signal
insulinique et la capture cellulaire du glucose qui en découle. Au niveau des myotubes
L6, une inhibition du transport du glucose est observée apres exposition des cellules a

un stress oxydant (Justin et al., 2011).
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Au cours de cette derniére décennie, une controverse est née sur les risques associés a
des apports élevés en fer, en raison de son role pro-oxydant et du risque de diabéte
associé a une ferritinémie élevée. Une relation qui est également décrite dans

1’augmentation du risque de DG (Zhuang et al., 2014).

3. Defense immunitaire et stress oxydatif

L’inflammation est une source importante de radicaux oxygénés produits directement
par les cellules phagocytaires activées soumises a un phénomeéne appelé explosion
oxydative (Hozawa et al., 2007). Elle consiste en 1’activation du complexe de la
NADPH oxydase capable d’utiliser de I’oxygéne pour produire de grandes quantités
d’anion superoxyde dans la membrane cellulaire. D’autres cellules comme les
lymphocytes B possédent sur leur membrane des systemes NADPH oxydase
similaires produisant des radicaux en quantité plus faible comme médiateurs
intercellulaires. De plus, les cellules inflammatoires et immunes peuvent produire des
cytokines comme le TNFa qui est capable de faire produire des radicaux par la
mitochondrie des cellules cibles (Uchino et al., 2015).

Le burst oxydatif existe dans les leucocytes lorsque des entités oxydantes participent a
la défense de I’organisme. Dans les mécanismes de défense dirigés contre les
microorganismes, trois systémes enzymatiques ont été décrits:

* Le systeme NAD(P)H-Oxydase permettant aux cellules polynucléaires neutrophiles
et éosinophiles de produire des especes réactives telles que O2+-, H202, OHs et O2.
* La voie de la NO synthase qui est inductible par les cytokines pro inflammatoires et
certaines hormones vasoactives. Cette voie peut aboutir a la production de dérivés
oxydés de I’azote comme le NO+ qui est toxique pour les microorganismes. Les
réactions inflammatoires, qu’elles soient aigués ou chroniques, entrainent une forte
production de NO- et de NO2-.

* Le systéme peroxydase avec la myéloperoxydase (MPO) des polynucléaires
neutrophiles et la peroxydase spécifique des polynucléaires éosinophiles.

Ainsi, lors des réactions inflammatoires, il y a production des espéces précédemment
décrites, a savoir des EROs et des ERNs (Poljsak, 2011 ; Nerpin et al., 2012 ;
Rawdinet al., 2013).

3.1.Rdles de la myéloperoxydase
La myéloperoxydase MPO est une enzyme hémique présente dans les cellules

immunitaires possédant deux activités enzymatiques, a savoir une activité de
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peroxydase et une activité de chloration. Ces deux activités participent notamment a
la lutte contre les agents infectieux.Il se peut qu’il existe une relation entre les
phénoménes d’inflammation chronique et la production de NO+ par les PNN actives.
En effet, I’activité de peroxydase de la MPO entraine I’oxydation de 1’ion NO2 - en
NO2- en présence de H202 (Figure 14).

3.2.Défense immunitaire et diabéte gestationnel

Plusieurs études notent des altérations des cytokines inflammatoires lors du diabete
gestationnel (King, 2008).

Les cellules T peuvent étre classées sur la base de la production des cytokines en deux
principales populations, Thl et Th2. Les cellules Th1 sont responsables de I’immunité
a médiation cellulaire et par conséquent favorisent I’inflammation, alors que les
cellules Th2 diminuent les actions inflammatoires des cellules Thl (Figueroa-Vega et
al., 2015).

Les cellules Thl sécrétent IL-2, INF-y et TNF-B tandis que les cellules Th2 sécretent
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-13. Les cytokines Thl, principalement INF-y, jouent un
role pathogénique tandis que les cytokines Th2, principalement IL-4 et IL-10,
protégent du diabéte (Muller et al., 2002 ; Bao et al., 2015). Une corrélation positive a
été trouvée entre la résistance a I’insuline et les taux d’IL-6 circulants (Cieslak et al.,

2015).

4. Acides gras et diabéte gestationnel

4.1.Les différents types et fonction des acides gras

Les acides gras sont des lipides classés en deux catégories: les acides gras saturés et
insaturés, en fonction de leur structure biochimique, ¢’est-a-dire de la présence ou non
de doubles liaisons. Les acides gras « essentiels » sont polyinsaturés. 1ls sont dits
essentiels, car les précurseurs que sont 1’acide alpha-linolénique (ALA) et 1’acide
linoléique (LA) ne peuvent étre synthétisés par notre organisme. Leur apport par
I’alimentation est donc indispensable.

Les acides gras sont une source d’énergie, mais les acides gras essentiels présentent
des fonctions métaboliques diverses. lls régulent de multiples voies métaboliques en
modulant certains processus de signalisation intracellulaire, ainsi que I’expression de
génes cible via I’activation spécifique de facteurs de transcription. L’EPA et ses
métabolites par exemple ont des effets directs sur 1’inflammation et la réponse

immunitaire (Fritsche, 2015).
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4.2.Acides gras chez le feetus

Le statut en acides gras essentiels feetal, au cours de la grossesse, est lié a 1’age
gestationnel. La réserve globale en DHA du feetus est d’environ dix grammes et son
accumulation se fait principalement lors des dix dernieres semaines de grossesse. La
disponibilité feetale en acides gras polyinsaturés essentiels et en leurs dérives a
longues chaines est dépendante de 1’apport alimentaire maternel, mais aussi du
placenta et de nombreuses adaptations physiologiques et biochimiques pendant la
grossesse. Le placenta extrait de maniére sélective I’AA et le DHA de la circulation
maternelle a 1’aide de protéines de transport spécifiques avec une possibilité faible de
conversion des acides gras essentiels en AA et DHA. Il faut souligner que les enfants
prématurés ne bénéficient pas de ce stock de DHA observé chez les enfants a terme.
L’absence de réserve constituée au troisiéme trimestre s’ajoute a une immaturité

hépatique responsable d’une activité limitée de la désaturase jusqu’a la période du

sevrage (Odent, 2014 ; Mennitti et al., 2015).

4.3.Effets benéfiques des acides gras polyinsaturés

Par leur effet bénéfique sur le métabolisme, les acides gras essentiels pourraient
présenter un intérét chez les femmes ayant un diabete gestationnel. Comme cela a été
décrit chez le rat, des apports en DHA et EPA pourraient réduire la macrosomie et les
dyslipidémies induites par le DG. En effet, il a été montré que les apports maternels
conditionnent le métabolisme lipidique feetal et postnatal. Les acides gras
polyinsaturés en (AGPI n-6), en particulier ’acide arachidonique, via la production
de prostaglandines et de leucotriénes induisent des effets pro-inflammatoires. D’autre
part, il a été montré que les AGPI n-3 étaient des agents anti-inflammatoires et
immunosuppresseurs. Merzouk et Khan (2003) puis Yessoufou et al (2006) ont
démontré qu’un régime riche en AGPI n-3 (acide eicosapentaenoique et
docosahexaenoique), donné a des bébés obéses nés de rattes diabétiques, exerce des
effets métaboliques bénéfiques. Ce régime a significativement diminué I’incidence de
la macrosomie, a corrigé les anomalies du métabolisme lipidique et a restauré le statut
antioxydant altéré chez ces animaux. De plus, ce régime a augmenté la différentiation
des cellules ThO en un phénotype Th2 (effet protecteur) chez ces rats obeses
(Soulaimann-Mokhtari et al., 2005 ; Khan et al., 2006 ; Yessoufou et al., 2006 ;
Jones etal., 2014 ; Zhao et al., 2014).
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Globalement, les AGPI n-3 diminuent I’intensité de la réponse inflammatoire et
modulent le systeme immunitaire (Rees et al., 2006). Ces propriétés sont a 1’origine
de leur qualification d’immuno-nutriments, ayant un intérét en thérapeutique chez
I’Homme (Hasselmann et Reimund, 2004).

L’addition d’AGPI au milieu de culture des cellules immunitaires ou la
supplémentation des régimes alimentaires par des AGPI alterent divers parametres de
la réponse immunitaire, notamment la réponse proliférative des lymphocytes aux
mitogenes (Verlengia et al., 2004), la production des cytokines, 1‘activité des cellules
NK et 1‘expression des molécules de surface sur les lymphocytes T (Gonzélez et al.,
2013).

4.4. Composition en acides gras de Nigella sativa, Linum usitatissimum et Olea
europea

4.4.1.Nigella sativa (Cumin noir)
L’espéce Nigella sativa a ét¢é nommé d’aprés les graines noires caractéristiques
retrouvees dans la plupart des especes de Nigella. Le terme Latin « nigellus» est le
diminutif de« niger», qui signifie noir (Bonnier, 1990).
Les grecs nommaient Nigella sativa «melanthion », de « melas » qui veut dire noir et
« anthos » fleur, donc 1I’étymologie tire du méme attribut (Aljabre et al., 2005).
Selon la classification moléculaire et cladistique, la systématique phylogénétique
APG 111 version 2009, basée sur deux genes chloroplastiques et un gene nucléaire du
ribosome, I’espece Nigella sativa appartient aux Angiospermes, Dicotylédones vraies
ou Eudicotylédones, a I’ordre des Ranunculales, a la famille des Ranunculaceae et a
la sous-famille des Ranunculoideae (Figure 15) (The angiosperm phylogeny group,
2009).
L’huile des graines de nigelle a de nombreuses propriétés pharmacologiques et peut
étre considérée comme agent antioxydant, anti-inflammatoire, immunomodulateur,
anti tumoral, antidiabétique et elle joue un réle non négligeable dans les systémes
cardio-vasculaire et gastro-intestinal (Ghedira, 2006). Sa composition en acides gras
est donnée dans le Tableau 2.

4.4.2. Linum Usitatissimum (Lin cultivé)
Le lin (L. usitatissimum) est une plante herbacée annuelle dressée, dont les
ramifications s'élevent en forme de corymbe au-dessus de la tige. On cultive deux

types de L. usitatissimum : le lin oléagineux, dont la graine produit une huile, est une
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Linum

Classification o Nigella sativa Olea europaea
usitatissimum
Régne Plantae Plantae Plantae
Classe Magnoliopsida eudycotilédones Equisetopsida
Sous-classe Rosidae audicotarcaique Magnoliidae

Ordre Linales Ranunculales Lamiales
Famille Linaceae Ranunculaceae Oleaceae
Genre Linum Nigella Olea

Figure 15 : Description et taxonomie des trois espéces: Nigella sativa ; Linum
usitatissimum et Olea europea (Bonnier, 1990)
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Tableau 2 : Composition en acides gras et en vitamine E de I’huile de Nigelle, de

lin et d’olive

Huile de
lin
(Morin, 2015)

Huile de
Nigelle
(Nickavar et
al., 2003)

Huile
d’olive
(Lange et
Speight, 2005)

Teneur pour

(en g pour 100
g)

Teneur

(en g pour 100
9)

Teneur

(en g pour 100
9)

Acide gras saturé

acide
laurique
C12:0

0,01

0.6

0,001

Acide
myristique
C14:0

0,041

0,90

>0,01

Acide
palmitique
C16:0

6,047

11,9

11,29

Acide
heptadécanoique
C17:0

0,046

0,01

0,022

Acide stéarique
C18:0

3,428

2,22

1,953

Acide
arachidique
C20:0

0,146

0,14

0,414

Acide
béhénique
C22:0

0,068

0,02

0,129

Acide

lignocérique

0,078

1,08

>0,01
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C24:0
Acide
palmitoléique 0,01 0,1 1,255
Cl6:1
Acide gras mono- .
) ) Acide
insaturé
. heptadécénoique >0,01 - 0,125
(D_
Cl7:1
Acide oléique
18,115 23,58 71,269
C18:1
Acide gras poly- | Acide linoléique
insaturé C18:2 w6 15,553 59,34 9,762
®-6
Acide gras poly- Acide alpha-
insaturé linolénique 56,018 0,30 0,76
-3 C18:3 o3
Vitamine E 17,5 mg 0,016 mg 15,29 mg
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plante relativement courte a ramifications secondaires nombreuses, tandis que le lin
textile, dont la tige produit des fibres, est plus élevée et moins ramifiée (Figure 15)
(Bergfjord, 2010).

L’huile de lin est une huile végétale extraite des graines de lin oléagineux. Elle est
I’une des plus anciennes huiles commerciales, et le solvant d’huile de lin traité a été
utilisé pendant des siecles comme une huile de séchage de la peinture et de
vernissage. L’huile brute est utilisée comme astringent en lotion fongicide, insecticide
et a montré des propriétés insectifuges modérées (Kaithwas et Majumdar, 2010 ;
Abdel-Moneim et al., 2011), dans une étude portée sur des rats albinos males. Ces
auteurs ont évalué 1’effet de 1’huile de lin sur le stress oxydatif induit par I’acétate de
plomb ainsi que sa toxicité au niveau du foie, et ont montré que I’huile de lin réduit de
maniere significative les 1ésions hépatiques et I’inflammation et, évidemment, agit
comme un agent hépatoprotecteur. Plusieurs modeles animaux ont été utilisés dans
I’investigation des maladies chroniques qui menacent la santé publique dans plusieurs
pays tel que I’obésité, le diabete, I’hypertension...etc. (Carroll et al., 2004 ; Ruth et
al., 2008).

Des travaux récents ont montré que 1’huile de lin corrige les anomalies lipidiques et la
balance oxydante / antioxydante chez le rat obése et au cours du syndrome
métabolique (Ayad et al., 2013 ; Laissouf et al., 2013 ; Benaissa et al., 2015).

La composition en acides gras et en vitamines de 1’huile de lin est donnée dans le

Tableau 2 cité précédemment.

4.4.3. Olea europea (Olivier cultivé)
L’olivier est un arbre sempervirent (toujours vert). Il peut vivre plusieurs siecles. Il
est avant tout mediterranéen et résiste a la sécheresse et au froid (jusqu’a moins 15
degrés). Ses feuilles sont lancéolées et persistantes. Elles sont vert grisatre, coriaces a
bords révoluté. Ses fleurs s’épanouissent en petites grappes blanches. Chaque grappe
donnera un seul fruit. Son fruit ovoide, une drupe, 1’olive, est vert puis noir a maturité
compléte. L’espéce olea europea appartient au genre Olea, qui est constitué de 30
especes différentes comme le troene, le lilas, le fréne, le forsythia... Cette famille est
celle des oléacées, elle possede deux sous especes: olea europaea sylvestris : 1’olivier
sauvage ou oléastre poussant spontanément dans la garrigue et olea europaea sativa,

I’olivier cultivé (Rhizopoulou, 2007).
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Les propriétés de I’huile d’olive revient majoritairement a sa richesse en acide oléique
et en composés phénoliques (Tableau 2). Des études sur le cancer du coélon ont
montré que des extraits phénoliques d’huile d’olive semblaient réduire la capacité
d’adhésion des cellules cancéreuses, ce qui ralentirait la prolifération du cancer du
célon du sein ainsi qu’une forte activité antioxydante (Hashim et al., 2008 ;
Menendez et al., 2009 ; Garcia-Villalba et al., 2010 ; Sales-Campos et al., 2013 ;
Kalaiselvan et al., 2015 ; Venturini et al., 2015).
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1. Population étudiée
Notre étude porte sur des femmes enceintes venant accoucher au service de gynecologie
obstétrique de 1’Etablissement Hospitalier Spécialisé M¢re-Enfant du centre hospitalo-
universitaire de Tlemcen.
Quatre populations sont choisies et incluses dans ce travail :
e Femmes témoins en bonne santé, non obeéses, ne présentant aucune pathologie (n= 80).
e Les nouveau-nés en bonne santé de meres témoins ne presentant aucune pathologie
(n=80).
e Femmes diabétiques (n=40) atteintes de diabéte gestationnel diagnostiqué entre la
24°™ et |a 28°™ semaine d’aménorrhée.
e Les nouveau-nés de meres diabétiques (n=40).
Les critéres d’inclusion sont:
v' Les cas pathologiques recrutés et interrogés doivent étre de la méme région.
v’ Les grossesses sont a terme (>38 semaines).
Les femmes témoins sont sélectionnées en méme temps que les cas. Les criteres
d’inclusion pour les témoins sont:
v" Les femmes recrutées et interrogées doivent étre de la méme région.
v’ étre indemnes de toute pathologie.
v" Elles présentent des grossesses a terme (> 38 semaines).
v Les témoins sont de la méme tranche d’age que les diabétiques et elles ont un IMC
<25 kg /m?.

Les caracteéristiques de la population étudiée sont données dans le Tableau 3.

1.1. Questionnaire individuel
Les informations sont recueillies en s’appuyant sur un questionnaire de base complété par les
femmes sélectionnées. Le questionnaire a été développé, évalué et testé par des études
antérieures. Il a était administré de maniére standardisée aux femmes. Les informations
recueillies par le questionnaire de base comprenaient:

- Age; Taille ; Poids.

- Indice de Masse Corporelle (IMC : poids/ taille?, kg/m?).

- Tension artérielle ; Voie d’accouchement.

- Age gestationnel ; Nombre de parité ; Nombre de gestation.

- Anciennete du diabete (pour les femmes diabétiques).
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- Antécédents familiaux.
- Prise de contraceptifs oraux.

- Sexe et poids de naissance de leurs nouveau-nés.

1.2. Considérations éthiques

Toutes les femmes sélectionnées sont informées sur le but de 1’étude et leurs consentements
sont obtenus préalablement (Formulaire en Annexe).

Toutes les précautions visant le respect de I’anonymat et la confidentialité des informations

sont rigoureusement respectées.

2. Analyses biochimiques

2.1. Prélévements sanguins et Préparation des échantillons

Les prélevements sanguins se font le matin & jeun, au niveau de la veine du pli du coude chez
les femmes enceintes, au moment de 1’accouchement. Aprés délivrance et coupure du cordon
ombilical, le sang feetal est prélevé sur la veine ombilicale.

Le sang prélevé est recueilli a raison de 10 ml dans des tubes a EDTA, préalablement
étiquetés et numérotés pour chaque patiente. Les échantillons collectés sont centrifugés a
3000 tours/min pendant 15 min, a température ambiante pour séparer le plasma du culot
cellulaire.

Le plasma sert a la détermination des parametres biochimiques et des marqueurs du stress
oxydatif plasmatiques. Le culot restant est lavé avec 1’eau physiologique. Les érythrocytes
sont lysées par addition d’eau distillée glacée. Les débris cellulaires sont éliminés par
centrifugation a 4000 tours / min pendant 10 minutes. Le lysat érythrocytaire est ensuite
récupéré afin de doser les parameétres du statut oxydant / antioxydant intracellulaire.

Les dosages du glucose et de la vitamine C se font le jour méme du prélevement. Les
échantillons ont été stockés au congélateur pendant un temps trés court, ne dépassant pas un

mois, afin d’éviter la dégradation des protéines et des lipides.

2.2. Détermination des teneurs plasmatiques en glucose (Kit Sigma Compagny, St Louis,
MO, USA)

Le glucose plasmatique est déterminé par la méthode enzymatique et colorimétrique en

présence du glucose oxydase (GOD). Le glucose est oxydé en acide gluconique et peroxyde

d’hydrogéne. Ce dernier en présence de peroxydase et de phénol, oxyde un chromogene (le 4-

amino-antipyrine) incolore en couleur rouge a structure quinonéimine. La coloration obtenue
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est proportionnelle a la concentration en glucose présente dans 1’échantillon. La lecture se fait

a une longueur d’onde de 505 nm.

2.3. Détermination des teneurs plasmatiques en urée (Kit Prochima)

L’urée plasmatique est dosée par une méthode colorimétrique basée sur l’utilisation du
diacétyl monooxine et des ions Fe**. En présence d’ions Fe3+ et d’un réducteur, [’urée réagit
avec le diacétyl monooxine pour donner un complexe coloré en rose. La coloration obtenue
est proportionnelle a la quantité¢ d’urée présente dans I’échantillon. La lecture se fait a une

longueur d’onde de 525 nm.

2.4. Détermination des teneurs plasmatiques en créatinine (Kit Prochima)

La créatinine plasmatique est dosée par une méthode colorimétrique basée sur la réaction de
I’acide picrique avec la créatinine en milieu basique formant un complexe coloré en jaune

orange. L’intensité de la coloration est mesurée a une longueur d’onde de 530 nm.

2.5. Séparation des lipoprotéines plasmatiques

Les lipoprotéines totales sont isolées a partir du plasma par précipitation selon la méthode de
Burstein et al. (1970, 1989). A pH neutre, les poly-anions, en présence de cations divalents,
peuvent former des complexes insolubles avec les lipoprotéines (lipopoly-anions-cations).
Généralement, les poly-anions utilisés sont les sulfates (SO*), les polysaccharides (héparine)
et I’acide phosphotungstique, alors que les cations sont les Ca**, Mn®** et Mg®*. L’utilisation
du méme réactif de précipitation a différentes concentrations permet de précipiter
sélectivement les fractions de lipoprotéines ; et ainsi a concentration de plus en plus élevee, ce
réactif permet la séparation a partir du plasma, d’abord des VLDL, ensuite des LDL et en
dernier des HDL. Ce principe est analogue a celui de ['ultracentrifugation en gradient de
densité des lipoprotéines. En effet, lorsque la concentration du réactif varie, la densité du
milieu varie aussi et permet une précipitation sélective. Les lipoprotéines précipitées par
I’acide phosphotungstique et le MgCl, a différentes concentrations, sont par la suite
solubilisées gréce a une solution de solubilisation contenant du tampon citrate trisodique et
NaCl.
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Parameétres Témoins Diabétiques
Nombre 80 40

Age (anneées) 27,35+ 4,93 28,25+ 3,01
IMC (Kg/m?) 22,80 + 2,32 21,14+ 1,70
Parité 3+1 2+1

Age Gestationnel (semaines) | 38,40 + 0,50 38,50 +£ 0,40

Poids de naissance (g) 3445 + 390 3980 + 350
Score Apgar 9,20+0,30 8,70+ 0,50

Rapport M/F 40/ 40 23/ 17

Chaque valeur représente la moyenne + écart type ou le nombre.
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2.6. Détermination des teneurs en cholestérol (Kit Sigma Compagny, St Louis, MO,
USA)

Le cholestérol du plasma et des lipoprotéines est dose par une méthode colorimétrique
enzymatique. Les esters de cholestérol sont hydrolysés par la cholestérol ester hydrolase en
cholestérol libre et acides gras. Le cholestérol libre produit et celui préexistant est oxydé par
une enzyme cholestérol oxydase en A* cholesterone et peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier en
présence de peroxydase, oxyde le chromogéne en un composé coloré en rouge. La
concentration en quinoneimine colorée mesurée a 510 nm est directement proportionnelle a la

quantité de cholestérol contenu dans 1’échantillon.

2.7. Détermination des teneurs en triglycérides (Kit Sigma Compagny, St Louis, MO,
USA)

Les triglycérides sont dosés par une méthode colorimétriqgue enzymatique au niveau du

plasma et des lipoprotéines. Les triglycérides sont hydrolysés par une lipase en glycérol et en

acides gras. Aprés phosphorylation et oxydation du glycérol, la réaction aboutit au peroxyde

d’hydrogéne. L'indicateur est la quinoneimine formée a partir de peroxyde d'hydrogeéne, le 4-

amino-antipyrine et du 4-chlorophenol sous l'action catalytique de la peroxydase. La

concentration en triglycérides est déterminée a une longueur d’onde de 505 nm.

2.8. Détermination des protéines totales (Kit Quimica Clinica Aplicada S.A, Espagne)

Les protéines totales plasmatiques sont dosées par la méthode colorimétrique de Biuret. En
milieu alcalin, les protéines se combinent aux sels de cuivre pour former un complexe bleu
violet.

L’absorption du complexe est mesurée a 540 nm. L’intensité de la couleur formée est

proportionnelle & la concentration en protéines dans 1’échantillon testé.

2.9. Hémogramme

Les héemogrammes sont déterminés sur un automate de type compteur électronique de
particules (hematology auto-analyzer Sysmex KX-21N). Les parameétres étudiés sont les
parametres érythrocytaires: numeération erythrocytaire, hémoglobine, hématocrite, volume
globulaire moyen (VGM), concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH),
teneur globulaire moyenne en hémoglobine (TGMH); numération plaquettaire et les
parametres leucocytaires: numération leucocytaire, formule sanguine (polynucleaires ;

lymphocytes; monocytes). Pour les formules sanguines, un frottis sanguin coloré au
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May-Griinwald Giemsa est aussi préparé et est observé au microscope et la formule
recomptée manuellement.

Le dosage de I’hémoglobine glyquée Hb Alc est réalisé par la chromatographie d’échanges
d’ions (Kit Fortress Diagnostics, UK). Le principe est fonde sur le fait que la charge nette de
I’hémoglobine glyquée sur l'extrémité N-terminale des chaines f est plus négative que celle
de I'HbA totale, a pH neutre. L’hémolyse des globules rouges est réalisée a PH acide, puis
I’hémolysat est déposé sur une mini-colonne remplie de résines chargées négativement.
L’utilisation de tampons différents permet de séparer un premier ¢éluat contenant Hb Ala+b,
puis un deuxieme éluat contenant Hb Alc et un dernier contenant Hb AO. Le pourcentage de
ces différentes fractions est déterminé par mesure spectrophotométrique a une longueur
d’onde de 415 nm.

2.10. Détermination du statut oxydant / antioxydant

2.10.1. Dosage du Malondialdéhyde (Draper et Hadley, 1990)

Le malondialdéhyde (MDA) érythrocytaire représente le marqueur le plus utilisé en
peroxydation lipidique, notamment par la simplicité et la sensibilité de la méthode de dosage.
Apres traitement par I’acide a chaud, les aldéhydes réagissent avec 1’acide thiobarbiturique
(TBA) pour former un produit de condensation chromogénique consistant en 2 molécules de
TBA et une molécule de MDA. L’absorption intense de ce chromogene se fait a une longueur
d’onde de 532 nm.

La concentration du MDA est calculée en utilisant le coefficient d’extinction du complexe

MDA-TBA (¢ = 1,56 x 10° mol™ .l.cm™ & 532 nm).

2.10.2. Dosage des protéines carbonylées (Levine et al., 1990)

Les protéines carbonylées érythrocytaires, marqueurs de I'oxydation protéique, sont mesurées par
la réaction au 2-4 dinitrophénylhydrazine (DNPH) qui aboutit a la formation de la dinitrophényl
hydrazone colorée.

Les concentrations erythrocytaires en protéines carbonylées (PC) sont determinées par lecture
a des longueurs d'onde de 350 et 375 nm. Les concentrations en PC, analysées sur le lysat

sont calculées en utilisant le coefficient d'extinction des PC (¢ =21,5 mmol™. I. cm™).
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2.10.3. Dosage de la vitamine C (Jacota et Dani, 1982)

La vitamine C plasmatique est dosée en utilisant le réactif de Folin et une gamme étalon
d’acide ascorbique. Aprés précipitation des protéines plasmatiques par 1’acide
trichloroacétique (TCA) et centrifugation, le surnageant est incubé en présence du réactif de
coloration folin ciocalteau dilué. La vitamine C présente dans le plasma réduit le réactif de
folin donnant une coloration jaune. L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a
la concentration en vitamine C a une longueur d'onde de 769 nm présente dans 1’échantillon.
La concentration est déterminée a partir de la courbe étalon obtenu grace a une solution

d’acide ascorbique.

2.10.4. Dosage du Glutathion réduit (GSH) (Ellman, 1959)

Le dosage du glutathion réduit (GSH) érythrocytaire est réalisé par la méthode colorimétrique
par le réactif d’Ellman (DTNB). La réaction consiste a couper la molécule d’acide 5,5
dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libére 1’acide thionitrobenzoique
(TNB).

L’acide thionitrobenzoique (TNB) a pH (8-9) alcalin présente une absorbance a 412 nm avec

un coefficient d’extinction égal a 13,6 mM™.cm™.

2.10.5. Détermination de D’activité enzymatique antioxydante de la catalase (CAT ; EC
1.11.1.6) (Aebi, 1974)

Cette activité enzymatique est mesurée dans le lysat érythrocytaire par analyse
spectrophotométrique du taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogene. En présence de
la catalase, la décomposition du peroxyde d’hydrogene conduit a une diminution de
’absorption de la solution de H,0, en fonction du temps.

Apres incubation, les concentrations du H,O, (substrat de I’enzyme) restant sont déterminées
a partir d’'une gamme étalon de H,0,. La lecture se fait a 420 nm. L’activité de la catalase est

exprimée en Unité/ ml ou en Unité/mg de protéine.

2.10.6. Dosage du monoxyde d’azote érythrocytaire (Guevara et al., 1998)

La formation du monoxyde d’azote (NO) est évaluée de maniére indirecte par la
détermination des concentrations de nitrites (NO) et de nitrates (NOs’), qui constituent les
produits de dégradation oxydative du NO. En effet, le NO réagit rapidement avec des

molécules telles que I'oxygene ou I'anion superoxyde pour donner des nitrites et des nitrates.
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La technique utilisée pour doser les nitrites (et les nitrates aprés réduction) est la réaction de
Griess qui représente une réaction de diazotation en deux étapes: les nitrites forment un sel de
diazonium avec l'acide sulfanilique qui est ensuite couplé avec une amine (N-naphtyléthyléne
diamine) pour donner un colorant azoique qui absorbe a 540 nm. L'échantillon déprotéinisé
est incubé a 37 °C avec l'acide sulfanilique dissous dans HCI puis avec la N-naphtyléthyléne
diamine. La déprotéinisation est réalisée par le sulfate de zinc. La réaction de Griess permet
uniquement la mesure des nitrites. Les nitrates devront donc étre préalablement réduits en
nitrites pour étre quantifiés. La transformation des nitrates en nitrites est basée sur une
réaction de réduction par le cadmium sous forme de granules, régénérés a l'aide d'une solution
de CuSO, dans un tampon glycine-NaOH (pH 9,7). La concentration ainsi mesurée représente
la somme des nitrites et des nitrates. Les concentrations en NO sont calculées en utilisant le

coefficient d’extinction molaire: &= 38. 10°. M™*.cm™.

2.10.7. Dosage de I’anion superoxyde érythrocytaire (Auclair et al., 1985)
La méthode est basée sur la réduction du nitro blue tetrazolium (NBT) en monoformazon en

présence des radicaux superoxydes. La couleur jaune obtenue est mesurée a 550 nm.

2.10.8. Détermination du pouvoir antioxydant total du plasma (ORAC) (Blache et Prost,
1992)

Le pouvoir antioxydant total du plasma, c’est a dire sa capacité a absorber les radicaux
oxygenes libres (ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity) est estimé par la capacité des
hématies a résister a I’hémolyse induite par les radicaux libres in vitro en présence du plasma.
Cette méthode est basée sur le suivi en fonction du temps de ’hémolyse des globules rouges
induite par un géneérateur de radicaux libres.

Il s’agit de soumettre une suspension d’hématies a une agression radicalaire dans des
conditions strictement contr6lées et standardisées. Tous les systemes enzymatiques et
chimiques de 1’échantillon se mobilisent pour protéger I’intégrité des cellules jusqu’a leur
lyse. Ainsi I’hémolyse se fait graduellement en fonction du temps. La mesure, toutes les dix
minutes, de 1’augmentation de 1’absorbance a 450 nm permet de suivre la cinétique de
I’hémolyse.

L’addition d’une quantité déterminée d’un antioxydant, vitamine E (Trolox) ou vitamine C
(acide ascorbique) permet de neutraliser une quantité de radicaux libres dans le milieu

d’incubation et permet donc la protection des globules rouges contre 1’attaque des radicaux
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libres et I’hémolyse. La courbe de cinétique de lyse des globules rouges est donc déviée et un
décalage de la courbe est observe en fonction du temps.

Le plasma contient plusieurs systemes de defenses antioxydantes et permet ainsi la protection
des globules rouges contre 1’attaque radicalaire. En présence du plasma, un décalage de la
courbe de la cinétique d’hémolyse des globules rouges est aussi observé. Le pouvoir
antioxydant total du plasma représente donc la capacité du plasma a neutraliser les radicaux
libres générés in vitro et donc a freiner I’hémolyse des globules rouges attaquées, donc
indirectement, ralentir ’augmentation de la densité optique a 450 nm.

Afin de permettre une quantification de ce pouvoir antioxydant total, 1’utilisation des
antioxydants purifiés (Trolox, vitamine C) a concentrations connues permet 1’étalonnage.
L’hémolyse est donc suivie dans un intervalle de temps allant de 2 a 6 heures. Les densités
optiques (DO0) sont lues toutes les dix minutes a 450 nm.

L’ORAC de chaque échantillon est calculé par la formule suivante :

1U ORAC =Y (DOgjanc- DOgtaton) / Nnombre DO.

ORACechantition = [2, (DOglanc — DOgchanition) /nombre DO] / [, (DOglanc- DOktaton) / NOMbre
DO] x 1 U ORAC.

Blanc = incubation de globules rouges avec le générateur de radicaux libres

Etalon= Trolox (1uM) ou vitamine C (2uM).

3. Etude invitro

3.1.  Choix des huiles et du modéle d’étude in vitro

Pour notre étude, nous avons choisi de tester des huiles riches en acides gras mono insaturés
(n-9) ou en acides gras polyinsaturés (n-3) et (n-6) présentes dans notre région: 1’huile de
nigelle, I’huile d’olive et I’huile de lin. La composition de ces trois huiles est donnée dans le
Tableau 4.

Une solution meére de chaque huile & 10 mM TG est préalablement préparée dans de 1’éthanol
absolu et est gardée a -20°C jusqu'a utilisation. A partir de chaque solution mére, une solution
a 300 uM TG est utilisée pour les différentes incubations.

Pour étudier les effets de ces 3 huiles (lin, nigelle et olive) in vitro, nous avons travaillé sur un
modéle de cellules humaines d’origine lymphocytaire extraites du sang total prélevé des
femmes enceintes diabétiques ou témoins ainsi que de leurs nouveau-nés. Le suivi in vitro de
la prolifération des lymphocytes est un test simple largement utilisé pour apprécier la réponse

immune.
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Tableau 4 : Composition des huiles utilisées

Huile de lin Huile d’olive Huile de nigelle

AGS (%) 9 15 15

AGMI (%) 18 60 28

C18:2 n-6 (%) 14 22 55

C18:3 n-3 (%) 57 1 1

C20:4 n-6 (%) 2 2 1

Tocophérol (mg/kQg) 570 288 361
Caroténoides (mg/Kg) |8 - 100

La composition en acides gras est réalisée par CPG au laboratoire UPRES lipides, Faculté des
sciences Gabriel, Université de Bourgogne, Dijon, France. Les teneurs en vitamines sont

déterminées par HPLC (Dijon, France).
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3.2.  Isolement des lymphocytes

L’isolement des lymphocytes se fait a partir d’un prélévement sanguin réalisé au niveau de la
veine du pli du coude de la mére au moment de I’accouchement et au niveau du cordon
ombilical. Le sang prélevé est recueilli dans des tubes héparinés. Un gradient d’Histopaque
(Sigma) est utilisé afin de récolter les lymphocytes aprés centrifugation. L’histopaque, dont la
densité est de 1,075, permet 1’agrégation des hématies. La migration différentielle durant la
centrifugation résulte en la formation de différentes couches contenant les différents types de
cellules sanguines. Ainsi, les globules rouges et les granulocytes sédimentent complétement et
se retrouvent dans le culot. Les lymphocytes ayant une densité inférieure a celle d’histopaque
(Tableau 5) se trouvent a I’interface entre 1’histopaque et le plasma aprés centrifugation.

Ils sont par contre contaminés par d’autres cellules a sédimentation lente (Monocytes,
plaquettes) (Figurel6). Les lymphocytes sont récupérés de I’interface puis sont lavés pour
éliminer les contaminants (Histopaque, plasma, plaquettes,...). Le lavage se fait avec une
solution saline équilibrée.

Aprés mélange et centrifugation, le surnageant est éliminé. Le lavage est recommencé deux
fois, et les lymphocytes isolés sont préts a I’emploi.

Les lymphocytes lavés sont par la suite remis en suspension dans 400pl de milieu de culture
RPMI 1640.

Afin de tester la viabilité des cellules isolées, 50ul de cette suspension cellulaire sont prélevés
dans un tube sec et sont mélangés a 50ul d’une solution de bleu de trypan 0,4 % et 50ul de
milieu RPMI 1640. La numération cellulaire est effectuée sur une chambre quadrillée
«Cellule de Malassez ». Par la suite, la suspension cellulaire est ajustée a une concentration de

4.10° cellules/ml.

3.3. Test de transformation lymphoblastique (TTL)

Le TTL permet d’étudier la prolifération in vitro des lymphocytes T stimulés par des agents
mitogeénes spécifiques. La Concanavaline A (Con A, Sigma, St. Louis, MO, USA), mitogéne
specifique des cellules T est utilisee a une concentration finale de 5 pg/ml. Les cultures sont
réalisées sur des plaques ELISA de 96 puits a fond plat (Nunc- Elisa).

Les lymphocytes sont mis en culture (4x10° cellules/puit) dans le milieu RPMI 1640 au quel
sont ajoutés le tampon HEPES (25 mM), 10% sérum du veau foetal, L - Glutamine (2mM), 2-
mercaptoethanol (5x10°M), pénicilline (100 UI/ml) et streptomycine (100 pg/ml) en présence
ou en absence de la Con A (5 pg/ml).
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Tableau 5 : Taille et densité des cellules sanguines

Taille (uM) Densité _ o )
Vitesse de sédimentation
+ A
Globules rouges 7 (6.5-7.5)
1.098 (1.098-1.105)
. _ 12 (12-15)
Eosinophiles 1.091 (1.087-1.096)
Neutrophiles 12 (12-15)
1.088 (1.082-1.097)
Basophiles 9.5 (9-10)
1.078 (1.074-1.082)
Monocytes 15 (15-20)
1.071 (1.065-1.075)
9 (8-10)
Lymphocytes 1.063 (1.057-1.067)
Plaquettes 2-3 1.040 -
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Figure 16 : Méthode d’isolement et purification des lymphocytes
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Les essais sont réalisés en triples. Afin de déterminer les effets des huiles sur la prolifération
in vitro des lymphocytes, les cellules sont mises en culture en présence des trois huiles (lin,
olive, nigelle) a une concentration finale de 30 uM TG. Les plagues sont ensuite mises a
incuber 48 heures & 37°C, 5% de CO2.

A la fin de I’incubation, les cellules sont prélevées dans une nouvelle plaque Elisa 96 puits.
Les puits sont lavés avec le milieu RPMI 1640 afin de récupérer I’ensemble des cellules.

La détermination de la prolifération lymphocytaire se fait par comptage des cellules (cellule
de malassez), confirmée par la méthode du MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tétrazolium bromide] et le dosage des protéines.

Une prise aliquote des suspensions cellulaires est centrifugée a 6000 tours/min pendant 5

minutes. Le surnageant est récupéré pour le dosage des interleukines IL-2, IL-4, et INFy.

3.3.1.Comptage des lymphocytes
Le comptage des lymphocytes se fait a ’aide de la cellule de Malassez. Le principe est basé
sur le décompte au microscope optique des cellules aprés coloration au bleu de Trypan,

contenues dans un volume de suspension cellulaire déterminé et a dilution connue.

3.3.2.Détermination de la prolifération lymphocytaire par la méthode du MTT

La méthode du MTT est une méthode colorimétrique basée sur la capacité des enzymes
mitochondriales (succinate déshydrogénase) dans les cellules vivantes de transformer les sels
de tétrazolium (couleur jaune) en produits insolubles de formazan (couleur bleue violacée).

La concentration de Formazan obtenue est directement proportionnelle au nombre de cellules
présentes dans la suspension cellulaire. Cette technique permet de mesurer la viabilité et la
prolifération lymphocytaire, et les résultats sont paralleles a ceux obtenus par la méthode de
référence utilisant la thymidine radioactive incorporée dans I’ADN (Mosmann, 1983). La
solution de MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tétrazolium bromide] (Sigma,
USA) est préparée a une concentration de 5 mg/ml dans le tampon phosphate (PBS, PH 7.5),
filtrée puis conservée a 4° C a I’abri de la lumiére.

A la fin des incubations et aprés récolte des cellules, une prise aliquote de la suspension
cellulaire est de nouveau incubée en presence du MTT (5 mg/ml) a 37° C, 5% CO2 pendant 3
heures. L addition du HCL 0,04M dans I’isopropanol permet la dissolution des cristaux bleus
Formazan. La lecture des densités optiques se fait au spectrophotométre a 630 nm. L’indice

de stimulation (IS) est calculé :
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IS= (densité optique des cellules stimulées/ densité optique des cellules non stimulées) x100
(Moussa et al., 2000).

NB : Cellules stimulées: cellules prelevées des puits aprés les incubations en présence de
I’agent mitogene.

Cellules non stimulées: cellules provenant de la suspension cellulaire initiale avant

incubation, ou cellules incubées sans 1’agent mitogéne.

3.3.3.Dosage des protéines (Lowry et al., 1951)

Aprés incubation, récolte des suspensions cellulaires et centrifugation a 6000 tours/min
pendant 5 minute, le tampon de lyse (NaOH 0,5 N) est ajouté au culot cellulaire. Apres
mélange et centrifugation a 6000 tours/min pendant 5 minutes, le surnageant est prélevé pour
le dosage des protéines totales.

La méthode de Lowry combine une réaction au biuret et une réaction au réactif de Folin-
Ciocalteu. En effet, les protéines réagissent d’abord avec un réactif cuivrique alcalin, puis
avec un second réactif de Folin (mélange de tungstate de sodium et du molbydate de sodium).
Le Folin réagit spécifiguement avec les acides aminés aromatiques, conduisant & la formation
d’un complexe coloré bleu foncé dont I’absorbance est mesuré¢ a 650 nm. Pour la gamme
étalon, I’albumine sérique bovine (SBA) est utilisée comme standard (SIGMA chemical

company, Saint Louis, MO).

3.4. Dosage des Interleukines

3.4.1. Dosage des Interleukines 2 (I1L-2)

Le dosage des interleukines 2 (IL-2) se fait selon le protocole du kit ELISA (RD System,
Oxford, UK) pour IL2. Le principe est basé sur I’utilisation de deux anticorps : un anticorps
monoclonal anti-IL-2 et un polyclonal conjugué a la biotine. Un revétement d’anticorps
monoclonal anti- IL-2 est administré dans les micropuits de la plaque ELISA. L’IL-2 présente
dans D’échantillon ou le standard, se lie aux anticorps absorbés dans les micropuits.
L’anticorps anti- 1L2 polyclonal conjugué a la biotine est ajouté et se lie & IL2 capturée par le

premier anticorps. L’anti- IL2 conjugué a la biotine non lié est enlevé pendant 1’étape de
lavage. La streptavidine-HRP est ajoutée et se lie a 1’anti- IL2 conjugué a la biotine. Pour
I’incubation suivante, la streptavidine-HRP non lié est enlevé durant le lavage, et la solution
de substrat réagissant avec le HRP est ajoutée aux puits. Un produit coloré est formé

proportionnellement a la quantité des L2 présents dans 1’échantillon. La réaction est terminée
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par 1’addition d’acide et 1’absorbance est mesurée a 450 nm. Une courbe étalon est préparée a
partir du standard IL-2 fourni par le Kit de dosage.

3.4.2. Dosage des Interleukines 4 (1L-4)
Le principe du dosage des interleukines 4 (IL-4) repose sur I’utilisation d’un anticorps
monoclonal anti-IL-4 et un polyclonal anti- IL-4 conjugué a la biotine. La technique utilisée
est comparable a celle du dosage des IL-2. La gamme étalon est préparée a partir d’un
standard IL-4 (R D System, Oxford, UK).

3.5. Détermination des marqueurs du stress oxydatif au niveau des lymphocytes

3.5.1. Détermination des taux en Glutathion réduit des lymphocytes

Les taux en Glutathion réduit (GSH) sont mesurés par une méthode colorimétrique suivant le
protocole du Kit BIOXYTECH GSH-400 (OXIS International, Inc., Portland, OR, USA). Les
lymphocytes sont suspendus dans 1’acide métaphosphorique (5%, P/V). Aprées centrifugation
a 3000g pendant 10 min, le surnageant est mélangé au tampon phosphate de potassium
contenant I’acide diethylene triamine, Penta-acétique et le lubrol ( pH 7,8). Le chromogéne
est par la suite ajouté dans le milieu réactionnel. Le mélange est incubé a 25°c pendant 10min
a I’abri de la lumiére. La lecture se fait a 400 nm. Les concentrations en GSH sont obtenues
grace a un courbe étalon préparé avec le GSH standard.

3.5.2. Détermination de D’activité de la Superoxide dismutase des lymphocytes (SOD;
EC 1.15.1.1)

L’activité de I’enzyme SOD est mesurée selon la méthode d’Elstner et al. (1983) apres lyse
des lymphocytes. Le principe est basé sur la réaction chimique qui génere 1’ion superoxyde
(02-) a partir de 1’oxygéne moléculaire en présence d’EDTA, de MnCI2 et du
mercaptoéthanol.

L’oxydation du NADPH est liée a la disponibilité des ions superoxyde dans le milieu. Dés
que la SOD est ajoutée dans le milieu réactionnel, elle entraine I’inhibition de 1’oxydation du
NADPH. La lecture se fait a 540 nm, apres incubation de 20 min. L’activité de la SOD est
exprimée en Unité/ml ou Unité /mg de protéine.

3.5.3. Détermination de I’activité de la Catalase des lymphocytes (CAT ; EC 1.11.1.6)
Cette activité enzymatique est mesurée dans le lysat lymphocytaire par analyse

spectrophotométrique du taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogene (Aebi, 1974).
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3.5.4. Teneurs en malondialdehyde (MDA) des lymphocytes
Le MDA est dosé au niveau du lysat lymphocytaire en utilisant 1’acide thiobarbiturique selon
la méthode de Draper et Hadley (1990).

3.5.5. Teneurs en Protéines Carbonylées des lymphocytes
Les protéines carbonylées sont mesurées dans le lysat lymphocytaire par la réaction au 2,4-

dinitrophénylhydrazine selon la méthode de Levine et al. (1990).

3.6. Détermination de la composition en acides gras des membranes des lymphocytes
Aprés incubation, récolte des suspensions cellulaires et centrifugation a 6000 tours/min
pendant 5 minute, le tampon de lyse (NaOH 0,5 N) est ajouté au culot cellulaire. Apres
mélange et centrifugation a 6000 tours/min pendant 5 minutes, le culot, constitué des
membranes lymphocytaires, est prélevé pour la composition en acides gras.

L’extraction lipidique se faita partirdu culot membranaire par un mélange
méthanol/chloroforme/NaCL (2M) (1/1/0,9 ; v /viv), selon la méthode de Bligh et Dyer
(1959). Une quantité déterminée d’étalon interne (acide heptadécanoique 17 :0, C17H3,0; ) est
ajoutée. Apres extraction, les acides gras sont saponifiés avec NaOH méthanolique 0,5N,
mélangés au vortex et chauffés a 80°C pendant 15 min. La réaction est arrétée par un choc
thermique en mettant les tubes dans de la glace. Les acides gras sont par la suite méthylés en
ajoutant le BF3 méthanol (Bromotrifluorométhanol a 14%) (Slover et Lanza, 1979). Aprés
mélange au vortex, les tubes sont fermés sous azote, etuvés & 80°C pendant 20 min. La
réaction est arrétée par un choc thermique. Le NaCL saturé (35%) et I’hexane sont ensuite
ajoutés aux tubes. Apres passage au vortex, deux phases se forment. La phase supérieure est
prélevée pour I’injection dans le chromatographe.

L’analyse se fait par la CPG (chromatographie en phase gazeuse ; Becker instruments,
downersgrove, IL) ; la colonne capillaire (Applied Sciences Labs, State college, PA) est en
pyrex de 50 m de longueur et 0,3 mm de diamétre interne, remplie avec du carbowax 20m
(Spiral-RD, Couternon, France). Le chromatographe est équipé d’un injecteur de type ROS et
d’un détecteur a ionisation de flamme relié a un intégrateur- calculateur Enica 21 (DELSI
instruments, Suresnes, France). L’identification des acides gras est réalisée par comparaison
de leur temps de rétention avec ceux des standards d’acides gras (Nucheck-prep, Elysiam,
MN, USA). La surface des pics d’acides gras est proportionnelle a leur quantité; elle est
calculée a I’aide d’un intégrateur. Les résultats sont donnés sous forme de pourcentage

d’acides gras totaux.
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4. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. L'analyse statistique est
effectuée en utilisant le logiciel STATISTICA (version 4.1, Statsoft, Paris, France). La
comparaison entre deux groupes (diabéte versus témoin) est réalisée par le test «t» de
Student. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est
complétée par le test de la différence significative minimale (LSD, least significant
difference) afin de classer et comparer les moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées

par des lettres différentes (a, b, c,...) sont significativement différentes.
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1. Parameétres biochimiques chez les méres et les nouveau-nés

1.1. Teneurs plasmatiques en glucose et en protéines totales chez les meres et leurs
nouveau-nés (Figure 17 ; Tableau Al en annexes)

Les teneurs plasmatiques en glucose sont augmentées significativement chez les meéres
atteintes de diabete gestationnel comparées aux valeurs obtenues chez les meres témoins.
Aucune différence significative entre le groupe témoin et diabétique n’est notée concernant
les teneurs plasmatiques en protéines totales. Chez les nouveau-nés de meres diabétiques,
aucune différence significative n’est observée concernant les teneurs plasmatiques en glucose

et en protéines totales par rapport a celles des nouveau-nés de meres témoins.

1.2. Teneurs plasmatiques en cholestérol, triglycérides, HDL—cholestérol et LDL-
cholestérol chez les meres et leurs nouveau-nés (Figures 18 et 19 ; Tableau Al en
annexes)

Les teneurs plasmatiques en cholestérol et en triglycérides ne varient pas significativement
entre les deux groupes de meéres ainsi qu’entre leurs nouveau-nés. Les teneurs en HDL et
LDL- cholestérol sont aussi similaires chez les meres diabétiques et témoins, et chez leurs

nouveau-nés.

1.3. Teneurs plasmatiques en urée, créatinine et acide urique chez les méres et leurs
nouveau-nés (Figure 20 ; Tableau Al en annexes)

Aucune variation significative concernant les teneurs plasmatiques en urée, créatinine et
acide urique n’est notée chez les meéres diabétiques comparées aux meres témoins ainsi

qu’entre leurs nouveau-nés.

2. Statut oxydant / antioxydant chez les méres et les nouveau-nés

2.1. Pouvoir antioxydant total chez les meres et leurs nouveau-nés (Figure 21 ; Tableau
A2 en annexes)

Le pouvoir antioxydant total, nommé ORAC, est significativement faible chez les méres
diabétiques et chez leurs nouveau-nés comparés aux valeurs obtenues chez les méres témoins

et leurs nouveau-nés.
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Figure 17. Teneurs plasmatiques en glucose et en protéines totales chez les méres et leurs
nouveau-neés.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes entre les deux

groupes de méres et de nouveau-nés est effectuée par le test « t » de Student :

Meres diabétiques ou leurs nouveau-nés comparés aux meres ou nouveau-s témoins:

** P < 0,001
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Figure 18 : Teneurs plasmatiques en cholestérol et en triglycérides chez les méres et
leurs nouveau-nés.
Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes entre les deux
groupes de méres ou de nouveau-nés est effectuée par le test « t » de student.

NB : aucune différence significative.
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Figure 19 : Teneurs plasmatiques en LDL et HDL-cholestérol chez les meres et leurs
nouveau-nés.
Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes entre les deux
groupes de méres ou de nouveau-nés est effectuée par le test « t » de student :
NB : aucune différence significative.
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Figure 20 : Teneurs plasmatiques en urée, créatinine et acide urique chez les méres et
leurs nouveau-nés.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes entre les deux
groupes de méres ou de nouveau-nés est effectuée par le test « t » de student:
NB : aucune différence significative.
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Figure 21 : Pouvoir antioxydant total du plasma chez les meres et leurs nouveau-nés
Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes entre les deux
groupes de méres ou de nouveau-nés est effectuée par le test « t » de student.

Meéres diabétiques ou leurs nouveau-nés comparés aux meres Ou nouveau-nés témoins:
*P<0,01;**P<0,001.
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2.2. Teneurs plasmatiques en vitamine C chez les méres et leurs nouveau-nés (Figure 22
et Tableau A2 en annexes)

On remarque une diminution significative des teneurs plasmatiques en vitamine C chez les
meéres diabétiques comparées aux meres témoins. Cependant, chez leurs nouveau-nés, les

teneurs plasmatiques en vitamine C sont similaires a celles des nouveau-nés témoins.

2.3. Teneurs érythrocytaires en glutathion réduit et en activité de la catalase chez les
meres et leurs nouveau-nés (Figure 22 et Tableau A2 en annexes)

Les activités érythrocytaires de la catalase montrent une diminution hautement significative
chez les méres diabétiques et leurs nouveau-nés compares a leurs témoins respectifs.

Chez les meres diabétiques et leurs nouveau-nés, les teneurs érythrocytaires en glutathion

réduit montrent une diminution significative comparés a leurs témoins respectifs.

2.4. Teneurs érythrocytaires en malondialdéhyde et en protéines carbonylées chez les
meres et leurs nouveau-nés (Figure 23 et Tableau A2 en annexes)

Chez les meres diabétiques et leurs nouveau-nés, une augmentation hautement significative
est notée concernant les taux érythrocytaires en malondialdéhyde comparés au groupe témoin.
Une augmentation hautement significative des teneurs érythrocytaires en protéines
carbonylées est aussi notée chez les meres diabétiques et leurs nouveau-nés par rapport aux

témoins respectifs.

2.5. Teneurs érythrocytaires en anion superoxyde et en monoxyde d’azote chez les méres
et leurs nouveau-nés (Figure 24 et Tableau A2 en annexes)

Les teneurs érythrocytaires en anion superoxyde sont significativement augmentées chez les
meéres diabétiques comparées aux témoins. Chez les nouveau-nés, une augmentation
significative est aussi notée chez le groupe né des meéres diabétiques par rapport aux nouveau-
nés témoins.

En ce qui concerne le monoxyde d’azote, aucune différence significative n’a ét¢ marquée

chez les méres diabétiques et leurs nouveau-nés comparés a leurs témoins respectifs.
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Figure 22 : Statut antioxydant chez les méres et leurs nouveau-nés
Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes entre les deux
groupes de meres ou entre les deux groupes de nouveau-nés est effectuée par le test « t » de student :
Meéres diabétiques ou leurs nouveau-nés comparés aux meres Ou nouveau-nés témoins
*P<0,01;**P<0,001.
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Figure 23 : Statut oxydant chez les meres et leurs nouveau-nés
Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. MDA : malondialdéhyde ; PCAR : protéines
carbonylées. La comparaison des moyennes entre les deux groupes de meres ou entre les deux groupes
de nouveau-nés est effectuée par le test «t» de student:
Méres diabétiques ou nouveau-nés comparées aux meres Ou nouveau-nés témoins
*P<0,01;**P<0,001.
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Figure 24 : Teneurs érythrocytaires en monoxyde d’azote (NO) et en anion superoxyde
(O27) chez les meéres et leurs nouveau-nés
Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes entre les deux
groupes de meres ou entre les deux groupes de nouveau-nés est effectuée par le test « t » de student :

Meéres diabétiques ou nouveau-nés comparées aux meres ou nouveau-nés témoins: ** P < 0,001.
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3. Formule de la numération sanguine chez les méres et leurs nouveau-nés (Tableau 6)
Aucune différence significative n’est notée entre les groupes témoins et diabétiques
concernant le nombre de globules blancs, globules rouges, plaquettes et monocytes ainsi que
les taux en 1’hémoglobine.

Une augmentation hautement significative du taux de I’hémoglobine glyquée (Hb Alc) est
constatée chez les femmes enceintes diabétiques ainsi que chez leurs nouveau-nés comparés
aux témoins respectifs.

Chez les méres diabétiques ainsi que leurs nouveau-nés, une augmentation significative du
nombre de polynucléaires ainsi qu’une diminution du nombre de lymphocytes sont notées en

comparaison avec les valeurs obtenues chez les témoins.

4. Effets des différentes huiles sur la fonction lymphocytaire in vitro

4.1. Effets des différentes huiles sur la prolifération des lymphocytes in vitro

La prolifération lymphocytaire en présence d’agent mitogene, la Concanavaline A (Con A),
est représentée sous forme de I’indice de prolifération en présence ou en absence des huiles
(’huile de lin, I’huile de nigelle, I’huile d’olive) (Figure 25; Tableau A3 en annexes).

La prolifération des lymphocytes montre une diminution significative chez le groupe
diabétique comparé au groupe témoin en présence de la Con A, d’insuline, d’huile de nigelle,
d’huile d’olive et de vitamine E. Par contre, aucune différence significative entre les deux
groupes n’est remarquée en présence de I’huile de lin.

La présence de I’insuline, de I’huile de nigelle et de vitamine E dans le milieu de culture
potentialise 1’effet de la Con A et stimule la prolifération lymphocytaire chez le groupe
témoin et le groupe diabétique. Par contre, I’huile de lin provoque une réduction de la
prolifération cellulaire alors que I’huile d’olive n’a aucun effet.

Les variations entrainées par les huiles et la vitamine E sont similaires chez le groupe témoin
et le groupe diabétique. De plus, les lymphocytes des nouveau-nés répondent de la méme

facon que ceux des meres.
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Tableau 6 : Hémogramme chez les méres et leurs nouveau-nés

Hémogramme Groupe témoin Groupe diabétique

Meéres Nouveau-nes | Meres Nouveau-nes
Globules blancs (10°/ mm?®) 7,97 £1,56 14,36 £ 1,90 8,53+1,01 16,59 + 2,28
Globules rouges (10% mm®) | 4,44 +0,43 4,25+ 0,38 413+0,49 | 4,36+0,29
Plaquettes (10°/mmd) 282,70 £52,11 | 290,41 +£ 43,81 | 219 £53,34 238 + 49,73
Hémoglobine (g/dL) 12,01+0,88 13,40+0,96 11,64+1,22 12,55+0,85
Hb Alc (%) 4,43+0,25 2,71+0,48 7,11+0,42** | 4,35+£0,37**
Monocytes (%) 5,12 £1,67 4,37+1,25 6,07+1,47 5,7610,96
Lymphocytes (%) 25,47 £4,98 34,62+3,66 14,942,38** | 23,77+5,09*
Polynucléaires (%) 66,99+3,39 60,70+2,60 78,55+3,01* | 66,27+3,32*

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. CCMH : Concentration corpusculaire
moyenne en hémoglobine ; TCMH : Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine ;
VGM: Volume globulaire moyen. La comparaison des moyennes entre les méres témoins et
les meres diabétiques, et entre les nouveau-nés témoins et les nouveau-nés de meres

diabétiques, est réalisée par le test t de student:

*P<0,01;** P<0,001.
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Figure 25 : Effets des différentes huiles sur la prolifération des lymphocytes in vitro

Les cellules sont incubées en présence de la ConA, insuline, huile de lin, huile de nigelle, huile d’olive
ou vitamine E pendant 48 h. Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET. Les multiples
comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de LSD afin de
déterminer les différences significatives.

* indique différence significative entre le groupe diabétique et le groupe témoin:
*P<0,01;**P<0,001.

a,b,c....... indiquent des différences significatives entre les différentes incubations dans le méme
groupe : P <0,05.
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4. 2. Effets des différentes huiles sur la sécrétion des cytokines

La sécrétion des interleukines IL2 par les lymphocytes du groupe témoin (mere et nouveau-
né) et du group diabétique est modulée significativement par la présence des huiles et de la
vitamine E dans le milieu d’incubation (Figure 26, Tableau A4 en annexes).

La secrétion des IL2 par les lymphocytes des méres diabétiques et de leurs nouveau-nés est
significativement réduite comparée a celle des lymphocytes des méres témoins et leurs
nouveau-nés, et ceci se produit en présence de 1’agent mitogéne Con A, de I’insuline, de
I’huile de nigelle et de I’huile d’olive. Par contre, en présence de I’huile de lin aucune
différence significative n’est observée entre les deux groupes.

De plus, en présence d’insuline, d’huile de nigelle et de la vitamine E, le taux de sécrétion des
IL2 est augmenté significativement comparé a celui en présence de la Con A seule, variation
observée aussi bien chez les témoins que chez les diabétiques. Au contraire, ’huile de lin
induit une réduction de la sécrétion des IL2 alors que I’huile d’olive n’a aucun effet.

La sécrétion des interleukines 1L4 par les lymphocytes du groupe témoin et diabétique ne
présente pas de variations significatives en présence des huiles et de la vitamine E (Figure
10). Cette cytokine est cependant affectée par la présence de I’insuline dans le milieu de
culture. En effet, I’insuline induit une augmentation de la sécrétion des IL4 aussi bien chez les
meéres diabétiques et leurs nouveau-nés que chez les meres témoins et leurs nouveau-nés.
L’effet est plus marqué chez les méres diabétiques.

Chez les méres diabétiques et chez les méres témoins, le rapport Th1/Th2 représenté par le
rapport IL2/1L4 est augmenté significativement en présence de I’huile de nigelle ainsi qu’en
présence de la vitamine E par rapport a I’incubation en présence de la Con A seule (Tableau
7). L’insuline et I’huile de lin induisent une réduction de ce rapport, alors que 1’huile d’olive
n’a aucun effet. Les mémes variations sont notées chez les nouveau-nés des deux groupes.

Le rapport IL2/1L4 est significativement réduit chez les diabétiques comparés aux témoins.

4.3. Effets des différentes huiles sur le statut Redox lymphocytaire

4.3.1. Effets des différentes huiles sur les teneurs en glutathion réduit (GSH) des
lymphocytes (Figure 27 ; Tableau A5 en annexes)

Le taux de GSH lymphocytaire est diminué d’une maniére significative en présence de la Con A
seule et de I’insuline chez les femmes diabétiques et leurs nouveau-nés comparés aux femmes
témoins et leurs nouveau-nés. En présence de la vitamine E seulement les méres diabétiques

présentent une augmentation des teneurs lymphocytaires en GSH comparés aux meres témoins.

67



IL-2 (Pg/mL)

IL-4 (Pg/mL)

RESULTATS ET INTERPRETATION

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

300

250

200

150

100

50

ConA

a H Meres témoins

H Meéres diabétiques

i Nouveau-nés
témoins

H Nouveau-nés des

Meres diabétiques

Con A+ Insuline Con A + huile de lin  Con A + Nhuile de Nigelle Con A + huile d'olive Con A + Vitamine E

Con A Con A + Insuline Con A + huile de lin  Con A + Nhuile de Nigelle Con A + huile d'olive Con A + Vitamine E

Figure 26: Effets des différentes huiles sur la sécrétion des cytokines par les
lymphocytes

Les cellules sont incubées en présence de la Con A, insuline, huile de lin, huile de nigelle, huile
d’olive ou vitamine E pendant 48 h. Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes = ET. Les
multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de
LSD afin de déterminer les différences significatives.

* indique différence significative entre le groupe diabétique et le groupe témoin:
* P< 0,01; ** P<0,001. a, b, c....... indiquent des différences significatives entre les différentes
incubations dans le méme groupe : P <0,05.
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Tableau 7 : Rapports Th1/Th2 (IL-2/1L-4) en présence des différentes huiles

Cytokines Groupe témoin Groupe diabétique

Meéres Nouveau- nés | Meres Nouveau- nés
IL-2/1L-4
Con A 61,91+8,14" 43,32+4,97% | 38,7546,13 **” | 33,7145,73*°
Con A + Insuline 27,26+ 3,68° 24,90+3,22°¢ 10,93+2,80* ¢ 20,56+3,19°¢
Con A + Huile de lin 35,76+2,39 ¢ 30,57+2,40°" 31,49+£3,05°¢ 27,83+3,93"
Con A + Huile de nigelle | 82,18+ 6,34° 47,22+6,48° 61,46+ 4,12*° 41,09+4,11°
Con A + Huile d’olive 58,21+ 3,63° 39,51+ 5,36° 37,05+ 3,23*° 33,35+ 5,32°
Con A + Vitamine E 80,56+ 8,88° 43,70+ 4,22° 63,40+ 5,83** 39,40+ 5,79°

Les cellules sont incubées en présence de la Con A, insuline, huile de lin, huile de nigelle,
huile d’olive ou vitamine E pendant 48 h. Les résultats sont exprimés sous forme de
moyennes £ ET. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse
est complétée par le test de LSD afin de déterminer les différences significatives.

* indique différence significative entre le groupe diabétique et le groupe témoin: * P< 0,01 ;
** P<0,001.

a, b,c....... indiquent des différences significatives entre les différentes incubations dans le
méme groupe : P < 0,05.
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Figure 27 : Effets des différentes huiles sur les taux en glutathion réduit (GSH)
lymphocytaire

Les cellules sont incubées en présence de la Con A, insuline, huile de lin, huile de nigelle, huile
d’olive ou vitamine E pendant 48 h. Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET. Les
multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de
LSD afin de déterminer les différences significatives.

* indique différence significative entre le groupe diabétique et le groupe témoin:
*P<0,01; ** P<0,001.

a, b, c....... indiquent des différences significatives entre les différentes incubations dans le

méme groupe : P < 0,05.
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Aucune différence significative n’est marquée en présence de I’huile de lin, I’huile d’olive et de
Nigelle entre les deux groupes étudiés.
L’insuline et la vitamine E induisent une augmentation des taux de GSH lymphocytaire chez les

deux groupes étudiés, meres et nouveau-nes.

4.3.2. Effets des différentes huiles sur les teneurs en malondialdéhyde (MDA) et en
protéines carbonylées des lymphocytes (Figure 28 ; Tableau A5 en annexes)

Les teneurs en MDA lymphocytaires augmentent significativement chez le groupe diabétique en
présence de Con A, insuline et vitamine E

Tandis que la présence de I’insuline induit une augmentation des taux de MDA lymphocytaire ; la
vitamine E et les huiles provoquent une diminution des teneurs en MDA au niveau des
lymphocytes comparés aux autres incubations, chez les deux groupes étudiés.

Une augmentation significative des teneurs en protéines carbonylées est marquée chez les
lymphocytes des femmes diabétiques en présence de la Con A, de I’insuline, et de la vitamine E
comparés aux lymphocytes des femmes témoins tandis qu’aucune différence n’est notée en
présence des différentes huiles utilisé dans les incubations. La présence de l’insuline dans le
milieu de culture induit une augmentation des teneurs en protéines carbonylés lymphocytaires
chez le groupe témoin et le groupe diabétique respectivement. Cependant, en présence des huiles
et de la vitamine E, les teneurs en protéines carbonylés lymphocytaires sont réduites dans les deux

groupes.

4.3.3. Activités de la Superoxide dismutase (SOD) et de la Catalase des lymphocytes en
présence des différentes huiles (Figure 29 ; Tableau A5 en annexes)

L’activité de la catalase lymphocytaire est diminuée significativement chez les méres diabétiques
et chez leurs nouveau-nés, en présence de la Con A et de l'insuline mais augmentée
significativement en présence de la vitamine E comparée aux valeurs témoins. Cette activité ne
présente aucune variation significative en présence d’huile de lin, d’huile de nigelle et d’huile
d’olive entre le groupe diabétique et témoin.

Chez les témoins et les diabétiques, I’insuline, I’huile de lin, I’huile de nigelle, I’huile d’olive et la
vitamine E provoquent une augmentation de 1’activité catalase lymphocytaire.

L’activité du superoxyde dismutase (SOD) diminue significativement au niveau des lymphocytes
des meéres diabétiques et de leurs nouveau-nés incubés en présence de la Con A et de I’insuline
comparée aux valeurs chez les méres témoins et leurs nouveau-nés.

La présence de I’insuline, des huiles et de la vitamine E dans les incubations stimulent 1’activité

SOD lymphocytaire chez les deux groupes étudiés.
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Figure 28 : Effets des différentes huiles sur les teneurs lymphocytaires en
malondialdéhyde (MDA) et protéines carbonylées (CARP)

Les cellules sont incubées en présence de la Con A, insuline, huile de lin, huile de nigelle, huile
d’olive ou vitamine E pendant 48 h. Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET. Les
multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de
LSD afin de déterminer les différences significatives.

* indique différence significative entre le groupe diabétique et le groupe témoin:
*P<0,01; ** P<0,001.

a,b,c....... indiquent des différences significatives entre les différentes incubations dans le méme

groupe : P <0,05.
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Figure 29 : Activité de la Superoxide dismutase (SOD) et de la Catalase des lymphocytes
en présence des différentes huiles

Les cellules sont incubées en présence de la Con A, insuline, huile de lin, huile de nigelle, huile
d’olive ou vitamine E pendant 48 h. Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes = ET. Les
multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de
LSD afin de déterminer les différences significatives.

* indique différence significative entre le groupe diabétique et le groupe témoin:
* P<0,01; ** P<0,001.

a, b,c....... indiquent des différences significatives entre les différentes incubations dans le

méme groupe : P < 0,05.
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4.4. Composition en acides gras des membranes des lymphocytes chez les meres et leurs
nouveau-nés (Tableau 8)

4.4.1. Composition en acide gras saturée (AGS) des phospholipides membranaires chez
les méres et leurs nouveau-neés

Aucune différence significative concernant les teneurs en acides gras saturés des membranes
lymphocytaires n’est marquée chez le groupe diabétique comparé au témoin, quelque soit
I’incubation considérée.

La présence de I’insuline, I’huile de lin et de la vitamine E n’affecte pas les AGS
membranaires comparés a ceux dans l’incubation avec la Con A seule. Cependant, les
pourcentages des AGS membranaires sont réduits en présence d’huile de nigelle et d’huile
d’olive chez les groupes témoins et diabétiques. Des variations paralleles sont observées

chez les méres et les nouveau-nés.

4.4.2. Composition en C18:1 n-9 des phospholipides membranaires chez les méres et
leurs nouveau-nés

La composition en C18:1 n-9 des phospholipides membranaires ne differe pas
significativement entre les groupes témoins et diabétiques.

Les incubations en présence de I’insuline et la vitamine E ne modifient pas les taux de C18 :1
n-9 membranaires. Cependant, 1’huile d’olive et 1’huile de nigelle entrainent une
augmentation alors que I’huile de lin provoque une réduction des pourcentages des acides gras

C18:1 n-9 membranaires chez les groupes témoins et diabétiques.

4.4.3. Composition en C18:2 n-6 des phospholipides membranaires chez les meres et
leurs nouveau-nes

Les lymphocytes des femmes enceintes diabétiques montrent une augmentation significative
des proportions des acides gras C18:2 n-6 en milieu de culture stimulé avec la Con A seule
ou en présence de I’huile de lin, I’huile de nigelle, I’huile d’olive et la vitamine E ; mais
aucune différance significative n’est marquée en présence de I’insuline.

La composition en C18:2 n-6 des phospholipides des membranes lymphocytaires ne montre
aucune différence significative chez nouveau nés de meéres diabétiques comparés aux
nouveau-nes de meres témoins.

L’huile de nigelle entraine une augmentation des pourcentages des C18:2 n-6 comparés aux
autres incubations chez les deux groupes témoins et diabétiques, méres et nouveau-nés. De
plus, I’insuline et I’huile de lin réduisent les taux de C18 :2 n-6 seulement chez les meéres

diabetiques.
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Tableau 8 : Composition en acides gras des membranes des lymphocytes chez les meres

et leurs nouveau-nés

Acides gras Groupe témoin Groupe diabétique

Meres Nouveau- nés | Meéres Nouveau- nés
AGS
ConA 51,20+1,15% | 48,67+1,33" |52,30+2,33° 48,06 +1,21°
Con A + Insuline 4950+2,61% |49,02+219% |51,18+1,85° 49,04 +2,38°
Con A + Huile de lin 50,11+2,11% | 49,73+252% |51,43+1,66° 49,75 +1,42°
Con A + Huile de nigelle | 40,42 +1,76° | 42,33 +1,74° | 39,03+ 1,58° 42,65 +1,77°
Con A + Huile d’olive 46,33+1,12°" 43,76 +1,41° | 4505+1,75" 44,06 +1,63"
Con A + Vitamine E 51,88 +1,25% |4974+1,03" |5301+2,27° 48,44 +1,28°
C18:1n-9
ConA 16,14 +1,24° [17,03+1,22° |16,63+1,56° 17,32+ 1,52°
Con A + Insuline 17,48+1,33° [17,74+153° |1722+1,72° 16,98 +1,42°¢
Con A + Huile de lin 11,74+ 1,02 ° 13,03+1,32¢ | 10,68 +1,01° 13,98 +1,37¢
Con A + Huile de nigelle | 20,06+1,26° | 20,11+1,15° |21,02+1,35" 20,73 +1,51°
Con A + Huile d’olive 2355+1,04% | 2495+128% |23,06+1,20° 24,84 +1,38°
Con A + Vitamine E 1755+127¢ |16,99+1,84¢ |17,38+1,65° 17,04 +1,52°¢
C18:2 n-6
Con A 10,58 +1,07° | 8,11+ 0,56" 1520 +1,03*° | 9,46 +0,44°
Con A + Insuline 10,74 +1,65° |856+0,57° |12,20+2,15° 9,11+0,63"
Con A + Huile de lin 9,93+ 0,86°" 8,71+044° [1335+111*° |888+051"
Con A + Huile de nigelle | 16,77+ 1,27 ® 12,33+0,83% | 18,83+ 1,04 **? 12,83 +0,67°
Con A + Huile d’olive 9,07+ 1,02° 8,82+0,66° |1555+121*" |9,02+0,34"
Con A + Vitamine E 10,47 +1,37° | 8,25+0,47°" 15,45+1,11*° | 9,51+0,38"
C18:3n-3
Con A 1,38+0,39" 154+0,11° [1,27+0,21° 1,44+0,25"
Con A + Insuline 1,36 £ 0,40° 1,63+0,23° [1,30+0,28 1,56 +0,35"
Con A + Huile de lin 9,43+1,33° 7,62+0,38% | 9,66+0,85° 7,18 +0,28°
Con A + Huile de nigelle | 1,55+ 0,41° 1,52+0,23° | 1,52+0,33° 1,47+0,36"
Con A + Huile d’olive 1,33+ 0,37°" 1,68 +0,37° |1,35+0,35° 1,50 +0,31°
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Con A + Vitamine E 1,40 +0,22° 161+0,21° [1,24+0,18° 1,50 +0,18"
C20:4 n-6

Con A 15,83 +1,45° [17,04+1,53" |10,16+0,66*° |[16,08+1,11°
Con A + Insuline 16,62 +1,82° [1781+132" |1437+1,61" 17,65 + 1,34°
Con A + Huile de lin 11,48+ 1,03° 13,43+1,27° |8,44+0,65*¢ 13,17 £1,26°
Con A + Huile de nigelle | 18,05+ 1,162 19,33 +1,21% | 15,83+ 1,05 *? 19,52 +1,21°
Con A + Huile d’olive 14,33+ 1,89° 16,88 +1,33" [11,22+0,75*° |16,73+1,36"
Con A + Vitamine E 1534 +152° [17,11+1,38° |10,07+054*° |16,01+1,24°"
C20:5 n-3

ConA 2,85+ 0,48" 1,66+0,31° [2,07+037" 1,57 +0,29"
Con A + Insuline 2,80 +0,55° 1,54+0,26° |265+0,34" 1,58 +0,33"
Con A + Huile de lin 4,56+ 0,73% 511+0,42% |4,93+0,83° 5,25 + 0,382
Con A + Huile de nigelle | 2,52+0,33° 1,72+0,28° [2,31+0,55" 1,60 +0,31°
Con A + Huile d’olive 2,46+ 0,31° 1,75+0,34° | 2,22+ 0,40° 1,64 +0,28"
Con A + Vitamine E 2,88 +0,42° 157+0,32° [2,11£0,28° 1,59 +0,24°

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. AGS : acides gras saturés. La comparaison

des moyennes entre les meres témoins et les meres diabétiques, et entre les nouveau-nés

témoins et les nouveau-nés de méres diabétiques, a chaque incubation, est réalisée par le test t
de student: * P <0,01; ** P <0,001.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations dans chaque groupe) sont

réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de la différence

significative minimale (LSD, least significant difference) afin de classer et comparer les

moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,...) sont

significativement différentes (P< 0,05).
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4.4.4. Composition en C18:3 n-3 des phospholipides membranaires chez les méres et
leurs nouveau-nes

Aucune différence significative des teneurs en acides gras C18:3 n-3 au niveau des
membranes lymphocytaires n’est marquée entre les témoins et les diabétiques.

En présence de I’huile de lin, les taux des C18:3 n-3 augmentent significativement chez les
meéres témoins et diabétiques ainsi que chez leurs nouveau-nés comparés aux autres

incubations.

4.4.5. Composition en C20:4 n-6 des phospholipides membranaires chez les meres et
leurs nouveau-nés

Les lymphocytes des meres diabétiques montrent une diminution significative des
proportions des acides gras C20:4 n-6 en milieu de culture stimulé avec la Con A seule ou en
présence de I’huile de lin, I’huile de nigelle, I’huile d’olive et la vitamine E, comparés aux
valeurs chez les méres témoins. Cependant, le pourcentage des C20:4 n-6 en présence de
I’insuline ne differe pas chez les méres diabétiques comparées aux témoins. Parallélement,
aucune différence n’est marquée chez les nouveau-nés des deux groupes témoins et
diabétiques.

L’incubation en présence de 1’huile de nigelle montre une augmentation des pourcentages des
acides gras C18:2 n-6 comparé au reste des incubations chez les deux groupes témoins et

diabétiques.

4.4.6. Composition en C20:5 n-3 des phospholipides membranaires chez les méres et
leurs nouveau-nes

La composition en C20:5 n-3 des phospholipides membranaires ne differe pas
significativement entre les groupes témoins et diabétiques.

En présence de I’huile de lin, le taux des acides gras C20:5 n-3 au niveau des phospholipides
membranaires est augmenté significativement chez les deux groupes témoins et diabétiques
comparé aux autres incubations. Ces variations sont observées aussi bien chez les méres que

chez les nouveau-nés.
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DISCUSSION

Le diabete gestationnel est un probléeme majeur de santé publique, une pathologie en
pleine croissance et aux lourdes conséquences aussi bien humaines que socio-
économiques (Danilack et al., 2015). Cette pathologie voie une augmentation de sa
prévalence dans le temps. Elle s’accompagne de complications materno-feetales a
court et a long terme (Schoenaker et al., 2016).

De nos jours, la santé des femmes enceintes occupent une place de choix aupres de
bon nombre de pays en voie de développement dont 1’ Algérie (Touati-Mecheriet al.,
2007). C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail de recherche dont 1’objectif
principal est de déterminer les conséquences du diabéte gestationnel sur le statut
redox de la femme enceinte diabétique ainsi que son nouveau né dans la région de
Tlemcen situé a ’ouest de 1’Algérie, et de rechercher des moyens nutritionnels
simples pour les corriger.

En dehors de tout état pathologique, 1’alimentation, par la qualité et la quantité des
nutriments, peut modifier directement 1’état nutritionnel et par conséquent la réponse
immunitaire dans de nombreuses situations physiologiques tel que la grossesse ainsi
que d’autre situations pathologiques liées au dysfonctionnement métabolique comme
le diabéte (Caimari et al., 2015 ; Demmelmair et al., 2015 ; Spencer et al., 2015).
Parmi les nombreux facteurs de la réponse immunitaire, les cytokines semblent
actuellement prédominantes dans les interactions entre immunité et nutrition. Ce sont
des médiateurs polypeptidiques solubles libérés par des cellules du systeme réticulo-
endothélial. Les cytokines ont des récepteurs partout et des actions multiples (Biswas
etal., 2015).

Les acides gras modifient la réponse immunitaire en changeant les propriétés de la
membrane des lymphocytes et le nombre des récepteurs, en modifiant la production
des leucotrienes (qui participent a cette réponse), en interférant sur la réactivité des
cellules immunitaires. De plus, on sait que les prostaglandines et la thromboxane
dérivent de I’acide arachidonique alimentaire. Or elles permettent la synthese des
leucotriénes, qui modulent I’activité immunitaire (Qin et al., 2015).

L’idée que les acides gras polyinsaturés (AGPI) de la famille oméga-3 diminuent les
fonctions des cellules inflammatoires est interprétée dans un sens favorable, avec la
conclusion qu'ils sont anti-inflammatoires et seront donc bénéfiques pour la sante (Su,
2015).

Plusieurs études expérimentales menées in vitro, sur des lymphocytes d’origine

animale ou d’origine humaine, et in vivo chez I’animal et ’homme ont permis de
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mettre en évidence un effet immunomodulateur des acides gras. L’addition d’AGPI au
milieu de culture de cellules immunitaires ou la supplémentation des régimes
alimentaires par des AGPI influence divers parametres de la réponse immunitaire,
notamment la réponse proliférative des lymphocytes aux mitogénes (Rodacki et al.,
2015). C’est dans ce contexte que notre travail de thése comporte une partie orientée
vers la recherche des effet de certaines acides gras poly insaturés (AGPI) présents
dans les huiles sur la prolifération lymphocytaire et le statut redox intracellulaire des
lymphocytes au cours du diabéte gestationnel. L’ensemble de ces caractéristiques n’a
pas été reuni dans la littérature sur le sujet, notamment en Algérie, ce qui confére a ce
travail une certaine originalité.

Notre travail repose sur une étude « cas-contrdle ». Le recrutement des cas
diabétiques est un probléme important relié a la nature méme de la condition étudiée
qui n’est susceptible d’étre rencontrée que chez un nombre limité des femmes
enceintes. Cette étude a été réalisee dans un centre de référence (service de
gynécologie obstétrique de 1’Etablissement Hospitalier Spécialise Meére-Enfant du
Centre Hospitalo-universitaire de Tlemcen) pour les grossesses a risque. Le
recrutement des cas et des témoins s’est fait selon une méthodologie correcte puisque
le lieu de recrutement, la période dans le temps et le lieu des différents examens ont
été rigoureusement identiques pour les patientes diabétiques et les témoins. L’effectif
de I’échantillon est de 40 femmes diabétiques au troisieme trimestre de gestation
(37-40 semaines) comparées a 80 femmes témoins exemptes de toute pathologie
métabolique. Les deux groupes de femmes enceintes, appartiennent a la méme tranche
d’age, et ont un indice de masse corporelle (IMC) similaire. L’age des parturientes
compris entre 20 et 30 ans constitue pour certains auteurs un facteur de mauvais
pronostic feetal. Cette tranche d’age est prépondérante dans notre population et un
grand pourcentage des complications sont relevées chez les nouveau-nés de meres
appartenant a ce groupe (Wing et al., 2008).

La premiére partie de ce travail consiste en une étude in vivo afin d’analyser les
conséquences du diabéte gestationnel sur le métabolisme et le statut
oxydant/antioxydant des femmes enceintes ainsi que leurs nouveau nés comparés au
groupe de meres et nouveau-nés témoin.

Nos résultats ne montrent aucune différence significative des taux plasmatiques de
triglycérides et de cholestérol chez les meéres diabétiques et leurs nouveau-nés

compareés a leurs témoins respectifs. Toutefois, on observe de fortes concentrations de
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glucose plasmatique a jeun chez les meres diabétiques par rapport aux témoins. Cette
hyperglycémie est une caractéristique du diabéte sucré et existe chez les femmes
enceintes dont le diabéte n’est pas équilibré (Cho et al., 2015 ; Makeba, 2008). Nos
résultats concordent avec ceux de Buchanan et al. 2007 qui notent une hypergycémie
associée a des taux lipidiques normaux au cours du diabete gestationnel. De plus,
aucune différence significative n’a été marquée concernant les parameétres
hématologiques, sauf pour le nombre de lymphocytes qui est réduit et le taux
d'HbAlc qui augmente significativement chez les meres diabétiques comparées a
leurs témoins. Les concentrations élevées en HbAlc chez les méres diabétiques est un
signe du mauvais contréle du diabete. L’hémoglobine glyquée est devenue un
paramétre essentiel pour le suivi du patient diabétique. Sa mesure est maintenant
utilisée pour révéler le niveau de contrdle glycémique du patient sur une longue
période et estimer le risque de développement de complications .

L'hyperglycémie maternelle conduit directement a I'hyperglycémie feetale puisque le
glucose est transporté a travers le placenta vers le feetus. Cette hyperglycémie feetale
est responsable de la macrosomie feetale observée dans certains cas de diabete
gestationnel (Alsammani et Ahmad, 2012). Cependant, dans notre étude, le poids de
naissance des nouveau-nes est similaire dans les deux groupes. De plus, les nouveau-
nés de meres diabétiques ont une glycémie normale. Ceci montre que plusieurs
facteurs, autre que la glycémie maternelle, peuvent provoquer la macrosomie feetale,
comme par exemple les facteurs génétiques, 1’hyperlipidémie ou anomalies
hormonales.

Les niveaux inférieurs de la glycosylation d'hémoglobine au niveau du sang de cordon
ombilical comparée a celle de I'némoglobine maternelle est le résultat direct de
plusieurs facteurs, notamment la courte vie de globules rouges feetaux comparés a
celle des érythrocytes maternaux, l'acétylation de I'némoglobine feetale a I'extrémité
N-terminale de la chaine gamma, le niveau de glucose feetal inférieur a celui de la
meére qui maintient un gradient materno-feetal (Cho et al., 2015). Néanmoins, les
nouveau-nés de meres diabétiques présentent des taux élevés d’HbAlc comparés aux
nouveau-nés témoins. Certains auteurs ont montré I’existence d’une forte corrélation
entre I’HbAlc et le devenir néonatal en particulier en terme d’hypoglycémie apres la
naissance ou les consequences a long terme (Legardeur et al., 2011).

Dans notre travail, aucune différence significative n’est notée concernant les taux

plasmatiques de cholestérol, de triglycérides, LDL-C et HDL-C chez les femmes
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enceintes diabétiques par rapport a ceux observes chez les témoins. La méme
observation est notée chez les nouveau-nés avec des concentrations lipidiques
similaires entre les deux groupes. Plusieurs études ont aussi montré des similitudes
concernant les parameétres lipidiques et lipoprotéiques entre les meres atteintes de
diabete gestationnel ainsi que chez leurs nouveau-nés comparés aux témoins (Akinci
et al.,, 2011 ; Lauenborg, 2005 ; Marseille-Tremblay, 2008 ; Sokup et al., 2012 ;
Vitoratos et al., 2002).

Par contre, les résultats de Merzouk et al. (2000) montrent une augmentation
significative des taux sériques des triglycérides et du cholestérol total des nouveau-
nés des meres diabétiques comparés aux témoins. Ces différences peuvent étre
expliquées par le fait que, dans I’étude de Merzouk et al. (2000), les meéres
diabétiques avaient des nouveau-nés macrocosmiques, signe de la présence d’un
diabete plus grave.

Concernant les marqueurs de la fonction rénale (urée, créatinine et acide urique), nos
résultats ne montrent aucune différence significative chez les méres diabétiques
comparées aux meres témoins. Ces résultats sont en accord avec Monnier et Colette.
(2010) qui indiquent, que dans la population diabétique, les concentrations en urée et
créatinine plasmatiques étaient inchangées, signe d’une fonction rénale normale.

Par ailleurs, I’hyperglycémie ainsi que les autres troubles métaboliques liés au diabéte
peuvent induire un stress oxydatif qui correspond a un déséquilibre entre la
production des radicaux libres et les défenses antioxydantes (Ayaz et al., 2015 ;
Monnier et al., 2007).

La grossesse est un état physiologique qui s'accompagne d'une forte demande
d'énergie et d’une exigence accrue d'oxygene (Hracsko et al., 2007). Des niveaux
élevés de stress oxydatif sont consécutifs a I'apport et I'utilisation accrue de I'oxygéne.
Les preuves suggerent des niveaux élevés de stress oxydatif pendant la grossesse
normale en comparaison avec des femmes non enceintes (Ademuyiwa et al., 2007).
Les radicaux libres font partie intégrante du fonctionnement de 1’organisme et jouent
un réle important, notamment pour la reproduction, la nidation de I’ceuf fécondé et le
développement de 1’embryon (Gabbe et Niebyl, 2002). En effet, les phénomenes
radicalaires sont impliqués dans la multiplication, la différenciation, la croissance et le
fonctionnement des différents types de cellules. lls jouent un r6le tres important

pendant la gestation. Mais un déséquilibre entre leur production, intense pendant la
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gestation, et leur élimination peut engendrer un stress oxydant. Ce dernier peut
conduire a I’altération de 1’organisme de la mére et de son feetus (Myatt et Cui, 2004).
Les antioxydants sont énormément importants dans le maintien de la fonction
cellulaire pendant la grossesse normale. lls inhibent la peroxydation lipidique,
protégeant ainsi les enzymes, les protéines et I'intégrité cellulaire (Al-Gubory et al.,
2010). Physiologiquement, au cours d’une grossesse normale, des mécanismes de
protection contre la production des radicaux libres et leur toxicité existent et
augmentent au cours du temps afin de protéger le foetus (Myatt et Cui, 2004). Pour
cela, le stress oxydatif reste difficile a mettre en évidence puisque 1’augmentation des
pro-oxydants est suivie d une ¢élévation des antioxydants de facon a garder 1’équilibre.
Cependant, chez les femmes enceintes diabétiques, des modifications importantes de
I’équilibre oxydant/antioxydant existent au cours de la grossesse. L’évaluation du
stress oxydatif est donc primordiale par la mesure des marqueurs adaptés aux
phénomenes pathologiques qui peuvent apparaitre au cours de la grossesse.

Nos résultats indiquent une diminution du pouvoir antioxydant total (ORAC) chez les
meres diabétiques par rapport aux témoins. Nos résultats peuvent s’expliquer par une
défaillance du systéme de défense antioxydant et/ou une élévation de la production
des radicaux libres comme précédemment observés chez les adultes diabétiques
(Merzouk et al., 2004). Cette étude montre également que les patients diabétiques ont
une protection antioxydante significativement déficiente susceptible d’augmenter leur
vulnérabilité aux dommages oxydatifs et de favoriser le développement de
complications diabétiques.

Pour se défendre des effets déléteres des radicaux libres, I’organisme humain posséde
une variété de systeme de protection, capable de neutraliser ou dégrader les ROS. Les
systéemes antioxydants sont soit des molécules qui captent rapidement les ROS
(antioxydants proprement dits), soit des systemes enzymatiques qui catalysent la
conversion des molécules pro-oxydantes.

Concernant les marqueurs de la défense antioxydante, nous avons mesureé le taux de la
vitamine C, I’activité de la catalase et le glutathion réduit dont les valeurs sont faibles
chez les meres diabétiques comparées aux témoins ainsi que chez leurs nouveau-nés
compares aux témoins. Le statut en vitamine C dépend de I’interaction entre la
consommation alimentaire de cette vitamine et les concentrations plasmatiques
d’insuline et de glucose (Abraham et Kappas, 2005). Ainsi, la diminution de la

vitamine C au cours du diabéte peut étre la conséquence d’une réduction de la
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captation cellulaire de I’acide ascorbique, puisque le glucose (qui se trouve en exces)
entre en compétition avec 1’acide ascorbique, et d’une augmentation d’excrétion
urinaire de I’acide ascorbique ainsi qu’une réduction de la concentration du glutathion
indispensable a la régénération enzymatique de 1’acide ascorbique a partir du
déhydrAOscorbate (Violi et Cangemi, 2005). Les faibles teneurs plasmatiques en
vitamine C peuvent étre en faveur de son utilisation accrue, suggérant des besoins
importants afin de réduire le stress oxydatif chez les méres diabétiques. D’un autre
coté, ceci peut refléter une consommation réduite en cette vitamine ou d’une
réduction de sa captation cellulaire due a I’hyperglycémie.

La catalase est I’enzyme spécialisée dans la détoxification du péroxyde d’hydrogene
et sa transformation en oxygene et une molécule d’eau. Nos résultats révelent une
diminution significative de I’activité de la catalase érythrocytaire chez les meres
diabétiques et chez leurs nouveau-nés par rapport aux témoins. Ces résultats sont en
accord avec ceux de plusieurs auteurs qui décrivent une diminution de 1’activité de la
catalase érythrocytaire chez les diabétiques (Merzouk et al., 2004 ).

Le glutathion réduit est un autre marqueur pris en considération pour évaluer le statut
antioxydant. 1l joue un rbdle multifactoriel dans le mécanisme de la défense
antioxydante. Le glutathion est un tripeptide, formé par la condensation d'acide
glutamique, de cystéine et de glycine. Le glutathion a une forte capacité de donneur
d’électrons combinée a une concentration intracellulaire élevée qui lui conferent un
grand pouvoir de réduction, lui permettant de prendre une part active dans la
destruction des composés oxygénés réactifs. C’est le principal antioxydant
hydrosoluble dans les cellules avec de fortes propriétés enzymatiques de cofacteur
(Orhan et al., 2003 ; Patil et al., 2006 ; Shekhar, 2004). Nos résultats montrent une
différence significative des teneurs érythrocytaires en GSH chez les meres diabétiques
ainsi que chez leurs nouveau-nés comparés a leurs témoins respectifs, en faveur d’une
réduction de la défense antioxydante. Ces résultat concordent avec ceux de plusieurs
travaux (Ademuyiwa et al., 2007 ; Biri et al., 2006).

Le stress oxydatif chez les diabétiques est li¢ a la résistance a I’insuline (Merzouk et
al., 2004 ; Tinahones et al., 2008) et il est considéré comme un mécanisme important
a ’origine des 1ésions des cellules B dans le diabéte type 2 (Lupi et al., 2007). Ces
cellules, seraient particulicrement vulnérables au stress oxydatif, en raison d’une
faible expression d’enzymes anti-oxydantes, comme la catalase et la glutathion

peroxydase.
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L’anion superoxyde (O-2) est une espéce oxygénée réactive qui réagit rapidement
avec le monoxyde d’azote (NO) dans le systeme vasculaire pour produire du
peroxynitrite ayant des effets destructeurs sur les biomolécules a fortes doses. Nos
résultats montrent une augmentation trés significative des taux érythrocytaires en
anion superoxyde chez les meres diabétiques comparées aux meres témoins.
L hyperglycémie maternelle favorise la production des anions superoxide (Beucher et
al., 2010). De plus, les nouveau-nés de meres diabétiques présentent aussi une
augmentation des anions superoxyde, en faveur d’une augmentation de la production
des radicaux libres.

Les espéces réactives de I'azote sont associées a l'arthrite, au diabete, a de nombreuses
maladies dégénératives neuronales, au cancer et a l'athérosclérose. Le NO est un
médiateur clé dans de nombreuses fonctions importantes, y compris la régulation du
tonus vasculaire des muscles lisses, de la pression artérielle, I'activation plaquettaire et
la signalisation des cellules vasculaires (Guzik et al., 2002 ; Weitzberg et al., 2010).
Le NO, une des plus petites molécules gazeuses connues, est synthétisé a partir d'un
substrat, la L-arginine, sous l'action d'une famille d'enzymes, les NO-synthases
(NOS). Ces derniéres ont été identifiées durant la grossesse a différents niveaux de
I'unité feeto-maternelle (utérus, placenta, vaisseaux ombilicaux...). Nos résultats
montrent une augmentation significative des concentrations érythrocytaires en NO
chez les méres diabétiques comparées aux témoins.

Les radicaux libres sont difficiles a mesurer a cause de leur grande instabilité. Ainsi,
les produits de la peroxydation lipidique sont utilisés comme un indicateur fiable de
I'activité des radicaux libres (Chaudhari et al., 2003).

La peroxydation lipidique est un processus qui se produit dans toutes les cellules et les
tissus. Elle implique la conversion des acides gras insaturés en hydroperoxydes
lipidiques. Ce processus est initié par des radicaux libres. L'organisme posséde des
mécanismes antioxydants qui limitent ce processus. Par ailleurs, des concentrations
faibles en peroxydes lipidiques peuvent agir en tant que messagers intracellulaires
(Vijayalakshmi et al., 2010). Les marqueurs de la peroxydation lipidique (MDA)
augmentent au cours de la grossesse normale (Patil et al., 2006).

Les teneurs en MDA érythrocytaires sont élevees chez les méres diabétiques et leurs
nouveau-nés par rapport a leurs témoins respectifs, indiquant ’existence d’un stress

oxydatif intracellulaire élevé chez les méres diabétiques et leurs nouveau-nés. Nos
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résultat sont en accord avec ceux d’autres auteurs (Koci¢ et al., 2007 ; Lopez-Tinoco
etal., 2013 ; Orhan et al., 2003).

Les protéines carbonylées sont considérées comme les marqueurs de 1’oxydation des
protéines. Les protéines carbonylées sont des molécules chimiquement stables. Cette
caractéristique les rend facile a détecter (Jamel et al., 2010). Une augmentation
significative des teneurs en protéines carbonylées érythrocytaires est observée chez
les méres diabétiques comparées aux témoins. Ces teneurs érythrocytaires sont aussi
significativement augmentées chez les nouveau-nés de meres diabétiques comparées a
leurs témoins. Ces résultats marquent 1’existence d’un stress oxydatif intracellulaire
évident avec oxydation des protéines chez les diabétiques et leurs bébés. Ces données
sont en accord avec ceux d’études précédentes qui montrent que les teneurs en
protéines carbonylées augmentent au cours du diabéte (Merzouk et al., 2004 ; Vincent
et al., 2007 ; Zhuang et al., 2014). Loxydation des protéines est un signe de
I’endommagement tissulaire, causé par le stress oxydatif, ’augmentation du taux des
carbohydrates ou les deux (Wadley et al., 2016).

L’hyperglycémie induit une augmentation de 1’oxydation des protéines chez les
diabétiques. Cette augmentation serait susceptible de contribuer au développement
des complications vasculaires liées au diabete (Vincent et al., 2007).

La deuxiéme partie de cette thése de doctorat est consacrée a 1’étude des effets des
acides gras poly insaturés (AGPI) contenus dans trois huiles, I’huile de lin , de nigelle
et d’olive, a une concentration de 30 uM, sur la fonction proliférative des cellules T
isolées des femmes enceintes attient d’un diabéte gestationnel ainsi que leurs
nouveau-nés, cultivées in vitro en présence d’un agent mitogéne la concanavaline A,
et/ou I’insuline, et sur la variation des marqueurs du statut oxydant/ antioxydant
intracellulaire

Le suivi in vitro de la prolifération cellulaire et de la production des cytokines sont
largement utilisés et sont considérés comme des techniques indispensables afin de
déterminer la réponse immunitaire suite a 1’exposition des cellules a differentes
concentrations d’acides gras issus de différentes huiles.

Les lymphocytes sont isolés a partir du sang maternel ou du sang de cordon ombilical
grace a I’histopaque et sont mis en culture dans le milieu RPMI contenant tous les
nutriments nécessaire pour permettre la survie cellulaire. L’utilisation de la
concanavaline A (Con A), agent mitogéne spécifique des lymphocytes T, permet

d’activer seulement la prolifération des cellules T. L’insuline est aussi considérée

85



DISCUSSION

comme un agent activant la prolifération des lymphocytes in vitro. L’insuline induit
une augmentation de I’entrée du glucose, du transport des acides aminés, du
métabolisme lipidique et de la synthése des protéines et favorise donc 1’activation et
la réponse des lymphocytes .1l est a noter qu’en présence de Con A et d’insuline, les
lymphocytes isolés des femmes enceintes diabétiques proliféerent moins que ceux
isolés des femmes témoins. De la méme facon, la prolifération in vitro des
lymphocytes activés est réduite chez les nouveau-nés de méres diabétiques comparés
aux nouveau-nés témoins. Des études antérieures ont signalé une diminution de
cellules T naives dans les grossesses diabétiqgues (Mahmoud et al., 2012). Les
nouveau-nes de méres diabétiques ont un taux de lymphocytes NK réduit par rapport
aux valeurs normales (Lapolla et al., 2005).

Nos résultats montrent que la prolifération des cellules T in vitro augmente
significativement en présence de 1’agent mitogeéne (Con A). Cette augmentation est
accentuée en présence d’insuline. En effet, il a été démontré que les lymphocytes
possedent sur leurs membranes un récepteur appelé IGF1R (insulin-like growth factor
1 receptor) qui est considéré comme un récepteur contrélant la croissance cellulaire,
la prolifération et la différenciation cellulaire. La liaison de I’insuline a son récepteur
induit I’autophosphorylation du récepteur sur les tyrosines, ce qui stimule I’activité
tyrosine  kinase du  récepteur envers des substrats intracellulaires
et empreinte plusieurs voies de signalisation comme la voie de MAP kinases (Smith,
2010).

La mesure de la production des cytokines est précédemment utilisée dans différentes
études comme un moyen efficace pour détecter la présence des différents types de
lymphocytes, Thl ou Th2. Les cellules Thl sont principalement responsables de la
défense cellulaire par le phénoméne de la phagocytose, et ces cellules sont les
effecteurs de I'immunité cellulaire, provoquant une réaction d’hypersensibilité de type
retardé et l'inflammation chronique par l'intermédiaire des cytokines Thl (IL-2,
INFy). Les lymphocytes Th2 sont responsables de la défense immunitaire humorale
avec recrutement des éosinophiles, provoquant des réactions allergiques par
I’intermédiaire des cytokines Th2 (IL4). Ces cytokines de type Th2 sont considérées
comme anti-inflammatoires. Dans notre étude, la présence de Con A et d’insuline
dans le milieu de culture induit une augmentation de la sécrétion de I’IL-2 et de I’1L-4
aussi bien par les lymphocytes isolés du groupe témoin et du groupe diabétiques.

Cependant, le rapport IL-2/IL-4 diminue en présence d’insuline qui semble avoir
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génerer le type Th2, ceci est en accord avec les études précedentes (Viardot et al.,
2007). Nous avons aussi observé que la production d'IL-4 par les cellules T stimulées
par le mitogéne est normale alors que la production d’IL-2 est réduite chez les méres
diabétiques et leurs nouveau-nés par rapport a leurs témoins respectifs. Nos résultats
sont en accord avec d’autres études montrant que le diabéte gestationnel provoque la
diminution de la prolifération des lymphocytes ainsi que de la sécrétion d'lIL-2 par
rapport a la grossesse normale (Lapolla et al., 2005 ; Mahmoud et al., 2005;
Mahmoud et al., 2012). En présence d’insuline, la sécrétion de 1’IL-2 est toujours
réduite chez les diabétiques par rapport aux témoins, par contre celle de I’IL-4 devient
plus importante chez les méres diabétiques versus meres témoins. La modulation de la
sécrétion lymphocytaire des cytokines en présence d'insuline est en accord avec les
constatations antérieures (Smith, 2010).

Notre étude met en relief ’effet modulateur des huiles sur la fonction lymphocytaire
aussi bien chez les meres et nouveau-nés témoins que chez les diabétiques (Djelti et
al., 2015).

L’effet immuno-modulateur des acides gras peut se traduire par une
immunosuppression ou par une immunostimulation de la prolifération lymphocytaire
et de la production des cytokines et/ou de I’homéostasie entre les lymphocytes Thl
(cellules a médiation immunitaire) et les lymphocytes Th2 (cellules & réponse
humorale). De plus, pour certains auteurs, les acides gras peuvent induire une
augmentation des radicaux libres dans les lymphocytes provoquant un stress oxydatif
intracellulaire (Campoio et al., 2011 ; Kiecolt-Glaser et al., 2013 ; Schonfeld et al.,
2010).

Les lymphocytes T sont responsables de la réponse immunitaire cellulaire spécifique,
qui vise a détruire les cellules pathogenes, que ¢a soit des bactéries ou des cellules
cancéreuses. La structure globale des lymphocytes T est identique. Ces cellules se
distinguent par leurs TCR toujours accompagné du cluster de différenciation CD3,
ainsi que du CD4 ou du CD8 suivant le lymphocyte considéré. Les TCR sont des
récepteurs membranaires caractéristiqgues des lymphocytes T. Les clusters de
différenciation sont des molécules associées au TCR et ayant des fonctions
complétement différentes les uns des autres. Le complexe protéique CD3, toujours
associé au TCR, est indispensable a I’expression du récepteur. Le CD4, protéine
monomérique membranaire, est exprimé par certains lymphocytes T (T-CD4). Le

CD8, protéine hétéro-dimérique membranaire, est aussi exprimé par certains
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lymphocytes (T-CD8). Les T-CD8 évoluent vers les lymphocytes cytotoxiques, alors
que les T-CD4 donnent les lymphocytes helper (Th ou auxiliaires) qui ont un role de
régulation de la réponse immunitaire adaptative par activation d’autres cellules
immunitaires. lls agissent par interactions cellules-cellules ainsi que par des
cytokines. Les lymphocytes Th activés présentent une hétérogénéité fonctionnelle,
avec différents profiles de sécrétion cytokinique. Les lymphocytes Thl sécrétent
majoritairement des cytokines pro-inflammatoires, IFN-y, TNF-a et IL-2 et induisent
les réponses immunes cellulaires les plus efficaces contre les virus et bactéries. Les
Th2, avec une sécrétion majoritaire d’IL-4, IL-5 et IL-13, soutiennent la
différentiation des lymphocytes B pour la production d’anticorps (Zabrodski et al.,
2015).

Les effets des acides gras polyinsaturés (AGPI) ont été énormément étudiés sur les
cellules mononucléaires. Il a ét¢ démontré que le DHA, EPA, I’acide ol¢ique, et
I’acide linoléique inhibent in vitro la prolifération des lymphocytes stimulés par des
mitogenes. Cette inhibition dépend de la concentration et du degré d’insaturation de
I’acide gras utilisé. Les acides gras les plus inhibiteurs sont de la série n-3 (Akadiri et
al., 2015 ; Calder, 2006).

Nos résultats montrent que les AGPIl de I’huile de lin ou de Nigel ont des effets
modulateurs importants sur la fonction des cellules T in vitro, avec un profile
cinétique similaire chez les lymphocytes de la meére et du nouveau-né. L'effet
immunomodulateur de I'huile d'olive n'était pas évident concernant la prolifération
des lymphocytes maternels et feetaux ainsi que la sécrétion de cytokines mais on a
remarqué une réduction significative du stress oxydatif intracellulaire.

Les lymphocytes isolés de femmes témoins ou diabétiques ainsi que leurs nouveau-
nés en présence des AGPI de I’huile de lin proliférent moins que ceux des
lymphocytes sous influence des AGPI des autres huiles (Nigelle et olive). Ces effets
peuvent étre liés a I’enrichissement des membranes des cellules T en AGPI n-3 dont
les effets immunosuppresseurs sont bien connus notamment au cours du diabete
gestationnel (Dasilva et al., 2015 ; Khan et al., 2006 ; Rosa et al., 2010 ; Wallace et
al., 2003 ; Zhao et al., 2015).

La diminution de la proliféeration lymphocytaire en présence de I'huile de lin est en
accord avec les données antérieures montrant que les AGPI n-3 réduisent
significativement la prolifération des lymphocytes en présence d’un mitogene

(Calder, 2001 ; Kaithwas et Majumdar, 2013 ; Thies et al., 2001; Stulnig, 2003). Les
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effets immunosuppresseurs des AGPI n-3 sur la prolifération des lymphocytes du
sang de cordon ombilical sont apparemment similaires a ceux obtenus par les
lymphocytes des femmes enceintes et en accord avec les études précédentes (Gold et
al., 2006).

L’explication possible des effets inhibiteurs de 1'huile de lin peut étre due a la
réduction de la sécrétion d'IL-2 par les lymphocytes stimulés, sachant que I'lL-2 est
requise pour la prolifération des lymphocytes T (Park et al., 2011; Jang et al., 2014),
ou bien I’effet immunosupresseur peut étre dd & un changement potentiel de la
production de I’acyl-CAO binding protein, protéine intracellulaire liant les AGPI et
contrélant leur métabolisme au niveau des lymphocytes T (Collison et al., 2005).
L’huile de lin contient essentiellement de 1’acide o-linolénique (ALA, C18:3 n-3)
(Corino et al., 2014). Certaines études sur les avantages de I'huile de lin impliquent
I’acide ALA dans I’inhibition de la synthése des cytokines pro inflammatoires et la
stimulation de la production de cytokines anti-inflammatoires (Cohen et al., 2005).
L’acide ALA subie une série de réactions d’élongation et de désaturation pour donner
I’acide eicosapentaénoique (EPA) et I’acide docosahexaénoique (DHA) qui ont
démontré leur vertus sur la modulation du systéeme immunitaire en inhibant
production de cytokines pro inflammatoires (TNF- a, IL-1pB, IL-6), et ont aussi un
effet modulateur de la sensibilité des cellule a I’insuline (Vijaimohan et al., 2006).
Certains auteurs ont suggéré que l’activation de la phospholipase D peut étre
responsable de I’effet antiprolifératif du DHA dans les cellules lymphoides et que la
surexpression de la phospholipase D dans les cellules T inhibe 1’expression de
I’ARNm des IL-2 (Diaz et al., 2005). D’autres études ont montré que I’EPA et DHA
inhibent la prolifération lymphocytaire en inhibant 1’activité de la MAP kinase (Denys
et al., 2002). L’immunomodulation induite par I’huile de lin peut étre appliquée dans
I’amélioration des désordres inflammatoires, comme les maladies auto-immunes,
pourtant, les mécanismes participants a ces processus ne sont pas encore bien
compris. Il est probable que la modulation du systeme immunitaire par les AGPI n-3
peut avoir lieu par I’altération de la fluidité membranaire, la formation de peroxyde
lipidique, la libération du calcium, la production des eicosanoides ou la régulation de
I’expression génique (Shaikh et Edidin, 2006).

Dans notre travail, I’huile de Nigelle a induit une augmentation significative de la
prolifération des lymphocytes avec une augmentation apparente de la sécrétion d'lL-2

chez les deux groupes témoins et diabétiques. L’huile de Nigel riche en acide
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linoléique (LA, famille n-6) semble avoir généré un phénotype Thl puisque les
niveaux d’IL-4 n'ont pas changé alors que les niveaux d’IL-2 ont augmenté. Le
rapport IL-2/IL-4 est significativement plus important en présence de I’huile de
Nigelle en faveur d’un profil Thl. Nos résultats sont en accord avec les études
précédentes qui montrent I’immuno-stimulation en présence des AGPI de I’huile de
Nigelle (El Kadi et al., 1990 ; Meziane et al., 2014 ; Salem, 2005 ; Wang et al., 2011).
Cependant, d’autres études suggerent que I’huile de Nigelle peut avoir un effet
immunosuppresseur puisqu’elle a prouvé son efficacité dans le traitement de 1’allergie
(Shahzad et al., 2009). L’acide LA est métabolisé en acide arachidonique (AA), le
précurseur de eicosanoides pro-inflammatoires, telles que, principalement, la
prostaglandine E2 (PGEZ2), thromboxane A2 (TXAZ2) et les leucotrienes B4, alors que
I’acide a-linolénique (ALA) est métabolise en EPA et le DHA, qui sont des
précurseurs des eicosanoides anti-inflammatoires, tels que PGE3 et PGF3 (Rosa et al.,
2010).

L'huile d'olive n'a eu aucun effet sur la prolifération des lymphocytes et sur la
production de cytokines chez les deux groupes témoins et diabétiques. Des études
antérieures n'ont pas trouvé de différences significatives de la prolifération des
lymphocytes humains ou animaux ayant un régime riche en huile d'olive (De Pablo et
al., 2004 ; Kontogianni et al., 2013 ; Yaqoob et al., 1998 ). Les mémes résultats ont été
observés avec I'huile d'olive in vitro et qui ne montrent aucun effet sur la prolifération
des lymphocytes et la production d'IL-2 (Granato et al., 2000).

En présence d’huile d'olive, les concentrations en acide oléique (AO, C18:1 n-9) sont
augmentées tandis que les taux des acides gras saturés diminuent au niveau des
membranes lymphocytaire chez tous les groupes. Nos résultats montrent que le niveau
élevé de C18:3 n-3 dans I'huile de lin induit une augmentation des acides gras C18:3
n-3 et C20:5 n-3 avec une diminution simultanée des acides gras C18:1 n-9 et C20:4
n-6 dans les phospholipides des membranes lymphocytaires des méres et de leurs
nouveau-nes.

Des niveaux elevés d'acide AL et acide AO dans I’huile de Nigelle induit une
augmentation en acides AL, AO et AA avec une diminution concomitante des acides
gras saturés des phospholipides au niveau des membranes. Des études antérieures ont
montré une corrélation significative entre la fonction lymphocytaire et I'acide oléique
présent dans les phospholipides des membranes des lymphocytes (Moussa et al.,
2000).
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L’effet immunosuppresseur en présence d'huile de lin peut étre également da a
I'épuisement de I'acide AA des phospholipides membranaires comme observé dans
notre étude puisque I’activation des cellules T et leur métabolisme impliquent la
libération de I’acide AA (Shaikh et Edidin, 2006). De méme, l'activation de la
prolifération lymphocytaire par I’huile de Nigelle pouvait étre liée a I’enrichissement
de la membrane en I'acide AO et I’acide AA.

Toutefois, concernant les résultats des cultures lymphocytaires en présence de I'huile
d'olive, en dépit de la présence d’acides gras polyinsaturés dans le milieu de culture,
ces derniers n’agissent pas directement sur la prolifération des lymphocytes.

Comme les huiles alimentaires sont généralement riches en vitamine E, nous avons
aussi testé les effets de cette vitamine sur la prolifération lymphocytaire et sur la
sécrétion des cytokines in vitro. Dans I’ensemble, la vitamine E stimule la
prolifération des lymphocytes et la sécrétion de 1I’'IL-2 sans modification de celle de
I’'IL-4 chez les méres et leurs nouveau-nés aussi bien dans le groupe témoin et le
groupe diabétique. Le rapport IL-2/IL-4 est augmenté de facon significative en
présence de la vitamine E chez les meres des deux groupes, mais de fagon non
significative chez leurs nouveau-nés. La vitamine E semble induire un phénotype Thl
chez les meéres. Ces résultats sont en accord avec les travaux précédents montrant le
role de la vitamine E dans la stimulation de la prolifération cellulaire, la réduction de
I’apoptose, I’amélioration de la fluidit¢é membranaire et la protection des cellules
( Atkinson et al., 2008).

Dans cette étude, les résultats des marqueurs de statut redox lymphocytaire prouvent
la présence d'un stress oxydatif intracellulaire dans le cas de diabete gestationnel. Ce
dernier peut étre corrigé par la supplémentation en huiles.

Les niveaux de GSH lymphocytaire, SOD et catalase sont significativement réduits au
niveau des lymphocytes des meres diabétiques et leurs nouveau-nés par rapport aux
témoins. Ces résultats refletent une diminution de la défense antioxydante dans le cas
du diabete gestationnel, et ils sont en accord avec les études antérieures (Djordjevic et
al., 2004 ; Biri et al., 2006 ; Lappas et al., 2011).

Le taux de MDA et les teneurs en protéines carbonylées augmentent significativement
dans les lymphocytes de méres diabétiques et leurs nouveau-nés résultant
probablement d'une surproduction de radicaux libres et la perturbation du systeme

d'évacuation. Nos résultats concordent avec ceux rapportés dans des études
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antérieures montrant un déséquilibre du statut pro et antioxydant dans le diabete
gestationnel (Djordjevic et al., 2004 ; Lappas et al., 2011).

Nos résultats montrent que le taux de MDA et de protéines carbonylées diminuent
tandis que les activités de la SOD et de la catalase augmentent dans les lymphocytes
cultivés en présence de [I'huile de lin chez les groupes témoins et diabétiques, en
faveur d’une réduction des oxydants et une augmentation de la défense antioxydante
par I’huile de lin. De plus, aucun changement dans les niveaux de GSH n'a été
observé dans les cellules T témoins cultivés en présence d'huile de lin. Toutefois, chez
meéres diabétiques et leurs nouveau-nes, I'addition des acides gras issus de I'huile de
lin dans la culture a induit une augmentation des niveaux de GSH lymphocytaire.
Nous avons observé qu'en présence d'huile de lin, I'état redox lymphocytaire du
groupe diabétique se modifie pour atteindre les valeurs contréles. Il a été suggéré que
I’huile de lin améliore le statut redox de cellules T au cours du diabéte gestationnel en
favorisant I’expression des enzymes antioxydante (Jangale et al., 2013).

Des résultats similaires ont été obtenus dans des études antérieures montrant que
I'nuile de lin renforce la capacité antioxydante de cellules issus de rats diabétiques
(Hussein et al., 2012). De plus, I'huile de lin réduit le taux de MDA et de glutathion
oxyde dans les érythrocytes de diabétiques (Yang et al., 2012).

En présence des huiles de Nigel et d'olive, le statut oxydant/ antioxydant a également
été amélioré dans les lymphocytes de meres diabétiques et leurs nouveau-nés.

En fait, les huiles de Nigelle et d'olive ont induit une réduction significative dans les
niveaux de protéines carbonyles et de MDA des lymphocytes avec une augmentation
significative des taux de GSH et des activités de la SOD et de la catalase
lymphocytaires dans le cas de diabete gestationnel. Nos résultats sont en accord avec
des rapports antérieurs indiquant les effets bénéfiques d’huile de Nigel et d'huiles
d'Olive sur le stress oxydatif (Aftab et al. ,2013 ; Covas et al., 2006 ; Salem, 2005).
L'huile de Nigelle empéche la peroxydation lipidique et augmente I'activité du
systtme de défense antioxydant. L'huile d'olive a nettement restauré le statut
antioxydant en diminuant la quantité des pro-oxydants induit par le diabéte dans les
tissus .1l est intéressant de noter que la sensibilité des lymphocytes des nouveau-nés
aux huiles utilisées était similaire et paralléle a celles des lymphocytes maternels. Les
acides gras issus des huiles de lin, olive et Nigelle avaient alors des effets bénéfiques
aussi bien sur les lymphocytes des meres que sur les lymphocytes de leurs nouveau-

nés.
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Il a été démontré que l'oxydation des macromolécules cellulaires peut induire
I'apoptose et la nécrose cellulaire (Yang et al., 2012). La présence du stress oxydatif
peut inhiber I'activation des récepteurs de I'insuline ou diminuer la translocation du
transporteur de glucose-4 (GLUT-4) sur la membrane cellulaire (Justin et al., 2011).
Les différentes huiles utilisée (lin, olive et Nigelle) peuvent avoir des effets
protecteurs contre les dommages cellulaires et des effets bénéfiques sur la sensibilité a
I'insuline dans le cas diabéte gestationnel et ceci par le piégeage des radicaux libres et
I’augmentation de la capacité anti-oxydante de I’organisme.

Le stress oxydatif a été reli¢ a I’hyperglycémie, I’insulinorésistance et la sécrétion
anormale de nombreuses cytokines ( Yan, 2014 ; Zhuang et al., 2014).

De plus, les effets des AGPI sur le stress oxydatif paraissent de plus en plus évidents,
passant par la modulation des activités des enzymes anti-oxydantes et de la production
des cytokines, la régulation des génes et 1’amélioration des systémes de défense
antioxydants de 1’organisme (Merzouk et al., 2008).

L'augmentation de la formation des ROS contribue au développement de plusieurs
pathologies telles que le diabéte gestationnel (Shang et al., 2015).

D’un autre coteé, des résultats précédents ont montré que les teneurs en protéines
carbonylées et en MDA des cellules T stimulées par la Con A ou I’insuline peuvent
augmenter en présence d’acides gras issus des différentes huiles (Campoio et al.,
2011 ; Merzouk et al., 2004). Ceci indique que les acides gras in vitro peuvent se
comporter comme des substrats de lipoperoxydation en augmentant 1’action oxydante
des radicaux libres sur les protéines et les lipides des cellules T. Les acides gras
polyinsaturés présents dans les phospholipides des membranes cellulaires sont des
molécules tres sensibles a 1’oxydation ce qui les met en position de cible privilégiée
des radicaux libres en raison de leurs doubles liaisons. Plus I’acide gras est insaturé,
plus il est péroxydable (Kharroubi et al., 2015). Cependant, dans notre étude, les
marqueurs intracellulaires pro-oxydants (MDA et Protéines carbonylées) sont
diminués par la présence des huiles. Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer
par le fait que nous avons utilisé des huiles naturelles alors que les études précédentes
ont utilisé des acides gras purifiés. De plus, les huiles contiennent des antioxydants
qui peuvent contribuer a réduire le stress oxydatif. En effet, dans notre travail, la
présence de la vitamine E dans les milieux de culture a induit une augmentation des
teneurs lymphocytaires en GSH et de I’activité de la catalase associée a une réduction

des taux en MDA et en protéines carbonylées par rapport aux valeurs trouvées chez
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les lymphocytes incubés avec la Con A seule, aussi bien chez les meéres que chez les
nouveau-nes des deux groupes. La vitamine E protége les lymphocytes contre le stress
oxydatif (Sharma et Vinayak, 2013).

Ainsi, la modulation de la prolifération des lymphocytes et de la sécrétion des
cytokines par les huiles et par la vitamine E peut étre la conséquence de la réduction
du stress oxydatif intracellulaire. Ceci est particulierement bénéfique chez la mére

diabétique et son nouveau-né.
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CONCLUSION

Le diabéte gestationnel est une pathologie liée a une perturbation du métabolisme
glucidique qui surgie surtout lors du troisieme trimestre de la grossesse et constitue un
probléme de santé publique dans de nombreux pays a travers le monde

Suite aux conséquences néfastes de cette pathologie, les femmes enceintes diabétiques sont
exposeées a des risques importants de complications qui peuvent affecter leur santé et celle
de leurs nouveau-nés. Les modifications métaboliques peuvent étre nombreuses et
dangereuse pour la santé de la mére ainsi que son feetus.

Les acides gras polyinsaturés occupent une place d’actualité dans le domaine de la
recherche scientifique. Un des aspects les plus étudiés est lié a I’immuno-modulation. Les
différentes preuves cliniques ont poussé de nombreuses organisations et les gouvernements
a reconnaitre aujourd'hui les AGPI comme une nouvelle approche thérapeutique a un large
spectre de maladies modernes.

Nos résultat mettent en évidence les effets de certains acides gras polyinsaturés issus de
trois huiles différentes (huile de lin, huile de nigelle, huile d’olive) sur la prolifération des
lymphocytes T, la production de cytokines pro ou anti inflammatoires ainsi que sur le statut
oxydant / antioxydant chez les meres et leurs nouveau-nés. L'huile de lin riche en acide
gras polyinsaturé de la famille n-3 marque ses effets bénéfiques en prouvant ses propriétés
immunosuppressives tandis que 1’huile de Nigelle riche en acides gras de la famille n-6
joue un réle stimulant sur la prolifération des lymphocytes T alors que I'huile d'olive n'a
aucun effet sur la prolifération des lymphocytes ou la sécrétion de cytokines. Par ailleurs,
notre travail révele les effets bénéfiques des acides gras polyinsaturés des différentes huiles
utilisées sur le statut oxydant/ antioxydant lymphocytaire suite a une réduction de
I’altération des molécules biologiques et une augmentation des concentrations des
antioxydants. Les effets des huiles sur le statut redox sont paralléles a ceux observés avec
la vitamine E. Les trois huiles utilisées ont des effets positifs sur les altérations oxydatives
et immunitaires chez les meres diabétiques ainsi que leurs nouveau nés. Il est important de
noter que les lymphocytes des nouveau-nés répondent in vitro a la présence des huiles de la
méme fagon que les lymphocytes des meéres. L’intégration de I’huile de lin, ’huile de
nigelle et ’huile d’olive dans 1’alimentation humaine peut participer a améliorer le profil
métabolique et réduire les conséquences du diabéte gestationnel sur 1’unité foeto-maternelle
et ses complications a long terme.

Au cours de ce travail de recherche, nous avons pu introduire des approches
expérimentales in vitro afin d’aborder la problématique des effets des acides gras

polyinsaturés sur la prolifération et la fonction des lymphocytes T au cours du diabéte

95



CONCLUSION

gestationnel. Nous avons montré que ces molécules a des faibles doses sont capables
d’exercer des effets immuomodulateurs remarquables. Cependant, les résultats de notre
étude ne peuvent étre généralisés a la population et d’autres études in vivo sont donc
nécessaires pour confirmer les résultats obtenus par nos travaux in vitro.

Par ailleurs, notre travail révele les perturbations du métabolisme glucidique associé a un
déséquilibre de la balance oxydante/antioxydante chez les meres diabétiques et leurs
nouveau-nés. Celui-ci est marqué par des variations du systéeme de défense antioxydante
(vitamine C, activité de la catalase et le GSH) ainsi que des altérations des molécules
biologiques notamment une accentuation de la peroxydation lipidique caractérisé par une
augmentation taux de MDA et de protéines carbonylées maternels et feetaux. On remarque
aussi la présence de forte concentration de radicaux libres tels que 1’anion superoxyde. Ces
perturbations du statut oxydant/antioxydant peuvent étre responsables, pendant la
grossesse, d’'une gamme de complications maternelles et fcetales, et justifient 1’intérét
d’une surveillance particuliére. Ainsi, la recherche de thérapies simples nutritionnelles afin
d’améliorer la balance oxydante/antioxydante chez ces patientes diabétiques est nécessaire
et bien justifiée. Les acides gras issus des huiles alimentaires et les antioxydants peuvent
constituer une approche nutritionnelle de choix.

Tant que la physiopathologie trés complexe du diabéte gestationnel n’est pas
completement élucidée, il sera difficile de proposer des mesures préventives ou
prédictives. Actuellement, nous possédons une partie des facteurs de risques mais il nous
reste a determiner les marqueurs biologiques puis le profil génétique. L’identification
claire de marqueurs pourrait permettre a traiter ou prévenir le diabéte gestationnel,
diminuer la morbidité et la mortalité foetale et maternelle.

Il existe de plus en plus d’évidence dans la littérature soulignant I’importance du stress
oxydatif dans la pathogenése du diabéte gestationnel comme une augmentation des
marqueurs oxydatifs au niveau plasmatique et placentaire accompagnée d’une diminution
notable de la capacité détoxifiante des principales voies réductrices systémiques. Nos
résultats prouvent en plus I’existence d’un stress oxydatif intracellulaire au niveau des
lymphocytes, cellules jouant un réle important dans le systeme immunitaire, non seulement
chez les méres mais aussi chez les nouveau-nés.

La recherche des nutriments, plus spécifiguement des alicaments, capables de réduire le
stress oxydatif au niveau de 1'unité meére — placenta — feetus représente une étape

incontournable pour améliorer les programmes de prévention lors du diabéte gestationnel.
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ANNEXES

CONSENTEMENT

Je soussignée,

M aAIMIE e e

Aprés avoir pris connaissance des objectifs et des méthodologies relatifs au projet intitulé :

Altérations métaboligues et immunitaires chez les femmes enceintes diabétiques ainsi gue

leurs nouveau-nés sous la responsabilité de Melle DJELTI Farah, doctorante a 1’université

de Tlemcen, en collaboration avec Le CHU de Tlemcen, le Service de la maternité Meére -
Enfant de Tlemcen et le laboratoire de Recherche «Physiologie, Physiopathologie et
Biochimie de la Nutrition sous la direction du Pr. Merzouk Hafida (Université de

Tlemcen, Algérie).

Jaccepte de participer a ce projet, en répondant aux différents questionnaires et en

fournissant un prélévement sanguin.

Signature
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ANNEXES

Tableau Al : Paramétres biochimiques chez les meres et leurs nouveau-nes

Parametre biochimiques

Groupe témoin

Groupe diabétique

Meres Nouveau- nés Meres Nouveau- nés

Glucose (g/L) 0,77%0,05 0,66+0,03 1,42+0,09** 0,65+0,03
Triglycérides (g/L) 1,93+0,13 0,62+0,04 1,95+0,11 0,64+0,05
Cholestérol (g/L) 2,43+0,18 0,53+0,03 2,47+0,17 0,58+0,04
LDL-C (g/L) 1,41+0,05 0,19+0,02 1,43+0,04 0,17+0,02

HDL-C (g/L) 0,57+0,04 0,28+0,03 0,52+0,04 0,29 +0,02
Protéines totales (g/L) 72,40+3,30 51,60+4,88 67,80+5,08 55,50+4,36
Urée (g/L) 0,25 +0,02 0,22+0,04 0,26+0,04 0,23+0,05

Créatinine (mg/L) 10,53+0,90 8,02+0,95 9,45+1,31 7,88+1,01

Acide urique (mg/L) 25,20+4,88 18,90+2,74 28,70+3,95 17,81+2,95

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. La comparaison des moyennes entre les

meéres témoins et les meres diabétiques, et entre les nouveau-nés témoins et les nouveau-nés

de meéres diabétiques, est réalisée par le test t de student:

*P<0,01; **P<0,001.
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Tableau A2 : Marqueurs du stress oxydatif chez les meres et les nouveau-nés

Parametres

Groupe témoin

Groupe diabétique

Méres Nouveau- nés Meéres Nouveau- nés
Vitamine C (umol/L) 57,65+3,08 34,15+2,72 40,10 £3,97** | 35,98+2,56
Catalase (U/min/mL) 78,88 £3,44 34,27+1,89 50,33+2,15** |22,64+1,40*
GSH (umol/L) 5,23+0,41 2,22+0,14 2,60+0,52** | 1,22+0,05*
PCAR (umol/L) 3,47+0,15 2,53+0,13 5,26+0,16 ** |3,24+0,15*
ORAC (Ul) 3,63+0,11 2,34+0,07 1,49+0,12** |1,52+0,05*
MDA (umol/L) 2,30+0,15 1,66+0,13 4,72+0,15 ** | 2,73+0,21*
NO (pmol/L) 23,71+4,50 15,13+2,50 27,64+4,08 14,22+3,15
02- (pmol/L) 8,37+0,36 3,23+0,23 14,65+0,45 ** | 6,45+0,34 **

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. GSH : glutathion réduit ; MDA :

malondialdéhyde ; NO : monoxyde d’azote ; O2- : anion superoxyde ; ORAC : pouvoir

antioxydant total; PCAR : protéines carbonylées. La comparaison des moyennes entre les

meéres témoins et les meres diabétiques, et entre les nouveau-nés témoins et les nouveau-nés

de meres diabétiques, est réalisée par le test t de student:

*P<0,01;*P<0,001.




ANNEXES

Tableau A3 : Prolifération in vitro des lymphocytes en présence de différentes huiles
chez les méres et leurs nouveau-nés

IP Groupe témoin Groupe diabétique
Meres Nouveau- nés Meres Nouveau- nés
Con A 216,26+15,94" | 241,08+18,06" | 187,94+15,87**" | 194,96+13,54** "
Con A + Insuline 258,79+19,48 2 | 272,06+11,89° | 219,17+14,96*% | 243,89+16,90*
Con A + Huile de lin 156,65+11,00°¢ | 131,39+14,06¢ | 131,86+16,39¢ | 124,99+19,43°
Con A + Huile de nigelle | 254,40+12,61°% | 280,50+14,44% | 221,64+12,19*?% | 246,12+13,61**?
Con A+ Huile d’olive | 204,95+16,52° | 221,62+11,79° | 172,84+16,12*" | 185,28+18,11**"
Con A + Vitamine E 242,72+12,23% | 256,02+17,58"° | 217,84+17,02*2 | 235,83+15,37*2

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. La comparaison des moyennes entre les

meéres témoins et les méres diabétiques, et entre les nouveau-nés témoins et les nouveau-nés

de meres diabétiques, a chaque incubation, est réalisée par le test t de student: * P < 0,01 ;

** P <0,001.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations dans chaque groupe) sont

réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de la différence

significative minimale (LSD, least significant difference) afin de classer et comparer les

moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,...) sont

significativement différentes (P< 0,05).
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Tableau A4 : Sécrétion des cytokines par les lymphocytes en présence de différentes

huiles chez les méres et leurs nouveau-nés

Cytokines Groupe témoin Groupe diabétique
Meres Nouveau- nés Meres Nouveau- nés
IL-2 (Pg/mL)
Con A 3241+113,44° | 1833#54,23° | 2156+102,11**° | 1602+46,36**"
Con A + Insuline 4563+131,17° | 1956+60,38% | 3743+122,16** | 1801+54,23**
Con A + Huile de lin 2015+83,26 ° 1185+57,399 | 1938+76,25° 1203+46,44 1
Con A + Huile de nigelle | 4462+146,19% | 1904+53,06° | 3892+116,34**® | 1817+43,22*°
Con A + Huile d’olive 3187+138,25° | 1725456,21° | 2232+106,32**® | 1511+40,53°
Con A + Vitamine E 4304+135,16% | 1933+43,24® | 3738+132,26**® | 1800+41,26*°
IL-4 (Pg/mL)
Con A 52,35+5,63" 42,31+453° [ 55,63+6,33" 47,52+4,32°
Con A + Insuline 167,33+£10,34 | 78,5546,55% | 342,27+15,66**° | 87,56+5,33°
Con A + Huile de lin 56,34+6,72" 38,76+4,63° | 61,536,33" 43,22+4,25°
Con A + Huile de nigelle | 54,29+5 55" 40,32+43,22° [ 63,3246,42° 44,21+357°
Con A + Huile d’olive 54,75+6,11" 43,65+3,66° | 60,23+5,53" 45,30+3,58°
Con A + Vitamine E 53,42+4,68" 44,23+3,27° [ 58,9545,12°" 45,68+3,50°

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. La comparaison des moyennes entre les

meéres témoins et les meres diabétiques, et entre les nouveau-nés témoins et les nouveau-nés

de meres diabétiques, a chaque incubation, est réalisée par le test t de student: * P < 0.01;

** P <0.001.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations dans chaque groupe) sont

réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de la différence

significative minimale (LSD, least significant difference) afin de classer et comparer les

moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,...) sont

significativement différentes (P< 0,05).
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Tableau A5 : Marqueurs Redox intracellulaires des lymphocytes chez les méres et

leurs nouveau-nés

Parametres du stress

Groupe témoin

Groupe diabétique

oxydatif Meres Nouveau- nés Meres Nouveau- nés
MDA (nM/10°cells)
Con A 3,50+0,15" 2,15+0,16° 4,16+0,10 *° | 3,15+0,12 *°
Con A + Insuline 4,14+0,20° 2,78+0,21° 5,02+0,25 ** | 4,064+0,21 **
Con A + Huile de lin 2,63+0,17° 1,92+0,15°¢ 2,88+0,18 ¢ | 2,1840,14 °
Con A + Huile de nigelle | 3,19+0,18 ¢ 1,74+0,13¢ 3,28+0,33 ¢ 1,82+0,14 °
Con A + Huile d’olive | 2,58+0,10° 1,51+0,07¢ 2,4940,29 © | 1,6440,09 °
Con A + Vitamine E 1,80+0,11¢ 1,90+0,23¢ 2,1940,17 *¢ | 2,26+0,19 *
GSH (nM/10°cells)
ConA 17,45+1,28 © 15,04+1,4° 11,45+1,32 *¢ | 12,56+0,86* ¢
Con A + Insuline 29,96+1,46 24,32+1,31° 18,86+1,48*" | 20,3+1,16*?
Con A + Huile de lin 15,9242,13° 13,4042,87° 15,87+1,59¢ | 14,34+1,86°
Con A + Huile de nigelle | 16,21+1,31°¢ 15,31+1,30° 16,27+1,01° 16,78+1,76°
Con A + Huile d’olive | 17,17+1,99° 14,39+1,73°¢ 16,40+1,13° | 15,35+1,12°
Con A + Vitamine E 20,62+1,06 * 17,23+1,50 ° 17,7241,42""° | 16,02+2,74"
CARP (nM/10°cells)
Con A 3,4740,29° 2,70+0,18° 4,7140,21%2 | 3,42+0,22%"
Con A + Insuline 4,44+0,30° 3,09+0,27° 5,79+0,30** | 3,76+0,32"°
Con A + Huile de lin 2,38+0,39° 2,48+0,18° 2,72+0,33° 2,68+0,21°
Con A + Huile de nigelle | 2,46+0,18¢ 2,22+0,38° 2,57+0,22 ° 2,31+0,39°
Con A + Huile d’olive | 2,60+0,26 ° 2,33+0,27°¢ 2,43+0,28 © 2,11+0,34°
Con A + Vitamine E 2,54+0,28° 2,69+0,29° 3,61+0,22*" | 3,284+0,10*°
Catalase (U/mg)
ConA 20,13+1,88° 18,53+1,02" 16,34+1,49*° | 14,67+1,19* ¢
Con A + Insuline 38,06+1,53° 32,96+2,76° 26,40+1,46%° | 25,75+1,61*°
Con A + Huile de lin 25,82+2,26" 18,15+2,92° 27,41+1,92° | 20,75+1,19°
Con A + Huile de nigelle | 25,61+1,12° 19,26+1,06° 26,97+1,23° | 20,59+1,31°
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Con A + Huile d’olive | 24,13+2,13" 19,54+2,44° 2454+2,77° | 21,4142,92°¢
Con A + Vitamine E 26,02+1,81° 27,06+1,25° 29,51+1,67*% | 31,18+1,27**
SOD (U/mg)

Con A 80,32+2,54° 44,34+1,13° 56,27+2,31*" | 35,63+1,18*°
Con A + Insuline 123,35+6,11% | 72,38+2,42°" 81,03+5,27*" | 56,99+2,11*"°
Con A + Huile de lin 128,25+8,33% | 70,7743,17° 12247 ,42° 68,06+4,19"
Con A + Huile de nigelle | 12557+7,17% | 73,63+2,88° 123,61+9,22% | 71,72+3,36"
Con A + Huile d’olive | 128,33+9,31% | 71,39+4,15" 125,5446,66% | 70,62+1,14°
Con A + Vitamine E 91,37+4,55" 50,82+1,36 ° 90,36+3,11° | 52,73+2,88°

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. La comparaison des moyennes entre les

meéres témoins et les méres diabétiques, et entre les nouveau-nés témoins et les nouveau-nés

de méres diabétiques, a chaque incubation, est réalisée par le test t de student: * P < ,.01;

** P <0,001.

Les multiples comparaisons (entre les différentes incubations dans chaque groupe) sont

réalisées par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de la différence

significative minimale (LSD, least significant difference) afin de classer et comparer les

moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,...) sont

significativement différentes (P< 0,05).
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