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ABREVIATIONS




Ac-LDL = LDL acétylée

A.G.P.I. = Acide gras poly-insaturé

AL = Ad libitum

Apo = Apoprotéine

CCly = Tétrachlorure de carbone

cpm = coups par minute

CZ = Carencé en zinc

DMEM = Dulbecco's Modified Eagle's Medium = Milieu de Eagle modifié par
Dulbecco

EC-LDL = LDL modifiées par des cellules endothéliales

E.D.T.A. = Ethylene diamine tétra-acétique

GPX = Glutathion peroxydase

GR = Globule rouge

GST = Glutathion transférase

HDL = High Density Lipoprotein = Lipoprotéine de haute densité

1251.LDL = LDL marquée a I'lode 125

I.N.R.A. = Institut National de Recherche Agronomique

LDL = Low Density Lipoprotein = Lipoprotéine de basse densité

MDA = Malondialdéhyde

PBS = Phosphate Buffer Saline

PF = Pair-fed

RA = Radioactivité

rpm = rotations par minute

S.A.A. = Spectrométrie d'absorption atomique

SD = "Standard deviation" = Ecart-type

SOD = Superoxyde dismutase

TBA = Acide thiobarbiturique

TBARs = "TBA reactants”" = Composés réagissant avec le TBA

U.C. = Ultracentrifugation

Y = Précipité




INTRODUCTION




La lipidoperoxydation, résultant de 1'action des radicaux libres dérivés de
I'oxygeéne sur les acides gras poly-insaturés (A.G.P.1.), joue un réle important dans
le développement de la plaque d'athérome.

En effet, une des cibles privilégiées de la peroxydation est la LDL dont on sait que,
modifiée, elle est captée par les récepteurs "scavenger" du macrophage et participe a
la formation des cellules spumeuses.

L'attaque radicalaire est modulée par des systeémes de protection enzymatiques
et non enzymatiques dans lequel le zinc pourrait jouer un réle important comme an-
tioxydant.

Si plusieurs travaux ont été consacrés au role du zinc dans la biosynthese des
A.G.P.1., et aux conséquences de la carence en zinc sur le métabolisme des lipo-
protéines, en revanche, seuls quelques auteurs ont décrit 1'influence du statut en zinc
sur la peroxydation des lipides membranaires, tandis que le rble de la carence en
zinc sur la peroxydation des lipoprotéines n'a donné lieu qu'a une seule publication.

Ainsi, a notre connaissance, seule une étude préalable sur rat carencé en zinc,
réalisée par les Laboratoires de Biochimie C et de Biochimie A (C.H.U. de Gre-
noble) a porté sur la peroxydation des lipoprotéines plasmatiques. A la suite de ce
travail suggérant une susceptibilité accrue des LDL de rats carencés a la peroxyda-
tion, il nous a semblé intéressant d'établir un lien entre la sensibilité de ces LDL a la
peroxydation, et une éventuelle augmentation de leur captation par les macrophages.

Nous avons également voulu déterminer, dans nos conditions expérimentales,
I'influence de la carence en zinc sur le statut en systémes protecteurs antioxydants, et
sur la nature des acides gras plasmatiques.

Le Laboratoire de Biochimie C ne disposant actuellement que du rat Wistar
comme modele de carence expérimentale en zinc, notre travail a été réalisé sur cet
animal.
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I. RADICAUX LIBRES , SYSTEMES ANTIRADICALAIRES,
PEROXYDATION LIPIDIQUE ET MACROPHAGES

I.1. RADICAUX LIBRES ET PEROXYDATION LIPIDIQUE

La peroxydation lipidique est une des nouvelles hypotheses évoquées dans le
processus de développement de la plaque athéromateuse. In vivo, elle est initiée par
les radicaux libres, dont I'élimination est assurée par des systémes protecteurs spéci-
fiques.

I.1.1. Définition des radicaux libres

Un radical libre se définit comme un atome, un groupe d'atomes ou une mo-
lécule possédant un €lectron non apparié sur 1'orbitale externe. La recherche avide
d'électrons, pour réapparier leur €électron célibataire et annuler leur champ magné-
tique, fait des radicaux libres de redoutables agresseurs et leur confére une durée de
vie extrémement bréve.

Ainsi, les radicaux libres peuvent réagir avec les autres molécules de plusieurs
facons (Halliwell et coll. 1989) (1) :

- 2 radicaux libres peuvent combiner leur électron célibataire et former une
liaison covalente : A° + A° -—-- » A-A

- un radical peut soit céder son électron célibataire & une molécule non radica-
laire, soit lui arracher un électron, de fagon a apparier le sien. Cette molécule de-
vient & son tour un radical qui réagira de la méme fagon, engendrant ainsi des réac-
tions en chaine.

I.1.2. Les formes actives de 1'oxygene et leurs origines (Fontecave et coll. 1991)(2)

Les formes actives de 1'oxygene sont impliquées dans un grand nombre de
processus physiologiques et physiopathologiques, ainsi que dans des phénoménes tels
que 1'inflammation, le vieillissement, la carcinogenese, le mode d'action et la toxi-
cité¢ de diverses molécules (Sies et coll. 1991) (3), (Crystal et coll. 1991) (4).

Parmi les formes actives de 1'oxygene (figure 1), certaines sont des radicaux
libres, comme 1'anion superoxyde O,° et les radicaux hydroxyle °OH et perhy-
droxyle HO,°. D'autres ne sont pas radicalaires, comme 1'oxygéne singulet 102 et
le peroxyde d'hydrogéne HyO,.
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Ces formes actives de 1'oxygene sont interconverties entre elles par les réac-
tions de Fenton et de Haber-Weiss, catalysées par les métaux de transition tels que le
fer et le cuivre.

209° + 2HT > 0y + Hy0,
HyO, + Fe?t —» Fe3T + OH + °OH (Fenton)

07° + HyOp - » Oy + OH™ + °OH (Haber-Weiss)

Ces réactions permettent en particulier la production du radical °OH.

L'oxygene singulet 102 est formé par excitation lumineuse ou chimique de
I'oxygene moléculaire, entrainant une modification de sa configuration électronique.

L'anion superoxyde O,° est généré physiologiquement au niveau cellulaire

par différents systeémes enzymatiques, en particulier :

- I'ubiquinone-cytochrome C réductase et la NADH déshydrogénase au niveau
des mitochondries,

- par le complexe oxy du cytochrome P-450 et par la NADPH-cytochrome P-
450 réductase au niveau du réticulum endoplasmique,

- par la NADPH oxydase au niveau de la membrane cytoplasmique des leuco-
cytes lors de la phagocytose.

Les superoxydes sont produits de facon massive par le systtme xan-
thine/xanthine-oxydase lors d'une ischémie suivie de réoxygénation.

Dans le cytoplasme, certaines molécules endogenes telles que 1'oxyhémoglo-
bine et les flavines réduites sont auto-oxydables et vont conduire a la formation de
superoxydes.

Les superoxydes peuvent également avoir une origine exogéne due a des mo-
lIécules pouvant catalyser le transfert d'électrons de diverses réductases a 1'oxygene
moléculaire. C'est le cas :

- des dérivés aromatiques ou hétérocycliques nitrés comme le nitrobenzéne et
Ia nitrofurantoine,

- des composés quinoniques tels que I'adriamycine,

- des sels de pyridium comme le paraquat,

- etc...
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1
02
oxygene singulet

Y
+ Energie
+ e
HyOy — °OH
peroxyde d'hydrogéne radical hydroxyle ‘
A A
02
moléculaire
)
+2Ht + Ht + H*
+ e
+ e” + e
0,° - 0y%- - 0% + 0%
superoxyde ion peroxyde
+ Ht
/
HO,°
perhydroxyle

Figure 1 : Les formes actives de I'oxygene (d'apres Fontecave et coll. 1990) (2)
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Le peroxyde d'hydrogéne HyO, est principalement formé :
- & partir de 1'anion superoxyde dans une réaction catalysée par la superoxyde

dismutase (SOD) :
202°+2H+ ————— > H202+02
- & partir de 1'eau par les radiations ionisantes.

Le perhydroxyle HO,® est généré :
- en milieu acide par protonation de O,°,

- par photolyse de HyO,.

Le radical hydroxyle °OH est formé :

- & partir de HyO, par la lumiere U.V. ou par les réactions de Fenton et
d'Haber-Weiss,

- & partir de 1'eau par des radiations ionisantes.
De nombreuses molécules telles que I'éthanol et le CCly induisent directement ou
indirectement sa formation.

I.1.3. Initiation et propagation de la peroxydation lipidique (Halliwell et coll.
1989) (1) (figures 2 et 3)

Le radical °OH est 1'espece radicalaire la plus réactive. Il attaque les lipides,
les protéines, 1' ADN et les sucres. Au niveau des lipides, il initie la peroxydation
lorsqu'il est produit au voisinage de membranes ou de lipoprotéines. °OH a pour
cibles privilégiées les acides gras des phospholipides et attaque de préférence les
A.G.P.I tels que I'acide arachidonique.

°OH arrache un atome d'hydrogene avec son électron a un des atomes de car-
bone d'un A.G.P.1., et se combine avec lui pour former de 1'eau :

R—CH2- + °OH ---- » R-C°H- + H20
Cette réaction laisse derriere elle un radical carboné. Les radicaux ainsi for-
més a partir d'A.G.P.1. subissent généralement un réarrangement moléculaire pour
former des dienes conjugués. Ceux-ci peuvent donner plusieurs types de réactions. Si
par exemple 2 d'entre eux entrent en contact a 1'intérieur d'une membrane, il en ré-
sultera la liaison des 2 molécules d'acides gras concernées :

R-C°H + R-C°H --—-- » R-CH-CH-R
Ces radicaux peuvent également réagir avec les protéines membranaires ou avec les
apoprotéines.
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Cependant, dans des conditions d'aérobiose, le devenir le plus probable des
dienes conjugués est de se combiner avec de 1'O,, en formant un radical peroxyle :

R-C°H + Oy ----- » R-CHOO"®
Ces radicaux peroxyle sont suffisamment réactifs pour attaquer les acides gras adja-
cents, en leur arrachant de 1'hydrogéne :

R-CHOO® + R-CHp ----- » R-CHOOH + R-C°H

Il y a formation d'un hydroperoxyde lipidique et d'un nouveau radical carboné.

Cette réaction est 1'étape de propagation de la peroxydation lipidique car le
radical carboné peut réagir avec 1'0- pour former un autre radical peroxyle, et la ré-
action en chaine de la peroxydation lipidique peut continuer (figure 3).

L'accumulation d'hydroperoxydes dans une membrane altére sa fonction et
peut entrainer sa rupture. De plus, les hydroperoxydes peuvent se décomposer en
produisant toute une gamme de produits cytotoxiques, parmi lesquels des aldéhydes
comme le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal qui sont donc des mar-
queurs de la peroxydation lipidique.

I.1.4. Roéle du fer dans la peroxydation lipidique (Halliwell et coll. 1990) (5)

Les métaux de transition tels que le fer et le cuivre peuvent étre impliqués
dans la peroxydation lipidique de 2 fagons :

1- Fe2t peut intervenir dans les réactions de transfert d'électrons avec O, :

Fe2t 4+ 0y «—r (Fe2T + 0y 4> F3H 4 05°) «—r F3T + 0,°

perferryle
L'anion superoxyde peut se dismuter pour former H»O,, en donnant les principaux

intervenants de la réaction de Fenton, et en entrainant la formation de radicaux °OH:
202°+2H+ ----- > H202+02
Fe2™ + H,0p —» Fe3t + OH" + °OH

Les ions cuivre peuvent donner des réactions similaires.

2- Quand des ions métalliques sont mis en présence de lipides contenant des
traces d'hydroperoxydes lipidiques ROOH, ils permettent la décomposition de ces
peroxydes en radicaux alkoxyles RO° et peroxyles ROO® (figure 3) :

ROOH + Fe2t -——-» RO® + Fe3T + OH-
ROOH + Fe3t ——» ROO® + Fe2t + HT
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Ces radicaux alkoxyles et peroxyles peuvent arracher un H® & un carbone d'un autre
acide gras, permettant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique.

1.2. LA PEROXYDATION DES LDL

Les lipoprotéines de basse densité ou LDL sont une cible privilégiée de 1'at-

taque radicalaire.
En effet, les LDL contiennent au niveau de leurs lipides des A.G.P.L. qui seront la
premiére cible de 1'attaque radicalaire, et elles sont également constituées
d'apoprotéine B qui peut également, dans un 2°M€ temps, subir une attaque
radicalaire .

De trés nombreux travaux ont ét€ consacrés, depuis les années 80, a 1'étude
des modifications oxydatives des LDL et des propriétés de ces LDL oxydées.

En effet, il est bien établi que des taux élevés de LDL plasmatiques sont corrélés
avec un risque accru d'athérosclérose, et plusieurs études récentes ont montré que les
LDL peuvent étre oxydées in vivo.

Carew et coll. (1987) (6) ont montré qu'in vivo, le probucol, un antioxydant

transporté par les lipoprotéines, ralentit la progression de 1'athérosclérose aortique
chez le lapin Watanabe, déficitaire en récepteurs B/E des LDL.
Palinski et coll. (1989) (7) ont rapporté que des anticorps développés contre les LDL
oxydées ou contre les produits de dégradation de ces LDL se fixent sur les lésions
athéroscléreuses aortiques chez le lapin Watanabe. Les LDL extraites de ces lésions
sont reconnues par des anticorps développés contre des LDL conjuguées a du MDA
(Palinski et coll. 1989) (7) et possédent les propriétés physico-chimiques des LDL
oxydées (Yld-Herttuala et coll. 1989) (8). Des auto-anticorps circulants dirigés
contre les "malondialdéhyde-LDL" ont été mis en évidence chez 1'homme et le lapin
(Palinski et coll. 1989) (7).

Il semble qu'in vivo, les LDL ne soient pas oxydées dans le sang, probable-
ment en raison de la présence d'antioxydants. En effet, les études immunologiques
n'ont pas mis en évidence de LDL oxydées dans la circulation.

L'oxydation a vraisemblablement lieu dans l'intima de la paroi artérielle, au niveau
de micro-environnements crées par le rapprochement de macrophages, ou entre les
macrophages et les cellules endothéliales (Parthasarathy et coll. 1990) (9).

In vitro, les LDL peuvent subir une oxydation radicalaire, soit catalysée par
des cations divalents tels que le fer et le cuivre, soit par incubation avec des cellules




19

en culture telles que les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les
fibroblastes et les monocytes-macrophages (Jiirgens et coll. 1987) (10).

L'oxydation des LDL par les cellules mettrait en jeu 2 mécanismes principaux
(Parthasarathy et coll. 1990) (9) :

- le relarguage dans le milieu d'anions superoxydes O° générés par les cel-
lules, qui, par dismutation en HyO, et par la réaction de Fenton, pourraient étre a
'origine de radicaux °OH responsables de 1'attaque oxydative des A.G.P.I. des
LDL.

- I'action d'enzymes telles que les lipoxygénases sur les lipides des mem-
branes cellulaires ou directement sur les lipides des LDL, quand celles-ci sont au
contact avec la membrane cellulaire. Les membranes cellulaires pourraient ainsi re-
larguer des hydroperoxydes capables d'initier des réactions d'oxydation en chaine au
niveau des LDL.

Dans 1'oxydation des LDL par les cellules, la présence de faibles concentra-
tions de fer ou de cuivre est indispensable.

En I'absence de cellules, les concentrations de fer ou de cuivre nécessaires
sont plus importantes, et 1'oxydation impliquera la génération d'anions superoxydes
et 1a production ultérieure de radicaux °OH par la réaction de Fenton.

I.3. CONSEQUENCES DE LA PEROXYDATION DES LDL

Quel que soit le mécanisme, 1'oxydation des LDL va entrainer d'importantes
modifications de leurs propriétés physico-chimiques, métaboliques et biologiques.

I.3.1. Conséquences sur le plan physico-chimique (Jiirgens et coll. 1987) (10),
(Steinberg et coll. 1989) (11)

Les principales conséquences sont les suivantes :

- augmentation de la densité des LDL,

- augmentation de leurs charges négatives,

- augmentation de leur mobilité électrophorétique,

- diminution de leur contenu en esters de cholestérol, en A.G.P.1., en vita-
mine E et en B-caroténe,

- hydrolyse des phospholipides avec formation de lysophophatidyl-choline,

- augmentation de leur contenu en formes oxydées du cholestérol.
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L'apoprotéine B subit également différents types de modifications :

- fragmentation,

- diminution du contenu en histidine, proline et lysine,

- fixation d'aldéhydes produits lors de la peroxydation des A.G.P.1. (MDA, 4-
hydroxynonénal,...) au niveau des résidus lysine de 1'apo B.

1.3.2. Conséquences sur le plan métabolique

Tous ces phénomenes ont pour conséquence la modification de la reconnais-
sance des LDL oxydées par leur récepteur cellulaire.

1.3.2.1. Récepteurs B/E spécifiques et catabolisme des LDL :

Au cours de leur métabolisme (Luc et coll. 1989) (12) (figure 4), les LDL na-
tives sont reconnues au niveau cellulaire par 1'intermédiaire d'un récepteur spéci-
fique, le récepteur B/E. 11 s'agit d'une glycoprotéine dont la séquence de 839 acides
aminés est connue, et dont le géne situé sur le chromosome 19 a été isolé. Ces récep-
teurs B/E sont présents sur la quasi totalité¢ des cellules de 1'organisme, mais en
particulier dans le cortex surrénalien et dans le foie.

Apres liaison des LDL aux récepteurs, mettant en jeu les charges négatives du
récepteur riche en acides aminés acides, et les charges positives de 1'apo B, le com-
plexe LDL-récepteur subit alors une endocytose avec formation d'une vésicule dite
"réceptosome”. Il y a ensuite dissociation du complexe LDL-récepteur sous 1'effet
d'une baisse de pH. Le récepteur peut retourner a la surface des cellules pour un
nouveau cycle.

Les LDL sont dégradées apres fusion de la vésicule avec un lysosome. Les
apoprotéines sont dégradées en acides aminés et les esters de cholestérol sont hy-
drolysés.

Le cholestérol libre est libéré dans la cellule et va réguler 3 processus intracellulaires
permettant ainsi le contréle et la stabilité du contenu cellulaire en cholestérol :

- le cholestérol libre réprime la synthése de 1'hydroxy-méthyl-glutaryl coen-
zyme A (HMG CoA réductase), enzyme régulateur de la synthése endogéne de cho-
lestérol,

- il active une enzyme estérifiant le cholestérol, 1'acyl CoA cholestérol
acyltransférase (A.C.A.T.),

- enfin, il diminue la synthése des récepteurs B/E des LDL.

Ainsi, grice a ces mécanismes de régulation, la cellule garde une concentration
stable en cholestérol non estérifié.
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1.3.2.2. Métabolisme des LDL oxydées : rdle des récepteurs "scavenger”

Apreés modification oxydative des LDL, en raison notamment des modifica-
tions de charge dues & la fixation sur les résidus lysine de produits de la peroxyda-
tion des lipides (figure 5) (Esterbauer et coll. 1988) (13), ces LDL modifiées ne sont
plus reconnues par leur récepteur cellulaire, mais par les récepteurs dits
"scavenger", découverts par Brown et Goldstein.

Ces récepteurs "scavenger" sont spécifique des LDL modifiées et présents en
particulier au niveau des macrophages. Ils ont aussi été trouvés sur les cellules de
Kiippfer, les cellules endothéliales, particulierement au niveau des cellules sinusoi-
dales hépatiques.

Par des techniques immunohistochimiques, ce récepteur "scavenger" a été retrouvé
au niveau de lésions athéromateuses chez 1'homme, en particulier sur les macro-
phages.

Sur le plan moléculaire, le récepteur scavenger serait une glycoprotéine dont
le géne se situerait sur le chromosome 8 (Kelley et coll. 1991) (14).
Deux types d'ADN cytoplasmiques ont été identifiés dans les cellules bovines, mu-
rines et humaines, permettant théoriquement la production de 2 types de récepteurs.
Le récepteur I comprendrait 6 domaines (figure 6) : une extrémité intra-
cytoplasmique "N-terminale", une portion trans-membranaire, une séquence
intermédiaire, une partie hélicoidale, une région homologue au collagéne, et une
extrémité "C-terminale" riche en cystéine (Kodama et coll. 1990) (15). Cette
derniere partie serait absente dans le récepteur de type II, mais elle ne serait pas
indispensable 2 Ia liaison des LDL modifiées (Rohrer et coll. 1990) (16).

Initialement, ce récepteur a été décrit comme reconnaissant les LDL acétylées
(Ac-LDL) (Goldstein et coll. 1978) (17), puis, plus tard, les LDL oxydées telles que
les LDL modifiées par les cellules endothéliales (EC-LDL) (Henriksen et coll. 1981)
(18), les cellules musculaires lisses (Heinecke et coll. 1986) (19), et les macrophages
(Parthasarathy et coll. 1986) (20).

Sparrow et coll. (1989) (21) ont montré sur macrophage murin 1'existence
d'une autre classe de récepteurs "scavenger" reconnaissant les EC-LLDL mais pas les
Ac-LDL.

Arai et coll. (1989) (22) ont démontré qu'il existe au moins 3 types de récepteurs
"scavenger” : un spécifique pour les LDL acétylées, un spécifique pour les EC-
LDL, et le reste commun aux 2 types.
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récepteur "scavenger" bovin de type I (Kodama et coll. 1990) (15).
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Ces études de compétition indiquent donc la présence de plusieurs types de ré-
cepteurs "scavenger" pour les LDL acétylées et modifiées par le MDA ou par oxyda-
tion. A l'inverse, Kelley (1991) (14) a montré que ces 3 types de ligands se lient a
une seule bande protéique de haut poids moléculaire dans des études de "ligand-blot-
ting". Ce paradoxe pourrait s'expliquer par des différences d'affinité des divers li-
gands vis a vis du récepteur "scavenger".

Les LDL modifiées reconnues par les récepteurs "scavenger” sont internali-
sées, transférées aux lysosomes dans lesquels elles sont partiellement dégradées.
Leur apoprotéine est attaquée par une protéinase et leurs lipides sont hydrolysés avec
un relarguage de cholestérol libre. Ce dernier stimule 1'acyl-CoA cholestérol acyl-
transférase microsomale qui estérifie le cholestérol libre (figure 7) (Kottke et coll.
1987) (23). La captation par les récepteurs "scavenger” macrophagiques des LDL
modifiées n'est pas régulée comme c'est le cas pour les récepteurs a apo B/E des
LDL natives. Cela conduit a I'accumulation d'esters de cholestérol dans les macro-
phages (Goldstein et coll. 1979) (17).

Sparrow et coll. (1989) (21) ont montré une différence de taux de captation et
de taux de dégradation par les macrophages, entre les LDL acétylées et les LDL
modifiées par les cellules endothéliales. Aprés 5 heures d'incubation, les macro-
phages accumulent 6 fois plus de EC-LDL que de Ac-LDL, mais les Ac-LDL sont
dégradées plus vite et dans une bien plus grande proportion que les EC-LDL (figure
8). Les EC-LDL entrainent donc une production de cholestérol estérifié a 1'intérieur
du macrophage inférieure a celle obtenue avec les Ac-LDL (Zhang et coll. 1990)
(24).

Les LDL captées n'étant pas dégradées a 100 % par le macrophage, le taux de
captation cellulaire in vitro des LDL oxydées doit étre déterminé non seulement par
la mesure des produits de dégradation des LDL dans le milieu, mais aussi par la me-
sure des LDL fixées et internalisées par les macrophages.

L'oxydation des LDL peut donc étre mise en évidence par une captation et une
dégradation accrues des LDL par le macrophage, comparées a celles obtenues avec
des LDL natives.

1.3.3. Conséquences de la peroxydation sur les propriétés biologiques des LDL

Outre leur réle dans 1'accumulation de cholestérol a 1'intérieur des macro-
phages [III] (figure 9), les LDL oxydées posseédent de nombreuses propriétés
biologiques dont nous ne ferons que citer les principales :
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Figure 7 : Métabolisme 2 1'intérieur du macrophage des LDL modifiées (d'apres
Kottke 1987) (23).
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Figure 8 : Cinétique de dégradation par le macrophage de LDL acétylées et de

LDL modifi€es par les cellules endothéliales (Sparrow et coll 1989) (21).
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- les LDL oxydées ont une activité chimiotactique vis a vis des monocytes
sanguins [I], favorisant 1'adhésion des monocytes aux cellules épithéliales et leur
différenciation en macrophages (Quinn et coll. 1987) (25),

- les LDL oxydées empéchent la migration des macrophages a partir de la pa-
roi artérielle [II] (Steinberg et coll. 1989) (11),

- elles sont cytotoxiques, en particulier vis a vis des cellules endothéliales [IV]
(Morel et coll. 1983) (26),

- elles favorisent 1'agrégation plaquettaire (Steinberg et coll. 1989) (11),

- enfin, les LDL oxydées peuvent stimuler la production de facteurs de crois-
sance cellulaires par les macrophages, les cellules musculaires lisses et les plaquettes
(Steinbrecher et coll. 1990) (27).
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Figure 9 : Propriétés biologiques des LDL modifiées (Steinberg et coll. 1989)
(11).

I.4. LES SYSTEMES DE PROTECTION ANTIRADICALAIRE (figure 3)

In vivo, 1'attaque radicalaire est modulée par des systemes de protection.

[.4.1. Les systemes de défense enzymatiques

Ils constituent la principale ligne de défense antioxydante au niveau intra-
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cellulaire.

- Les superoxyde dismutases (SOD) catalysent la réaction de dismutation des
anions superoxydes en HyO, :

20,° + 2HT ———» HyOy + Oy

On trouve une SOD & cuivre et zinc dans le cytoplasme, et une SOD 4 mangangse
dans les mitochondries.

Dans la SOD Cu-Zn, le cuivre joue le réle le plus important en changeant de degré
d'oxydation, tandis que le zinc participe a la structure en ayant un effet stabilisant
(Fontecave et coll. 1991) (2), (Forman et coll. 1973) (28).

Le peroxyde d'hydrogéne produit par la réaction est cytotoxique, et peut de
plus entrainer la production de “OH en présence de superoxyde et d'ions fer ou
cuivre. I est donc nécessaire d'éliminer aussi bien HyOy que O5°. De ce fait, la
SOD "travaille" en coopération avec 2 autres types d'enzymes, les catalases et les
glutathion peroxydases.

- Les catalases sont responsables de la réduction de HyO5 en eau, localisées a
'intérieur des peroxysomes et particulierement abondantes dans le foie et les éry-
throcytes (Fontecave et coll. 1991) (2).

- Les glutathion peroxydases (GPX), enzymes a sélénium cytoplasmiques et
érythrocytaires, peuvent transformer HyO5 en eau en présence de glutathion réduit.
Si malgré 1'action des enzymes sur O,° et HyO,, le radical OH® est produit et dé-
clenche un cycle d'auto-oxydation, les GPX interviennent a nouveau pour limiter la

propagation radicalaire. En présence de glutathion réduit, elles peuvent transformer
les hydroperoxydes organiques ROOH en acides gras hydroxylés ROH (Deby et coll.
1986) (29).

Lipide — OOH 2 GSH NADP Glucose 6
ou H,0, Giutathion phosphate
réduit
GSSH G6PD
GPX réductase
Lipide — OH A
et/ou H20 GSSG NADPH Gluconate

GPX : Glutathion péroxydase
GSSH réductase : Glutathion réductase
G6PD : Glucose 6 phosphate déshydrogénase.
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- Les glutathion transférases (GST), posseédent une activité peroxydasique vis
a vis des peroxydes organiques, et détoxifient de nombreux composés électrophiles
(Proctor et coll. 1984) (30).

1.4.2. Les systemes de défense non enzymatiques

- Les tocophérols (vitamine E) dont le plus actif est 1'alpha-tocophérol, liposo-
Iubles et localisés dans les membranes cellulaires et mitochondriales, ainsi que dans

les lipoprotéines.

La vitamine E intervient en piégeant les radicaux peroxyles et alkoxyles
provenant de 1'oxydation des A.G.P.I., en formant un radical tocophéroxyle peu réa-
ctif, permettant ainsi d'interrompre la réaction d'oxydation en chaine.

ROO°® + vitamine E ----- » ROOH + vitamine E°

La vitamine E est 1'anti-oxydant majeur des LDL. Lors de 1'attaque radica-
laire de celles-ci, 1'alpha-tocophérol agit au niveau de la phase lipidique des LDL,
tandis que les antioxydants hydrosolubles comme la vitamine C et 1'acide urique
suppriment 1'oxydation induite par les radicaux libres de la phase aqueuse (Chazan et
coll. 1987) (31), (Sato et coll. 1987) (32).

- La vitamine C a une activité synergique avec la vitamine E. En réduisant le
radical tocophéroxyle, elle permet la régénération de cette derniére & 1'interface entre
la phase aqueuse et la phase lipidique des LDL (Sato et coll. 1990) (32).

La vitamine C posséde également un effet antiradicalaire propre (Halliwell et coll.
1990) (33).
Cependant, en combinaison avec des ions fer, la vitamine C peut devenir oxy-

dante et entrainer la peroxydation lipidique.

Le mécanisme implique probablement la réduction du Fe3 T en Fe?t .

Fe3 T + vitamine C » Fe2t + vitamine C° + 2H7
Or, au cours de I'oxydation de la vitamine C, il se forme du peroxyde d'hydrogene :
vitamine C + HyOy -----» déhydroascorbate + HyOy

Ces 2 réactions fournissent Fe2t et HyO,, permettant la réaction de Fenton et ainsi
la production de °OH (Crystal 1991) (4).

- Les caroténoides dont le B-caroténe peuvent piéger 1'oxygene singulet et
inhiberaient la lipoperoxydation en formant avec les radicaux peroxyles un radical

plus stable (Krinsky 1989) (34).
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- Les métallothionéines, protéines cytosoliques tres riches en cystéine, peuvent
fixer des métaux par leurs nombreux groupements thiols, particulitrement du zinc et
du cuivre. Elles sont principalement trouvées dans le foie et les reins des mammi-
feres (Thomas et coll. 1986) (35). Elles peuvent pieger les superoxydes et surtout les
radicaux hydroxyles (Thornalley et coll.) (36).

- Le glutathion réduit qui, outre sa propriété de donneur d'électrons, posséde

un effet antiradicalaire propre. Cependant, en présence de fer, le glutathion réduit
peut avoir une activité pro-oxydante (Crystal et coll. 1991) (4).

- D'autres molécules , enfin, telles que la céruloplasmine, 1'albumine, la

transferrine, 1'haptoglobine, 1'hémopexine, le glucose, le mannitol et 1'acide urique
sont, avec la vitamine C, les antioxydant principaux de la phase aqueuse du plasma
et des autres fluides extracellulaires (Halliwell et coll. 1990) (33).

II.QUEL EST LE ROLE DU ZINC DANS LA LUTTE CONTRE LES
RADICAUX LIBRES ?

I1.1. LE ZINC EN BIOLOGIE (Arnaud et coll. 1991) (37)

On sait depuis longtemps que le zinc est un micronutriment essentiel pour une
grande variété d'especes animales, de plantes et de micro-organismes.

Chez le rat, les besoins sont de 12 mg de zinc par kg de régime, chez
1'homme, 15 mg de zinc/jour sont nécessaires en moyenne.

Les fonctions du zinc sont trés nombreuses et nous ne les développerons pas ici.

Sur le plan biochimique, le zinc intervient dans l'activité de prés de 200 en-
zymes en ayant un rdle structural, régulateur ou catalytique. Le zinc joue ainsi un
role dans le métabolisme des acides nucléiques, des protéines, des glucides, des li-
pides, des acides gras et des hormones.

I1 joue également un réle fondamental dans 1'expression des génes.

Sur le plan physiologique, le zinc est indispensable a la croissance et la
multiplication cellulaire, la cicatrisation, 1'intégrité cutanée, le métabolisme osseux,
I'immunité, la protection contre les radicaux libres, la gustation, la vision et le fonc-
tionnement cérébral.

En raison de l'implication du zinc dans les différents métabolismes et fonctions de
I'organisme, en cas de carence, les répercussions sont multiples, tant sur le plan
métabolique que physiologique.
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Les conséquences du déficit en zinc ont fait 1'objet de plusieurs revues dont Arnaud
et coll. (1991) (37), Mc Clain et coll. 1985) (38) . Nous ne citerons ici que les
symptémes principaux observés lorsque cette carence est sévere :

- retard de croissance,

- diarrhée chronique,

- anorexie,

- troubles de 1a peau,

- mauvaise cicatrisation,

- alopécie,

- hypogonadisme,

- immunodépression,

- troubles du comportement (irritabilité,...).
En rapport avec notre travail, nous évoquerons plus en détail le réle physiologique
du zinc comme antioxydant, et 1'influence de la carence en zinc sur le métabolisme
des radicaux libres et des A.G.P.1.

I1.2. LE ZINC COMME ANTIOXYDANT (Bray et coll. 1990) (39)

Plusieurs études ont montré que le zinc intervient dans le métabolisme des
radicaux libres et ont suggéré un role d'antioxydant biologique.

I1.2.1. Les propriétés antioxydantes du zinc in vitro

11.2.1.1. Dans des systemes chimiques définis
Il a été montré que :

- le zinc protége les groupements -SH contre 1'oxydation, empéchant la forma-
tion de ponts disulfures intramoléculaires. Ainsi, le zinc n'est pas indispensable a
'activité catalytique de la -amino-lévulinate-deshydratase, mais il protége 1'enzyme
contre 1'oxydation, permettant ainsi la maintenance de ses fonctions. Le zinc pourrait
se lier directement aux groupements thiols, ou pourrait diminuer leur réactivité par
un changement conformationnel (Anonyme 1986) (40).

- le zinc inhibe la production des radicaux OH® et O5° par les métaux de
transition au cours de la réaction de Fenton. Il rentrerait en compétition avec le fer et
le cuivre, notamment en diminuant la chélation de ces derniers par la cystéine. Or, le
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fer 1ié a celle-ci peut transférer des électrons & I'oxygene et produire des radicaux
libres (Searle et coll. 1982) (41).

S- S S
< + Fe**
S—

S S
2+ \ 02 . .
+ 7Zn —_— Zn pas de radical O,

S S

- le zinc inhibe la peroxydation lipidique provoquée par un mélange
FeSOy4/acide ascorbique au niveau de liposomes et de micelles lipidiques (Szebeni et
coll. 1988) (42). Le zinc entrerait en compétition avec les ions Fe2t pour la forma-
tion de complexes entre de 1'oxygeéne, F62+

( Peterson et coll. 1981) (43).

et les doubles liaisons des acides gras

11.2.1.2. Au niveau des membranes et des organites intra-cellulaires

Le zinc joue un réle important en augmentant la stabilit€ des membranes. Cet
effet a été 1I'objet de plusieurs revues, dont celles de Chvapil (1973) (44) et de
Bettger et coll. (1981) (45).

L'effet stabilisant du zinc semble en partie di a un effet protecteur vis a vis de
la peroxydation lipidique, mais il semble que cela.ne soit pas toujours le cas.

Ainsi, Bettger et coll (1978) (46) ont montré chez le rat qu'au niveau des membranes
érythrocytaires, le zinc diminue la lyse induite par le cuivre, mais sans diminuer la
production de MDA, donc sans empécher la lipoperoxydation.

D'autres études rapportent que le zinc peut diminuer la peroxydation lipidique
au niveau membranaire.

Girotti et coll. (1985) (47) ont montré que le zinc diminue la production d'hydrope-
roxydes organiques et de MDA lors de 1'exposition de membranes érythrocytaires au
systeme fer/xanthine/xanthine-oxydase.

La mé&me équipe a rapporté que les métallothionéines a zinc diminuent également la
peroxydation lipidique au niveau des membranes érythrocytaires exposées au méme
systtme oxydant. Dans ce cas, la protection antiradicalaire semble mettre en jeu le
relarguage d'ions zinc aprés oxydation des métallothionéines, et la capture de ces
ions zinc par les membranes (Thomas et coll. 1986) (35).
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L'effet antiradicalaire du zinc mettrait en jeu l'inhibition du transport des
électrons par les chaines de tranport mitochondriales et microsomales (Bray et coll.
1990) (39).

Le zinc exerce aussi un effet protecteur en inhibant 1'oxydation microsomale
du NADPH et le métabolisme des drogues dépendant du cytochrome P-450 (Jeffery
1983) (48).

11.2.1.3. Dans les systemes cellulaires

Le zinc diminue la production des anions superoxydes dans les neutrophiles
humains isolés activés , et diminue celle des MDA et des radicaux libres dans les hé-
patocytes en culture (Bray et coll. 1990) (39).

I1.2.2. Les effets antioxydants in vivo de doses pharmacologiques de zinc

Le zinc per os ou en perfusion exerce un effet protecteur chez le rat vis a vis
des lésions hépatiques induites par le CCly (Chvapil et coll. 1973) (49). Or ce xéno-
biotique est métabolisé au niveau des microsomes hépatiques en donnant un radical
trés toxique qui initie la peroxydation des A.G.P.1. de différentes membranes.

Le zinc pourrait exercer son effet protecteur en empéchant le métabolisme du CCly
en CCl3° par les systtmes microsomaux dépendant du NADPH (Jeffery 1983) (43).

Une autre hypothese fait intervenir les métallothionéines. Ainsi, Clarke et
coll. (1985) (50) ont montré que 1'administration de zinc a des rats, plusieurs heures
avant traitement par le CCly , augmente nettement les concentrations de métallothio-
néines hépatiques qui peuvent piéger les métabolites radicalaires du CCly.

Bien qu'une supplémentation orale importante en zinc diminue la peroxydation
au niveau du foie et 1'hémolyse des érythrocytes, Chvapil et coll. (1974) (51) ont
montré que cette supplémentation ne protége pas contre la lipoperoxydation au ni-
veau du cerveau, du testicule, du poumon et du rein. Les auteurs pensent que ces or-
ganes ne sont pas capables d'augmenter leur contenu en zinc, tandis que le tissu hé-
patique peut stocker le zinc, en grande partie sous forme de métallothionéines.

Le zinc exerce un effet protecteur vis a vis de la mortalité due aux rayonne-
ments gamma chez 1'animal (Matsubara et coll. 1986) (52).
Le zinc protege aussi contre la toxicité aigiie de 1'éthanol dont on sait qu'elle est en
partie liée a la production de radicaux libres (Dar et coll. 1986) (53).
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L'administration de doses pharmacologiques de zinc pourrait induire la syn-
these de protéines telles que les métallothionéines, et altérer le métabolisme d'autres
éléments tels que le fer et le cuivre, tout ceci contribuant indirectement aux effets
antioxydants du zinc.

II.3. CARENCE EN ZINC ET OXYDATION

I1.3.1. Des études ont montré un effet protecteur de la vitamine E sur
I'expression de certains effets de la carence en zinc

Bettger et coll. (1980) (54) ont établi que la production de MDA au niveau de
la peau est significativement plus €levée chez des poulets carencés en zinc par rap-
port & leurs témoins non carencés. De fortes concentrations de vitamine E dans la
ration alimentaire des poulets permettent de diminuer cette production de MDA.
Chez le poulet carencé en zinc, on observe le développement de 1ésions séveres de la
peau, ces lésions étant encore plus importantes lorque 1'alimentation est riche en
A.G.P.I. Une supplémentation alimentaire importante en vitamine E prévient 1'ap-
parition de ces lésions.

Les auteurs ont montré que les améliorations observées avec 1'alpha-tocophérol
n'étaient pas dues a une absorption améliorée du zinc, ni & une modification du statut
en zinc.

D'autre part, Bunk et coll. (1989) (55) ont rapporté une baisse de la concen-
tration plasmatique en vitamine E chez les rats carencés en zinc, par rapport a leurs
témoins "pair-fed". Ces rats témoins ne sont pas carencés en zinc mais regoivent la
méme quantité de nourriture que les rats carencés, qui ont une inappétence secon-
daire a la carence.

Il est donc possible que certains effets pathologiques de la carence en zinc
puissent &tre attribués a un métabolisme altéré de la vitamine E.

I1.3.2. Carence en zinc et métabolisme des radicaux libres

L'effet antioxydant du zinc alimentaire pourrait étre di a l'influence du statut
en zinc des animaux sur le métabolisme des radicaux libres

11.3.2.1. Etudes suggérant une production accrue de radicaux libres dans les
tissus ou les membranes de rats carencés en zinc
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Bray et coll. (1986) (56) ont rapporté une augmentation significative de la
production de radicaux libres au niveau des microsomes pulmonaires chez des rats
carencés en zinc. Cette production de radicaux libres endogeénes semble résulter de la
peroxydation lipidique induite par le découplage de la chaine de transport d'électrons
dépendante du NADPH.

Hammermueller et coll. (1987) (57) ont montré chez le rat une production
accrue d'HyO, dépendante du NADPH au niveau des microsomes pulmonaires et
hépatiques, et y ont mesuré une concentration en fer augmentée.

Giinther et coll. (1989) (58), chez des rates carencées et gravides, ont rapporté
un accroissement des MDA dans les mitochondries et les microsomes du foie mater-
nel et foetal, du rein maternel, ainsi que dans les microsomes de poumon maternel et
les mitochondries de poumon foetal.

11.3.2.2. Carence en zinc et systémes de défense antiradicalaire

Taylor et coll. (1988) (59) ont étudié les effets de la carence en zinc sur le
systtme primaire de défense antiradicalaire chez le rat, afin de préjuger in vivo des
conséquences de la production accrue de radicaux libres observée in vitro dans les
études précédentes. En effet, cette production accrue pourrait n'avoir aucune consé-
quence in vivo, si les systemes de défense antioxydants sont adéquats.

Ils ont montré que 1'activité de la SOD Cu-Zn pulmonaire est plus élevée chez
les rats carencés en zinc que chez les témoins pair-fed. Or, I'activité de la SOD Cu-
Zn est directement influencée par la concentration tissulaire de cuivre. Cette aug-
mentation d'activité serait donc due a 1'accroissement du taux de cuivre pulmonaire
observée chez le rat carencé en zinc.

D'autre part, la production accrue de radicaux libres peut induire une augmentation
de la SOD Cu-Zn dans le poumon de rat. Or, comme nous I'avons vu précédem-
ment, la carence en zinc accroit la production de radicaux libres dans les microsomes
pulmonaires (Bray et coll. 1986) (56), ce qui pourrait également expliquer 1'activité
SOD Cu-Zn élevée dans le poumon.

L'activité de la GPX ne varie pas selon la teneur en zinc du régime.

La restriction alimentaire provoquée par la carence est responsable d'une di-
minution des concentrations d'alpha-tocophérol et d'ascorbate dans le foie et le pou-
mon. '

Au niveau pulmonaire, les métallothionéines sont diminuées chez le rat ca-
rencé en zinc par rapport aux témoins pair-fed et ad libitum, mais de facon non si-
gnificative.
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Sur le plan hépatique, la concentration en métallothionéines est significative-
ment diminuée chez les rats CZ par rapport aux 2 lots témoins.

Enfin, les concentrations tissulaires en fer aux niveaux hépatique et pulmo-
naire sont élevées dans les groupes carencés et pair-fed, et pourraient promouvoir
une génération accrue de radicaux libres.

Les auteurs en ont conclu que la carence en zinc entraine peu de changements
au niveau des systtmes protecteurs antiradicalaires. Cependant, dans des circons-
tances entrainant une production accrue de radicaux libres, ces modifications modé-
rées du statut en antioxydants pourraient se traduire par un dépassement des défenses
antiradicalaires.

I1.3.2.3. Carence en zinc et susceptibilité aux stress oxydatifs

Ainsi, d'autres travaux de Taylor et coll. (1989) (60), dans lesquels des rats

carencés et leurs témoins ont été placés sous 85 % d'O, pendant 7 jours, suggerent
que les animaux CZ pourraient ne pas tolérer un stress oxydatif supplémentaire.
Ils ont observé des lésions pulmonaires plus importantes chez les animaux CZ que
chez leurs témoins pair-fed (PF) et ad libitum (AL = nourris a volonté avec un ré-
gime non déplété en zinc), ces lésions étant évitées par un rétablissement du zinc
dans 1'alimentation au début de 1'hyperoxie (groupe replété). Ils ont également noté
une diminution de la zincémie de 30 % dans les groupes replétés, PF et AL aprés 7
jours d'exposition a 1'hyperoxie.

Coudray et coll. (1991) (61) ont évalué les effets de la carence en zinc sur la
peroxydation lipidique chez des rats soumis a 1'administration d'alcool. Ils ont ob-
servé que la combinaison de la carence en zinc et de 1'administration d'éthanol en-
traine une production accrue de MDA aux niveaux hépatique et cardiaque, et per-
turbe la fonction contractile du coeur isolé perfusé soumis a des conditions préis-
chémiques.

Ces résultats montrent que le zinc pourrait jouer un réle in vivo dans la pro-
tection membranaire, durant un stress oxydatif important.

Enfin, Faure et coll. (1991) (62) ont soumis des LDL de rat a un stress oxy-
datif réalisé par un mélange fer/ascorbate. Aprés ce stress, la teneur en MDA des
LDL a été multipliée par 4 par rapport a 1'état natif pour les LDL de rats normaux,
alors qu'elle a été multipliée par 7 pour les LDL de rats carencés en zinc.

Cette susceptibilité accrue a 1'oxydation dans la carence en zinc n'a pas été retrouvée
au niveau des autres fractions VLDL, IDL, et HDL.
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III. CARENCE EN ZINC ET A.G.P.1.

La carence en zinc entraine des perturbations dans le métabolisme des
A.G.P.L. en agissant & 2 niveaux (Cunnane 1988) (63) :

II1.1. LA VOIE DE DESATURATION-ELONGATION DES ACIDES GRAS.

En diminuant la conversion des précurseurs C18:2 n-6 (acide linoléique) et
C18:3 n-3 (acide linolénique) en métabolites de plus longue chaine, via les §-6, 6-5
et 5-4 désaturases (figure 10), elle entraine notamment des carences en acide arachi-
donique C20:4 n-6 et en acide docosahexaenoique C22:6 n-3, ainsi qu'une augmen-
tation du taux de C18:2 n-6 (Cunnane 1988) (63).

Chez l'animal, les effets de la carence en zinc sur le métabolisme des
A.G.P.1. varient selon le tissu étudié, le degré de la carence et 1'état physiologique,
mais aussi selon le type de lipides étudié, les conséquences du déficit en zinc n'étant
pas les mémes selon qu'il s'agisse de triglycérides, de phospholipides ou d'acides
gras libres.

Ainsi, Cunnane et coll. (1984) (64), ont montré que la carence en zinc en-
traine une augmentation du rapport C18:2 n-6 / C20:4 n-6 dans les phospholipides
totaux du plasma, du foie et des testicules. Cette variation est due a une diminution
du C20:4 n-6 au niveau des phospholipides totaux du plasma, a une augmentation du
C18:2 n-6 au niveau du testicule, et & la conjugaison des deux au niveau hépatique.

La mé&me étude a montré que les changements de composition en acides gras
provoqués par la carence en zinc sont différents pour les phospholipides totaux et
pour les triglycérides. Pour les premiers, les effets du déficit en zinc sont ceux men-
tionnés ci-dessus avec un rapport C18:2 n-6 / C20:4 n-6 augmenté. En ce qui
concerne les triglycérides hépatiques, les acides gras C18:2 n-6 et C20:4 n-6 sont
tous les deux diminués, tandis qu'ils sont augmentés dans les triglycérides de 1'épidi-
dyme.

Cunnane et coll. (1988) (65) ont démontré qu'avec un régime a 3-4 mg de
zinc par kg, la prise alimentaire des animaux n'est pas significativement diminuée
par rapport aux témoins non carencés en zinc (soumis a un régime a 40 mg de zinc
par kg), mais que la composition en A.G.P.I. des phospholipides plasmatiques et hé-
patiques varie cependant de fagon significative.

III.2. L'INCORPORATION DES A.G.P.I. DANS LES LIPIDES

Cunnane et coll. (1986) (66) ont étudié 1'incorporation de 1'acide linoléique et
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C18:2
linoléique

/A
-2H 0-6 désaturase

C18:3
gamma-linoléique

+2C élongase

C 20:3
dihomogamma-linoléique

i S
-2H 0-5 désaturase

C 20:4
arachidonique

+2C élongase

C22:4
docosatétraénoique

L3¢
-2H 6-4 désaturase

C22:5
docosapentaénoique

Figure 10 : Chaine de conversion des acides gras de la famille Omega-6 : Points
d'impacts de la carence en zinc (CZ).
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de l'acide arachidonique dans les leucocytes de patients atteints de la maladie de
Crohn, sachant que chez ces malades, les leucocytes ont un contenu en zinc plus bas
que ceux d'une population normale.

IIs ont mis en évidence, par rapport a des témoins normaux, une incorporation dimi-
nuée des acides linoléiques et arachidoniques dans la fraction phosphatidyl-choline,
et de l'acide arachidonique dans la fraction phosphatidyl-éthanolamine et dans les
triglycérides. Ils ont montré parallelement une augmentation dans les leucocytes des
taux d'acides linoléiques et arachidoniques libres.

Ces auteurs ont observé que dans la maladie de Crohn, le taux de zinc leuco-
cytaire était positivement corrélé avec le pourcentage d'incorporation de 1'acide ara-
chidonique dans la phosphatidyl-choline.

Cunnane (1988) (63) pense que dans ce cas, l'effet du déficit en zinc s'ex-
plique par une augmentation d'activité de la Phospholipase A5, qui clive les acides
gras & longue chaine a partir de la position 2 des phospholipides. En effet, le zinc in-
hibe normalement ['activité de cette enzyme et cet effet répresseur serait donc levé
par le déficit en zinc.

CONCLUSION

Le role antioxydant du zinc a suscité de nombreux travaux. Leurs résultats
sont parfois contradictoires, mais il semble malgré tout que le zinc joue un réle im-
portant dans la lutte contre les radicaux libres.

Les LDL sont une cible privilégiée de 1'attaque radicalaire. La carence en zinc
pourrait favoriser leur oxydation in vivo, ou entrainer des modification, notamment
dans leur composition en acides gras, les rendant plus fragiles vis & vis d'un stress
oxydant in vitro.

La peroxydation des LDL peut &tre mise en évidence in vitro par des taux de
captation et de dégradation par les macrophages augmentés, comparés i ceux obte-
nus avec des LDL natives.
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DEUXIEME PARTIE :

TRAVAUX PERSONNELS
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OBJECTIF DE NOTRE TRAVAIL

11 s'agissait d'apporter un élément de réponse aux questions suivantes :

1- Dans nos conditions d'expérience, la carence en zinc favorise-t-elle une
production des radicaux libres, en provoquant des perturbations au niveau des
systtmes de défense antioxydants ou des modifications dans la nature des acides
gras ?

2- Le déficit en zinc entraine-t-il une susceptibilité accrue des LDL 2 la
peroxydation, s'accompagnant d'une augmentation de leur captation par le macro-
phage ?

Pour répondre a ces hypotheses, nous nous sommes proposée, sur modele
animal carencé en zinc :

- d'isoler les LDL et de mesurer leur captation et leur dégradation par les ma-
crophages, avant et apres stress oxydatif in vitro,

- de suivre 1'évolution, au cours de la carence, de la SOD érythrocytaire et
des GPX plasmatiques, composants du systtme de défense antiradicalaire, ainsi que
celle du malondialdéhyde plasmatique, marqueur de la peroxydation,

- de déterminer la teneur du plasma des animaux en vitamines A et E, et la
nature de ses acides gras.
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MATERIEL ET

I:

METHODES
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I.1. MISE AU POINT, SUR LDL DE RATS TEMOINS, DE LA TECHNIQUE DE CAPTATION DES LDL
PAR LE MACROPHAGE

1.1.1. Modele animal

Les rats Wistar miles pesant de 300 a 400 grammes (IFFA CREDO) ont été
nourris a volonté avec un régime en granulés fourni par U.A.R. (Ref. A 04).

I.1.2. Prélévements

Les rats a jeun ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale de Pentobar-
bital sodique (50 mg/kg) et thoracotomisés. Le sang a été prélevé par ponction
intracardiaque et collecté dans des tubes contenant une solution d'E.D.T.A.
dipotassique (FLUKA) a 15 % (P/V) a raison de 1 volume d'anticoagulant pour 99
volumes de sang.

Les prélevements ont immédiatement été placés a + 4 °C, température toujours
maintenue lors des traitements ultérieurs. Le sang a été centrifugé 10 minutes a 3000
rpm et le plasma soumis a 1'ultracentrifugation dans les 24 heures.

1.1.3. Etude des LDL

1.1.3.1. Isolement et contrdle

Les isolements ont été€ effectué a partir du pool plasmatique de 2 rats.

Les LDL ont été isolées dans la gamme de densités de 1,019 a 1,055 par ultra-
centrifugation de flottation séquentielle selon la méthode de Havel et coll. (1955)
(67), modifiée par Radding et Steinberg (1960) (68). Elles ont ensuite été dialysées
pendant 18 heures contre deux fois un litre de NaCl1 9 %, , E.D.T.A. 0,1 %, , pH
7,4 ajusté avec du Tris.

La concentration des LDL apres dialyse, exprimée en protéines, a été déterminée par
la méthode de Peterson 1977) (69).

La pureté des LDL a été vérifiée par €lectrophorése en gel d'acrylamide
(gradient 2-16, PHARMACIA, Ref.192119-01) par le Laboratoire de Biochimie A
selon la technique de Gambert et coll. (1988) (70).

Une migration en paralléle des LDL ultérieurement marquées et oxydées a également
été effectuée.
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I.1.3.2. Marquage radioactif des LDL

La technique de Macfarlane (1958) (71) modifiée par Bilheimer et coll. (1972)
(72) a été ici adaptée au faible volume et a la faible concentration des LDL de rats.
Les LDL ont été marquées dans les 24 heures suivant leur isolement.

1.1.3.2.1. Protocole de marquage

Les LDL ont été amenées & pH alcalin par addition de tampon glycine pH 9,8
2,5:1 V/V).
Apres 1'addition de 1'iode 125 (NaI* en solution alcaline 100 mCi/ml AMERSHAM
Ref IMS 30) a raison de 100 uCi pour 100 pg de protéines & marquer, la réaction
d'échange isotopique a été déclenchée par 1'addition de chlorure d'iode 0,033 mM.
Le volume de solution de chlorure d'iode a ajouter a été déterminé en fonction du
rapport I/P initial choisi (I/Pi= nombre de molécules d'iode / nombre de molécules
d'apo B).
Apreés élimination de l'iode radioactif non lié aux LDL par chromatographie
d'échange d'anions (colonne de résine Dowex AG 1 X 2, équilibrée avec du tampon
PBS a pH 7,4), les LDL ont été éluées par le méme tampon, et dialysées contre deux
fois 2 litres de PBS pH 7,4 pendant 18 heures.
Les LDL marquées (IZSI-LDL) ont ensuite été conservées a 4°C, et soumises a la
captation par les macrophages dans les 48 heures suivantes.

1.1.3.2.2. Contréles du marquage

Les mesures de radioactivité ont été effectuées par un compteur Gamma
PACKARD (Ref. Cobra 5000).

1.1.3.2.2.1. Rapport I/P final (I/P f)

Il correspond au nombre de molécules d'iode fixées par molécule d'apo B et
doit étre inférieur a 3,4 pour les LDL de rats.
I/Pf=I/Pi x Rendement de marquage

1.1.3.2.2.2. Pourcentage de radioactivité liée aux protéines

11 a été déterminé par précipitation a 1'acide trichloracétique (TCA) a 20 %
(P/V) d'une dilution au 1/100°M€ des 125 LDL. Aprés centrifugation et filtration
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du surnageant sur filtre MILLIPORE 0,45 um (Ref.STHV013NS), la radioactivité du
filtrat a été mesurée.

1.1.3.2.2.3. Pourcentage de radioactivité liée aux lipides

Il a été déterminé par solubilisation des lipides et précipitation des protéines
de LDL par un mélange Hexane/Isopropanol (3:2 V/V) (Kolarovic et coll. 1986)
(73), et apres centrifugation, mesure de la radioactivité du surnageant.

1.1.3.2.2.4. Activité spécifique des 12511pL

La concentration en protéines des LDL marquées a été déterminée apres dia-
lyse par la méthode de Peterson (1977) (69) afin d'établir le rapport radioactivité /
masse.

125

I.1.3.3. Dégradation et captation des ““’I-LDL par le macrophage (figure 11)

1.1.3.3.1. Conditions de culture des macrophages

Les expériences ont été effectuées sur une lignée de cellules d'origine murine
a propriété macrophagique étudié par Via et coll. (1985) (74). Cette lignée P 388 Dy
a été fournie par American Tissue Culture Collection (Ref.TIB 63)
Elle a été€ entretenue dans du milieu RPMI 1640 (PBS-orgenics Ref.01.104.1A)
supplémenté avec 15 % de sérum de veau foetal (PBS-orgenics Ref.04.001), 0,3
mg/ml de L. Glutamine (GIBCO Ref.061-05039 D) et en concentration finale , 170
Ul/ml et 0,17 mg/ml de Pénicilline-Streptomycine (BOEHRINGER Ref.1.074.440),
54 pg/ml de Kanamycine (BOEHRINGER Ref.1.074.466), et 0,5 pg/ml d' Amphoté-
ricine B (FungizoneR SQUIBB, poudre pour préparation injectable)= Milieu M .

Les cultures ont été effectuées a 37°C sous 5 % de CO,, dédoublées une fois
par semaine, et le milieu renouvelé a la méme fréquence.

Pour l'incubation avec les 125I—LDL, les cellules ont été mises en puits dans
des boites multi-puits FLOW LABORATORIES (Ref.76-053-05) dans les 72 heures
précédant 1'expérience, & la densité de 500000 cellules par ml de milieu M et par
puits. Le milieu de culture a été renouvelé apres 48 heures.
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1.1.3.3.2. Oxydation des 12°1.LDL

125]

I'expérience, au stress oxydatif par incubation 1/2 heure a 37°C avec, en concentra-
tion finale, 10 uM de sulfate de fer et 250 uM d'acide ascorbique (Faure et coll.
1991) (62). Les 12511 pL oxydées ont ensuite été placées dans de la glace.

Pour chaque lot de rats, une fraction de -LDL a été soumise, le matin de

1.1.3.3.3. Incubation des macrophages avec les 1251 1pL

Le milieu M des puits de cellules a été remplacé par 1 ml de DMEM (GIBCO
Ref.041-01885 M) afin de les rincer.

Les 1291.LDL natives et oxydées ont ét€ apportées aux macrophages dans du
DMEM. Trois concentrations ont été étudiées pour réaliser une courbe de satura-
tion : 5, 10 et 25 ug de 1251LpL par ml de DMEM et 3 essais ont été réalisés res-
pectivement avec des 12511 DL 2 10,9eta 5 pug/ ml
Chaque puits a recu 0,5 ml de milieu.

Afin de déterminer la dégradation spontanée des 125I—LDL, nous avons in-
cubé ce méme milieu dans des puits sans cellules. L'activité ainsi mesurée a permis
de corriger les valeurs obtenues avec les macrophages.

Pour chaque type de 1251 1DL testées (natives et oxydées), les mesures ont
généralement été faites sur 2 puits avec cellules et sur 2 puits sans.

1.1.3.3.4. Mesure du taux de dégradation des 12511pL

Nous avons utilisé la technique du laboratoire SERLIA (Pr. Fruchart, Institut
Pasteur de Lille).

Apres 5 heures d'incubation a 37°C et sous 5 % de CO,, le surnageant de
chaque puits a été prélevé pour y doser les produits de dégradation des 12511 pL
captées par les macrophages. Les 1251.LDL non reconnues par les cellules ont été
précipitées par addition de TCA a 20 % et éliminées par 10 minutes de centrifuga-
tion a 10000 rpm.

Puis les iodures radioactifs libres ont été précipités par du nitrate d'argent a 5 %
(AgNO3), et aprés 10 minutes de centrifugation 2 10000 rpm, la radioactivité du
surnageant a été mesurée.
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Figure 11 : Schéma du protocole expérimental d'étude de la captation des LDL de
rats Wistar par les macrophages P388 Dy .
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1.1.3.3.5. Mesure du taux d'internalisation- fixation des 1251 1pL (d'apres
Kraemer et coll. 1990 (75)

Apres séparation du milieu, les monocouches cellulaires ont été rincées 5 fois
avec du PBS Ca-Mg (GIBCO Ref.07601300), et solubilisées dans 1 ml de soude 0,4
N. Apres 30 minutes, la radioactivité a été¢ mesurée sur une aliquote et les protéines
cellulaires dosées par la méthode de Peterson (1977) (69).

1.1.3.3.6. Modes de calculs

Tous les taux ont été exprimés en ng de protéines de LDL par ug de protéines
macrophagiques pour 5 heures.

-Taux de dégradation N

D ng/ug/Sh = (x cpm essai - y cpm blanc). 2.4375
activité spécifique * . z ug proteines
x = RA en cpm, du surnageant d'un puits avec cellules apres précipitations au
TCA et au AgNO;3
y = RA en cpm, du surnageant d'un puits sans cellule traité€ de la méme fagon
2,4375 = facteur de dilution
* Activité spécifique des 1251.LDL en cpm/ng de protéines
z = concentration des protéines macrophagiques en ug/puits

-Taux d'internalisation-fixation (l):

Ing/ug/Sh = . x' cpm essai '
activité spécifique * . z ug protéines

x' = RA des macrophages du puits concerné

-Taux de captation globale (C) .

C =D +1

ng/ug/5h

-Pourcentage de dégradation (% d) des 125I—LDL captées :

%d=Dx100/C
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1.2. INFLUENCE DE LA CARENCE EN ZINC

1.2.1. Modtle animal

1.2.1.1. Développement d'une carence expérimentale en zinc

Les rats Wistar méles pesant de 180 a 200 g et provenant du méme é€levage
que les rats témoins, ont été répartis, deux jours apres leur arrivée, en 3 lots dans
des cages en acier inoxydable. Les cages des rats carencés ont été décontaminées une
fois toutes les 2 semaines par trempage dans une solution d'acide chlorhydrique a
10 % et ringage abondant 2 1'eau désionisée.

L'animalerie a été maintenue a la température de 20°C et un cycle jour - nuit a été
programmé.

Les rats ont été nourris tous les jours a heure fixe et ont regu de 1'eau désioni-
sée a volonté dans des biberons en plastique, décontaminés pour le lot carencé.

1.2.1.2. Les régimes

1.2.1.2.1. Régime carencé en zinc

Ce régime en poudre, congu et préparé au Laboratoire des maladies nutrition-
nelles de I'LN.R.A. (Ceyrat, Dr Lamand), a sa composition décrite dans le tableau
I. 11 a été vérifié par spectrométrie d'absorption atomique (S.A.A.) que sa teneur en
zinc était inférieure a 0,2 ppm.

Le régime était réhydraté extemporanément avec 250 ml d'eau désionisée par kg de
régime.

1.2.1.2.2. Régime a 100 ppm de zinc

Il s'agissait du mé&me régime I.N.R.A., mais supplémenté avec une solution
de sulfate de zinc de fagon a obtenir une teneur de 100 ppm.

1.2.1.3. Constitution des lots

Pour chaque expérience, les rats ont été répartis en 3 lots :
- lot CZ (carencés en zinc)
- lot PF (témoins pair-fed)
- lot AL (témoins ad libitum)
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Albumine d'oeuf 14,5 %
Amidon de blé 38,0 %
Saccharose 38,0 %
Huile de mais . 45 %
Complément minéral 4,0 %
Vitamines 1,0 %

s'Z—Composition exprimée en g/kg :

L cystéine 2,356 ; L tryptophane 0,392 ; Ca pantothénate 0,392 ;
CaC0O3 9,42 ; KHyPO, 10,68 ; NaCl 7,85 ; NHy, Fe citrate 1,29 ;
Mn,S04 0,03 ; CuSOy4 0,03 ; CaCl, 0,03 ; KI 0,00023 ; MgS0y4 7,51.

WComposition exprimée par kg de supplément :

Vitamines A 1980 UI ; D3 250 UI ; By 2 mg ; By 1,5 mg ;B3 7mg;
Bip 5 jug; C80 mg; E 17 mg; PP 10 mg.

Tableau I : Composition centésimale du régime I.N.R.A. déplété en zinc.

Nombre d'animaux / lot Durée de la
CZ PF AL carence
n= n= n= (semaines)
Etude des défenses
antiradicalaires 6 6 6 7
Expériences
let3 5 3 2 6
Expériences
2etd 5 3 2 7
Expérience
5 5 4 3 7
Expérience
6 5 5 5 7

Tableau IT : Composition des lots d'animaux et durée de la carence pour 1'étude
des systemes antioxydants et les expériences sur macrophages.
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Le lot CZ a recu a volonté du régime a teneur en zinc < 0,2 ppm. La
consommation moyenne par rat CZ a été déterminée tous les jours par pesée.
Le lot PF a regu chaque jour la quantité de régime supplémenté a2 100 ppm de zinc,
correspondant & ce qu'avaient consommé la veille les rats CZ, selon le principe du
pair-feeding.
Le lot AL a regu a volonté le régime a 100 ppm.
Le nombre d'animaux par lots et la durée de la carence sont donnés dans le tableau
II.

Au total, nous avons sacrifié 75 rats pour étudier 1'influence de la carence en zinc.

1.2.2. Prélevements

Les échantillons ont tous été collectés et conservés dans des tubes en poly-
éthylene décontaminés.

1.2.2.1. Etude des L. DL

Prélevements, isolement et marquage ont été identiques a ceux décrits pour la
mise au point sur rats témoins.
Une fraction de plasma et un fémur par animal ont été congelés pour le contrdle de
la carence.

1.2.2.2. Etude de différents parametres biologiques au cours de la carence en zinc

Avant la mise en carence (t o), en milieu (t3), et en fin d'expérience (t 7), les
rats & jeun ont été anesthésiés a 1'éther, et le sang prélevé a la veine jugulaire. Il a
€té collecté dans des tubes contenant un volume de solution d'héparinate de sodium a
4 % (P/V) (PROLABO Ref.24541-078) pour 99 volumes de sang et dont 1'absence
de contamination par du zinc a préalablement été vérifiée. Les tubes ont été cen-
trifugés a 4°C (10 minutes 2 3000 rpm).
Apres sacrifice des animaux, le fémur a été prélevé en vue de la mesure du
zinc, et congelé a -18°C jusqu'au dosage.
Les érythrocytes ont été lysés a 4°C par le tampon suivant :
NH4Cl 0,155 M
KHCO;3 0,01 M
Na)EDTA 0,1 mM

Le lysat au 1/10°™M€ 3 été conservé a -18°C aprés centrifugation.
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Le plasma a été réparti en vue des différents dosages et congelé a la méme
température.
Les GPX et les vitamines ont été dosées dans les 24 heures, les MDA dans les 3
jours. Pour les autres parameétres, la conservation pouvait étre plus longue.

1.2.3. Etude des LDL

L'étude a été réalisée a 1'aide des méme techniques que celles utilisées lors
des mises au point sur rats nourris au régime U.A.R. Mais quelques modifications
ont été apportées compte tenu des particularités du régime I.LN.R.A., et des rats CZ.
Toutes les étapes ont été effectuées en parallele pour les 3 lots de rats.

1.2.3.1. Isolement des LDL

Les LDL ont été isolées a partir d'un pool plasmatique : pour les animaux ca-
rencés en zinc, 5 rats ont été nécessaires, 3 pour leurs témoins "pair-fed" et 2 pour
leurs témoins ad libitum.

1.2.3.2. Incubation des L. DL avec les macrophages

Les LDL natives et oxydées ont ét€ apportées aux macrophages a la concen-
tration de 5 ug/ml.
Les mesures ont généralement été effectuées sur 3 puits avec cellules et 2 puits sans,
pour chaque type de LDL étudié (CZ, PF, AL ; natives et oxydées).

1.2.4. Parameétres biologiques

1.2.4.1. Statut des animaux en oligo-éléments

1.2.4.1.1. Statut en zinc

Les fémurs ont été soumis a dessiccation pendant 18 heures 2 50°C, pesés,
minéralisés par addition d'acide nitrique 2 65% (SuprapurR MERCK), et incubation
une nuit a 50°C. .

Les plasmas ont été dilués au 1/5&me avec de I'acide chlorhydrique 0,1 M.

Zinc plasmatiques et fémoraux ont ét€ dosés pour chaque animal par S.A.A. en
flamme air-acétylene (PERKIN ELMER 460, longueur d'onde = 213,9 nm) avec
une gamme d'étalonnage externe.
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1.2.4.1.2. Statut en cuivre

La cuprémie a été déterminée par la méme technique que pour la zincémie,
mais avec une longueur d'onde a 325 nm et du n-butanol 2 6 % comme diluant des
plasmas.

L1.2.4.1.3. Statut en sélénium

Les dosages de sélénium plasmatique ont été effectués au Laboratoire de Bio-
chimie C par S.A.A. électrothermique (PERKIN ELMER Z 5100 PC).

1.2.4.1.4. Contréle de qualité

La validité de la méthode a été vérifiée par le laboratoire de Biochimie C a
I'aide d'un sérum de contrdle Seronorm Trace Element n°112.

Zinc Cuivre Sélénium
pmol/l pmol/l pumol/l
Valeurs certifiées 12 17 1,1
Valeurs trouvées 11,4 + 0,4 17,1 + 0,4 1,08 + 0,04
n=10 n=15 n=38

1.2.4.2. Statut en vitamines A et E

Leur dosage a été effectué par chromatographie liquide haute performance
isocratique en phase inverse selon la technique d'Arnaud et coll. (1991) (76).

1.2.4.3. Enzymes antiradicalaires

1.2.4.3.1. Glutathion peroxydases (GPX) plasmatiques

Elles ont été dosées sur plasma dilué, par la méthode de Gunzler et coll.
(1974) (77). Le substrat utilisé était le ter-butyl hydroperoxyde (t-BOOH). Le mé-
lange réactionnel était le suivant : t-BOOH 30 mM, glutathion réduit 0,15 M, gluta-
thion réductase 50 U/ml et NADPH 8,4 mM dans un tampon Tris Azide pH 7,6.
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Le principe du dosage repose sur le couplage de réactions enzymatiques fai-
sant intervenir la glutathion peroxydase et la glutathion réductase (GSSG-R) :

GPX
2 GSH + tBOOH ------------- » GSSG + tBOH + H,O

GSSG + NADPH + HY - » 2 GSH + NADP™T

La quantité de glutathion (GSH) oxydé par le terbutyl a été mesurée en suivant la dé-
croissance d'absorption du NADPH 2 340 nm.

1.2.4.3.2. Superoxyde dismutases érythrocytaires (SOD)

Leur dosage a été effectué sur lysat globulaire selon la méthode de Marklund
et coll. (1974) (78) apres précipitation de 1'hémoglobine par un mélange chloroforme
/ éthanol (1:1 V/V).

Il s'agit d'une technique mettant en jeu du pyrogallol. L'auto-oxydation de
celui-ci en présence d'EDTA est inhibée par la SOD. Le principe du dosage est basé
sur une compétition entre la réaction d'oxydation du pyrogallol par les radicaux O5°,
et la dismutation de ces derniers par la SOD.

1.2.4.4. TBARs plasmatiques (exprimés en MDA)

La technique de dosage utilisée (Richard et coll. 1991) (79) est basée sur la
réaction d'une molécule de MDA avec 2 molécules d'acide thiobarbiturique (TBA).
Le complexe a été dosé par fluorimétrie (PERKIN ELMER LS 50, avec excitation a
532 nm et émission & 553 nm) apres extraction par du n-Butanol.

1.2.4.5. Nature des acides gras plasmatiques totaux (Unité INSERM n° 63, Bron,
D. Blache)

Les lipides totaux plasmatiques ont été extraits, selon la méthode de Folch et
coll. (1957) (80), par un mélange dichlorométhane/méthanol (2:1 V/V) au lieu du
mélange chloroforme/méthanol originel. Les phases ont été séparées par du KCl
0,88 % puis centrifugées (10 minutes a 1100 g). La phase inférieure contenant les li-
pides a été séchée sur sulfate de sodium, et évaporée a sec sous azote. L'extrait lipi-
dique a ensuite été transméthylé (Morrisson et coll. 1964) (81) par du BF3 (SIGMA)
en présence de méthanol et de toluene pendant 90 minutes a 100°C. Apres refroidis-
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sement et addition de KoCO3 a 5 %, les esters méthyliques ont été extaits par de
I'isooctane, puis concentrés et analysés par chromatographiec en phase gazeuse
(chromatographe Di 200 DELSI muni d'un injecteur "on-column”, et d'un detecteur
a ionisation de flamme 2 260°C) en colonne capillaire (SP 2340 SUPELCO). Le gaz
vecteur était 1'hélium avec un débit de 1,2 ml/minute. L'analyse a été effectuée en
programmation de température & raison de 5°C/minute de 60 2 135°C, puis de
2°C/minute jusqu'a 220°C,

Les esters méthyliques ont été identifiés par rapport & des mélanges étalons, et
quantifiés a 1'aide d'un logiciel de traitement de données Chroma (BIOSYSTEMES).

1.2.5. Statistiques

1.2.5.2. Etude de dégradation et de captation des LDL

Les comparaisons statistiques entre les 3 lots ont été réalisées par analyses de
variance & un facteur avec un seuil de significativité fixé a p < 0,05. En cas de si-
gnificativité des analyses de variance, nous avons ensuite effectué des comparaisons
2 a 2 entre les différents lots d'animaux.

Pour la comparaison entre les résultats des LDL natives et ceux des LDL oxydées, le
test t de Student a été utilisé avec la méme limite de significativité que précédem-
ment.

1.2.5.2. Etude des différents parametres biologiques au cours de la carence en zinc
La significativité des résultats a été testée, a 1'aide du programme PCSM, par

analyses de variance a 1 facteur, suivie d'un test de Newman-Keuls en cas de signifi-
cativité. Le seuil de significativité a été fixé a p< 0,05.
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I : RESULTATS
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II.1.MISE AU POINT DE LA TECHNIQUE DE CAPTATION DES LDL DE RATS PARLE
MACROPHAGE

I1.1.1. Isolement des LDL

A partir de 6 ml de plasma de rats témoins (régime U.A.R.), nous avons ob-
tenu apres dialyse en moyenne 160 + 28 ug de LDL.
Les contrdles de pureté en gradient d'acrylamide (figure 12) ont montré la présence
de HDL dans la zone de densité des LDL (1,019 - 1,055).

La concentration en protéines mesurée correspondait donc aux protéines de
LDL et de HDL{. Toutefois, dans un souci de simplification, cette contamination
étant peu importante, nous avons exprimé nos résultats en pg de LDL par ml.

I1.1.2. Marquage des LLDL (tableau III)

Pour les LDL de rats nourris au régime U.A.R., nous avons fait varier le rap-
port I/P initial en vue d'obtenir le meilleur rendement d'incorporation.
Avec un rapport I/P initial allant de 20 & 70, nous avons respectivement obtenu des
rendements de 35 a 12 %. Nous avons choisi pour la suite de nos expériences un
rapport I/P égal a 20.

Pour étre dans les conditions fixées par Bilheimer et coll. (1972) (72), le rap-
port I/P final devait &tre inférieur a 3,4 pour les LDL de rat.
Cette exigence a été respectée dans le cas des rats "régime I.N.R.A." mais pas pour
les animaux "régime U.A.R.".
Plus de 97 % de la radioactivité était précipitable par le TCA.
Pour les LDL de "rats régime U.A.R.", 13 224 % de l'iode 125 a été incorporé aux
lipides, alors que cette valeur n'aurait pas di excéder 5 %. Cette condition a cepen-
dant été respectée dans le cas des LDL de rats nourris au régime I.N.R.A. (CZ, PF,
AL).

Nous avons vérifié en gradient d'acrylamide (figure 12) que la migration des
LDL marquées était identique a celle des LDL avant marquage.

11.1.3. Dégradation et captation des LDL par le macrophage

Les résultats des expériences réalisées avec les LDL de rats témoins nourris

au régime U.A.R. pour la mise au point de la méthode, sont donnés dans le tableau
V.




a = LDL froides
b = 1251- LDL natives s
¢ = 1251 LDL oxydées

par le fer/ascorbate

= plasma total de rat

Figure 12 : Electrophorese en gel d'acrylamide (gradient 2-16) de LDL froides, de
125I-LDLnatives, de 1251-.LDL oxydées et de plasma total de rats Wistar.

1/P; Rendement I/Pg RA 7 par RA liée aux  Activité spécifique
(%) le TCA (%) lipides (%) (cpm/ng)

LDL de rats AL
Régime U.A.R. 20-70 12-35 6,6 - 8,7 <3 3-24 84-350
n= 6 marquages

LDL de rats AL
Régime I.N.R.A. 20 5-17 1-3,3 <4 1-5 24-198
n= 4 marquages

Tableau III : Conditions de marquage des LDL de rats témoins nourris ad
libitum : comparaison de 2 régimes (U.A.R. et LN.R.A.).




Expérience LDL Concentration Dégradation Intern. + Fixation Captation % de dégradation % capté sur total

pg/ml ng/pg/Sh ng/pg/Sh ng/pg/Sh  des LDL captées mis dans le puit
1 natives 10 0,438 1,375 1,813 24 4,5
oxydées 10 0,644 4,837 5,481 12 14
2 natives 5 0,070 0,391 0,461 15 3,7
oxydées 4,6 0,210 1,216 1,426 15 10,9
natives 10 0,100 0,576 0,676 15 2,6
oxydées 9,2 0,290 2,101 2,391 12 9,8
natives 25 0,168 0,968 1,136 15 1,6
oxydées 23,2 0,423 4,384 4,807 9 7,4
3 natives 9 0,466 1,530 1,996 23 18,5
oxydées 9 0,975 5,842 6,816 14 66,2
4 natives 5 0,061 0,348 0,410 15 6,5
oxydées 5 0,114 1,480 1,594 7 26,2

Les valeurs des colonnes 4 & 8 correspondent aux moyennes des 2 ou 3 mesures réalisées pour chaque type de LDL.

Tableau IV : Résultats des 4 expériences réalisées pour la mise au point de la technique sur LDL de rats

"régime U.A.R."
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- Les coefficients de variation étaient inférieurs a 10 % pour les mesures réali-
sées en double.

- Apres le stress oxydatif provoqué in vitro par le fer/ascorbate, la captation
globale des LDL a été multipliée par 3 a 4 par rapport a celle des LDL natives.

- En faisant varier de 5 4 25 pg/ml la concentration des LDL incubées avec
les macrophages, nous avons vérifi€é que la saturation des récepteurs cellulaires
n'était pas atteinte pour ces valeurs (figures 13, 14 et 15).

I1.2. INFLUENCE DE LA CARENCE EN ZINC

II.2/.1. Suivi de la carence

I1.2.1.1. Aspect et poids des animaux

Le jour de la mise en carence, les rats pesaient de 180 a 200 g. Le déficit en
zinc a provoqué rapidement une diminution de la prise alimentaire des animaux. Dés
2 ou 3 semaines, la perte de poils a été visible et nous avons observé des Iésions
érythémato-squameuses chez les rats carencés.

Lors des 2 premieres expériences de captation des LDL, pour lesquelles les
animaux ont regu un régime préparé dans les 4 mois précédant son utilisation, les
rats témoins non carencés ont également présenté des pertes de poils, mais sans 1é-
sions associées.

Le jour du sacrifice, la prise de poids moyenne a ét€ de 23 % pour les rats CZ
tandis qu'elle était de 62 % pour leurs témoins PF, et de 100 % pour leurs témoins
AL (tableau V).

I1.2.1.2. Statut en zinc (tableau VI)

Pour chacune des expériences réalisées, les taux de zinc plasmatique et fémo-
ral des animaux CZ étaient 1,5 a 4 fois plus bas que ceux des rats témoins.

11.2.2. Etude des LDL
I1.2.2.1. Isolement

Chez le rat nourri avec le régime I.N.R.A., nous avons enregistré une dimi-
nution de la quantité de LDL isolée, par rapport au régime U.A.R. (124 + 38 ug a
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Figure 13 : Dégradation par les macrophages P388 Dy des 1251 LDL de rats nourris
au "régime U.A.R.".
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Figure 14 : Internalisation-fixation par les macrophages P388 D{ des 1251LDL de
rats nourris au "régime U.A.R.".
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Figure 15 : Captation globale par les macrophages P388 D 1 des 12511 DL de
rats nourris au "régime U.A.R.".
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CZ PF AL
n=30 n=21 n=16
233 + 23 307 + 25 380 + 48

Tableau V : Poids (en grammes) des rats aprés 6 ou 7 semaines de "régime
ILN.R.A." (poids initiaux : 180-200 g).

ZINC PLASMATIQUE pmol/l ZINC FEMORAL pg/g
Expérience CZ PF AL CZ PF AL

1 11,7+ 3,3 189+ 1,1 18,0+2,4 115,8 +20,7 203,5 + 11,8 211,6 +4,6
2 63+1,3 283+1,1 209+ 1,8 111,04+ 12,9 252,7 + 20,0

3 64+20 195+08 19,0+0,5 115,84+ 12,0 228,0+ 8,8 203,54+ 20,2
4 53+0,6 24,2 + 4,1 109,1 + 7,9 237,2 + 22,4 2358+ 17,9
5 73+1,1 204+ 18 21,1 +0,8 104,84+6,2 305,4+9,0 306,04+ 3,0
6 43+12 170+1,7 183 +1,9 121,74+9,1 261,04+ 18,5 274,5 + 19,7

Valeurs exprimées en moyenne + SD pour n animaux par lot.
Toutes les valeurs CZ sont significativement différentes des valeurs PF et AL (p < 0,01).

Les valeurs PF ne different pas des valeurs AL.

Tableau VI : Statut en zinc des animaux utilisés pour 1'isolement des LDL.
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partir de 6 ml de plasma pour le régime LN.R.A. vs 160 + 28 ug pour le régime
U.A.R.), et une légere contamination par les HDL;.
Lors de I'expérience 5, les LDL n'ont pas pu étre isolées.

I1.2.2.2. Marquage

Au cours de nos 6 expériences, nous avons obtenu des activités spécifiques
allant de 41 a 189 cpm/ng de protéines.

Exception faite de 4 marquages (sur 17) pour lesquels seulement 90 2 96 % de
la RA était précipitable par le TCA, moins de 3 % de la RA des LDL se trouvait
dans le filtrat aprés précipitation.

L'Iode 125 incorporé dans les lipides correspondait 2 moins de 5 % de la
radioactivité totale, sauf dans 1'expérience 4, ot il représentait alors 29 % pour les
LDL de rats AL. Nous n'avons donc pas pris en compte les résultats obtenus avec
ces LDL.

11.2.2.3. Incubation des LDL avec les macrophages

Les résultats des 6 expériences sont donnés dans le tableau VII.

Chaque valeur correspond a la moyenne de généralement 3 mesures, le coefficient de
variation étant inférieur a 10 %.

- La réponse au stress oxydatif est nette, bien qu'elle soit de plus faible am-
plitude que celle observée pour les LDL de "rats régime U.A.R." (taux de captation
multipli€s par 1,5 en moyenne pour les LDL oxydées par rapport aux LDL natives
avec le régime ILN.R.A. vs 3,5 en moyenne pour les LDL de rats nourris aux gra-
nulés U.A.R.).

- Une fois les LDL captées par le macrophage, leur pourcentage de dégrada-
tion est resté constant d'un lot & I'autre, qu'elles soient oxydées ou natives.

- Les taux observés pour les LDL oxydées lors des 2 premiéres expériences,
avec un régime préparé 4 mois auparavant, sont nettement plus élevés que ceux des
4 expériences suivantes, réalisées avec un régime plus récent. Compte tenu du mau-
vais état général des animaux au terme des expériences 1 et 2, nous n'avons exploité
que les 4 dernieres sur le plan statistique. Les résultats en sont présentés dans le ta-
bleau VIII.

- Comme on 1'observe dans ce tableau, les quantités de lipoprotéines natives
ou oxydées in vitro réagissant avec le macrophage, ainsi que les pourcentages




Dégradation Internalisation+ Fixation = Captation globale % de dégradation % capté sur total
Exp LDL ng/pg/Sh ng/ug/Sh ng/pg/Sh des LDL captées mis dans le puit
CZ PF AL CZ PF AL CZ PF AL CZ PF AL CZ PF AL
1 Natives 0,326 0,302 0,362 0,352 0,360 0,416 0,678 0,662 0,778 48 46 46 10,8 9,9 12,4
Oxydées 0,796 0,728 0,593 2531 2,348 1,763 3,328 3,076 2,356 24 24 25 51,0 477 38,3
2 Natives 0,453 0,344 0,518 0,143 0,158 0,210 0,596 0,515 0,728 76 70 71 10,4 8,9 12,8
Oxydées 0,621 0,349 0,606 0,558 0435 0,908 1,178 0,783 1,514 53 45 40 20,2 12,7 26,1
3 Natives 0,354 0,420 0,352 0,118 0,146 0,124 0,472 0,566 0,476 75 74 74 6,5 7,6 6,3
Oxydées 0469 0,547 0460 0,233 0,240 0,219 0,702 0,788 0,679 67 69 68 10,4 9,7 9,3
4 Natives 0,627 0,382 0,309 0,161 0,936 0,543 65 70 10,2 6,8
Oxydées 0,903 0,548 0,488 0,233 1,393 0,781 72 73 16,6 9,0
5 Natives 0,433 0,453 0,164 0,172 0,597 0,625 72 73 7,8 8,4
Oxydées 0,723 0,828 0,295 0,361 1,019 1,189 71 70 13,2 14,2
6 Natives 0,297 0,464 0,537 0,092 0,119 0,161 0,389 0,583 0,698 76 80 77 6,2 9,8 11,3
Oxydées (0,429 0,586 0,145 0,180 0,240 0,574 0,765 0,970 75 77 75 9,6 12,5 14,8

0,731

Les valeurs correspondent aux moyennes des 2 ou 3 mesures effectuées pour chaque type de LDL.

Tableau VII : Résultats des 6 expériences de captation par les macrophages P 388 Dy des LDL de rats "régime LN.R.A."
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Dégradation LDL natives ng/ug/5h Dégradation LDL oxydées ng/ug/5h  Augmentation % *

CZ n=4 0,428 + 0,144 0,631 + 0,223 47,0 £+ 14,4
PF n=4 0,430 -+ 0,037 0,627 + 0,135 45,7 +25,8
AL n=2 0,445 + 0,131 0,596 + 0,192 33,4 + 3,8

Internalisation LDL natives ng/pg/5hInternalisation LDL oxydées ng/ug/5hAugmentation % *

CZ n=4 0,171 + 0,097 0,290 + 0,146 70,8 + 22,2
PF n=4 0,150 + 0,023 0,254 + 0.077 67,6 + 19,5
AL n=2 0,143 + 0,026 . 0,230 + 0,015 62,8 + 19,5

Captation LDL natives ng/ug/5h  Captation LDL oxydées ng/ug/Sh Augmentation % *

CZ n=4 0,599 + 0,241 0,922 + 0,366 54,0 + 11,2
PF n=4 0,579 + 0,035 0,881 + 0,206 51,1 + 26,6
AL n=2 0,587 + 0,157 0,825 + 0,206 40,8 + 2,5

* : entre les taux obtenus avec les LDL natives et ceux obtenus avec les LDL oxydées.
Valeurs exprimées en moyenne + SD pour n expériences.

Les analyses de variance n'ont montré aucune différence entre les 3 lots de rats, concernant les
taux de dégradation, d'internalisation-fixation et de captation des LDL natives ou oxydées.
Les taux obtenus avec les LDL oxydées sont significativement différents de ceux obtenus avec les

LDL natives (p < 0,01).

Tableau VIII : Moyennes des taux de dégradation, internalisation et captation des
LDL par les macrophages pour les expériences 3 a 6.
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d'augmentation de dégradation et de captation entre 1'état natif et 1'état oxydé, ne va-
rient pas significativement en fonction des lots.

I1.2.3. Etude de différents parametres biologiques au cours de la carence en zinc

I1.2.3.1. Statut des animaux en oligoéléments (tableau IX )

11.2.3.1.1. Statut en zinc (figure 16 )

Chez les animaux recevant un régime a 100 ppm de zinc (PF et AL), nous
constatons, a la fin de 1'expérience, une diminution significative de la zincémie de
I'ordre de 30 %.

Des 3 semaines de carence, la zincémie est significativement diminuée chez
les rats CZ par rapport aux témoins PF et AL.

Apres 7 semaines de régime déplété en zinc, le zinc fémoral est significativement
abaissé chez les animaux CZ par rapport aux 2 lots témoins.

11.2.3.1.2. Statut en cuivre (figure 17 )

En ce qui concerne la cuprémie, on ne note pas de variation significative dans
le temps, méme si la tendance est 2 la baisse pour les rats CZ, et a la hausse pour les
témoins PF et AL.

Apres 7 semaines de carence en zinc, la cuprémie est significativement abais-
sée chez les rats CZ par rapport aux 2 lots témoins.

11.2.3.1.3. Statut en sélénium (figure 18 )

On observe une relative stabilité du taux de sélénium plasmatique dans le
temps, et on ne note pas de différence significative entre les 3 lots.

I1.2.3.2. Statut des animaux en SOD, GPX et en vitamines A et E
(tableau X, figures 19 et 20)

11.2.3.2. 1. Evolution dans le temps

Pour les lots CZ et PF, on n'observe pas d'évolution significative des en-
zymes antiradicalaires dans le temps, mais pour les GPX plasmatiques, la
tendance est & la baisse entre le début et la fin de I'expérience.
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Lot Ty Ty T,

Zinc plasmatique CZ eoa 27,7 + 3,2 139+ 1,5 12,5+ 1,9

pmol/l PF & 27,3 + 3,4 23,7 + 5,0 17,7 + 2,1

a3, b3, c3, a7, b7 AL ean 291 +54 39,1 + 7,1 19,4 + 1,9
Zinc fémoral Cz 149,8 + 24,3
ng/g PF 282,2 + 21,8
a’, b7 AL 304,2 + 23,4
Cuivre plasmatique CZ 15,2 + 0,9 13,9 + 2,5 12,4 + 3,0
pmol/l PF 16,7 + 4,1 16,6 + 0,9 18,3 £ 1,9

a3, a7, b7 AL 14,9 + 3,9 14,8 + 1,5 18,3 + 1,6
Sélénium plasmatique CZ 551 +0,34 6,05 +0,47 6,00 + 0,67
pmol/l PF 583+0,32 568+020 5,61 +0,68

AL 576 + 0,33 5,63 + 0,44 6,21 + 0,44

Résultats exprimés en moyennes + SD pour 6 animaux par lot.

Lecture des symboles de significativité :

- Evolution du paramétre dans le temps

pour un lot de rats donné :

=Tg-T3 p < 0,05
% =Tg-T7 p <005
A=T3-T7 p<0,05

- Comparaison entre les 3 lots de rats
a un temps donné (en exposant) :

a=CZ-PF p<0,05
b=CZ-AL p < 0,05
¢=PF-AL p < 0,05

Tableau IX : Statut des 3 lots de rats en oligo-€léments aux temps Ty, T3 et
T-semaines de I'expérience.
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Lecture des symboles de significativité :
* = CZ-PF p < 0,05

* W = CZ-AL p < 0,05
¥ + = PF-AL p < 0,05
50 ; pmol/l +
P
*
w
e
1
0
TO T3 T7

- Zinc CZ —Zinc PF ~-Zinc AL

Figure 16 : Statut des 3 lots d'animaux (carencés en zinc CZ, témoins pair-fed PF et
témoins ad libitum AL) en zinc plasmatique aux temps Tg, T3 et Ty-
semaines de I'expérience.
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Figure 17 : Statut des 3 lots d'animaux (carencés en zinc CZ, témoins pair-fed PF et
témoins ad libitum AL) en cuivre plasmatique aux temps Tg, T3 et Ty-
semaines de 1'expérience.
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Lot To T3 T7

Vitamine A plasma CzZ 3,7+ 0,9
pmol/l PF 4,0 £ 0,7
AL 50+1,2
Vitamine E plasma CcZ 68,5 + 7,7
pmol/l PF 66,9 + 13,0
AL 92,0 + 38,2
GPX plasméltiques CZ 10033 + 1110 9481 + 2381 8609 + 1314
pmol/l PF 9576 + 982 9660 + 1207 8500 + 845
AL 10047 + 1430 10563 + 1472 9512 + 839
SOD érythrocytaires CZ 225 + 72 157 + 28 169 + 30
ng/ml GR PF 192 + 31 176 + 10 199 + 17
al, b7, ¢7 AL #a 183 + 58 167 + 11 242 4+ 6
MDA plasmatique CZ 3,28 + 0,23 3,19 + 0,46 3,34 + 0,32
pmol/l PF s 3728+ 0,24 3,56 + 0,15 2,97 + 0,30
c’ AL 3,34 + 0,28 3,66 + 0,38 3,73 + 0,38

Résultats exprimés en moyennes + SD pour 6 animaux par lot.
Lecture des symboles de significativité :

- Evolution du paramétre dans le temps
pour un lot de rats donné :

¢ =Tp-T3 p <005

% =Tg-T7 p <005

& =T3-T7 p <005

- Comparaison entre les 3 lots de rats
a un temps donné (en exposant) :
a=CZ-PF p<0,05
b=CZ-AL p < 0,05
c=PF-AL p <005

Tableau X : Statut des 3 lots de rats en vitamines, enzymes antiradicalaires et en
MDA aux temps T(), T3 et T;-semaines de 1'expérience.
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Figure 18 : Statut des 3 lots d'animaux (carencés en zinc CZ, témoins pair-fed PF et
témoins ad libitum AL) en sélénium plasmatique aux temps Tg, T3 et
T-semaines de 1'expérience.
Milliers U/1
3
12 -
17
10 -
:&—-_‘_
9
8
7
T0 T3 T7
- GPX CZ —GPX PF --GPX AL

Figure 19 : Statut des 3 lots d'animaux (carencés en zinc CZ, témoins pair-fed PF et
témoins ad libitum AL) en glutathion peroxydases (GPX) plasmatiques
aux temps Ty, T3 et T7- semaines de 1'expérience.
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Lecture des symboles de significativité :
% = CZ-PF p < 0,05
300 ng/ml GR % = CZ-AL p < 0,05
+ = PF-AL p < 0,05

250
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150 | [
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T0 Ta

-~ S0D CZ —SO0D PF --80D AL

Figure 20 : Statut des 3 lots d'animaux (carencés en zinc CZ, témoins pair-fed PF et

témoins ad libitum AL) en superoxyde dismutases (SOD) érythrocytaires
aux temps T(), T3 et T7- semaines de 1'expérience.

5, pmol/l

T | T3 7

- MDA CZ — MDA PF -=- MDA AL

Figure 21 : Statut des 3 lots d'animaux (carencés en zinc CZ, témoins pair-fed PF et
témoins ad libitum AL) en malondialdéhyde (MDA) plasmatique aux
temps Ty, T3 et T5- semaines de I'expérience.
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Chez les rats nourris ad libitum, aprés 7 semaines de régime I.N.R.A., on
note une augmentation significative de la SOD érythrocytaire par rapport aux temps
TO et T3.

Les vitamines n'ont pu étre dosées aux 2 premiers temps de I'expérience.

11.2.3.2.2. Comparaisons entre les 3 lots d'animaux

Apres 3 semaines de régime I.N.R.A., on ne note pas de différence significa-
tive entre les 3 lots de rats, en ce qui concerne la SOD et les GPX.

Au terme de 1'expérience (T7) :

- si I'on compare le bilan des animaux en "pair-feeding" & celui des rats té-
moins ad libitum, on peut noter chez les premiers une baisse de la SOD érythrocy-
taire, tandis que les GPX et les vitamines sont abaissées, mais de fagon non signifi-
cative.

- chez 1'animal carencé comparé a 1'animal en "pair-feeding", on observe uni-
quement une diminution significative de la SOD érythrocytaire.

11.2.3.3. TBARSs plasmatiques (exprimés en MDA) (tableau X, figure 21)

11.2.3.3.1. Evolution dans le temps

Pour les lots CZ et AL, 1'évolution du MDA dans le temps n'est pas signifi-
cative, mais, chez les rats AL, on peut noter une augmentation progressive du MDA
au cours de |' expérience.

Pour les rats PF, on observe une baisse significative du MDA entre T3 et T-.

I1.2.3.3.2. Comparaisons entre les 3 lots d'animaux

A T3, les taux de MDA ne varient pas significativement entre les 3 lots de
rats.
A T7, on observe une production de MDA plasmatique significativement plus faible
chez les rats PF comparés aux témoins AL.
Chez les rats CZ, les taux de MDA sont plus élevés que chez les témoins PF, et plus
faibles que chez les témoins AL, mais ces différences ne sont pas significatives.




73

I1.2.3.4. Nature des acides gras plasmatiques totaux (tableau XI, figure 22)

Apres 7 semaines de régime I.N.R.A., par rapport au rat en "pair-feeding”,
on note chez 1'animal carencé en zinc une augmentation des pourcentages d'acide li-
noléique et d'acide linolénique (C 18:3 n-3), ainsi qu'une baisse du pourcentage
d'acide arachidonique.

En comparant les acides gras plasmatiques des rats PF a ceux des rats AL, on
observe chez les premiers une augmentation du pourcentage d'acide stéarique (C
18:0), une baisse du pourcentage d'acide linoléique (C 18:2 n-6), et une augmenta-
tion de celui de I'acide arachidonique (C 20:4 n-6).
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CZ PF AL

C16:0 21,24 + 1,25 20,52 + '1’11 20,80 + 1,42
C 16:1 n-7 2,40 + 0,59 2,78 + 0,38 3,19 + 0,59
(l:) 13:0 9,75 + 1,38 10,70 + 0,83 7,43 + 0,84
C 18:1 n-9 15,91 + 3,72 16,22 + 3,21 19,09 + 4,44
C 18:1 n-7 2,73 + 0,58 2,16 + 0,31 2,96 + 0,10
C 18:2 n-6 22,64 + 1,13 16,54 1+ 2,40 25,74 + 1,06
a, b, c

(; 18:3 n-3 0,79 + 0,36 0,25 + 0,22 0,43 + 0,27
(;200:4 n-6 23,44 + 3,79 30,62 + 4,92 19,79 + 2,94
C 22:6 n-3 1,59 + 0,34 1,31 + 0,27 1,15 + 0,74

Résultats exprimés en moyennes + SD pour 6 animaux par lot.

Lecture des symboles de significativité :

- Comparaison entre les 3 lots de rats @ T7 :
a=CZ-PF p <0,05
b=CZ-AL p < 0,05
c=PF-AL p < 0,05

Tableau XI : Nature des acides gras totaux plasmatiques (exprimés en pourcentages)
des 3 lots d'animaux au terme de 7 semaines de régime "I.LN.R.A.".
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Figure 22 : Nature des acides gras plasmatiques des 3 lots d'animaux (carencés en
zinc CZ, témoins pair-fed PF et t€émoins ad libitum AL) au terme de 7
semaines de "régime .LN.R.A.".
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III : DISCUSSION
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Notre projet de recherche comportait 2 parties :

- la mise au point des techniques d'étude de la captation et de la dégradation
des LDL de rats par les macrophages, et 1'étude de la faisabilité , ce modele animal
n'ayant, 4 notre connaissance, donné lieu & aucune étude de ce type jusqu'a présent.

- I'étude de I'influence de la carence en zinc sur la susceptibilité des LDL a la
peroxydation.
Dans cette partie de notre travail, nous avons été amenée a mesurer in vitro la capta-
tion et la dégradation par le macrophage de LDL natives et oxydées, et a évaluer sur
une série d'animaux certains composants du systeme de défense antiradicalaire ainsi
que les TBARs dont le MDA plasmatique, 1'un des marqueurs de Ia peroxydation li-
pidique.

Dans notre discussion, nous analyserons donc successivement les résultats
concernant la mise au point de la technique d'étude de la captation des LDL par les
macrophages, puis ceux nous permettant d'estimer 1'influence de la carence en zinc.

MISE AU POINT DE LA TEHNIQUE D'ETUDE DE LA CAPTATION DES LDL PAR LE MACRO-
PHAGE :

Nous avons rencontré 2 types de difficultés lors de 1'isolement des LDL :

* Le rat présente un profil lipoprotéinique pauvre en LDL (Oschry et coll.
1982) (81).
D'autres modeles de carence en zinc existent (cobaye, mouton, poulet), mais le rat
carencé est pour le moment le seul modele développé au Laboratoire.
De plus, c'est sur cet animal que Faure et coll. (1991) (62) ont montré que la ca-
rence en zinc entraine, apres stress oxydatif in vitro, une production accrue de MDA
au niveau des LDL.
C'est pour ces raisons que nous avons travaillé sur le rat.

Le volume sanguin du rat étant faible et le plasma contenant peu de LDL,
nous avons choisi de travailler sur des pools de plasma , ce qui a alourdi notre pro-
tocole et limité le nombre d'expériences et 1'exploitation statistique des résultats.
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* Les contrdles de pureté en gradient d'acrylamide ont indiqué la présence de
HDL,; dans la zone de densité des LDL.
Cette contamination, déja rapportée par Koga et coll. (1969) (83), a été constante
quels que soient les lots et les expériences.

Cependant, nous 1'avons limitée en isolant les LDL dans la gamme de densité
de 1,019 a 1,055 au lieu de 1,063 comme cela est fait habituellement.
Dans ces conditions, la présence des HDL| a été négligeable et n'a pas géné notre
étude.

Pour éliminer ces HDL{, une étape supplémentaire de purification aurait pu
étre effectuée. Kokkonen et coll. (1985) (84) sur LDL de rats ont utilisé une électro-
phorese en bloc Pévikon, mais compte tenu du peu d'importance de la contamina-
tion, du faible volume de lipoprotéines dont nous disposions, et surtout des risques
d'altération occasionnés par cette étape, nous n'avons pas retenu cette solution.

Notre objectif était ensuite d'obtenir, malgré la faible reproductibilité du ren-
dement liée a la pauvreté en protéines, un marquage des LDL en accord avec la litté-
rature : moins de 5 % de la radioactivité fixée sur la partie lipidique, et plus de 95 %
de la radioactivité précipitable par le TCA.

Nous avons obtenu ces conditions chez le rat nourri avec le régime .LN.R.A.,
alors que dans le cas du régime U.A.R., le marquage lipidique était beaucoup trop
important.

Ce changement est sans doute a relier a la différence de composition en huiles de ces
2 régimes.

Nous aurions pu choisir la technique de marquage de Bolton et Hunter telle
qu'elle a été modifiée par Innerarity et coll. 1979) (85) utilisant la Chloramine
comme source d'Iode radioactif, et décrite comme permettant une incorporation plus
faible de 1'Iode dans les lipides. Cependant, avec cette technique, Kokkonen et coll.
(1985) (83) ont malgré tout obtenu pour les LDL de rats, un marquage lipidique trop
important (10 %).

Quant a l'activité spécifique de nos LDL, elle a varié d'une expérience a
I'autre mais est restée en accord avec les travaux de Zhang (1990) (24).

Pour rester dans les mémes conditions que dans les travaux de Faure et coll.
(1991) (62), nous avons choisi le mélange fer/ascorbate a 10/250uM comme agent
d'oxydation des LDL, alors que la plupart des auteurs utilisent le cuivre 3 5 uM dé-
crit initialement par Steinbrecher et coll. 1984 (86).
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Le systtme fer/ascorbate a réalisé une oxydation des LDL in vitro suffisante
pour les modifier. En effet, aprés ce stress oxydatif, leur captation et leur dégrada-
tion par le macrophage ont été significativement augmentées.

La mise au point de la méthode a été réalisée & des concentrations en LDL de
10, 9 et 5 pg/ml. La réponse au stress oxydatif a été trés nette puisque les taux de
captation ont été multipliés par 3 ou 4 apres incubation des LDL en présence de fer
et d'ascorbate.

Avec des LDL natives a la concentration de 5 ug/ml, nous avons obtenu un
taux de captation de 0,41 ng/ug/5h. Or, les LDL natives ne sont pas reconnues par
les récepteurs "scavenger" des macrophages. Cette captation des LDL peut avoir 3
origines :

- les macrophages P388 D possedent des récepteurs a2 Apo B/E reconnaissant
spécifiquement les LDL natives (Via et coll. 1985 ) (74),

- les monocytes-macrophages sont capables de phagocyter les LDL (Brown et
coll. 1983) (87),

- lors de l'isolement et du marquage, 1'altération d'une petite fraction des
LDL est pratiquement inévitable. Ces LDL altérées peuvent alors étre captées par les
récepteurs "scavenger" des macrophages.

Comme l'indiquent les figures 13, 14 et 15 (page 61), la saturation des récep-
teurs macrophagiques n'a pas été atteinte pour des concentrations allant de 5 a 25
pg/ml. Chez les animaux nourris au régime I.N.R.A., nous avons dii adopter le taux
de 5 pg/ml compte tenu des quantités de LDL isolées. A cette concentration, 1'am-
plitude de la réponse a 1'oxydation est plus faible que pour le taux couramment uti-
lis€ de 10 pg/ml (Parthasarathy et coll. 1986) (88), mais dans nos conditions expéri-
mentales, elle est restée significative.

De plus, la répétabilité ayant été trés satisfaisante pour les mesures réalisées
en double ou en triple (coefficient de variation < 10 %), et les conditions de mar-
quage étant en accord avec la littérature, nous avons pu entreprendre par cette mé-
thode 1'étude de 1'influence de la carence en zinc sur la peroxydation des LDL.

INFLUENCE DE LA CARENCE EN ZINC :

Chez les rats CZ, le ralentissement de la croissance, 1'abaissement par rapport
aux témoins, dés 3 semaines, du zinc plasmatique et du zinc fémoral, dont on sait
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qu'il est le meilleur marqueur du statut (Momcilovic et coll. 1975) (89), ont indiqué
que les carences €taient bien établies.

Cependant, lors de 1'étude de plusieurs paramétres biologiques a différents
temps de la carence, nous avons mis en évidence une baisse de la zincémie entre le
début et la fin de 1'expérience chez les animaux recevant un régime non carencé en
zinc. Cette diminution du taux de zinc plasmatique est surprenante, la supplé-
mentation A 100 mg de zinc /kg de régime devant couvrir largement les besoins phy-
siologiques du rat, estimés a 12 mg/kg de régime.

Cette baisse est a 1'évidence liée a la composition du régime I.N.R.A. et n'a pas été
décrite A notre connaissance.

Cette influence du régime n'a pas gé€né notre protocole expérimental, une carence
significative ayant pu étre établie, mais cet effet hypozincémiant mériterait d'étre
corrigé.

D'autre part, la composition et la teneur en zinc des régimes n'ont pas modifié
1'absorption et la biodisponibilité du sélénium, comme en témoignent la stabilité des
taux plasmatiques observée pour les 3 lots d'animaux au cours de 1'expérience.

En revanche, nous avons été surprise de constater chez les rats carencés en zinc une
baisse de la cuprémie, ce qui est contraire aux observations généralement décrites.
Cependant, Turnlund et coll. (1988) (90) ont rapporté que 1'absorption du cuivre
était inférieure chez des sujets recevant 5,5 mg de zinc par jour, par rapport a ceux
recevant 16,5 mg par jour,

Dans 1'étude des LDL de rats CZ et de leurs témoins, nous avons rencontré
les méme difficultés que celles déja décrites lors de la mise au point, et dues a la
pauvreté du plasma en LDL.

L'utilisation du régime semi-synthétique I.N.R.A. a contribué a abaisser un
taux de LDL déja faible. En effet, dans ce type d'alimentation, 1'apport lipidique est
constitué par 4 % d'huile de mais alors que les granulés U.A.R. sont plus riches en
acides gras saturés. Les bilans lipidiques réalisés en contréle ont indiqué une baisse
importante du cholestérol-LDL. Ceci est en accord avec les travaux de Spady et coll.
(1990) (91) établissant que les concentrations plasmatiques en LDL chutent lorsque,
dans 1'alimentation, les triglycérides saturés sont remplacés par des triglycérides in-
saturés.

Une modification de ce régime n'était cependant pas envisageable sans compromettre
I'établissement de la carence en zinc.

De plus, la carence en zinc entrainant une augmentation importante de 1'hé-
matocrite et un ralentissement de la croissance, nous avons dii pooler le plasma de 5
rats carencés, pour obtenir un volume équivalent au plasma de 2 rats témoins AL.
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Néanmoins, malgré un rendement irrégulier, le marquage des LDL a été satis-
faisant et nous avons pu réaliser 6 séries de mesures.
Pour les raisons déja évoquées dans la partie "Résultats”, les LDL des témoins AL
n'ont pu étre étudiées que dans 4 de ces séries.

Il ressort de nos expériences que :

* A 1'état natif, la captation et la dégradation des LDL par les macrophages in
vitro ne varient pas en fonction des lots.
Les LDL des rats CZ ne sont donc pas plus reconnues par le macrophage que celles
des rats témoins, ce qui suggererait qu'elles n'ont pas été modifiées in vivo.
Cependant, Nagelkerke et coll. (1984) (92) ont montré que les LDL modifiées dispa-
raissent trés rapidement de la circulation sanguine. La captation in vivo des LDL
peroxydées, par les cellules possédant des récepteurs "scavenger", et/ou 1'épuration
plasmatique de ces LDL par le foie, rendraient 1'isolement plasmatique de formes
peroxydées trés difficile. Ceci pourrait expliquer I'absence de différence entre les
lots a 1'état natif.

* Apres le stress oxydatif in vitro, la captation et la dégradation des LDL sont
significativement augmentées par rapport a 1'état natif.

Pour les 2 premieres expériences, les taux de captation ont été multipliés
respectivement par 4 et 2 en moyenne aprés oxydation, alors que pour les 4 expé-
riences suivantes, les taux n'ont ét€ augmentés en moyenne que d'un facteur 1,5.

Cette différence de réponse s'explique vraisemblablement par la différence de
régime existant entre les 2 séries d'expériences. En effet, pour les expériences 1 et
2, les rats ont été nourris avec un régime préparé 4 mois auparavant, conservé a 4°C
et a I'abri de la lumiére. Les rats témoins PF et AL qui recevaient aussi ce régime,
mais supplémenté a 100 ppm de zinc, présentaient également des pertes de poils.

Dans ces 2 expériences, le mauvais état général des animaux, ainsi que la
susceptibilité importante des LDL & 1'oxydation, pourraient s'expliquer par une alté-
ration des vitamines de ce premier régime. Il est un autre argument en faveur de
cette hypothese : au cours de 1'expérience 2, cet ancien régime a été épuisé et les rats
ont alors regu pendant la derniere semaine un régime fraichement préparé. La ré-
ponse a I'oxydation a diminué de moitié par rapport a la premiére expérience, pour
laquelle les rats ont recu uniquement de I'ancien régime. Il est dorc probable que
1'utilisation de régime frais pendant la derniere semaine ait pu restaurer en partie les
défenses antioxydantes des rats en leur apportant les vitamines dont ils manquaient.
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Par contre, une semaine de nouveau régime n'a pas suffit 8 compenser le mauvais
état général des rats témoins non carencés.

C'est pour cette raison que nous n'avons exploité que les 4 derni¢res expé-
riences sur le plan statistique.

Pour ces 4 manipulations, le pourcentage de dégradation des LDL captées est
resté stable d'un lot & 1'autre pour une méme expérience. Cela signifie que les LDL
des différents lots de rats subissent le méme métabolisme a l'intérieur des macro-
phages.

De plus, les taux de dégradation et de captation mesurés apres le stress oxy-
datif ne different pas en fonction des lots, et entre les résultats obtenus avec les LDL
natives, et ceux obtenus avec les LDL oxydées, les pourcentages d'augmentation ne
varient pas significativement d'un lot a 1'autre.
Ces résultats laissent supposer que, dans nos conditions d'expérience, la susceptibi-
lit€ & la peroxydation des LDL de rats carencés en zinc ne serait pas augmentée.

Cette constatation pourrait s'accorder indirectement avec les conclusions de

travaux récents portant sur le vieillissement. Les revues de Yu (1990) (93) et de
Masoro et coll. (1991) (94) font le point des études indiquant que la restriction ali-
mentaire chronique module la production de radicaux libres.
Laganiere et coll. (1987) (95) ont montré sur modele animal que la production de
MDA, et donc la peroxydation lipidique au niveau des membranes microsomales et
mitochondriales hépatiques, augmente avec 1'dge des animaux. Or, les membranes
d'animaux soumis a restriction alimentaire produisent significativement moins de
MDA que celles des rats nourris ad libitum.

Ainsi, dans la carence en zinc, l'inappétence qu'elle entraine pourrait générer
des perturbations métaboliques compensant un éventuel effet pro-oxydant du déficit
en zinc. Cette hypothése pourrait d'ailleurs expliquer en partie le phénomene de
I'anorexie observé dans la carence en zinc.

On peut également supposer que la carence en zinc, compte tenu de ses effets

sur le métabolisme des acides gras, serait susceptible de modifier la composition des
LDL.
11 serait donc intéressant de préciser la composition en acides gras des LDL de rats
carencés. Cette détermination permettrait de préciser si, dans nos conditions d'expé-
rience, les changements de composition en acides gras sont en faveur d'une diminu-
tion de la peroxydation, liée a 1'augmentation de la teneur des LDL en acides gras
plus résistants aux stress oxydants.
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Ainsi, la combinaison des effets protecteurs de la restriction calorique, et d'un
éventuel 1'enrichissement des LDL en acides gras moins insaturés, pourrait expliquer
le comportement identique des LDL des différents lots de rats vis & vis du macro-
phage.

Nous avons exploré, au cours d'une autre expérience, certains composants du
systtme de défense antiradicalaire, les TBARs, ainsi que la nature des acides gras

plasmatiques.
Notre protocole comportait 1'étude de la cinétique d'évolution de la SOD érythrocy-

taire, des GPX plasmatiques, et des TBARs au cours de la carence.

11 ressort de cette étude qu'il est nécessaire de prolonger la carence en zinc au
dela de 3 semaines pour observer des variations significatives au niveau des para-
metres que nous avons étudiés.

Ceci souligne la difficulté d'interprétation de résultats parfois publiés sur les effets
d'une carence en zinc a court terme, par exemple 11 jours pour Emery et coll. 1990
(96), et une semaine pour Gordon et coll. 1980 (97).

Dans cette étude, la comparaison des résultats obtenus pour les rats PF, avec
ceux des témoins AL, nous permet d'évaluer l'influence de la restriction calorique
sur le bilan. Ainsi, ces 2 lots sont nourris avec le méme régime a 100 ppm de zinc,
mais les rats PF sont sous-nutris : ils regoivent la méme quantité de nourriture que
les animaux carencés qui ont une inappétence due au déficit en zinc. Il est en effet
important de prendre en compte la quantité de substrat susceptible d'étre peroxydée,
celle ci étant plus grande chez les rats AL que chez les rats CZ. Ainsi, malgré un
équipement en SOD mieux adapté que pour les 2 autres lots, les rats AL ont le taux
de MDA plasmatique le plus élevé.

Chez les rats PF par rapport aux témoins AL, les taux plasmatiques abaissés
des vitamines A et E, ainsi que ceux des GPX, sont a relier a la diminution de
1'apport alimentaire.

La baisse significative de la SOD érythrocytaire s'explique probablement par une
diminution globale de la synthese protéique due 2 la restriction calorique.

D'autre part, chez les animaux en pair-feeding, 1'effet antiradicalaire de la
restriction alimentaire précédemment évoqué, expliquerait le taux de MDA plasma-
tique abaissé par rapport aux témoins AL, et pourrait également justifier une baisse
d'activité de la SOD érythrocytaire par adaptation métabolique 4 la diminution de
production de radicaux libres.
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* Compte tenu des effets métaboliques de la restriction calorique, pour éva-
luer les conséquences propres de la carence en zinc sur le systtéme de défense antira-
dicalaire et sur la production de MDA, nous avons comparé les résultats des ani-
maux CZ avec ceux des rats PF. Ces 2 lots regoivent la méme quantité de régime, et
ont donc potentiellement une quantité équivalente de substrats peroxydables.

Au terme de 7 semaines de régime I.LN.R.A., la SOD érythrocytaire des rats

CZ diminue de fagon significative, suggerant un effet propre de la carence en zinc
sur une enzyme antiradicalaire importante. Or, chez les animaux de ce groupe, le
statut en zinc et en cuivre est perturbé, et ces 2 éléments sont indispensables a la
fonctionnalité de 1'enzyme (Forman et coll. 1973) (28).
Cette baisse d'activité de la SOD s'accorde avec 1'augmentation des TBARs plasma-
tiques, qui, bien que non significative, est observée chez 1'animal CZ par rapport a
son témoin PF. Ces résultats pourraient suggérer une lipoperoxydation accrue induite
par le déficit en zinc.

Toutefois, au cours de 1'étude réalisée précédemment a Grenoble, Faure et
coll. (1991) (62) ont rapporté des taux de MDA plasmatique plus élevés chez les
animaux CZ que chez les rats témoins AL. Nos résultats montrant, chez les rats CZ,
une lipoperoxydation moins importante que chez les témoins AL, semblent donc en
désaccord avec ces travaux.

Ceci souligne la difficulté d'établir des carences en zinc reproductibles. Ainsi,
dans I'expérience de Faure et coll., pour des conditions identiques d'animalerie et de
régime, une zincémie moyenne plus basse que dans notre étude a été obtenue chez
les rats carencés (7,05 + 0,2 vs 12,5 + 1,9 umol/l ; témoins AL a 23,1 + 0,7 wvs
19,4 + 1,9 umol/l).

Cette carence plus prononcée que dans notre expérience pourrait étre suffi-
sante pour entrainer une production accrue de MDA plasmatique. De plus, si dans
notre étude une carence en zinc significative a été établie, elle n'est cependant pas
aussi prononcée que celles que nous avons obtenues lors des expériences sur macro-
phages. Ceci pourrait contribuer a la non significativité des comparaisons entre les
rats CZ et les rats PF, concernant le MDA pour lequel p est trés proche de 0,05, et
expliquer 1'absence d'abaissement des vitamines par rapport aux rats PF.

En ce qui concerne la vitamine E plasmatique, nos résultats sont en contradic-
tion avec ceux de Bunk et coll. (1989) (55) qui rapportent un abaissement de celle-ci
chez les rats CZ par rapport aux témoins PF et AL. Dans nos conditions d'expé-
rience, la production accrue de MDA chez les rats carencés par rapport aux témoins
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PF, bien que non significative, ne peut donc pas s'expliquer par un taux de vitamine
E abaissé.

Pour ce qui est de la nature des acides gras plasmatiques, elle varie en fonc-
tion des lots d'animaux, et donc en fonction des régimes.

Chez 1'animal nourri ad libitum, le taux élevé d'acide linoléique observé est a

relier a la richesse du régime en huile de mais. Dans ce lot, 1'utilisation et 1'incorpo-
ration de 1'acide arachidonique dans les membranes cellulaires semblent satisfai-
santes, comme en témoigne son taux plasmatique abaissé.
Pour les rats PF, le passage de 1'acide linol€ique a 1'acide arachidonique semble se
faire correctement, mais il semble que la restriction calorique ait un effet sur 1'utili-
sation et I'incorporation de ce dernier dans les membranes, puisqu'on observe une
augmentation de son taux par rapport aux rats AL.

Chez 1'animal carencé en zinc comparé a I'animal en pair-feeding, on observe
une modification significative des acides gras de la série Omega-6. L'acide lino-
lIéique est augmenté et 1'arachidonique diminué. Ces résultats reflétent le mauvais
fonctionnement de la voie des désaturases, enzymes de conversion du linoléate en
arachidonate.

De plus, dans notre expérience, la carence en zinc entraine une augmentation
de I'acide a-linolénique. Ce résultat n'a pas été décrit a notre connaissance au niveau
plasmatique, mais Driscoll et coll. (1991) (98) ont rapporté, dans la carence en zinc,
un enrichissement des membranes érythrocytaires en acides gras de la série Omega-3
(C 22:5 et C 22:6) aux détriment des acides gras en C 22 de la série Omega-6.

De méme, Faure et coll. (1992) (99) ont montré sur plaquettes de rats caren-
cés en zinc que l'incorporation des acides gras de la série n-3 dans les membranes
plaquettaires est augmentée. ,

La carence en zinc entrainerait donc une compétition entre les séries n-6 et n-3 au
profit des Omega-3, plus sensibles a la peroxydation que les Omega-6.

Cependant, cette hypothése doit rester prudente. En effet, Laganiere et coll.
(1987) (47) ont rapporté que la carence en zinc modifie la composition en acides gras
des membranes de microsomes hépatiques en augmentant leur contenu en acide lino-
Iéique (C18:2 n-6), et en diminuant celui en acide docosapentaénoique (C22:5 n-3).

Les effets de la carence en zinc sur le métabolisme des acides gras seraient
donc différents en fonction du type de membrane étudié. De plus, Driscoll et coll.
(1991) (98) précisent que ces effets varient aussi suivant 1'dge et le sexe du rat, la
composition du régime, la durée et la sévérité de la carence.
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Malgré la baisse de la SOD érythrocytaire chez le rat CZ, les résultats du bi-
lan des systtmes protecteurs et du MDA, comme ceux de 1'étude de captation des
LDL par le macrophage, ne nous permettent pas pas de conclure & un effet délétere
de la carence en zinc sur la peroxydation lipidique.

Cependant, cette hypotheése ne peut étre écartée car nous devons prendre en compte

les limites de nos expérimentations :

- Le modele animal : Le rat, bien que seul modele expérimental envisageable
dans notre étude, présente des inconvénients.
L'obligation de travailler sur un pool de plasma, 1'isolement de LDL a des taux trés
bas ont nui a la précision de nos résultats.

Comme 1'a observé Chapman (1980) (100), compte tenu des variations biolo-
giques inter-individuelles des rats, 1'utilisation de pools de plasma risque de masquer
la significativité des résultats mais cette démarche reste celle de nombreux auteurs.

- Les inconvénients du pair-feeding : Si les résultats de 1'exploration des sys-
ttmes de défense antiradicalaire des animaux CZ doivent étre comparés a ceux des
témoins PF pour les raisons déja mentionnées, la validité de ces témoins peut étre
critiquée. En effet, une restriction calorique est imposée a ces derniers. Ils sont donc
perpétuellement affamés et consomment leur ration dés que celle-ci leur est donnée,
c'est a dire en fin d'aprés-midi, contrairement aux rats carencés qui s'alimentent
pendant la nuit comme tous les rongeurs. Ce mode d'alimentation particulier aux té-
moins PF n'est sans doute pas sans conséquences métaboliques.

Pour éviter ces différences nutritionnelles, Quarterman et coll. (1972) (101)
ont conseillé d'utiliser un systtme de distribution du régime, permettant de donner
en continu aux témoins PF, pendant la période d'alimentation des rats CZ, la méme
quantité¢ de nourriture que celle consommée la veille par les rats carencés. Ceci per-
met donc aux différents lots d'animaux d'étre dans le méme état de jeun au moment
du sacrifice, ce qui n'est pas le cas dans notre pair-feeding.

Ce mode d'alimentation des témoins PF donne une meilleure validité aux comparai-
sons entre les lots mais n'a pas pu étre réalisé dans le cadre de notre expérimenta-
tion.

De plus, les animaux n'ayant pu, pour des raisons matérielles, étre cagés
individuellement, seule la consommation moyenne des animaux CZ a pu étre déter-
minée. D'une part, les rats PF n'étaient pas appariés individuellement avec un rat
CZ, d'autre part, la quantité de régime consommée n'était pas identique pour chaque
rat PF, une hiérarchie s'établissant trés vite entre les animaux.
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Nous avons tenté de limiter ce dernier inconvénient en cageant les rats PF par 3.

- Le protocole expérimental : Nous avons estimé in vitro la réponse des LDL
au stress oxydatif. Dans ces conditions, le comportement identique vis & vis du ma-
crophage des LDL de rat CZ et de leur témoins n'exclue pas une peroxydation
accrue des premitres in vivo, celles-ci étant vraisemblablement peroxydées dans

I'espace sous-endothélial des vaisseaux sanguins (Jiirgens et coll. 1987) (10), et donc
absentes de la circulation sanguine.

De plus, la sensibilité de la méthode n'est peut-étre pas suffisante pour que la
susceptibilité accrue a la peroxydation des LDL de rat CZ observée par Faure et
coll. (1991) (62) se traduise par une différence significative de leur comportement
vis a vis du macrophage, par rapport aux LDL de rats témoins.

Enfin, un plus grand nombre d'animaux et d'expériences permettrait peut-étre
de confirmer des tendances non significatives sur le plan statistique.

PERSPECTIVES : En |'absence de résultats permettant de conclure a un réle néfaste de
la carence en zinc sur la peroxydation des LDL, deux axes de recherche mériteraient
d'étre développés :

- I'étude de 1'influence de la carence en zinc sur la composition des LDL :
* nature des acides gras
* teneur en vitamines liposolubles

- développement d'un nouveau modele animal de carence en zinc mieux
adapté a 1'étude des lipoprotéines : le lapin serait un modele de choix compte tenu
d'un profil lipoprotéinique proche de celui de I'homme et d'un volume sanguin plus
important que le rat.

De plus, il serait nécessaire de compléter 1'estimation des marqueurs de la

peroxydation par une mesure des hydroperoxydes organiques et des diénes conjugués
plasmatiques.
Une étude de la cinétique d'apparition des diénes conjugués, au cours de 1'oxydation
des LDL par le cuivre in vitro (Esterbauer et coll. 1989) (102), permettrajt, par une
approche différente, d'estimer la fragilité des LDL dans la carence en zinc. Cette
étude serait réalisable au laboratoire de Biochimie A du C.H.U. de Grenoble.
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Au cours de ce travail, nous avons observé chez le rat carencé en zinc , com-

paré a son témoin nourri en "pair-feeding", une diminution significative de la SOD
érythrocytaire, suggérant une baisse de la protection antiradicalaire.
Cependant, la mesure des autres systémes antioxydants, comme celle du MDA plas-
matique, marqueur de la peroxydation, ainsi que 1'étude de la captation des LDL par
le macrophage, ne nous permettent pas de conclure que la carence en zinc facilite la
peroxydation lipidique.

La non significativité des résultats concernant un effet propre de la carence en
zinc, peut étre due aux limites de notre protocole expérimental : rat comme modele
animal, inconvénients du pair-feeding, mesures in vitro, sensibilité de la méthode...

Dans nos conditions expérimentales, nous avons montré que chez 1'animal ca-
rencé, 1'estimation de la peroxydation liée au déficit en zinc était rendue difficile par
la modulation de production des radicaux libres, due 2 la restriction calorique.

Ce point nous semble important a souligner car, si le lien entre radicaux
libres et restriction calorique a été décrit, celui existant entre radicaux libres, restric-
tion calorique et carence en zinc, n'a pas été rapporté & notre connaissance.

De plus, les effets de la carence en zinc et de 1'inappétence sur le métabolisme
des A.G.P.I. pourraient permettre une augmentation de la résistance des LDL &
I'oxydation, en entrainant a leur niveau un appauvrissement en A.G.P.I. a longue
chaine et & grand nombre de doubles liaisons, comme cela est déja décrit pour cer-
taines membranes.

Cette hypothese reste cependant & vérifier.

En conclusion, dans nos conditions expérimentales, la carence en zinc 2 elle
seule ne peut suffire & modifier de facon significative les systeémes de protection
antioxydante et & induire une modification des LDL telle que leur reconnaissance par
les macrophages en soit augmentée.

Nos résultats ne nous autorisent cependant pas a exclure un effet pro-oxydant
in vivo de la carence en zinc, en particulier dans des conditions de stress oxydant
accru.
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Selon une étude antérieure (Faure et coll. 1991), la carence en zinc entrainerait une
lipoperoxydation accrue, en particulier celle des LDL dont on sait que, modifiées, elles sont
captées par le récepteur "scavenger" des macrophages, et participent a la formation des
cellules spumeuses.

Afin de vérifier cette hypothese, nous avons, chez le rat Wistar, étudié 1'influence de
la carence en zinc sur le risque de peroxydation lipidique. Ainsi, nous avons estimé au
temps 0, en milieu et en fin de carence, certains composants du systtme de défense
antiradicalaire (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, vitamines A et E), et un
marqueur de la peroxydation lipidique (le malondialdéhyde). La nature des acides gras
plasmatiques a également été déterminée en fin de carence.

Parallelement, nous avons voulu estimer les conséquences de la carence en zinc sur

la susceptibilité des LDL a la peroxydation.
Pour cela, nous avons isolé, marqué a l'iode 125, et soumis & un stress oxydant in vitro,
des LDL de rats carencés en zinc. Nous avons ensuite mesuré leur captation et leur
dégradation par les macrophages P388 Dy, en les comparant a celles de LDL d'animaux
non carencés (rats t€émoins "pair-fed" et t€émoins "ad libitum").

Nos résultats indiquent que, dans nos conditions expérimentales, la carence en zinc a
elle seule ne peut suffire :

- a modifier de fagon significative les systtmes de protection antioxydante,

- a induire une modification des LDL telle que leur reconnaissance par le
macrophage en soit augmentée.

La non significativité€ de nos résultats peut étre due soit aux limites de nos conditions
expérimentales (rat comme modele animal, inconvénients du "pair-feeding",...), soit a des
effets secondaires protecteurs, inhérents a la carence en zinc, en particulier la restriction
alimentaire, connue pour avoir un effet antiradicalaire, et qui pourrait donc masquer un
éventuel effet pro-oxydant de la carence en zinc.
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Mémoire soutenu par Anne SCHMUCK

Selon une étude antérieure (Faure et coll. 1991), la carence en zinc entrainerait une
lipoperoxydation accrue, en particulier celle des LDL dont on sait que, modifiées, elles sont
captées par le récepteur "scavenger” des macrophages, et participent a la formation des
cellules spumeuses.

Afin de vérifier cette hypothese, nous avons, chez le rat Wistar, étudié 1'influence de
la carence en zinc sur le risque de peroxydation lipidique. Ainsi, nous avons estimé au
temps 0, en milieu et en fin de carence, certains composants du systeme de défense
antiradicalaire (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, vitamines A et E), et un
marqueur de la peroxydation lipidique (le malondialdéhyde). La nature des acides gras
plasmatiques a également été déterminée en fin de carence.

Paralleélement, nous avons voulu estimer les conséquences de la carence en zinc sur

la susceptibilité des LDL a la peroxydation.
Pour cela, nous avons isolé, marqué a 1'iode 125, et soumis a un stress oxydant in vitro,
des LDL de rats carencés en zinc. Nous avons ensuite mesuré leur captation et leur
dégradation par les macrophages P383 Dy, en les comparant a celles de LDL d'animaux
non carencés (rats témoins "pair-fed" et témoins "ad libitum").

Nos résultats indiquent que, dans nos conditions expérimentales, la carence en zinc a
elle seule ne peut suffire :

- a modifier de fagon significative les systémes de protection antioxydante,

- a induire une modification des LDL telle que leur reconnaissance par le
macrophage en soit augmentée.

La non significativité de nos résultats peut étre due soit aux limites de nos conditions
expérimentales (rat comme modele animal, inconvénients du "pair-feeding”,...), soit a des
effets secondaires protecteurs, inhérents & la carence en zinc, en particulier la restriction
alimentaire, connue pour avoir un effet antiradicalaire, et qui pourrait donc masquer un
éventuel effet pro-oxydant de la carence en zinc.
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RESUME

Plusieurs études ont montré que la carence en zinc pourrait favoriser la
peroxydation lipidique, en particulier dans des conditions de stress oxydant accru.

Afin de préciser l'influence de la carence en zinc sur la peroxydation lipidique
chez le rat Wistar, nous avons déterminé 1'évolution, au cours de la carence, de
certains composants du systtme de défense antiradicalaire, et d'un marqueur de la
peroxydation lipidique. La nature des acides gras plasmatiques a été déterminée en
fin de carence.
Parallelement, aprés adaptation des différentes techniques a notre modele animal,
nous avons estimé les conséquences de la carence en zinc sur la susceptibilité¢ des
LDL a la peroxydation, en mesurant leur captation et leur dégradation par les
macrophages P388 D, avant et apres oxydation de ces LDL in vitro.

Nos résultats indiquent, que dans nos conditions expérimentales, la carence en
zinc a elle seule ne peut suffire :
- a modifier de fagon significative les systemes de protection antioxydante,
- a induire une modification des LDL telle que leur captation par le macrophage en
soit augmentée.
Ceci pourrait s'expliquer en partie par l'effet antiradicalaire de la restriction
alimentaire inhérente a la carence en zinc.
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