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Résumé

Au cours de la grossesse, une perfusion placentaire adéquate est indispensable au
bon développement du foetus. Dans certaines maladies comme la prééclampsie, celle-ci est
altérée, compromettant ainsi la vie du foetus, mais aussi celle de sa meére. Le retrait du
placenta mene a la disparition des symptomes de la prééclampsie, suggérant un réle central
de ce dernier dans la maladie. Le placenta étant dépourvu d’innervation autonome, le tonus
vasculaire placentaire doit étre sous le controle de facteurs humoraux et tissulaires. Les
vaisseaux placentaires sont tres réactifs aux prostanoides. Le rapport thromboxane A,
(TXA,)/prostacycline (PGl,) est fortement augmenté dans les placentas de grossesses avec
prééclampsie. De plus, le taux d’isoprostane, marqueur du stress oxydatif, est accru dans les
placentas de femmes avec prééclampsie. Finalement, la prééclampsie s’accompagne d’un
stress oxydatif placentaire marqué. Les espéces réactives de I'oxygéne sont connues d’une
part, pour oxyder I'acide arachidonique (AA), formant ainsi des isoprostanes et d’autre part,
pour augmenter la production de TXA, dans différents tissus, suite a l'activation des
cyclooxygénases (COXs). Nous proposons que :

1. les prostanoides sont parmi les molécules endogénes qui contrélent le tonus

vasculaire placentaire.

2. la maladie modifie la réponse aux isoprostanes dans les vaisseaux placentaires.

3. l'induction d’un stress oxydatif placentaire entraine une réponse vasoactive par

activation de la voie du métabolisme de I'AA.

Nous avons tout d’abord montré, dans des placentas obtenus de grossesses
normotensives, que I'U-46619, un mimétique de la TXA,, de méme que l'isoprostane, 8-iso-
prostaglandine E, (8-isoPGE,), ont augmenté fortement la pression de perfusion dans les
cotylédons perfusés in vitro et la tension dans les anneaux d’arteres chorioniques suspendus
dans des bains a organe isolé. En revanche, dans les arteres chorioniques de placentas
obtenus de grossesses avec prééclampsie, ces réponses étaient modifiées puisque la
réponse maximale a I'U-46619 était augmentée et celle a la 8-isoPGE, diminuée. D’autre
part, nous avons montré que les réponses maximales aux deux prostanoides étaient

augmentées dans les vaisseaux placentaires de grossesse normale ou avec prééclampsie
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issus d’'une délivrance prématurée par rapport a ceux d'une délivrance a terme. Ceci
suggeére une évolution de la réactivité des artéres placentaires au cours du 3° trimestre de
grossesse. En outre, les vaisseaux placentaires ont répondu aux prostanoides de facon
semblable qu’ils aient été issus d’un accouchement vaginal ou d’une césarienne élective.
Ceci indique que les prostanoides placentaires n’interviennent pas dans le processus de
délivrance. D’un autre co6té, I'utilisation de bloqueurs spécifiques des récepteurs TP a la
TXA,, le SQ29,548 et I'IC1192,605, et des récepteurs EP a la prostaglandine E,, '’AH6809,
nous ont permis de mettre en évidence le fait que I'U-46619 et la 8-isoPGE2 pouvaient agir
de facon non-sélective sur I'un ou I'autre des récepteurs. Ces résultats supportent donc nos
2 premiéres hypotheses : les prostanoides font partie des molécules endogenes qui peuvent
contrbler le tonus vasculaire placentaire et la prééclampsie modifie la réponse aux
isoprostanes dans les artéres chorioniques d’'une maniére compatible avec I'augmentation
de la production de ces substances qui elle, est probablement le résultat du stress oxydatif.

En revanche, en ce qui concerne les substances capables de jouer la contrepartie
vasodilatatrice, I'utilisation d’un inhibiteur des synthases de monoxyde d’azote, le L-NAME,
et celle d’inhibiteurs des COXs, I'ibuprofene, 'indométacine et le N-2PIA, ne nous a pas
permis de mettre en évidence un quelconque réle du monoxyde d’azote ou des
prostanoides vasodilatatrices a ce niveau.

Finalement, nous avons montré que l'induction d’un stress oxydatif dans les
cotylédons perfusés in vitro et les artéres chorioniques entrainait une vasoconstriction
marquée. Celle-ci semble résulter de I'action des prostanoides puisqu’un blocage des
récepteurs TP ou des COXs diminuait significativement la réponse maximale au peroxyde
d’hydrogene. Les prostanoides impliquées dans la réponse au stress oxydatif proviendraient
essentiellement d’une activation des COXs puisque I’étude ne nous permet pas de conclure
a une quelconque implication des isoprostanes dans cette réponse. Ces observations
confirment donc notre hypothése que, dans le placenta, le stress oxydatif posséde des
propriétés vasoactives par activation du métabolisme de I'AA.

En résumé, les résultats obtenus dans les placentas de grossesses normotensives et
avec prééclampsie suggerent que les prostanoides sont des molécules d’'importance dans la

régulation du tonus vasculaire placentaire. Le fait que la prééclampsie modifie la réponse
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aux prostanoides pourrait expliquer pourquoi la perfusion placentaire est altérée chez ces
patientes. En outre, il apparait évident qu’il existe un lien étroit entre le stress oxydatif et la
voie de synthése des prostanoides placentaires. Cependant d’autres études sont nécessaires
pour mieux comprendre la nature de ce lien, qui pourrait, d’'une certaine fagon, jouer un
réle important dans le développement de la prééclampsie.

Mots-clés : Placenta, Thromboxane A2, Monoxyde d’azote, Isoprostanes, Stress oxydatif,

Cotylédons, Arteres chorioniques, Peroxyde d’hydrogene.
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Abstract

Throughout pregnancy, appropriate placental perfusion is essential for the foetus to
grow properly. In disease such as preeclampsia, placental perfusion is impaired,
compromising the foetus and mother’s lives. Placenta delivery leads to a complete
disappearance of the clinical symptoms of preeclampsia. This suggests that the placenta
plays a central role in the disease. Placenta being devoid of autonomous innervation,
placental vascular tone needs to be under the control of humoral and tissular factors;
placental arteries are very reactive to prostanoids. The thromboxane A, (TXA,)/prostacyclin
(PGI,) ratio is increased in placenta from preeclamptic women. Furthermore, in placenta
from preeclamptic pregnancies, isoprostane rate is increased, which is a marker of oxidative
stress. Finally, preeclampsia is characterised by an important oxidative stress. Reactive
oxygen species are known to form isoprostane through the oxidation of arachidonic acid
(AA) and to increase TXA, production in various tissues following an activation of the
cyclooxygenases (COXs). We postulate that:

1. prostanoids are among the endogenous molecules that control placental

vascular tone.

2. preeclampsia alters responses to isoprostanes in placental vessels.

3. induced placental oxidative stress leads to vasoactive responses through the

activation of the AA metabolism.

We first showed in placentas from normotensive pregnancies that the TXA, mimetic
U-46619 and the isoprostane 8-isoprostaglandin E, (8-isoPGE,) markedly increased
perfusion pressure in in vitro perfused cotyledons, as well as tension in isolated chorionic
arteries. However, in placentas obtained from women with preeclampsia, those responses
were altered in chorionic arteries. Indeed, maximal response to U-46619 was raised by
preeclampsia, while the one to 8-isoPGE, was decreased. We then showed that preterm
delivery increased maximal responses to both prostanoids compared to term delivery. This
observation suggests that placental arteries reactivity evolves along the 3™ trimester of
pregnancy. Nevertheless, it appeared that delivery mode had no effect on vascular

responses to prostanoids, suggesting that placental prostanoids are not involved in the



delivery process. The use of specific blockers of the TXA, TP receptors, SQ29,548 and
IC1192,605, and of the prostaglandin E, EP receptors, AH6809, revealed that U-46619 and 8-
isoPGE, could mediate their effects by acting on both receptors in a non-selective manner.
Therefore, these results support our two first postulates: prostanoids could be the
endogenous substances controlling the placental vascular tone and preeclampsia alters
responses to isoprostanes in chorionic artery rings in a way compatible with the increased
production of these substances possibly through the associated oxidative stress.

Moreover, we were unable to identify any vasodilator substances capable of
counteracting the effects of vasoconstrictors in the placental circulation. Indeed, blocker of
nitric oxide synthases, L-NAME, as well as blockers of COXs, ibuprofen, indometacin and N-
2PIA, did not reveal any effect of nitric oxide and vasodilator prostanoids at this level.

Finally, we showed that induction of oxidative stress in in vitro perfused cotyledons
and in isolated chorionic artery rings led to marked vasoconstriction. This would result from
the action of prostanoids since a blockade of TP receptors or COXs significantly decreased
maximal response to hydrogen peroxide. Prostanoids involved in this response would
essentially come from COX activation. Indeed, the present results did not show any concrete
involvement of isoprostane substances in the response to oxidative stress. Consequently,
these observations confirm our hypothesis that, in the placenta, oxidative stress presents
some vasoactive properties through the activation of the AA metabolism.

In summary, results obtained in placentas from normotensive and preeclamptic
pregnancies suggest that prostanoids are important in the regulation of the placental
vascular tone. Furthermore, responses to prostanoids in chorionic arteries are altered by
preeclampsia, which could explain why the placental perfusion is impaired in the disease.
Moreover, it seems clear that there is a close relationship between oxidative stress and
synthesis of placental prostanoids. However, more investigations are needed to better
understand the nature of this relationship, which, in some way, could play an important role
in the development of preeclampsia.

Keywords : Placenta, Thromboxane A,, Nitric oxide, Isoprostane, Oxidative stress,

Cotyledons, Chorionic arteries, Hydrogen peroxide.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION



1. Le placenta, un organe de premier plan

En latin, placenta signifie gateau. Cette signification qui peut faire sourire au
premier abord est en fait pleine de bon sens lorsque I'on s’attarde a étudier cet organe tout
aussi temporaire qu’indispensable a la croissance du foetus. En effet, sa forme discoide
aplatie rappelle, bien que de loin, celle d’'une galette (ou gateau). Cependant, en poussant
plus loin, le parallélisme ne s’arréte pas la puisque le placenta, comme la galette, joue entre
autres un role d’élément nutritif important en constituant le berceau de tous les échanges
foeto-maternels. Grace a lui, le foetus va respirer, s’alimenter, excréter ses déchets et donc
se développer durant ses 9 mois de vie intra-utérine. Il est le résultat d’une interaction bien
contrélée entre le blastocyste et I'endomeétre utérin maternel. Par conséquent, une
anomalie impliquant le placenta, que ce soit une mauvaise perfusion placentaire ou une
mauvaise implantation, peut avoir de graves conséquences sur le développement du feetus

et donc compromettre I'issue favorable de la grossesse.

1.1.Implantation et développement placentaire

1.1.1. Le Blastocyste

Le zygote, issu de la fusion d’un spermatozoide avec un ovule, migre dans la trompe
de Fallope pour rejoindre la cavité utérine. Durant sa migration, il subit de nombreuses
divisions cellulaires sans toutefois prendre plus d’ampleur. Au stade 16 cellules, les cellules
se resserrent formant une masse ressemblant a une mdre, la morula. Cette derniéere est
I’objet d’une cavitation, le blastoccele, qui se remplit de liquide. Le zygote prend alors le
nom de blastocyste, marquant le début de la différenciation cellulaire. A ce stade, le
blastocyste est composé de 2 types cellulaires : les trophoblastes, en plus grand nombre, qui
constituent la couche externe appelée trophectoderme et une masse cellulaire interne
appelée embryoblaste et composée des pluriblastes, en plus petit nombre, qui formeront

I’embryon (fig.1) [1-3].
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Figure 1 : Divisions cellulaires du zygote migrant dans la trompe de
Fallope et formant le blastocyste (traduit de Cunningham et al.

(2])

Dans l'utérus, un dialogue bien contrélé s’installe entre le blastocyste et
I’endometre maternel. Cette communication, essentielle a I'implantation, s’effectue grace a

la libération, par I'endometre (glandes et épithélium) et les trophoblastes, de différentes



substances telles que des hormones (cestrogenes, progestérone et gonadotrophine
chorionique humaine (hCG)), des cytokines (IL-6, IL-11 et LIF), des prostaglandines, des
facteurs de croissance (EGF, TGF-B, HB-EGF, VEGF, IGF, IGFBP-1), des intégrines et des
facteurs de stimulation de colonies (M-CSF). Ces échanges permettent au blastocyste de
s’orienter et d’adhérer a 'endometre pour finalement y pénétrer. Cependant, I'hGC est sans
doute le facteur le plus important de ce processus. En effet, en empéchant la disparition du
soutien lutéal, elle prolonge la vie du corps jaune, ce qui permet a ce dernier de conserver
son activité progestative. Ceci est indispensable au maintien de la grossesse puisque le
systeme reproductif maternel doit passer d’un profil cyclique avec alternance d’cestrogenes
et progestérone a un profil non-cyclique de gravidité a prédominance progestéronique.
L'implantation du blastocyste ne peut alors s’effectuer que dans un laps de temps trés
court, soit entre le 20°™ et le 24°™ jour du cycle endométrial. Cette période est
communément appelée fenétre d’implantation et correspond a I'environnement
endométrial le plus adéquat pour I'adhésion et l'invasion du blastocyste. L'endometre
sécrétoire se transforme alors en caduque suite a la réaction déciduale. L’attachement du
blastocyste a 'endomeétre peut avoir lieu quand la zone pellucide entourant le blastocyste

est éliminée [2-6].

1.1.2. Différenciation et invasion trophoblastique

L’adhésion du blastocyste a I'endomeétre entraine la différenciation et I'invasion des
trophoblastes dont il existe 3 types : les cytotrophoblastes (CT) et les syncytiotrophoblastes
(ST), constituant tous deux le trophoblaste villeux, et les trophoblastes extravilleux (TEV).
Les trophoblastes sont absolument indispensables a I'élaboration du placenta et leur
structure, fonction et développement varient énormément en fonction des différents
compartiments de celui-ci. La différenciation trophoblastique permet entre autres I'invasion
du blastocyste dans I'endomeétre et I'établissement de la circulation utéroplacentaire.
Cependant, l'invasion ne peut se faire que si la réaction déciduale est déja en place et
continue de progresser. Cette derniere est contrblée par les cestrogenes et la progestérone

et commence aussitét que la phase sécrétoire de I'endomeétre. Au cours de la



décidualisation, I'endomeétre devient plus vascularisé et on observe entre autres une
augmentation de la perméabilité vasculaire, un cedéme, des cellules stromales qui
proliferent et se différencient en cellules déciduales et une invasion des leucocytes [2;7].

Suite a I'attachement du blastocyste a I'endométre maternel, des prolongements
trophoblastiques s’inserent entre les cellules épithéliales utérines qui sont alors isolées,
lysées puis digérées. Une partie des cellules trophoblastiques fusionne pour former le ST qui
constitue un amas cellulaire multinucléé tres invasif qui ne possede pas de membrane
cellulaire distincte, alors que les autres cellules trophoblastiques gardent leur individualité
et prennent le nom de CT qui constituent une source proliférative pour la production de
tissu trophoblastique additionnel [3].

Le role premier du ST est de faire pénétrer le blastocyste dans I'endométre en
dégradant la matrice extracellulaire. De plus, il colonise les glandes endométriales et y
endocyte les sécrétions glandulaires en plus d’acquérir des fonctions dans le transport de
nutriments et d’ions de la mére vers son feetus [8]. Une fois bien implanté dans
I’endomeétre, le blastocyste est alors entouré de CT, eux-mémes entourés de ST (fig.2). Petit
a petit, la croissance des lacunes trophoblastiques réduit la taille du ST jusqu’a ce qu’il ne
représente plus que de minces couches semblables & des travées entre les lacunes. A ce
stade, les CT proliférent et s’insinuent dans ces « travées », formant des colonnes de cellules
cytotrophoblastiques. Les CT de chaque colonne continuent de proliférer jusqu’a entrer en
contact avec ceux des colonnes avoisinantes, formant ainsi une enveloppe

cytotrophoblastique et devenant des TEV (fig.2) [2;3;9].
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Figure 2 : Développement placentaire précoce entre les jours 9 et 16 post-conception

(traduit de Gabbe et al. [9])

La prolifération et I'invasion trophoblastiques sont essentielles a la mise en place de
la circulation utéroplacentaire. En effet, en se développant, le trophoblaste villeux permet la
constitution des arbres villositaires, qui abritent les vaisseaux villositaires placentaires
foetaux, alors que les TEV migrent jusqu’aux arteres spiralées maternelles. On croit que ces

TEV remodelent les artéres spiralées pour les faire passer de petites arteres musculaires de



haute résistance a de plus gros vaisseaux fibreux de faible résistance (fig.3) [9]. Le
remodelage vasculaire est en partie possible grace au fait, qu’en se différenciant, les TEV
acquiérent des propriétés semblables a celles des cellules endothéliales. En effet,
I’expression des récepteurs caractéristiques des cellules épithéliales diminue dans les TEV
pour laisser place a une augmentation de I'expression des molécules d’adhésion
caractéristiques des cellules endothéliales [10]. Cependant, il semble que l'invasion et la
différenciation des TEV et le remodelage vasculaire ne pourraient se faire sans l'intervention
des cellules Natural Killer déciduales (dNK). En effet, les antigenes leucocytaires humains E
et G (HLA-E et HLA-G) exprimés par les TEV interagissent avec les récepteurs killer cell
immunoglobulin-like (KIR) exprimés sur les cellules dNK, inhibant ainsi la cytotoxicité de ces
dernieres et augmentant [|‘expression de cytokines pro-inflammatoires et pro-
angiogéniques. L'expression de HLA-G par les TEV leur empécherait d’étre lysés par les
cellules dNK. Aussi, en plus de jouer un rdle dans la réponse immune a l'interface foeto-
maternelle, les cellules dNK, en libérant des cytokines, des facteurs de croissance et d’autres

produits solubles, participent a la régulation de I'invasion trophoblastique [11-14].

1.1.3. Leslacunes trophoblastiques

A mesure que I'invasion progresse, des vacuoles extra-cytoplasmiques apparaissent
et fusionnent pour donner naissance aux lacunes trophoblastiques. Ces lacunes sont dans
un premier temps remplies de fluides tissulaires et de sécrétions utérines. Elles prennent
alors de plus en plus d’ampleur pour devenir les précurseurs de I'espace intervillositaire
(EIV). L'EIV n’est autre que l'espace dans lequel le sang maternel sera déversé a
I’établissement de la placentation hémochoriale, soit lorsque le ST baigne dans le sang
maternel. Cependant, durant le 1% trimestre de la grossesse, 'EIV est essentiellement
rempli de sécrétions utérines qui se composent de protéines maternelles, de gouttelettes
lipidiques et de glucides complexes tels que le glycogéne. Ce n’est que suite a I'invasion de
la paroi des capillaires déciduaux superficiels que le sang maternel entrera dans I'EIV pour
entrer en contact avec les vaisseaux villositaires placentaires, faisant ainsi passer 'embryon

d’une nutrition histiotrophique a une nutrition hémotrophique [2;3;9;15].
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Figure 3 : Remodelage des artéres spiralées maternelles (traduit de

Cunningham et al. [2])

1.2. Physiologie Placentaire

1.2.1. Face foetale vs face maternelle

A terme, le placenta mesure environ 18,5 cm de diamétre pour une épaisseur
d’environ 2,3 cm. Son volume est alors de presque 500 mL pour un poids avoisinant les 500
g, ce qui représente environ 1/6 du poids du feetus. Concrétement, le placenta est divisé en

deux cotés bien distincts : le coté maternel et le coté foetal. Le c6té foetal, recouvert d’une



fine couche d’amnios, est constitué du plateau chorionique et des unités fonctionnelles du
placenta, les cotylédons placentaires, ou lobes, séparés par des septa inter-cotylédonaires.
Le plateau chorionique est dérivé des trophoblastes de la paroi originelle du blastocyste et
constitue, entre autres, le site d’implantation du cordon ombilical qui relie le foetus au
placenta. Le cordon ombilical renferme une veine et deux artéres qui se subdivisent alors en
veines et arteres chorioniques une fois embranchées dans le plateau chorionique. Chacun
de ces vaisseaux se subdivise a son tour en plusieurs embranchements avant de pénétrer
dans le parenchyme placentaire ou ils donneront naissance aux vaisseaux villositaires. Les
cotylédons placentaires correspondent au site des échanges foeto-maternels puisqu’ils sont
en contact direct avec I'endometre maternel. L'enveloppe cytotrophoblastique, décrite
précédemment et bordant les cotylédons, sépare le coté feetal du c6té maternel. Le coté
maternel, aussi appelé plateau basal, est représenté par la caduque et abrite les arteres

spiralées utérines qui viennent déverser leur contenu sanguin dans les EIV (fig.4) [2;9].

1.2.2. Les cotylédons, unités fonctionnelles du placenta

Les cotylédons sont d’'une importance capitale dans la fonctionnalité du placenta et,
par conséquent, l'issue favorable de la grossesse. En effet, c’est a leur niveau que l'on
retrouve les capillaires villositaires placentaires, site des échanges foeto-maternels. Le
nombre de cotylédons peut grandement varier d’'un placenta a un autre, mais on en
retrouve en général entre 15 et 28 par placenta. Les cotylédons apparaissent avec la
circulation maternelle, c'est-a-dire a la fin du 1* trimestre de grossesse (fig.4) [9;16].

Les cotylédons sont formés a partir de tissus villeux dont il existe 5 types: le
mésenchyme villeux, le tronc villositaire, les villosités intermédiaires immatures et matures
et les villosités terminales. Le mésenchyme villeux permet la prolifération villeuse en se
différenciant en chacun des 4 autres types villeux de facon directe ou indirecte. Vers la geme
semaine de grossesse, il se différencie en villosités intermédiaires immatures qui donnent
naissance au tronc villositaire, qui connecte avec le plateau chorionique. Les villosités

immatures sont essentiellement présentes au début de la grossesse et elles forment, avec le

mésenchyme villeux, une sorte de réserve de croissance peu différenciée au centre des
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arbres villositaires. Le tronc villositaire quant a lui constitue I'unité structurelle la plus
importante du cotylédon. Vers la 23°™ semaine de grossesse, le mésenchyme villeux se
différencie en villosités intermédiaires matures qui donnent naissance aux villosités
terminales, qui représentent la réelle unité fonctionnelle du placenta puisqu’elles abritent

les capillaires villositaires placentaires [9;16;17].

Feuillet chorionique

/ Cordon ombilical

Amnios

Plateau chorionique

Plateau basal

Tronc villositaire

Artére spiralée

cotylédon

Lobule Espace intervillositaire

Figure 4 : Coupe transversale d’un placenta mature (traduit de Gabbe et al. [9].



11

1.2.3. Lavascularisation placentaire

1.2.3.1. Architecture vasculaire du placenta

Le placenta est un organe hautement vascularisé et, a terme, le réseau capillaire
s’étend sur environ 550 km, représentant ainsi une surface de 15 m’ [18]. Le
développement d’un tel réseau permet d’optimiser les échanges de gaz et de nutriments
entre la mere et son enfant, favorisant ainsi la croissance de ce dernier. Cependant, les
capillaires ne sont pas les seuls vaisseaux présents dans le placenta. De fait, on retrouve 3
grands types de vaisseaux : les vaisseaux ombilicaux, les vaisseaux chorioniques et les
vaisseaux villositaires dont font partie les capillaires placentaires.

Les vaisseaux ombilicaux sont au nombre de 3 : une veine et deux arteres. De fagon
générale, la veine est d’'un diameétre bien plus important que les arteres et a I'inverse de la
plupart des circulations sanguines, elle transporte du sang plus oxygéné que celui qui circule
dans les deux artéres. Ceci s’explique par le fait que le sang placentaire veineux est chargé
d’oxygene récupéré par les échanges avec le sang maternel avant de repartir vers foetus.

En général, le cordon ombilical s'insére dans la zone centrale du placenta.
Cependant, il arrive qu’il s’insére en périphérie, ce qui est plutot considéré comme anormal.
A leur insertion dans le plateau chorionique, les vaisseaux ombilicaux se divisent pour
donner naissance aux vaisseaux chorioniques. La veine ombilicale subit en général deux
divisions successives sur une distance de moins de 0,5 cm, donnant ainsi naissance a 4
embranchements veineux qui parcourent le plateau chorionique pour subir d’autres
divisions avant de s’insérer dans le parenchyme. Les artéres ombilicales quant a elles
peuvent subir entre 6 et 8 divisions avant de s’insérer dans le tissu villeux. Il est a noter que
les veines sont trés facilement différenciables des artéres chorioniques puisque les arteres
croisent toujours les veines en passant par-dessus celles-ci. Les vaisseaux chorioniques
subissent 2 types de division : des divisions dichotomiques, pour lesquelles un vaisseau pére
donne naissance a 2 vaisseaux fils de méme diametre, et des divisions monopodiales, ou des
vaisseaux fils prennent naissance le long du vaisseau pére sans aspect symétrique. Il semble
que les divisions dichotomiques soient plus nombreuses lorsque le cordon est inséré au

centre du placenta, alors que les monopodiales prédominent lors d’une insertion du cordon
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en périphérie. Aux premiers embranchements, le diametre des artéres chorioniques peut
étre de plus de 5 mm, alors qu’il peut descendre jusqu’a moins de 0,05 mm avant que les
arteres ne s’insérent dans le parenchyme, ou elles donnent naissance aux arteres
villositaires troncales. Celles-ci subissent alors jusqu’a 14 divisions avant de former les
capillaires villositaires au niveau des villosités terminales en contact avec le sang maternel

[19;20].

1.2.3.2. Régulation du tonus vasculaire placentaire

A linverse de la circulation systémique, le placenta est entiérement
dépourvu d’innervation autonome [21] impliquant que les vaisseaux placentaires soient
sous le contréle de facteurs humoraux et tissulaires. Parmi ces substances, on retrouve le
systeme rénine-angiotensine, les prostanoides (prostaglandine et thromboxane A,),
I’endothéline (ET-1) et le monoxyde d’azote (NO) [16].

La thromboxane A, (TXA,) et I'ET-1 sont deux des plus puissants vasoconstricteurs
des vaisseaux placentaires. En effet, en plus de démontrer de puissants effets
vasoconstricteurs dans les vaisseaux isolés, tels que ombilicaux, chorioniques et villositaires
[22-26], elles sont trés actives dans les cotylédons ou elles augmentent considérablement la
pression de perfusion [27-29]. Toutefois, dans les cotylédons, la TXA, est celle qui révele
I’effet le plus significatif puisqu’elle est en mesure d’élever la pression de perfusion de prés
de 200 mmHg contre un peu plus de 100 mmHg pour I'ET-1 [27]. Aussi, bien qu’elles soient
moins puissantes que I'ET-1 et la TXA,, d’autres prostaglandines comme la PGF,, et la PGE,
sont capables de contracter les vaisseaux placentaires [22;24;25]. La sérotonine, le KCl et
I’angiotensine Il font également partie des agents capables de contracter les vaisseaux
placentaires [27;30] et ombilicaux [24;31]. Bien que la sérotonine posséde un puissant effet
vasoconstricteur dans les vaisseaux ombilicaux et chorioniques [24;31], son action dans les
cotylédons perfusés est tres limitée puisqu’elle augmente la pression de perfusion d’a peine
40 mmHg [25;27]. De sont coté, I'angiotensine Il semble posséder une faible activité dans
les vaisseaux placentaires puisqu’elle augmente peu la pression de perfusion dans les

cotylédons (= 50 mmHg) [32] et |a tension dans les vaisseaux ombilicaux [24]. Parallelement,
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les agents tels que les catécholamines, l'ocytocine et la vasopressine (hormone
antidiurétique), qui sont généralement de puissants vasoconstricteurs, possedent un faible
pouvoir constricteur dans les vaisseaux placentaires [22;24;25].

D’autre part, il est intéressant de noter que certaines substances présentent une
double activité vasoactive. Ainsi, bien que I'histamine ait été rapportée pour avoir un
puissant effet vasoconstricteur dans les vaisseaux ombilicaux et chorioniques [24;31], elle
pourrait aussi agir comme une substance vasodilatatrice dans les vaisseaux de cotylédons
placentaires pré-contractés en entrainant la libération de NO [33;34]. Amarnani et al.
proposent que ces effets différentiels seraient dus au fait que dans les bains a organe isolé
utilisés pour les vaisseaux ombilicaux et chorioniques, les muscles lisses et I'endothélium
seraient simultanément exposés a |’histamine, ce qui n’est pas le cas dans les systemes de
perfusion utilisés pour les cotylédons, ou seul 'endothélium est exposé a I’histamine [33].
Ainsi, en agissant sur les récepteurs H; du muscle lisse, celle-ci entrainerait la contraction
des vaisseaux en contrecarrant les effets vasorelaxants du NO induits par I'activation des
récepteurs H, de I’endothélium. En ce qui concerne la bradykinine, elle présente des effets
constricteurs sur les vaisseaux placentaires isolés (cordon ombilical, plateau chorionique et
tronc villositaire), mais elle est peu active dans les cotylédons ou elle semble, de plus, avoir
des effets opposés dépendamment de la concentration a laquelle elle est utilisée [24;25;33].
En effet, a faibles concentrations (<10'°M), la bradykinine entraine une diminution de la
pression de perfusion dans les cotylédons suite a I’activation des récepteurs B, qui résulte
en la libération de NO. En revanche, avec des concentrations plus fortes (>10™*M), elle
entraine une vasoconstriction qui semble reliée a la libération de TXA, par le muscle lisse
suite a sa diffusion a travers la barriere endothéliale. Dans un méme ordre d’idée, bien
gu’elles agissent sur les mémes récepteurs, les purines, telles que I'UTP et I’ATP, contractent
les vaisseaux ombilicaux et chorioniques en entrainant la libération d’'un métabolite de
I’acide arachidonique, alors que dans les cotylédons, I’activation des récepteurs meéne a la
libération de NO [35]. Ces différences pourraient s’expliquer par le fait que, dans les
vaisseaux ombilicaux et/ou chorioniques superficiels, les récepteurs P2Y;R et P2Y,R aux
purines, essentiellement exprimés sur le muscle lisse, seraient couplés a la synthése des

métabolites de I'acide arachidonique (AA), alors que dans les cotylédons, ou ils sont
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exprimés autant sur le muscle lisse que sur I'endothélium, ils seraient couplés a la voie du
NO [35].

Finalement, on a rapporté que plusieurs substances telles que la prostacycline
(PGL,), la progestérone, 'ANP (peptide natriurétique auriculaire), I'adrénocorticotrophine
(ACTH) et, comme démontré ici, le NO pouvaient agir comme des agents relaxants des
vaisseaux placentaires [22;27;36]. Cependant, certains de ces agents vasodilatateurs
agissent de facon indirecte puisque I'activation de leurs récepteurs mene a la libération
d’une substance vasodilatatrice. Par exemple, le VEGF peut dilater les vaisseaux placentaires
en véhiculant ses effets, au moins en partie, par la libération de NO [37]. De méme, le CGRP
(peptide relié au gene de la calcitonine) peut également dilater ces vaisseaux en libérant du
NO, bien qu'il agisse essentiellement en activant les canaux potassiques dépendant de I’ATP
et les protéines kinases A dépendantes de I’AMPc [38]. Fait intéressant, bien que le placenta
soit dépourvu d’innervation autonome, la neurokinine B, normalement rencontrée dans le
systeme nerveux, présente une activité vasorelaxante dans le placenta, ou elle est produite
par le ST [39;40].

En dépit de ces nombreuses observations, les études réalisées jusqu’a présent n’ont
pas encore permis d’identifier clairement les agents vasoactifs réellement impliqués dans la
gestion du tonus vasculaire placentaire. Néanmoins, les prostaglandines et la TXA, sont
libérées dans le placenta [41] ou les vaisseaux y sont tres réactifs. De méme, comme décrit
ici, certaines substances généerent leurs effets vasoconstricteurs via I’activation de la voie de
synthese des métabolites de I’AA. Toutes ces observations, associées au fait que la
prééclampsie s’accompagne d’un déséquilibre entre la production de TXA, et PGI,
placentaires [42], font des prostanoides de bonnes candidates pour assurer le controle du

tonus vasculaire placentaire.

1.3.Le role du placenta

1.3.1. Les transferts placentaires

Le role fondamental du placenta est d’assurer toutes les fonctions vitales que le

foetus n’est pas en mesure d’assurer par lui-méme, soit: les fonctions nutritives,
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respiratoires, excrétoires et endocriniennes. Cela devient possible grace aux transferts de
gaz, nutriments, déchets, hormones, etc., qui s’effectuent entre le sang maternel et le sang
foetal a travers l'interface placentaire. Celle-ci est constituée d’une couche de ST, d’une
couche de CT et d’une couche de cellules endothéliales des capillaires villositaires. Ces
transferts s’effectuent par les mécanismes classiques de transport membranaire, soit : les
diffusions passives et facilitées qui se font sans dépense d’énergie, le transport actif qui
nécessite |'utilisation d’ATP et le transport vésiculaire essentiellement utilisé par les
macromolécules [9].

Afin que le feetus se développe normalement, les transferts placentaires doivent
étre hautement efficaces. Plusieurs variables sont capables de controler I'efficacité de ces
transferts. Parmi les plus importantes, on retrouve : la concentration des substances dans le
sang maternel et feetal, la surface d’échange, le flot sanguin dans I’EIV et dans les capillaires
villositaires, les propriétés physiologiques du tissu trophoblastique, la capacité du placenta a
assurer le transport actif, la quantité de substances métabolisées par le placenta durant le
transfert, les liaisons spécifiques et les protéines de transport dans la circulation feetale et

maternelle [2].

1.3.2. Fonction nutritive

Grace au transfert des nutriments organiques et inorganiques, le placenta assure la
nutrition du foetus et donc sa croissance. Parmi ces nutriments, on retrouve l'eau, le
glucose, les acides aminés, les vitamines et les ions.

Pendant la vie utérine, le foetus n’est pas vraiment en mesure d’assurer la
néoglucogenese. Par conséquent, I'apport maternel en glucose est la principale source
d’énergie pour le métabolisme et la croissance du feetus. Le transfert du glucose se fait par
diffusion facilitée grace a la présence de deux transporteurs spécifiquesinsensibles a
I'insuline : GLUT1 et GLUT3. Le transporteur ubiquitaire GLUT1 est trés présent dans le ST
alors que GLUT3 serait seulement présent dans les cellules endothéliales fcetales. De plus, le

lactate, issu du métabolisme placentaire du glucose, contribuerait également au
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métabolisme feetal. Celui-ci utiliserait un co-transporteur lactate-H" caractéristique des
dérivés monocarboxylés [43;44].

Le transport des acides aminés utilise des systemes dépendant et indépendant du
Na® faisant intervenir des protéines de transport. Pour les acides aminés neutres, il se fait
essentiellement via 'utilisation de deux systémes dépendant du Na’, les systémes A (pour
alanine) et ASC (pour alanine-sérine-cystéine) pour les acides aminés peu volumineux, et
d’un systéme indépendant du Na®, le systétme L (pour leucine) pour les acides aminés
volumineux. Les acides aminés cationiques utiliseraient 2 systémes indépendants du Na’,
alors que les acides aminés anioniques semblent synthétisés directement dans le placenta
puisque leurs concentrations placentaires sont plus fortes que celles observées dans le sang
foetal et maternel [44].

Bien que le placenta soit assez imperméable aux lipides, les acides gras libres et les
corps cétoniques sont quand méme en mesure de traverser en utilisant des protéines
membranaires. Le cholestérol provient des LDL et HDL de la circulation maternelle. Les
trophoblastes expriment les récepteurs spécifiques a ces lipoprotéines. Aprés leur capture
par le récepteur, les particules sont transportées par voie lysosomiale/endosomiale ou le
cholesteryl ester est hydrolysé. Le cholestérol libre permet la formation de progestérone
dont les niveaux régissent le taux de captation du cholestérol maternel [45;46].

Les mécanismes qui régissent la consommation d’eau sont assez peu connus.
Cependant, le transfert d’eau ferait intervenir les forces osmotiques, hydrostatiques et
osmotiques colloidales et s’effectuerait par les voies transcellulaires et paracellulaires. De
plus, des canaux hydriques ont été identifiés dans le placenta [9].

Toutes les vitamines hydrosolubles, telles que la vitamine C, la riboflavine et les
folates, peuvent traverser le placenta grace a un transporteur [44]. Par contre, le transport
des vitamines liposolubles est moins évident. En ce qui concerne la vitamine D, il apparait
gu’elle serait en mesure de traverser le placenta, mais aussi qu’elle pourrait y étre
synthétisée [44;47;48]. En revanche, il semble que la vitamine K traverse difficilement la

barriére placentaire [44;49].
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1.3.3. Fonction respiratoire

La fonction respiratoire, comme son nom l'indique, permet les échanges des gaz
respiratoires soit le dioxyde de carbone (CO,) et I'oxygéne (O,) entre la mére et son foetus.

eme

Le placenta commence a remplir cette fonction a partir de la 10°™ semaine de gestation. A
terme, le feetus consomme environ 18 mL/min d’O, alors que ses réserves ne sont que de
36 mL. Par conséquent, la mere doit augmenter I'apport en O, a I'utérus pour combler les
besoins foetaux. Ceci est rendu possible grace a des modifications cardio-pulmonaires qui se
mettent en place dés le début de la grossesse. Entre autres, le débit cardiaque et la
ventilation pulmonaire augmentent d’environ 40% durant la grossesse et la majorité de
I"augmentation du débit cardiaque est dirigée vers I'utérus. De méme, I'accroissement du
taux d’érythrocytes et du volume plasmatique méne a une augmentation d’environ 50% du
volume sanguin. Par ailleurs, la résistance systémique diminue considérablement pour
empécher I'augmentation de pression artérielle en réponse a l'augmentation du débit
cardiaque [3;9].

Dans le sang feetal, la tension d’O, est faible et la tension de CO, est élevée. Par
contre, dans le sang maternel la tension d’O, est élevée alors que celle du CO, est faible.
L’établissement de tels gradients permet aux gaz de traverser la barriére placentaire par
simple diffusion. De plus, le fait que ’hémoglobine fcetale ait une plus forte affinité pour
I’O, que I’'hémoglobine adulte, permet au sang foetal de favoriser la captation d’O, et ainsi
d’augmenter son contenu d’O, et donc d’accroitre les apports au feetus. Cependant, la
totalité d’O, entrant n’est pas entierement destinée a I'enfant puisque le placenta en

consomme une partie dans le but d’assurer ses propres processus métaboliques [3;46].

1.3.4. Fonction excrétoire

Afin d’éviter I'intoxication du foetus par des composés tels que les acides biliaires et
I'urée, le placenta doit assurer une fonction excrétoire en éliminant les déchets issus du
métabolisme foetal. Par conséquent, les acides biliaires et les pigments biliaires qui se

retrouvent dans le sang foetal vont soit passer dans le liquide amniotique via I’élimination
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par le systeme rénal feetal, soit étre transférés a la mere via le placenta. Le transfert des
acides biliaires au niveau du placenta peut se faire grace a la présence de transporteurs,
alors que les pigments biliaires pourront, en plus d’utiliser des transporteurs, passer par
simple diffusion. La mére assurera alors leur élimination finale [50].

Par ailleurs, la mére pouvant étre sous médication lors de sa grossesse, il est
important que le placenta soit aussi en mesure d’éliminer les xénobiotiques qui pourraient
arriver au feetus. Dépendamment de leurs propriétés physico-chimiques, certains
xénobiotiques sont capables de traverser le placenta par simple diffusion. Heureusement,
I’existence d’enzymes de détoxification et de pompes d’exportation dans le placenta permet

de protéger le foetus contre I'intrusion de telles substances [50].

1.3.5. Fonction endocrinienne

En plus d’assurer les fonctions nutritives, respiratoires et excrétoires du foetus, le
placenta présente également un role de glande endocrinienne puisqu’il est capable de
fabriquer et de sécréter des hormones. En effet, le placenta produit des hormones
peptidiques, telles que la hCG, I’hormone de croissance placentaire (PGH) et le lactogéne
placentaire (hPL), et des hormones stéroidiennes, telles que la progestérone et les
cestrogenes [9].

Au début de la grossesse, I'hCG est synthétisée par les trophoblastes du blastocyste
et libérée dans la circulation maternelle, permettant ainsi le maintien du corps jaune et
donc la production de progestérone. Apres la 9°™ semaine de gestation, le réle du corps
jaune se réduit considérablement car c’est la production de progestérone placentaire qui
devient nécessaire au bon déroulement de la grossesse. Ainsi, la libération d’hPL dans la
circulation maternelle permet I'augmentation de la lipolyse et donc la libération d’acides
gras libres, comme le cholestérol nécessaire a la fabrication de progestérone. Le cholestérol
est capté par le placenta qui le transforme en prégnénolone ; celle-ci est a son tour
transformée en progestérone et libérée des cotés maternel et foetal [9;46].

Par ailleurs, le placenta doit s’associer au feoetus pour pouvoir produire des

cestrogenes car ni I'un ni I'autre n’est capable d’en faire la synthése complete. En effet, la
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prégnénolone ou la progestérone placentaire doivent se rendre aux glandes surrénales
foetales ouU elles sont transformées en sulfate de déhydroépiandrostérone (DHA-S). Celui-ci
retourne alors au placenta ou il est hydrolysé en déhydroépiandrostérone puis converti en
androstenedione. L'aromatase, un cytochrome P450, effectue la conversion finale pour
produire de I'cestradiol et de I'cestrone. Cependant, le DHA-S peut aussi se rendre au foie
foetal ou il est hydroxylé en sulfate de 16a-hydroxy-déhydroépiandrostérone qui peut
éventuellement étre converti en sulfate de 16a-hydroxy-androstenetriol. Ces deux
composés se rendent alors au placenta ou ils seront respectivement transformés en 16a-
hydroxy-androsténedione et 16a-hydroxy-testostérone, qui, sous I’action de I’aromatase,
seront a leur tour convertis en ocestriol, principal cestrogéne produit bien que moins actif
que le 17B-cestradiol. Les taux d’cestriol constituent néanmoins un bon indicatif du bien étre
feetal [3;9].

La PGH, quant a elle, est essentiellement libérée par le ST. A I'inverse de I’hormone
hypophysaire, elle est sécrétée de fagon non pulsatile dans la circulation maternelle.
Graduellement, elle remplace la GH hypophysaire qui devient alors indétectable jusqu’a la
délivrance du foetus. En favorisant la lipolyse et la glycogenése, la PGH permet d’augmenter

la disponibilité des nutriments [9].

Toutes les fonctions que remplit le placenta montrent a quel point il est
probablement I'organe le plus important pendant cet état physiologique temporaire qu’est
la grossesse. Ainsi, une mauvaise implantation placentaire ou encore un mauvais
fonctionnement placentaire peuvent mener a des conditions pathologiques mettant en jeu

la santé du foetus, mais aussi de sa mére.

2. La prééclampsie

2.1.Diagnostique et traitement de la prééclampsie

La prééclampsie est une condition pathologique de la grossesse rencontrée chez 5 a
7% des femmes enceintes. Avec la restriction de croissance intra-utérine (RCIU), elle est une

des causes les plus importantes de morbidité et mortalité foeto-maternelles. La
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prééclampsie est caractérisée par |'apparition d’une hypertension gestationnelle qui se

eme

déclare en général apres la 20°™° semaine de grossesse et qui est associée a une protéinurie.
Le diagnostic de la prééclampsie est posé quand les patientes présentent une pression
artérielle supérieure a 140/90 mmHg et ce lors de 2 mesures successives espacées de 4h.
Avant la grossesse, les patientes atteintes de prééclampsie ont une pression artérielle
normale et celle-ci retourne a des valeurs normales dans un délai inférieur a 42 jours post-
partum. De plus, les femmes faisant de la prééclampsie présentent une excrétion urinaire
de protéines supérieure a 300 mg/j lors d’une collecte d’urine de 24h [51].

D’autre part, il existe plusieurs types de prééclampsie définis soit par I'apparition
clinique de la maladie (apparition des symptomes), soit par sa sévérité. Ainsi, on peut faire

eme

la distinction entre la prééclampsie dite précoce qui apparait avant la 34°™" semaine de

eme

grossesse et la prééclampsie tardive apparaissant apres la 34°™ semaine. La prééclampsie
précoce semble étre associée essentiellement a une mauvaise implantation placentaire,
alors que la prééclampsie tardive serait plutét due a des facteurs de la constitution

éeme

maternelle. Bien que ces 2 types de prééclampsie se distinguent a la 34°™ semaine de

eme

grossesse, les différences entre les deux sont visibles dés la 24°™ semaine en étudiant par
exemple l'index de pulsatilité de I'artéere utérine (normal dans les cas tardifs et anormal
dans les cas précoces) ou encore la résistance vasculaire totale (plus haute dans les cas
précoces) [52]. En ce qui concerne la sévérité de la maladie, elle est classée en général en 2
groupes : non sévere qui regroupe les prééclampsies légeres a modérées et qui sont
caractérisées essentiellement par la haute pression et la protéinurie, et les prééclampsies
séveres qui, en plus d’une hypertension gestationnelle et une protéinurie, peuvent étre
associées a des maux de téte, une mauvaise vision, des douleurs abdominales, une oligurie,
une créatinine sérique élevée, une thrombocytopénie, une élévation marquée de la
transaminase sérique, un cedeme pulmonaire, un RCIU visible et des convulsions [2].

Fait particulier, les femmes atteintes de prééclampsie voient leur état revenir a la
normal aprés I'accouchement, en particulier, aprés I'expulsion du placenta. Ceci porte a
croire que ce dernier joue un réle central dans la maladie. Bien que la délivrance du foetus

et du placenta restent pour 'instant le traitement le plus efficace chez les femmes enceintes

avec prééclampsie, de nombreuses stratégies (contréle de I’alimentation, utilisation
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d’antihypertenseurs, d’antithrombotiques et d’antioxydants) ont été tentées pour prévenir
ou diminuer la sévérité de la maladie. Malheureusement, méme si certaines de ces
stratégies ont montré une petite efficacité chez les patientes a faible risque, aucune d’entre
elles ne s’est montrée efficace chez les patientes a haut risque de développer la
prééclampsie. Par conséquent les patientes a risque ou celles chez qui la prééclampsie a été
diagnostiquée doivent étre suivies plus fréquemment que les autres. Malheureusement, en
cas de complications, il est souvent nécessaire de procéder a la délivrance du bébé, ce qui
entraine parfois des naissances prématurées avec les complications qui y sont associées

[2;53].

2.2.Les complications de la prééclampsie

Dans certains cas, I'état des patientes atteintes de prééclampsie peut se voir
aggravé par d’autres complications menacgant la vie du foetus mais aussi celle de sa mere.
Parmi les complications les plus fréquentes, on retrouve I'éclampsie, le RCIU et le syndrome
de HELLP.

L’éclampsie survient en général dans les cas séveres de prééclampsie avant ou apres
I'accouchement. Elle est caractérisée principalement par des troubles neurologiques tels
que des convulsions et/ou des troubles de la conscience, qui apparaissent chez des
patientes avec prééclampsie n’ayant jamais présenté de probleme neurologique au
préalable. Les troubles de la vision et les céphalées peuvent étre considérés comme des
symptomes de la maladie. L'éclampsie serait le résultat d’'un cedéme cérébral lié a une
altération de la régulation de la circulation sanguine cérébrale en réponse a I’hypertension
engendrée par la prééclampsie. Malheureusement, I'apparition des convulsions étant
difficilement prédictible, la prévention reste de nos jours la meilleure solution. De cette
facon, le magnésium de sulfate est a I’heure actuelle le traitement préventif le plus efficace
car il permet une réduction de lincidence des convulsions, de la mortalité, des
complications maternelles et une amélioration de la condition du nouveau-né. Il agirait en
dilatant les vaisseaux cérébraux, mais aussi les artérioles périphériques ce qui aménerait

une chute de la pression artérielle. De plus, il modifierait la transmission neurovasculaire en
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bloquant I'entrée de calcium dans la terminaison synaptique. Finalement, bien que
I’éclampsie puisse apparaitre en post-partum, la délivrance d’urgence est souvent indiquée
chez ces patientes [54;55].

Le retard de croissance intra-utérine se définit par la naissance d’un enfant dont le
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poids se situe en dessous du 10°™ percentile pour son age gestationnel. Bien que le RCIU
soit une complication médicale de la grossesse a part entiere, il arrive qu’il vienne
compliquer certains cas de prééclampsie, augmentant ainsi les risques de mortalité fcetale.
Il est clairement établit que les femmes présentant une prééclampsie sévere et/ou précoce
sont plus a risque de donner naissance a un enfant petit pour son age gestationnel [56;57].
De plus, la prééclampsie précoce et le RCIU partagent une caractéristique commune qu’est
la mauvaise implantation placentaire avec une altération du remodelage vasculaire utérin se
traduisant par une diminution du flot sanguin utéroplacentaire [58]. Cependant, comme la
prééclampsie, le RCIU peut aussi étre la conséquence d’autres facteurs tels que la
génétique, une infection virale ou tout simplement la taille de la mere. En cas de détection
d’un RCIU, les patientes sont suivies d’encore plus pres et le choix d’une interruption de
grossesse est déterminé par de nombreuses variables telles que la viabilité du foetus, I'age
gestationnel, les risques foeto-maternels, etc. [2].

Par ailleurs, les cas de prééclampsie sévere peuvent aussi étre compliqués par une
hémolyse associée a une thrombocytopénie et une augmentation des niveaux sériques des
transaminases hépatiques. Cette association de perturbations a été identifiée comme le
syndrome de HELLP pour hemolysis, elevated liver enzymes and low platelet syndrome. En
général, il se déclare avant I'accouchement avec une prévalence entre la 27°™ et la 37°™
semaine de gestation. La présence du syndrome de HELLP augmente les taux de morbidité
et mortalité feeto-maternels, impliquant encore une fois de suivre de pres les patientes,
d’autant plus que les traitements du syndrome de HELLP sont encore assez aléatoires.
L'option de I'interruption immédiate de grossesse est essentiellement discutée en fonction
de lI'age gestationnel du foetus. De cette facon, le prolongement de la grossesse est
recommandé si I'dge gestationnel est en dessous de 34 semaines et si les conditions
maternelles et feetales y sont favorables. Dans ce cas, les patientes seront traitées avec des

corticostéroides qui favorisent la maturation pulmonaire du feetus. Cependant, en cas de
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complications, I'interruption de grossesse par césarienne devient le 1* choix de traitement

[2;59;60].

2.3.Prééclampsie vs grossesse normotensive

2.3.1. Remodelage vasculaire utérin

A I'état non gravide, la quantité de sang qui arrive a I'utérus ne représente que
quelques millilitres par minute. Cependant, en cas de grossesse, le placenta doit recevoir
une quantité suffisante de sang de facon a récupérer les nutriments et I'oxygéne
nécessaires pour assurer son métabolisme et celui du foetus. Par conséquent, le systeme
vasculaire utérin doit étre remodelé afin d’apporter tout le sang nécessaire au placenta. Les
arteres spiralées utérines sont la cible du remodelage car elles doivent passer d’une
structure de vaisseaux musculaires de petit calibre a une structure de vaisseaux de
conductance de plus gros calibre, qui prendront alors le nom de vaisseaux utéroplacentaires
(fig.5). Ce processus de remodelage implique 3 étapes clés, soit, la dilatation du lumen des
arteres, l'invasion trophoblastique de la paroi des vaisseaux et le remplacement des fibres
élastiques et du tissu musculaire par du tissu fibreux. L'invasion trophoblastique se ferait en
2 phases distinctes impliquant une migration des trophoblastes endovasculaires. La 1%
phase s’effectuerait au 1% trimestre de gestation et consisterait en la transformation du
segment décidual des artéres spiralées. La 2°™ phase, quant 3 elle, s’effectuerait au 2°™
trimestre et serait a I'origine de la transformation du segment myométrial des artéres
spiralées [61;62]. Lors du remodelage, les TEV passent d'un phénotype de cellules
épithéliales a un phénotype de cellules endothéliales et élargissent la paroi des arteres
spiralées tout en les raffermissant de facon a les transformer en vaisseaux de faible
résistance. Aussi, au début du processus de remodelage, les trophoblastes endovasculaires
forment des bouchons aux niveaux distaux des arteres maternelles de fagon a empécher le
sang d’arriver dans I'EIV. Vers la fin du 1* trimestre de gestation, les bouchons deviennent
plus perméables laissant le sang maternel pénétrer dans I’'EIV [63].

En cas de prééclampsie précoce cependant, il apparait que le remodelage vasculaire

est inadéquat, entrainant une mauvaise perfusion du placenta (fig.5). Les arteres spiralées
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ne perdent pas leur tissu musculaire et par conséquent n’acquiérent pas la structure
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d’artere de conductance attendue. Ce défaut de remodelage serait dii a I'absence de la 2
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étape de l'invasion trophoblastique survenant autour de la 16™"° semaine. En effet, la partie
myomeétriale des artéres spiralées ne perdrait pas sa structure musculaire, continuant ainsi
de répondre aux stimuli vasoactifs [61]. De plus, lors de la grossesse, la paroi des arteres
spiralées s’"amincit a mesure que la grossesse avance, ce qui n’est pas observé en cas de
prééclampsie ol la paroi reste plus épaisse et les artéres peinent a se dilater. A 31 semaines
de gestation, les fibres élastiques des artéres spiralées, normalement non-détectables, sont
encore perceptibles chez les patientes avec prééclampsie [64]. Seulement 10% de la zone
jonctionnelle des artéres spiralées seraient transformés lors de prééclampsie contre 96%

dans les grossesses normotensives. Finalement, il est proposé que I'invasion inadéquate des

trophoblastes soit la conséquence d’une mauvaise décidualisation de I'endometre [65].
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Figure 5 : Invasion trophoblastique dans le cas d’une grossesse normotensive comparée a

une grossesse avec prééclampsie (traduit de Cunningham et al. [2])
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2.3.2. Leschangements hémodynamiques

La grossesse normotensive s’accompagne de nombreuses modifications cardio-
vasculaires qui chez une personne non-enceinte entraineraient une hypertension artérielle
mais qui sont, chez la femme gestante, a |'origine d’'une chute paradoxale de la pression
artérielle [66]. Parmi ces modifications, il est clairement établi que le débit et la fréquence
cardiaques, le volume d’éjection systolique, le volume circulant et I'activité du systeme
rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) sont augmentés alors que les résistances
vasculaires systémiques sont diminuées. En effet, des la 6°™ semaine de gestation, la
fréquence cardiaque et le volume d’éjection systoligue commencent a augmenter, la
premiere de facon graduelle tout au long de la grossesse et le second essentiellement
durant les 20 premiéres semaines environ pour ensuite rester stable ou diminuer un peu. Le
volume sanguin quant a lui peut augmenter de 1 a 2L en atteignant son maximum autour de
la 32°™ semaine de gestation. Cette expansion de la volémie est due a une augmentation de
40 a 50% du volume plasmatique combinée a une augmentation de 20% des érythrocytes
maternels et ferait intervenir, entre autres, une augmentation de I'activité du SRAA et de la
libération du cortisol et de la vasopressine impliqués dans la rétention hydrique. La hausse
de I'activité du SRAA est en partie le résultat d’'une augmentation de la libération de rénine
par les ovaires et la caduque maternelle, ainsi que de la stimulation, par les cestrogenes
sécrétés par le placenta, de la transcription du géne de I’'angiotensinogéne dans le foie. De
plus, les réponses au peptide natriurétique auriculaire, qui favorise I'excrétion de Na* et par
conséquent d’eau, sont inhibées durant la grossesse. Par ailleurs, les résistances vasculaires
systémiques commencent également a changer dés la 6°™ semaine de grossesse et sont

éme

rapportées pour étre déja diminuées de 30% a la 8" semaine comparées a des valeurs
d’avant grossesse. Elles atteignent alors un minimum vers les 20-24°™ semaines de
gestation pour ensuite stagner voire parfois monter trés légérement. Finalement, les effets
sur la pression artérielle sont observés dans un 1% temps uniquement sur la pression
diastolique qui diminue dés le début de la grossesse alors que la pression systolique n’est
affectée qu’aprés le 1% trimestre. Entre les semaines 16 et 24, la pression artérielle

moyenne atteint son minimum, soit une baisse d’environ 6 mmHg comparée aux valeurs
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d’avant grossesse, puis elle remonte graduellement jusqu’a terme pour revenir a une valeur
normale a I’état non gravide [67-73].

Chez les patientes atteintes de prééclampsie cependant, ces changements
hémodynamiques sont perturbés et ce, dés le début de grossesse bien que la maladie soit
en général diagnostiquée beaucoup plus tard. En effet, la hausse des pressions artérielles

eme

diastolique et systolique sont visibles dés la 6°™ semaine de gestation [68]. De méme, il a

été rapporté que le débit cardiaque des femmes avec prééclampsie était plus élevé que

eme

celui des femmes normotensives aux environs de la 12 semaine de grossesse [69].

Cependant, le débit cardiaque de ces patientes chute considérablement aprés la 34°™
semaine lors de la manifestation clinique de la maladie. Aussi, il apparait que les résistances
vasculaires périphériques des patientes atteintes de prééclampsie restent normales tout au

eme

long de la grossesse pour finalement monter en fleche dés la 34™™ semaine. Comparé a
celui des femmes normotensive, le volume circulant des patientes avec prééclampsie
augmente moins, voire pas, dans la phase clinique de la maladie. La protéinurie, I'activité du
SRAA qui n"augmente pas et la hausse des niveaux du peptide natriurétique auriculaire
observées chez les patientes avec prééclampsie semblent d’importance dans I’absence
d’expansion du volume [68-71]. Malgré tout, les modifications hémodynamiques de la
prééclampsie restent a I'heure actuelle un sujet controversé pour lequel il semble
indispensable de prendre en compte I'dge gestationnel au moment de I'étude et par
conséquent de différencier la phase latente de la maladie, soit avant que le diagnostic ne

soit posé, de la phase clinique de la maladie, soit quand les symptomes font leur apparition

[74].

2.3.3. Les facteurs de croissances

Depuis quelques années, I'attention a porté sur les différences dans I’expression de
certains facteurs de croissance chez les patientes avec prééclampsie comparées aux
patientes normotensives. En effet, les facteurs angiogéniques semblent d’importance dans
le développement de la maladie, en particulier le VEGF, le PIGF, le sFlt-1 et I'endogline

soluble (sEng) [63;75].
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Au cours de la grossesse, le développement du placenta ainsi que l'invasion
trophoblastique sont essentiels et sont controlés par des facteurs de croissance variés tels
que I'EGF, le VEGF, le PDGF, le PIGF et I'IGF, sécrétés a l'interface foeto-maternelle par divers
types cellulaires dont les CT. Bien que l'invasion trophoblastique soit d’une nécessité
absolue, elle doit étre bien contrélée pour ne pas étre trop profonde. Ce contréle est assuré
par la sécrétion de protéines inhibitrices telles que les membres de la famille des
transforming growth factors B (TGFB), I'interféron y et le TNFa, et par la sécrétion de
protéines de liaison régulatrices dont le sFlt-1 et la sEng [76].

Le VEGF et le PIGF, tous deux de la méme famille, sont impliqués dans
I’angiogenése, soit la formation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux pré-existants,
et dans la vasculogenese, soit la formation de novo de vaisseaux sanguins. Ces 2
glycoprotéines induisent leurs effets en agissant sur les cellules endothéliales en se liant a
des récepteurs communs, les récepteurs au VEGF qui sont de type tyrosine kinase et dont il
existe 3 sortes : VEGFR-1 ou Flt1, VEGFR-2 ou KDR/FIk1 et le VEGFR-3. Le PIGF, cependant,
n’agira que sur le VEGFR-1 alors que VEGF, dépendamment du variant, peut agir sur I'un des
trois récepteurs. PIGF est libéré par les trophoblastes et il est important durant la période

eme

embryonnaire et le développement. Sa concentration est élevée jusqu’a la 30°"" semaine de
gestation puis elle diminue. Le VEGF, quant a lui, est important pour I'intégrité endothéliale.
En entrainant la libération de NO et de prostacycline, il permet la dilatation des vaisseaux.
De plus, il est impliqué au niveau du rein ou il maintient l"ultrastructure du glomérule et
permet la fenestration des cellules endothéliales glomérulaires. Chez les patientes
prééclamptiques, il est rapporté que les niveaux plasmatiques de VEGF et de PIGF libres sont
réduits avant méme |'apparition clinique de la maladie [63;75;77].

La baisse des concentrations de VEGF et de PIGF libres dans les cas de prééclampsie
est accentuée par l'augmentation de la concentration de sFlt-1 déja perceptible 5 a 6
semaines avant la manifestation clinique de la maladie. Cette protéine est en fait un
récepteur soluble au VEGF qui neutralise les effets du VEGF et du PIGF en les liant et en les
empéchant d’agir sur leurs récepteurs membranaires pour produire leurs effets pro-
angiogéniques. Parallelement, il est établi que la concentration de sFlt-1 correlle avec la

sévérité de la maladie et qu’elle est plus élevée dans les cas sévéres et précoces ou encore
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ceux compliqués par un RCIU [63;75;77]. On a montré que les rapports VEGF/sFlt-1 et
PIGF/sFIt-1 étaient diminués de 53 et 70% respectivement chez les femmes avec
prééclampsie. Par ailleurs, la méme étude a démontré I'effet anti-angiogénique du sFlt-1 qui
empéche la migration des cellules endothéliales et la formation de la structure tubulaire
dans les expériences in vitro [78].

D’autre part, la prééclampsie s’accompagne également d’une augmentation des
niveaux de sEng qui constitue un co-récepteur du TGFB et qui inhibe ses effets dans la
vascularisation. La sEng est sécrétée a fortes doses par le ST et les CT qui acquierent un
phénotype invasif. Bien que son réle soit encore nébuleux dans le développement
placentaire normal, la sEng semble avoir des caractéristiques semblables a sFlt-1. En outre,
elle pourrait agir au niveau des cellules endothéliales en interférant avec la libération de
NO. Comme le sFlt-1, les niveaux exacerbés de sEng peuvent étre détectés plusieurs
semaines avant que le diagnostic de prééclampsie ne soit posé [63;75].

Finalement, I'IGF, également impliqué dans le développement foeto-placentaire, voit
aussi sa concentration diminuée chez les femmes atteintes de prééclampsie. Ceci serait le
résultat d’'une baisse de I'expression des protéases des IGFBP censées cliver ces dernieres
pour qu’elles relachent I'lGF augmentant ainsi sa biodisponibilité. Cependant, bien que des
niveaux plus faibles de protéases soient détectés chez les patientes sujettes a développer
une prééclampsie, il apparait qu’apres I'apparition clinique de la maladie, les protéases
soient en concentrations beaucoup plus élevées que chez les femmes normotensives. Il est
proposé que ce retournement de situation puisse étre un mécanisme compensateur du
développement placentaire anormal [79].

Bien que d’autres études soient encore nécessaires pour faire la lumiére complete
sur l'implication des facteurs de croissances dans la prééclampsie, leur importance n’est
plus a démontrer. De surcroit, les variations de concentrations de ces facteurs étant
précoces dans la maladie et facilement dosables (par tests d’urine ou sanguin), ils seraient
utilisables comme biomarqueurs de la prééclampsie, ce qui permettrait de détecter les
patientes a risque avant que les symptomes cliniques n’apparaissent. Cependant, il semble
gu’ils soient plus efficaces pour détecter les cas de prééclampsie précoces, surtout quand ils

sont utilisés en combinaison avec d’autres facteurs tels que le PIGF (ex : rapport PIGF/sEng)
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En outre, leurs implications dans la dysfonction endothéliale accompagnant la prééclampsie

seraient une des autres raisons pour les garder sous les projecteurs [63;75;80].

2.3.4. Lafonction endothéliale

L'endothélium constitue un régulateur important de I’hémostase et du tonus
vasculaire dans I'organisme. En effet, en libérant du NO et de la PGl,, I'’endothélium prévient
les dommages vasculaires et événements thrombotiques en inhibant les plaquettes, les
neutrophiles et I'activateur du plasminogéne tissulaire (tPA). D’autre part, la libération de
NO et de PGI, entraine une dilatation des vaisseaux en réponse a certains facteurs
humoraux, comme I'acétylcholine et la bradykinine, et des facteurs physiques, en particulier
les forces de cisaillement exercées par la circulation du sang sur la paroi des vaisseaux.
L’endothélium peut également provoquer une contraction des vaisseaux en libérant de I'ET-
1 qui agira sur les récepteur ET,, mais il peut aussi devenir pro-thrombotique en libérant le
facteur von Willebrand, le facteur activateur de plaquette et 'inhibiteur de I"activateur du
plasminogene. Cependant, en temps normal, 'endothélium présente une surface anti-
thrombotique [81-83].

La grossesse s'accompagne d’une augmentation de la libération de PGl, et de NO, ce
qui jouerait un role dans le maintien d’une faible résistance vasculaire et la régulation de la
pression artérielle et de I’activité plaquettaire [2;82]. En effet, les études effectuées chez les
animaux, mais aussi chez les humains, ont révélé que I’expression et I'activité des synthases
de NO et de PGl,, de méme que l'activité vasomotrice de ceux-ci, étaient augmentées par la
grossesse [84-88]. Par conséquent, I'intégrité de I'endothélium semble nécessaire au bon
déroulement de la grossesse et ceci est encore plus probant chez les patientes atteintes de
prééclampsie qui présentent souvent un dysfonctionnement endothélial. En effet, la
dysfonction endothéliale dans la prééclampsie a été mise en évidence via des mesures de
biomarqueurs plasmatiques tels que la fibronectine cellulaire, le facteur von Willebrand, la
thrombomoduline et I'ET-1 [89-94]. Par ailleurs, en plus de se passer au niveau systémique,
la dysfonction endothéliale se manifeste aussi dans les reins [95]. De nombreuses études

ont été entreprises pour comprendre les raisons d’une telle dysfonction endothéliale chez



30

ces patientes. Parmi elles, le réle du NO a été étudié abondamment et malgré tout, il est
encore difficile de faire la lumiére sur son implication. En effet, les résultats sont assez
controversés en ce qui a trait aux concentrations plasmatiques et placentaires de NO ou de
ses métabolites chez les patientes atteintes de prééclampsie, puisque les études rapportent
des concentrations plus fortes [96-98], inchangées [99] ou encore diminuées [100;101].
D’autre part, la production de PGl, par les cellules endothéliales pourrait également étre
une des raisons de ce dysfonctionnement puisqu’elle est un antiagrégant plaquettaire et
rapportée pour étre plus faible en cas de prééclampsie [102;103]. Il est proposé que le role
joué par la libération spontanée de PGI, par I'endothélium puisse étre réduit dans les
arteres de résistance omentales des femmes avec prééclampsie, puisque ces vaisseau ont
une production basale de 6-keto-PGF,,, un métabolite stable de la PGl,, réduite comparés a
ceux de femmes normotensives [96]. Plus récemment, l'implication des facteurs
angiogéniques, comme le VEGF et le PIGF, de méme que leur récepteur sFlt-1 a été
envisagée pour expliquer la dysfonction endothéliale accompagnant la prééclampsie. En
plus de son effet angiogénique, VEGF a la capacité de dilater les vaisseaux [40;104]. On a
rapporté que, chez les patientes prééclamptiques, la concentration de sFlt-1 était
augmentée alors que celles du VEGF et du PIGF étaient réduites [77]. Il apparait donc que la
diminution des niveaux sériques de VEGF et PIGF est proportionnelle a 'augmentation de la
concentration sérique de sFlt-1. Ainsi, en plus d’inhiber le role angiogénique de VEGF et
PIGF, sFlt-1 inhiberait également la vasodilatation générée par ces deux facteurs [105].
Finalement, I'inflammation, augmentée chez les patientes avec prééclampsie [106], le
déversement de particules membranaires, le stress oxydatif, les lipides plasmatiques élevés,
I'activation des neutrophiles pourraient faire partie des causes de la dysfonction
endothéliale [90;107]. Malgré tout, on ignore encore a I’heure actuelle ce qui la provoque

réellement chez les femmes atteintes de prééclampsie.
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3. Les prostanoides
3.1.Synthése des prostanoides

3.1.1. Prostaglandines et Thromboxane A,

Les prostanoides sont des dérivés cycliques (cyclopentane) des eicosanoides qui
sont des composés oxygénés hydrophobiques fonctionnant comme des médiateurs
paracrines. Globalement, elles sont formées a partir de I’AA issu des phospholipides
membranaires via 'activation de la phospholipase A, (PLA;). L’AA est a son tour converti en
prostaglandines endoperoxides, PGG, et PGH,, suite a I’activation d’une cyclooxygenase
(COX). Finalement, la PGH, est transformée en diverses prostaglandines et thromboxane A,
grace a plusieurs enzymes spécifiques a la prostanoide produite (fig.6) [108-110].

La formation de prostanoides est donc le résultat d’une cascade de productions
impliquant I'activation de diverses enzymes qui ont été étudiées depuis plusieurs décennies.
En ce qui concerne la PLA, qui libére I’AA des phospholipides membranaires, il en existe 4
catégories différentes : les PLA, cytosoliques (cPLA,) de groupe 1V, les enzymes sécrétoires
(sPLA,) de faible poids moléculaire, les enzymes du groupe VI indépendantes du calcium et
les PLA, des groupes VII et VI, hydrolases acétyles sélectives du facteur activant les
plaquettes (PAF). Cependant, seules la cPLA,-a de groupe IV et les sPLA, sont impliquées
dans la génération d’eicosanoides [108;111;112]. Ensuite, la conversion de I’AA par une
COX, ou prostaglandine H, synthase, fait intervenir 2 étapes: la premiére, une
bisoxygénation, convertit I’AA en PGG,, alors que la seconde transforme la PGG, en PGH,
grace a l'activité peroxydase de la COX. Il existe deux isoformes de COX, soit COX-1 et COX-
2, qui chez I’lhumain constituent des homodimeres de 576 et 581 acides aminés. COX-1 est
constitutive, largement distribuée dans les tissus et son gene code pour un ARNm
relativement stable. COX-2, quant a elle, est une forme inductible dont le géne est activé par
des stimuli inflammatoires et prolifératifs. A I'inverse de COX-1, 'ARNm produit a partir du
géne de COX-2 est rapidement dégradé [109;113]. Finalement, dépendamment d’ou elle se
trouve, la PGH, peut étre prise en charge par différentes enzymes pour former des
prostaglandines dont il existe plusieurs types, soit PGD,, PGE,, PGF,, et PGl, et la

thromboxane A,. PGH, subit un réarrangement non-oxydatif par les isomérases PGD,
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synthase ou la PGE, synthase pour former PGD, et PGE, respectivement. La formation de
PGF,, fait intervenir la réductase PGF synthase qui induit une réduction de 2 électrons de
PGH,. De leur coté, la PGl, synthase et la thromboxane synthase sont a I'origine de la

conversion de PGH, en PGl, et TXA, respectivement (fig.6) [108;112].
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Figure 6 : Synthése des prostanoides. Diagramme représentatif de la synthese des

principales prostaglandines (PGl,, PGF,,, PGE, et PGD,), TXA, et isoprostanes.
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3.1.2. Isoprostanes

En plus d’étre formées par la voie des COXs, les prostanoides peuvent aussi étre
générées par une voie non-enzymatique faisant intervenir les radicaux libres. Dans ce cas,
les produits formés sont appelés « isoprostanes » (fig.6). Ceux-ci constituent des composés
semblables aux prostaglandines. Leur formation in vivo chez I'humain a été mise en
évidence dans les années 1990 par I’équipe de Jason D. Morrow [114]. Les isoprostanes
existent dans des liaisons ester des phospholipides membranaires avant d’étre libérées sous
forme libre. Aussi, a I'inverse des prostaglandines qui sont formées de novo a partir de I'AA,
les isoprostanes sont formées in situ des phospholipides suite a la peroxydation de I’AA par
attaque radicalaire [115].

Par ailleurs, comme pour les prostaglandines, il a été mis en évidence qu’il existait
plusieurs types d’isoprostanes tels que les isoprostanes F,, D, et E,. Fait intéressant, le
schéma de formation de ces isoprostanes suit celui des prostaglandines dans le sens que les
isoprostanes E, et D, sont issues d’un réarrangement des endoperoxydes alors qu’elles sont
réduites pour former les isoprostanes F, [114;116]. D’autre part, leur biosynthése étant le
résultat d’une attaque radicalaire, les isoprostanes sont considérés comme des

biomarqueurs du stress oxydatif [117-119].

3.2.Les récepteurs des prostanoides

Afin d’exercer leurs effets biologiques une fois libérées, les prostaglandines et la
TXA, vont agir sur différents récepteurs couplés a des protéines G a 7 passages
transmembranaires. Il existe 5 types de récepteurs aux prostanoides soit EP, DP, FP, IP et TP,
et chacun d’entre eux présente une sensibilité plus importante pour l'une des 5
prostanoides principales, soit PGE,, PGD,, PGF,,, PGl, et TXA, respectivement [120;121]
(tableau 1). Chez I’humain, les récepteurs aux prostanoides se retrouvent dans de nombreux
organes comme par exemple le rein [122], l'intestin [123], le cerveau [124], I'appareil
reproducteur féminin (ex: myomeétre et trompes de Fallope) [125-127] et les vaisseaux

sanguins [128;129].
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Tableau 1
Tableau récapitulatif des protéines G et seconds messagers associés aux différents

récepteurs des prostanoides.

Récepteur Protéine G associée Second messager
DP G, MCa®];, TAMPC
CRTH2 G Mca*T;, L AMPc
IP G, MAMPC
FP Gq Mca™], turnover IP
TP Gg Gaa1, Ga12) Goas, Gaas, Gater Gh MCa®"], turnover IP
EP, Non-identifiée MCa*:
EP; G MAMPC
EP; G; JAMPc
EP, G; MAMPC

Adapté de Woodward et al. [121] et de la littérature décrite dans la section 3.2. Les

récepteurs des prostanoides.

Les récepteurs DP et IP, une fois activés par un agoniste, présentent la méme voie
de signalisation cellulaire. En effet, ces récepteurs sont tous deux couplés a une protéine G;
et entralnent une augmentation de la concentration d’AMPc intracellulaire
[120;121;130;131]. Cependant, il a été montré que le récepteur IP pourrait également étre a
I'origine d’une augmentation simultanée des valeurs d’AMPc et de Ca** intracellulaires
[132]. De plus, il apparait que le récepteur IP pourrait aussi entrainer une chute de I'inositol
phosphate intracellulaire lorsque couplé a un autre type de protéine G, soit probablement
une Gq [133]. Récemment, un autre récepteur a 7 passages transmembranaires couplé a
une protéine G et liant la PGD,, le CRTH2 pour chemoattractant receptor molecule expressed
on Th2 cells a été mis en évidence. L’activation du récepteur CRTH2 sur les leucocytes

entraine une augmentation du Ca* intracellulaire et induit des signaux
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chémotactiques/chémocinétiques des cellules Th2, basophiles et éosinophiles. A I'inverse
du récepteur DP qui couple une G;, le récepteur CRTH2 humain véhicule ses effets par
I’activation d’une Gy qui réduit la concentration d’AMPc intracellulaire [134;135], alors que
son orthologue murin apparait en plus activer la voie de la phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) [136].

L’activation des récepteurs FP méne a une élévation de la concentration de Ca**
intracellulaire associée a une augmentation de la formation d’inositol-3-phosphate (IP).
Ceci est le résultat d’'un couplage du récepteur FP avec une protéine G, qui entraine
I'activation d’une phospholipase C (PLC) menant a une mobilisation du Ca** intracellulaire
générée par I'lP; [121;137]. 3 sous-types de récepteurs FP, qui different tous par leur
domaine C-terminal, ont été mis en évidence grace a des études de clonage : FP,, FPg [138]
et FP, [139].

En ce qui concerne les récepteurs TP, il en existe 2 sous-types: TP, et TPs qui
différent par leur queue C-terminale [140]. De nombreuses protéines G comme par exemple
Goq [141], Gai1 [142], Ga1z, Gas [143], Gy [144], Goas et Gyi6 [145] peuvent étre couplées aux
récepteurs TP (revues dans Halushka et al. [146]). L’activation des récepteurs TP génére
souvent une augmentation d’IP; associée a la mobilisation du Ca* suite a I'activation d’une
PLC [142;144;145]. Par ailleurs, bien que TP, et TPy activent de la méme facon la PLC, il a été
rapporté que TP, active également I'adénylate cyclase alors que TP I'inhibe [147].

Finalement, les récepteurs EP sont au nombre de 4, EP,, EP,, EP; et EP,, dont les
voies de signalisation divergent. EP, était connu pour augmenter la concentration de Ca**
intracellulaire en contrélant I'ouverture des canaux calciques membranaires sans faire
intervenir la réponse phosphatidylinositide, ceci via un couplage a une protéine G non-
identifiée [120]. Cependant, il a récemment été montré que I'activation d’EP; pouvait
augmenter la formation d’IP; par activation d’une PLC, ce qui est caractéristique d’un
couplage avec une protéine Gy/;; [148;149]. EP; serait aussi capable de coupler une protéine
Gi/o pour régulariser a la hausse I'expression de I’hypoxia-inducible factor-1o (HIF-1a) [149].
Les récepteurs EP, et EP, agissent sensiblement de la méme fagon en augmentant la
concentration d’AMPc intracellulaire suite a I’activation de I'adénylate cyclase par couplage

a une protéine G, [120;121]. Cependant, EP, peut également étre couplé a une protéine G
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menant a I'activation de la voie des PI3K/ERK [150;151]. L’existence de plusieurs isoformes
d’EP; a été rapportée dans diverses especes dont I’humain [120;152;153]. EP; est en général
a l'origine d’une inhibition de I’adénylate cyclase par couplage avec G, bien que
dépendamment de I'isoforme, il peut étre couplé a d’autres protéines G telles que G; et G,

[120;154;155].

3.3.Effets des prostanoides

3.3.1. Implication dans la réponse inflammatoire

Lors d’une blessure ou d’une infection, le systeme immunitaire déclenche une
réponse inflammatoire pour assurer la défense de I'organisme. L'inflammation permet
d’une part I’élimination des éléments attaquant I'organisme et d’autre part la réparation
des tissus endommagés et la restauration de leur fonction physiologique. La phase aigilie de
I'inflammation est caractérisée par 4 éléments distincts, soit la rougeur, la chaleur, la
douleur et I'enflure dues a la mobilisation de leucocytes tels que les neutrophiles et les
monocytes qui se transforment en macrophages inflammatoires [156]. Les études
impliquant une activation des monocytes [157] et macrophages [158;159], de méme que
celles impliquant une inhibition [160;161] ou une absence d’expression des COXs [162-165]
ont mis en évidence le fait que la voie des prostanoides soit impliquée dans les mécanismes
d’inflammation [166]. En effet, I’étude impliquant les monocytes humains a montré que
I'incubation de ceux-ci avec des lipopolysaccharides (LPS), connus pour entrainer une
réponse inflammatoire, augmentait la libération de TXA, et PGE, par les monocytes de facon
dépendante du temps et de la concentration de LPS utilisée. L’'augmentation de la libération
de TXA, et PGE, était, quant a elle, directement reliée a une augmentation de I'activité des
COX [157]. De méme, la production de PGE, dans les co-cultures de cellules
épithéliales/macrophages était augmentée par une stimulation par les LPS [159], alors que
ceux-ci augmentaient également la production de diverses prostaglandines (TXA,, PGD,,
PGE, et PGF,,) dans les macrophages alvéolaires de lapins ou ils augmentaient I'activité et la
synthese de novo des COXs [158]. D’autre part, I'absence des COXs (COX-1 dans certains cas

et COX-2 dans d’autres) peut soit réduire l'inflammation, ce qui a été montré dans
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I’hippocampe [162] et dans I'oreille [164] de souris, de méme que dans cas d’arthrite induite
chez la souris [165] ; soit augmenter I'inflammation, comme cela a été rapporté dans la
muqueuse intestinale de souris suite a I'inhibition de la production de prostaglandines
endogeénes qui semblent avoir un effet protecteur dans les lésions intestinales [163]. De
plus, il a été montré que I'administration de LPS engendrait chez des personnes saines des
symptdmes rencontrés en cas d’infection par le virus de l'influenza, soit maux de tétes,
fievre, malaises, myalgie, nausée et fatigue. Ces symptomes étaient accompagnés d’une
augmentation de la formation de prostanoides incluant la TXA, et la PGl, mais aussi les
isoprostanes, supportant leurs effets pro-inflammatoires [167].

Diverses études ont révélé que les prostaglandines [168], en particulier les PGE, et
PGI, [169;170], sont impliquées dans I'augmentation de la perméabilité vasculaire et par
conséquent de I'cedéme observé lors de la réponse inflammatoire. Or, il semble que ces
prostaglandines n‘ont que peu d’effets directs sur la perméabilité vasculaire et que leur
effet de potentialisation de I'cedéme soit essentiellement di a leur effet vasodilatateur
agissant en synergie avec des médiateurs augmentant la perméabilité vasculaire, telles la
bradykinine [171] ou I’histamine [172]. De méme, I'implication des prostanoides dans le
développement de la douleur a également été rapportée au niveau central et périphérique
[173-177]. Par ailleurs, méme si le développement de la fiévre est associé a une libération
de prostanoides, il n’y a aucune corrélation entre la quantité de prostaglandines libérées et
I'intensité de la fievre déclenchée lors d’une infection virale ou bactérienne [178;179].

Bien que l'effet pro-inflammatoire des prostanoides soit évident, il apparait depuis
guelques temps qu’elles peuvent aussi agir comme des agents anti-inflammatoires [180]. En
effet, il a été rapporté que I'expression de COX-2, en plus d’étre augmentée dans la phase
aigie de I'inflammation, est également accrue dans sa phase de résolution et I'inhibition de
son activité augmente la quantité de cellules inflammatoires [181]. De méme, la sécrétion
de PGD, et son métabolite 15désoxyA'>**PGlJ,, ainsi que celle de PGF,, sont augmentées
dans la phase de résolution de I'inflammation et une inhibition de ces sécrétions exacerbe la
réponse inflammatoire [181-183]. Finalement, PGE, a aussi été montrée pour atténuer la
libération de cytokines induite par I'activation de NF-kB, démontrant ainsi un effet anti-

inflammatoire malgré son coté pro-inflammatoire bien connu [184].
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3.3.2. Implication dans la coagulation

La coagulation sanguine est un processus faisant intervenir les plaquettes et
permettant la réparation de la paroi des vaisseaux sanguins grace a la formation d’un caillot
qui limite les risques d’hémorragie. Techniquement, I'activation des plaquettes se fait suite
a l'interaction d’un agoniste avec son récepteur plaquettaire, entrainant une cascade de
signalisation cellulaire. Ainsi, la mobilisation du Ca** intracellulaire suite a la libération d’IPs,
de méme que l'activation d’'une PKC par DAG, entrainent la sécrétion des granules
plaquettaires qui favorisent I'interaction cellulaire. De plus, la stimulation d’une PKC peut
également mener a I'activation du récepteur de GPIIb/Illa activant les plaquettes. D’autre
part, la liaison d’un agoniste a son récepteur peut aussi activer la voie des MAP kinases,
stimulant ainsi I'activation de PLA, et donc la libération d’AA [185]. L’activation des
plaquettes peut se faire par I'intervention de différents agents comme par exemple I’ADP, la
thrombine, le collagéne, I'ionophore A23,187 et I'adrénaline. Ceux-ci peuvent activer la voie
de I'AA, initiant ainsi la formation de TXA, qui favorise I'agrégation plaquettaire [186].

Les nombreuses études réalisées ont pu mettre en évidence que les prostanoides
étaient de grande importance dans la régulation de la fonction plaquettaire que ce soit en
promouvant |'agrégation des plaquettes ou en l'inhibant. En effet, alors que |'utilisation de
souris déficientes en récepteurs TP révele I'importance de la TXA, dans l'induction de
I'agrégation plaquettaire [187], I'utilisation de souris déficientes en récepteurs IP montre a
I'inverse que la PGI, en permet l'inhibition [173]. En outre, il est intéressant de noter que
I’absence de I'un ou de I'autre des récepteurs chez ces souris n’a révélé aucun probléme de
croissance, aucune anomalie histologique ou morphologique, aucune modification
significative de la pression sanguine ou encore aucun probléme de fertilité [Murata ;
Thomas]. Il semble donc que, dans des conditions normales, I'action de la TXA,,
radicalement opposée a celle de la PGl,, ne prédomine pas sur cette derniere ou vice et
versa. Il a également été rapporté que les prostanoides, comme par exemple la PGE,,
dépendamment des concentrations utilisées ainsi que du récepteur sur lequel elle agit,
pouvaient, a travers le contréle des niveaux d’AMPc intracellulaire, moduler I'activité des

agents pro-agrégeant tels que I’ADP et le collagene en potentialisant ou en inhibant leurs
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effets [188;189]. Effectivement, Fabre et al. [188] ont montré que de faibles concentrations
de PGE, (<10°M) augmentaient I'agrégation des plaquettes isolées de souris induite par le
mimétique de la TXA,, 'U-46619, I’ADP ou le collagéne et ce, suite a l'activation des
récepteurs EP5. En revanche, une dose plus forte de PGE, (10*M) inhibait la capacité de
I’ADP a induire I'agrégation, phénoméne qui semble étre le résultat d’une activation des
récepteurs IP plaquettaires. De cette facon, les prostanoides semblent d’importance dans la

régulation de ’hémostase et de la thrombose.

3.3.3. Effets vasoactifs des prostanoides

En plus de jouer un role important dans la modulation de la coagulation sanguine,
les prostanoides sont également connues pour posséder des propriétés vascoactives leur
permettant ainsi de participer a la régulation du tonus vasculaire systémique. L'effet
vasoactif engendré par les prostanoides dépend essentiellement des récepteurs présents au
lieu de leur libération, mais aussi de la voie enzymatique utilisée et donc du produit final
formé [129]. Par exemple, comme dans le cas de la coagulation sanguine, la TXA, et la PGl,
présentent des effets opposés sur les vaisseaux, la premiére étant une puissante substance
vasoconstrictrice capable d’augmenter de fagon significative la pression artérielle moyenne
des souris [187], alors que la seconde génere plutot une hypotension marquée [173], deux
observations qui ne sont pas relevées chez les souris déficientes en récepteurs TP ou IP
respectivement.

La présence de récepteurs aux prostanoides et leurs effets physiologiques sur la
vascularisation ont été mis en évidence dans différentes espéces et lits vasculaires tels que
I'artére et la veine ombilicale humaines [190-192], I'aorte de rat [193], 'artére rénale de
souris [194] et 'artére et la veine pulmonaires de cochon [195]. En général, les récepteurs
DP, EP,, EP, et IP génerent une relaxation du muscle lisse vasculaire alors que les récepteurs
EP,, EP3, FP et TP le contractent [196]. L'importance des prostanoides dans le maintien de
I’'homéostasie vasculaire a été rapportée depuis maintenant plusieurs décennies et elle
continue de I'étre étant donné I'impact grandissant des maladies cardiovasculaires dans les

pays développés. En effet, une modification de la fonction vasculaire de la voie des
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prostanoides est souvent identifiée dans des pathologies telles que [’hypertension,
I’athérosclérose, le diabete, de méme que le vieillissement et le cancer [197;198],

confirmant ainsi la nécessité d’une parfaite régulation du métabolisme de I’AA.

3.4. Prostanoides et grossesse

3.4.1. Prostanoides et réactivité des vaisseaux placentaires

Les substances vasoactives qui contrélent le tonus vasculaire placentaire n’ont pas
encore été clairement identifiées. En revanche, comme mentionné précédemment, les
prostanoides pourraient étre de bonnes candidates pour remplir ce réle. En effet, les études
utilisant le mimétique stable de la TXA,, 'U-46619, ont montré que celui-ci était capable
d’augmenter considérablement la pression de perfusion (environ 200 mmHg) dans les
cotylédons placentaires humains [27]. De méme, ses effets vasoconstricteurs ont été
démontrés dans les vaisseaux ombilicaux [191;199] et chorioniques [23;26;200]. Ceux-ci
semblent étre, au moins en partie, le résultat d’une activation des récepteurs TP [191;199].

Cependant, la TXA, n’est pas la seule prostanoides a présenter des effets vasoactifs
dans le placenta puisque d’autres prostaglandines comme la PGF,, et la PGE, sont
également capables de contracter les vaisseaux placentaires [22;24;25]. Daray et al. [191]
proposent que dans la veine ombilicale humaine, les effets de la PGE, seraient dus a une
activation des récepteurs TP, alors que la PGF,, agirait sur les récepteurs FP. Aussi, les
isoprostanes, telles la 8-isoPGF,, et la 8-isoPGE,, possédent également des propriétés
vasoconstrictrices dans les vaisseaux ombilicaux [190;199] et chorioniques [201]. Dans les
vaisseaux chorioniques, il apparait que la 8-épiPGF,, (ou 8-isoPGF,,) peut contracter les
vaisseaux en agissant, au moins en partie, via les récepteurs TP. De plus, Oliveira et. [199]
ont montré que les composés avec un anneau E comme la 8-isoPGE; et la 8-isoPGE; étaient
plus puissants que les composés avec un anneau F comme la 8-isoPGF,, et la 8-isoPGF,,. De
méme, les composés doublement insaturés comme la 8-isoPGE, sont également plus
puissants que ceux simplement insaturés comme la 8-isoPGE;. Finalement, il apparait que,
dans les vaisseaux ombilicaux [190;199] et chorioniques [201], les isoprostanes véhiculent

leurs effets via une activation des récepteurs TP.
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A 'opposé, comme le NO, la PGl, posséde des effets vasorelaxants dans les
vaisseaux placentaires pré-contractés [22;25]. En effet, Read et al. [27] ont observé une
diminution de plus de 40% de I'augmentation de pression de perfusion induite par la PGF,,
dans les cotylédons. Ces observations suggérent que la PGl,, avec le NO, pourrait faire partie
des substances capables de jouer la contrepartie vasodilatatrice dans le contréle du tonus

vasculaire placentaire.

3.4.2. Implications des prostanoides de I'implantation a I'accouchement

Les prostanoides sont présentes et impliquées dans le fonctionnement du systéme
reproducteur femelle (voir revue Craig et al. [202]), mais plus encore, elles jouent un réle
important dans le maintien et le développement de la grossesse du tout début a la toute fin.
En effet, les prostaglandines interviennent tout d’abord en début de gestation en facilitant
le processus d’'implantation de I'embryon dans l'utérus en augmentant la perméabilité
vasculaire endométriale, en participant a la décidualisation [203-206] et en favorisant la
migration des TEV [148]. Ensuite, pour permettre le bon déroulement de la grossesse,
I’expression des protéines enzymatiques associées au métabolisme de I’AA va étre modifiée
tout au long de la gestation. Par exemple, chez la femme enceinte, I'expression de COX-2
augmente avec |'age gestationnel dans le myomeétre [207] et dans les membranes foetales
[208]. De méme, I'expression de la PGI, synthase est également augmentée [84], ce qui
pourrait s’expliquer par la nécessité pour I'utérus de maintenir un état quiescent, c'est-a-
dire d’éviter les contractions pour favoriser le développement du feetus. De plus, il a été
rapporté que la concentration de 6-kétoPGF,, était augmentée lors de I'étirement de
bandes de myometre humain [209] supportant ainsi cette hypothese. Cependant, la PGl, ne
semble pas la seule a étre impliquée dans la quiescence de |'utérus puisque la grossesse
s’accompagne aussi d’'une chute d’environ 50% des niveaux d’ARNm des récepteurs FP et
EP; myométriaux permettant ainsi de réduire les risques de contraction utérine induite par
la liaison de leur ligand respectif [210]. Finalement, I'accouchement semble lui aussi, au
moins en partie, controlé par I’action des prostanoides puisque les études réalisées jusqu’ici

suggerent leur implication dans linitiation du processus [211-213]. Les comparaisons
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effectuées entre les patientes en travail ou non suggerent un effet de I'accouchement sur la
voie de formation des prostanoides, telles qu’une augmentation de la quantité d’ARNm de
COX-2 dans le myometre [214;215], une diminution de I’activité de la PLA, cytosolique dans
I'amnios [216] et une augmentation de la production de prostaglandines (PGE, et PGF,,)
dans le liquide amniotique [217]. De méme, I'expression des COXs, de la TXA, synthase et de
la PGI;, synthase a été rapportée pour étre plus faible dans le myométre de patientes n’étant
pas entrées en travail ou dont I'induction de celui-ci a échoué, comparées aux patientes
étant entrées en travail (méme observation effectuée pour I'expression des COXs dans les
membranes foetales) [218]. L'implication des prostanoides a ce niveau est d’autant plus
évidente lorsque I'on s’attarde a regarder leur impact sur la durée de la grossesse. Par
exemple, il a été montré que, bien que non statistiquement significative, la durée de la
gestation était augmentée de 2 jours chez les souris traitées avec un inhibiteur de COX-1
[219]. Parallelement, la méme étude a révélé qu’une injection intrapéritonéale de LPS,
augmentant la production de prostanoides, initiait le travail prématurément dans un délai
de 24h, ce qui n’était pas observé chez les souris traitées avec I'inhibiteur de COX-1. Aussi, il
est intéressant de noter que cette observation ne se limite pas aux souris puisqu’une étude
similaire effectuée avec des singes rhésus arrive a la méme conclusion [220], fournissant
encore une fois une preuve de l'implication des prostanoides dans la réalisation de
I’accouchement. Cependant, malgré les nombreuses études réalisées jusqu’ici, il reste
encore des zones obscures quant a la fagon dont elles sont impliquées. Il apparait méme
gu’elles pourraient, entre autres, interagir avec les glucocorticoides en s’activant les uns les

autres lors de l'initiation de I'accouchement [213].

3.4.3. Les prostanoides et la prééclampsie

Chez les patientes atteintes de prééclampsie, le profil de la voie des prostanoides
differe quelque peu de celui observé chez les femmes normotensives, suggérant un lien
entre la maladie et le métabolisme de I’AA. Une des différences les plus marquées
observées concerne la production relative de TXA, et de PGIl,. Les niveaux plasmatiques de

PGI, normalement plus élevées chez la femme enceinte sont réduits chez les femmes avec
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prééclampsie [221]. Aussi, chez une femme enceinte normotensive, la production
placentaire de TXA, est équivalente a celle de la PGl,, ce qui permet de contrebalancer leurs
actions. En revanche, chez les patientes avec prééclampsie, le rapport TXA,/PGl, passe de
1/1 a 7/1, favorisant ainsi les effets vasoconstricteurs et pro-agrégeant de la TXA,. Ce
déséquilibre, qui est observé dans le liquide amniotique, le plasma utérin veineux et
périphérique, I'urine et le placenta, peut causer |'hypertension, mais il peut également
affecter les flots sanguins foetaux et placentaires compromettant ainsi le développement du
foetus [42]. L'expression du gene de la TXA, synthase semble étre plus élevée dans la couche
trophoblastique et les cellules déciduales des femmes atteintes de prééclampsie [222]. De
méme, I'EIV et les cellules trophoblastiques de patientes avec prééclampsie produisent plus
de TXA, que ceux de patientes normotensives [223;224]. Cependant, bien que le
déséquilibre TXA,/PGl, ne soit plus a démontrer dans les grossesses avec prééclampsie, il
apparait qu’au niveau du trophoblaste, la production de PGl, soit aussi augmentée [223]
méme si I'expression de la PGl, synthase est plus variable a ce niveau. En effet, Woodworth
et al. [222] ont rapporté que, dans les cellules déciduales et la couche trophoblastique, elle
était augmentée dans 70% des cas de grossesses avec prééclampsie comparée aux
grossesses normales, diminuée dans 10% des cas et équivalente dans 20% des cas.
L’augmentation de la production trophoblastique de PGl,, malgré tout inférieure a celle de
TXA,, pourrait étre vue comme un mécanisme compensateur, bien qu’insuffisant, induit par
la maladie pour rétablir le systeme. D’ailleurs, I'exposition de cellules endothéliales de la
veine ombilicale humaine a du plasma de femme atteinte de prééclampsie augmente la
production de PGIl,, méme si celle-ci est contrebalancée par une production accrue du
vasoconstricteur PGF,, [225].

Par ailleurs, on a suggéré qu’étant donné que l'activité de la TXA, synthase est
augmentée et celle de la PG, synthase diminuée par I'action des peroxydes lipidiques, le
déséquilibre entre la production de TXA, et la PGl, pourrait étre le résultat du stress oxydatif
observé dans la prééclampsie [42;226]. De méme, le stress oxydatif observé chez les
patientes avec prééclampsie contribuerait a modifier le profil du métabolisme de I'AA en
augmentant également la production d’isoprostanes, conclusions rapportées dans

différentes études [225;227]. Alors, méme si l'on ignore encore si les modifications
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observées avec les prostanoides sont une cause ou une conséquence de la prééclampsie, il

semble qu’il y a une interaction étroite entre les deux.

4. Le monoxyde d’azote

4.1.Synthése du monoxyde d’azote

La libération du NO, ou EDRF, a été pour la premiére fois mise en évidence il y a plus
de 30 ans dans des aortes de lapins par Furchgott et Zawadzki [228]. Ceux-ci ont montré que
les vaisseaux possédant leur endothélium dilataient en présence d’acétylcholine, ce qui
n’était pas le cas avec les vaisseaux qui en étaient dépourvus, démontrant ainsi I'implication
d’une substance libérée par les cellules endothéliales dans la vasodilatation induite par
I"acétylcholine. L’identification du NO en tant qu’EDRF n’a cependant était faite que 7 ans
plus tard dans les vaisseaux intra-pulmonaires bovins par I’équipe d’lgnarro [229] ainsi que
dans les aortes de lapins par I'équipe de Moncada [230]. Ainsi, au cours des 3 derniéres
décennies, les nombreuses études sur le NO et sa synthése ont permis de bien établir
diverses découvertes dont certaines ont méme été récompensées par une Prix Nobel de
physiologie ou médecine en 1998 (recu par Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro et Ferid
Murad).

La L-arginine est transformée en NO et L-citrulline par les NO synthases (NOS) dont il
existe 3 isoformes : La NOS neuronale (nNOS ou NOS 1), la NOS inductible (iNOS ou NOS I1) et
la NOS endothéliale (eNOS ou NOS Ill). L'iNOS est, comme son nom l'indique, une enzyme
inductible qui va étre activée en présence d’un stimulus externe. Le plus souvent, elle joue
un rdle dans la réponse immunitaire non-spécifique. A I'inverse, les NOSs neuronales et
endothéliales sont constitutives. La nNOS se retrouve au niveau du systéme nerveux et le
NO qu’elle produit posséde essentiellement un réle de neurotransmetteur. L'eNOS, quant a
elle, est exprimée par les cellules endothéliales et le NO libéré est un puissant
vasodilatateur et est impliqué, comme mentionné en amont, dans le maintien de la fonction
endothéliale [231].

Bien qu’ils ne se retrouvent pas au méme endroit et ne fonctionnent pas tout a fait

de la méme fagon, les 3 isoformes sont structurellement tres semblables. En effet, chaque
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enzyme possede deux domaines distincts, soit un domaine C-terminal réductase,
homologue du cytochrome P450 réductase et possédant un site de liaison pour chacune des
molécules NADPH, FAD et FMN, ainsi qu’'un domaine N-terminal oxygénase liant un héme, la
tétrahydrobiopterine (BH,) et la L-arginine. Ces deux domaines sont reliés entre eux par un
domaine de liaison de la calmoduline (CaM). L'isoforme iNOS lie la CaM de fagon irréversible
en présence de faible dose de Ca*. En revanche, les isoformes nNOS et eNOS lient la CaM
de maniére dépendante du calcium conférant ainsi a la CaM une propriété régulatrice de
I"activité de ces deux enzymes, qui fonctionneront a pleine capacité en présence d’une forte
quantité de Ca®". De plus, bien que semblables aux deux autres, 'eNOS posséde en plus des
sites de palmitoylation et myristoylation du c6té N-terminal, qui lui permettent de s’ancrer
dans les cavéoles de la membrane plasmique. De méme, la nNOS possede un domaine PDZ
du c6té N-terminal qui permet de diriger I'enzyme au site d’action dans les synapses

nerveuses (fig.7) [231-233].

NH, — PDZ — Arginine/héme/BH, caM FMN — FAD —— NADPH —— COOH nNOS
- 2 CaM .
NH, Arginine/heme/BH, FMN — FAD —— NADPH —— COOH iNOS
-~ 5 CaM
NH, Arginine/heme/BH, FMN — FAD —— NADPH — COOH eNOos
I I
myr  palm
Domaine Oxygénase et Domaine Réductase

Interface de Dimérisation

Figure 7 : Structures des trois isoformes de NO synthase (adapté de Bruckdorfer [231])
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Pour étre actives, les NOSs doivent étre sous la forme d’homodimeére. Les deux
sous-unités, ou NOSs, de I’homodimere sont reliées par leur heme respectif, indispensable a
la formation du dimére (fig.8). La stabilité de celui-ci est, entre autres, controlée par la
présence de BH,. Une fois active, la NOS va catalyser deux réactions d’oxydation
dépendantes du NADPH et de I’O, et impliquant un transfert d’électrons entre les différents
cofacteurs. Dans un premier temps, la L-arginine est oxydée en N-hydro-L-arginine. Celle-ci
est a son tour oxydée en NO et L-citrulline, bien qu’elle puisse aussi servir de substrat pour
la NOS (fig.9). Les électrons requis pour cette réaction doivent tout d’abord passer du
NADPH au FAD, puis du FAD au FMN pour terminer leur course a I'atome de fer de I’heme.
La capacité du domaine réductase a délivrer les électrons a I’heme est une étape limitante
de I'activité enzymatique, ce qui fait de ce domaine un déterminant clé de I'activité globale

de I'enzyme [232-234].

Sous-unité 1
Domaine Réductase Domaine Oxygénase
I 1 I
CaM _ 5
COOH— NADPH — FAD — FMN Arginine/héme/BH, —NH,
- . CaM
NH,— Arginine/héme/BH, FMN — FAD — NADPH —COOH
L
Domaine Oxygénase Domaine Réductase
Sous-unité 2

Figure 8 : NO synthase sous forme de dimeére (adapté d’Andrew et Mayer [232])
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Par ailleurs, il arrive dans certains cas qu’en plus de produire du NO, les NOSs
produisent des espéces radicalaires telles que I’anion superoxyde (O,") et le peroxynitrite
(ONOO)) ayant des effets déléteres sur les cellules. En effet, pour former du NO, il semble
important que les deux sous-unités soient couplées a BH,. Or, dans le cas de la nNOS, les 2
sous-unités peuvent fonctionner de fagon indépendante et, le dimére normal de nNOS
consiste en une sous-unité couplée a BH, associée a une autre sans BH, en raison de la forte
différence d’affinité existante entre les 2 sous-unités au site de liaison de BH,. Ceci signifie
qu’il est nécessaire d’avoir des concentrations suffisamment élevées de BH, pour palier a la
différence d’affinité existant entre les sites de liaison de BH, de chacune des sous-unités et
donc pour que I'enzyme fonctionne bien comme une synthase de NO. Ainsi, en présence de
concentrations saturantes de L-arginine mais insaturantes de BH,, les NOSs vont produire du
NO et de I'0," de facon simultanée. Ceux-ci peuvent alors interagir ensemble pour former
de 'ONOOQ'". En présence de faibles quantités, voire en absence de L-arginine, I'enzyme
catalyse la réaction découplée d’0,, menant a la production d’0O,” et de peroxyde
d’hydrogene (H,0,) [231;232]. En conséquence, une activation adéquate des NOSs, ainsi
que la présence d’un systeme antioxydant fonctionnel, sont indispensables pour éviter les

effets délétéres pouvant étre engendrés par I’activité de ces enzymes.
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Figure 9 : Réaction catalysée par les NOS (adapté de Andrew et Mayer [232])

4.2.Le NO dans la régulation du tonus vasculaire

Le NO joue un rdle trés important dans les vaisseaux sanguins puisqu’il est un
déterminant clé de I'homéostasie vasculaire par son action dans le maintien du tonus
vasodilatateur et ses propriétés antithrombotiques [235;236]. En effet, les propriétés
vasodilatatrices du NO, en tant que substance libérée par I'endothélium, sont connues
depuis longtemps et ne sont plus a démontrer [229;230]. Lors de sa libération, le NO diffuse
soit dans les cellules adjacentes telles que les cellules du muscle lisse vasculaire, soit
directement dans le lumen du vaisseau ou il pourra agir sur les plaquettes. Une fois a son
site d’action, il active une guanylate cyclase cytosolique entrainant ainsi une augmentation
de la concentration de GMPc. Celui-ci active a son tour une protéine kinase G qui

phosphoryle les résidus sérine ou thréonine sur d’autres protéines modifiant ainsi leur
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activité. Par exemple, la PKG peut activer directement la phosphatase de la chaine légére de
myosine (MLCP) inhibant ainsi la formation du complexe myosine-actine et donc la
contraction ; mais elle peut aussi inactiver la kinase RhoA, qui en temps normal, inhibe la
MLCP pour induire la contraction du muscle lisse vasculaire. De méme, la PKG peut
phosphoryler les protéines du réticulum sarcoplasmique ce qui favorise la recapture du Ca**
dans les réserves de la cellule et diminue la concentration de Ca”* intracellulaire menant
ainsi a une relaxation du muscle. Finalement, la concentration de Ca”" intracellulaire peut
également étre diminuée suite 3 une activation des canaux potassiques dépendant du Ca*".
Ceci méne a I'hyperpolarisation de la cellule, ce qui réduit I’entrée de Ca** par les canaux
calciques dépendant du voltage et favorise donc la relaxation musculaire [231;235;237;238].

La libération du NO dans les vaisseaux peut étre induite par des facteurs
biochimiques tels que I'acétylcholine, la bradykinine, I’ADP et la thrombine, mais aussi par
des facteurs mécaniques tels que les forces de cisaillement. Sous des conditions normales,
le NO est libéré sous I'action des forces de cisaillement induites par les battements
cardiaques impliquant un état de vasodilatation au repos. L'inhibition de I'eNOS par
I'utilisation d’un analogue de L-arginine a été rapportée pour induire une contraction
d’anneaux aortiques in vitro [239] et pour augmenter la pression artérielle in vivo [240] chez
les lapins, démontrant cet état dilaté des vaisseaux sanguins au repos. De méme, il est
maintenant bien établi que le NO posséde des propriétés athéroprotectrices en réduisant
I’activation et I'apoptose des cellules endothéliales [241] et en prévenant l'interaction des
cellules endothéliales avec les leucocytes [242]. Finalement, les maladies cardiovasculaires
fréquentes, telle I'hypertension, s’accompagnent en général d’une dysfonction endothéliale
résultant en partie d’un déséquilibre entre la production d’especes radicalaires de I'oxygéne
et la diminution de la biodisponibilité du NO [235;243;244]. Ces observations démontrent a
quel point le NO est un médiateur important de la fonction endothéliale et qu’une
modification de sa production peut avoir de graves conséquences sur |I’homéostasie

vasculaire et donc la santé d’un individu.
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4.3.NO, grossesse et prééclampsie

Bien que certaines questions restent encore sans réponse, le réle important que
joue le NO dans I'adaptation maternelle a la grossesse n’est plus a démontrer. En effet, les
études réalisées sur diverses espéces animales dont I’humain ont montré 1) que la
production de NO et I'expression de la protéine eNOS dans I’artére utérine sont augmentées
durant la grossesse [245], 2) que le NO diminue la fréquence des contractions utérines, ainsi
que le tonus basal de segments de myomeétre de femmes enceintes [86] et 3) que
I'inhibition de la production de NO diminue la vélocité du sang artériel utérin plus fortement
chez les rates gestantes que non-gestantes [85]. Egalement, I'expression d’eNOS dans le ST
et I'endothélium placentaires [246;247] et I'action vasoconstrictrice d’une inhibition de la
production de NO sur les arteres villositaires [248] suggerent que le NO est également
d’importance dans le développement et le flot sanguin placentaires.

D’autre part, la dysfonction endothéliale accompagnant la prééclampsie [249]
supporte d’autant plus le fait que le NO est un déterminant clé du bon déroulement de la
grossesse. Effectivement, de nombreuses études impliquant des cas de prééclampsie
rapportent des différences marquées avec les grossesses normotensives relativement a la
voie du NO. Bien que les études évaluant les concentrations plasmatiques [99;101;103] et
placentaires [97;100] de nitrites et nitrates chez les patientes atteintes de prééclampsie
soient assez controversées, celles mesurant les concentrations plasmatiques de GMPc
s’accordent a dire qu’elles sont diminuées chez ces patientes [250;251], suggérant ainsi que
la prééclampsie s’accompagne d’une baisse de la biodisponibilité du NO. De plus, la maladie
semble également modifier la voie du NO au niveau placentaire puisque I'expression
d’eNOS dans les tissus placentaires de femmes avec prééclampsie differe de celle des tissus
de femmes normotensives et ce tant de fagon spatiale que quantitative. Par exemple, le ST
des placentas issus de grossesses avec prééclampsie exprime I’eNOS a un niveau plus basal
comparé au ST de placentas obtenus de grossesses normotensives [252]. Aussi, bien que
I’expression d’eNOS soit diminuée dans les artéres ombilicales [253] et les cellules
endothéliales de la veine ombilicale humaines [249] suggérant une dysfonction

endothéliale, elle est augmentée dans le trophoblaste villeux, supportant I'idée d’'un
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mécanisme compensatoire aux changements de la circulation maternelle liés a la
prééclampsie [253]. Malgré tout, il reste encore beaucoup de travail pour tirer au clair la
véritable facon dont est impliqué le NO dans ces états physiologiques et

physiopathologiques que sont respectivement la grossesse et la prééclampsie.

5. Le stress oxydatif

5.1.Généralités

Au cours de la respiration aérobie et du métabolisme cellulaire normal, les cellules
produisent des molécules plus ou moins réactives, dérivées de I'oxygéne ou de I'azote et
appelées respectivement, especes réactives de I'oxygéne (ROS) et especes réactives de
I’azote (RNS). La majorité des ROS et RNS est formée dans les mitochondries via les
transferts d’électrons dans les complexes | et Ill de la chaine respiratoire. Les molécules
réactives formées peuvent se trouver a I'état radicalaire, c'est-a-dire qu’elles possédent un
ou plusieurs électrons non-appariés, ou elles peuvent étre a I’état non-radicalaire. Lorsqu’a
I’état radicalaire, ces molécules sont communément appelées « radicaux libres ». 0,” et NO
sont des radicaux libres de base qui, lors de diverses réactions, vont engendrer d’autres ROS
ou RNS souvent beaucoup plus réactifs. Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) est une molécule
réactive secondaire formée suite & dismutation d’0O,”. En présence de fer, ces deux
molécules peuvent interagir ensemble dans une réaction de Haber-Weiss (dont la réaction
nette est: 0, + H,0, > HO" + HO + 0,) pour former une nouvelle molécule réactive, le
radical hydroxyle (HO"). Techniquement, HO® est issu de la réaction de Fenton (Fe”* + H,0,
> Fe** + HO™ + HO") qui constitue une des deux réactions impliquées dans la réaction de
Haber-Weiss. En ce qui concerne les RNS, une des molécules réactives secondairement
formées les plus connues est ONOO™ qui, comme décrit précédemment, provient de

I'interaction entre NO et O," (fig.10) [254-256].
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Figure 10 : Formation des ROS et des RNS et élimination par les enzymes antioxydantes

(adapté de Al-Gubory et al. [254]).

Dépendamment de leur concentration, ces molécules peuvent avoir des effets
bénéfiques ou déléteres sur les cellules. En effet, a faible concentration les radicaux libres
sont connus pour intervenir dans les défenses immunitaires, la signalisation cellulaire,
I’expression génique, le maintien de I’homéostasie redox et les voies de transduction
signalétique impliquées dans la fonction, la croissance, la différenciation et la mort
cellulaires. Par contre, a forte concentration, ils sont connus pour endommager les lipides
membranaires, les protéines et I’ADN. Ainsi, les organismes vivant se doivent de posséder
un systeme antioxydant fonctionnel de maniére a éviter I'établissement d’un stress oxydatif
défini par un déséquilibre entre la production de ROS et leur élimination par les
antioxydants. De cette fagon, il existe deux types d’antioxydants soit les enzymatiques et les

non-enzymatiques. Parmi les antioxydants enzymatiques, les plus connus sont la
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superoxyde dismutase (SOD) qui catalyse la dismutation d’0O," en H,0, et O,, la catalase
(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) qui, toutes deux, catalysent la conversion d’H,0, en
H,O via des réactions qui leur sont propres (fig.9). La SOD existe sous 3 formes différentes :
Cu,Zn-SOD qui est une protéine dimérique essentiellement localisée dans le cytoplasme,
Mn-SOD qui est une protéine homotétramérique localisée dans la mitochondrie et EC-SOD
une glycoprotéine tétramérique extracellulaire contenant du cuivre et du zinc. Parmi les
antioxydants non-enzymatiques, souvent issus de la nourriture, la vitamine C protége I’ADN
contre l'attaque des radicaux libres alors que la vitamine E protege les membranes
cellulaires contre la peroxydation lipidique. La vitamine C peut également interagir avec le
radical tocopheroxyle pour régénérer la vitamine E. Les caroténoides, les polyphénoles et
les éléments trace tels que le cuivre, le zinc, le manganese et le sélénium, sont également
des antioxydants non-enzymatiques importants. Finalement, le glutathion (GSH), en plus
d’étre un cofacteur pour la GPx, est un antioxydant important puisqu’a I'état réduit, il peut
donner un équivalent réduit (H" + e) & une molécule instable comme un ROS et réagir
ensuite avec un autre GSH réactif pour former une molécule de glutathion oxydé (GSSG) qui
sera alors réduite en GSH sous I’action de la glutathion réductase (GSR) [254-256].

Il est bien accepté que le stress oxydatif est associé a de nombreuses maladies telles
que l'athérosclérose et les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives, le
diabete et le syndrome métabolique, les tumeurs et les maladies de la peau, mais aussi les
maladies psychiques comme la schizophrénie [255;256]. Ces observations ne sont pas
étonnantes si I'on considere le fait que les NOSs sont, comme expliqué précédemment,
exprimées tant dans le systéme cardiovasculaire que le systéme nerveux et peuvent, en plus
de produire du NO, produire de I'0," [231;232] et que la dysfonction endothéliale est entre
autres associée a des maladies comme |’hypertension et le diabéte [243;244]. De plus, il a
été montré que les radicaux libres possédaient également des propriétés vasoactives qui
varient en fonction du lit vasculaire étudié. En effet, dans les artéres mésentériques de
résistance pré-contractées a la phényléphrine, H,0, dilate les vaisseaux de facon
indépendante des NOSs, des COXs, de I'endothélium et des canaux potassiques dépendant
du Ca**, alors que si les artéres ont été pré-contractées au KCI, H,O, contracte les vaisseaux

via I'activation d’'une p38-MAP kinase [257]. En revanche, dans les arteres ombilicales
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humaines pré-contractées au KCIl, H,0, induit une contraction des vaisseaux qui, elle,
semble étre due a une inhibition de I'activité des NOSs dans I’endothélium [258]. Les
observations rapportées ici ont toutes deux été faites sur des vaisseaux contractés au
préalable. Il apparait que dans les artéres rénales de rats, H,0, peut aussi contracter
directement les vaisseaux en requérant I'utilisation du Ca”" extracellulaire et I'activation
d’une PKC [259]. De méme, les observations faites dans les aortes de rats [260], les arteres
pulmonaires de lapins [261] et les cotylédons placentaires humains [262], suggerent que le
stress oxydatif est, d’'une certaine maniere, relié a la voie des prostanoides puisque la
contraction générée par H,0, semble étre, entre autres, le résultat d’une activation des
COXs menant sans doute a la libération de TXA, qui initie la contraction. L’activation des
COXs par les espéces réactives a également été rapportée dans les plaquettes isolées
humaines ou ONOO™ provoque l'activation de COX-1 et |'agrégation plaquettaire [263].
Finalement, l'interaction entre ces molécules réactives et la voie des prostanoides ne
s’arréte pas la, puisque les isoprostanes, qui possedent des propriétés vasoactives, sont des

produits de la peroxydation lipidique initiée par le stress oxydatif [114;116].

5.2.Stress oxydatif, grossesse et prééclampsie

En début de grossesse et jusqu’a ce que la circulation utéroplacentaire soit en place,
le développement du placenta se fait dans un environnement pauvre en oxygene. Il est alors
spéculé que cette caractéristique préviendrait 'embryon d’une éventuelle attaque des
especes radicalaires et de leurs effets tératogenes. Cependant, le stress oxydatif semble
jouer un réle important dans les mécanismes d’implantation et de développement
placentaire. Par exemple, la forme discoide du placenta serait en partie due a I’action des
ROS dans les zones périphériques de celui-ci au moment de l'initiation de la circulation
utéroplacentaire. En effet, il est reconnu que l'initiation de la circulation utéroplacentaire se
fait en premier lieu dans les zones périphériques du placenta et ce, probablement a cause
du fait que les bouchons cytotrophoblastiques qui ferment les artéres spiralées sont plus
petits a ce niveau et donc plus rapidement détruits pour laisser entrer le sang maternel dans

I’'EIV. Ceci s’accompagne alors d’'une augmentation de la tension d’oxygene et par
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conséquent de la génération de ROS a la périphérie placentaire. Les mécanismes de défense
par les enzymes antioxydantes n’étant pas encore tres prononcés a ce stade, les villosités
périphériques dégénérent sous l'action des ROS, favorisant ainsi la forme discoide du
placenta et la formation des membranes fcetales, les villosités étant initialement présentes
sur toute la surface du sac chorionique. La circulation utéroplacentaire s’initiant plus
tardivement dans la zone centrale du placenta, les tissus placentaires commencent a
surexprimer les enzymes antioxydantes avant I'arrivée du sang maternel, de maniere a
contrebalancer I'attaque radicalaire et ainsi maintenir I’étendue des villosités centrales tout
en ramenant un équilibre entre la production de ROS et les défenses antioxydantes pour le
restant de la grossesse [264-268].

D’autre part, le stress oxydatif semble également impliqué dans la fonction
trophoblastique ou il influence en particulier la différenciation et la fusion des CT. En effet,
une surexpression de SOD dans les CT limite leur différenciation et fusion en ST suggérant
un role direct des ROS dans la modulation de la fusion cellulaire essentielle au
développement placentaire normal [269]. De plus, les niveaux d’oxygene sont connus pour
influencer I’expression de certains facteurs de transcription impliqués dans la différenciation
et la prolifération des CT [270-272].

Alors que chez les femmes enceintes normotensives I'augmentation du stress
oxydatif semble bien controlé, il est maintenant bien accepté que chez les femmes atteintes
de prééclampsie, le stress oxydatif est bien présent, en plus de jouer probablement un role
majeur dans I'apparition de certains symptomes tels que la dysfonction endothéliale. Bien
que les données et les méthodes utilisées varient un peu en fonction des études, les
mesures dans le sang maternel de marqueurs du stress oxydatif, tels que les produits de la
peroxydation lipidique (ex : isoprostanes et malondyaldhéide) et les espéeces réactives (ex :
ONOQ’, H,0,), rapportent toutes un stress oxydatif marqué chez les patientes atteintes de
prééclampsie, alors que les capacités antioxydantes (SOD, CAT, GPx) semblent diminuées
[273-276].

Bien que I'on ignore encore quelle est la cause réelle du stress oxydatif lors de la
prééclampsie, il est supposé qu’il résulte du processus d’ischémie/reperfusion que subit le

placenta. Ce phénoméne serait la conséquence du mauvais remodelage vasculaire que
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subissent les arteres spiralées lors d’'une grossesse avec prééclampsie. En temps normal, la
conversion des artéres spiralées en vaisseaux de faible résistance permet de limiter les
fluctuations du flot sanguin arrivant a I’'EIV. Or, en cas de prééclampsie, les fluctuations du
flot sanguin seraient plus importantes, instaurant ainsi un état d’ischémie/reperfusion. Ceci
résulterait en un stress oxydatif suite a la diminution de la concentration d’oxygéne, en
particulier au niveau de la mitochondrie, ou I'oxygene est I'accepteur final des électrons
libérés par la chaine respiratoire. De cette fagon, au moment de la reperfusion, la grande
quantité d’électrons accumulée lors de I’hypoxie entre en contacte avec I'oxygéne arrivant,
entrainant ainsi une forte production d’0,”. De la méme facon, I'ischémie/reperfusion
générerait un stress oxydatif via I'augmentation de la synthése de I’holoenzyme xanthine
déshydrogénase/xanthine oxydase. Celle-ci est convertie en xanthine oxydase qui
transforme la xanthine et I’hypoxanthine en acide urique en produisant 0," [265;277].
L'implication du placenta dans I'état oxydatif de ces patientes est supporté par le
fait que, lorsqu’issu d’une grossesse avec prééclampsie, il présente un stress oxydatif
important. De fait, la peroxydation lipidique [223], les isoprostanes [278], |a nitrotyrosine
(marqueur de la nitration des protéines par le peroxynitrite) et I'activité de la xanthine
oxydase [279] sont augmentées dans les placentas de grossesses prééclamptiques.
Cependant, les études sur la capacité antioxydante placentaire ne rapportent pas
nécessairement de différences entre les placentas de grossesses normotensives et avec
prééclampsie [280;281]. Le fait que la capacité antioxydante ne soit, au moins en partie, pas
modifiée dans les placentas de femmes atteintes de prééclampsie pourrait expliquer I’état
de stress oxydatif observé chez ces patientes, étant donné le déséquilibre instauré entre les
mécanismes pro- et antioxydants. Cependant, la raison/origine de I'établissement du stress

oxydatif reste encore a déterminer.

6. Hypotheses et objectifs de I'étude

Le fait que le placenta soit dénué d’innervation autonome [21] implique que le

tonus vasculaire placentaire est sous le controle de facteurs humoraux et tissulaires. En

effet, de nombreux stimuli vasoactifs tels que les prostanoides, I’'ET-1, la sérotonine, le KCl,
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I’angiotensine Il et le NO, ont été rapportés pour agir sur les vaisseaux placentaires, que ce
soit en les contractant ou en les dilatant [16;27;30;33]. Parmi ceux-ci, les prostanoides
semblent étre les stimuli les plus puissants dans la circulation foeto-placentaire puisque le
mimétique de la TXA,, 'U-46619, peut augmenter la pression de perfusion de presque 200
mmHg dans les cotylédons placentaires perfusés, alors qu’on observe des augmentations
d’environ 40 mmHg avec la sérotonine et de 100 mmHg avec I'ET-1 et le KCl [27]. De plus,
avec la TXA,, par rapport aux autres, on observe des réponses a faibles concentrations, de
I’ordre des concentrations circulantes de ces substances pouvant produire 15 a 20% de la
réponse maximale. Malgré tout, les études réalisées jusqu’ici ne nous permettent pas
encore d’assurer l'identité des substances réellement impliquées dans la régulation du
tonus vasculaire placentaire humains. D’autre part, les enzymes responsables de la synthése
des prostanoides, COX-1 et COX-2, sont présentes et actives dans les membranes foetales
[208] et le placenta humain [282]. De méme, il a été montré que la thromboxane synthase
était présente dans plusieurs types cellulaires des villosités placentaires, du cordon ombilical
et des membranes foetales humaines [283]. Bien que ces observations ne nous permettent
pas de confirmer le rbéle des prostanoides dans la fonction placentaire, elles laissent
suggérer qu’elles sont impliquées a un quelconque niveau dans celle-ci.

Comme les prostanoides, le NO fait partie des substances vasoactives qui sont
produites par le placenta, ce qui laisse suggérer que lui aussi est important dans le maintien
de la fonction placentaire [246-248], bien que son rdle ne soit pas encore clairement défini.
De plus, en réagissant avec O,”, NO initie la production de ONOO’, un puissant agent
radicalaire pouvant avoir des effets déléteres sur les cellules [273]. Bien que sa fonction ne
soit pas encore bien définie, I'implication du NO dans l'initiation d’un stress oxydatif
souligne I'importance de clairement déterminer son réle dans la fonction placentaire.

D’autant plus, la prééclampsie, qui touche encore 5 a 7% des grossesses et qui reste
a I'heure actuelle une des causes les plus importantes de morbidité et mortalité foeto-
maternelles, s’accompagne d’un état de stress oxydatif important [273-276]. Les produits du
stress oxydatif ont, entre autres, été rapportés pour avoir des actions vasoactives dans
différents lits vasculaires [257-263], mais aussi pour oxyder I’AA et ainsi former des

isoprostanes [114;115], elles aussi, capables d’actions vasoactives [190;193]. Le stress
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oxydatif placentaire a été mis en évidence chez les patientes atteintes de prééclampsie

grace a la mesure de biomarqueurs spécifiques tels que les isoprostanes [223;278;279].

Ainsi, le recoupement des informations collectées jusqu’a présent nous pousse a
faire les trois hypothéses suivantes : 1) les prostanoides et le NO font partie des molécules
endogénes impliquées dans le controle du tonus vasculaire placentaire, 2) la réponse aux
isoprostanes dans les vaisseaux placentaires de grossesse avec prééclampsie est modifiée
en raison des effets du stress oxydatif et 3) l'induction d’un stress oxydatif placentaire

entraine une réponse vasoactive par activation de la voie du métabolisme de I’AA.

Pour vérifier ces hypotheses, nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

> Pourla premiére :

- Mesurer les effets du mimétique de la TXA,, 'U-46619, et de la 8-isoPGE,, une
isoprostane, sur la pression de perfusion dans les cotylédons perfusés in vitro et
sur la tension dans les arteres chorioniques de placentas humains obtenus de
grossesses normotensives.

- Déterminer quels sont les récepteurs aux prostanoides impliqués dans ces
réponses grace a une étude pharmacologique utilisant des antagonistes des
récepteurs TP et EP.

- Evaluer les effets d’inhibiteurs non-sélectifs des COXs, Iibuproféne et
I'indométacine, sur la réponse a I’'U-46619 dans les cotylédons humains perfusés
in vitro. L'effet dun inhibiteur sélectif de COX-2, le N-(2-
Phenylethyl)indométhacinamide (N-2PIA), sera également évalué sur cette
méme réponse pour déterminer si la COX inductible est activée en réponse a
une augmentation de pression de perfusion.

- Déterminer l'implication du NO dans la régulation du tonus vasculaire en
mesurant les effets d’un inhibiteur de NOS, le N®-nitro-L-arginine méthyl ester
(L-NAME), sur la réponse a I'U-46619 dans les cotylédons et les artéres

chorioniques placentaires de femmes normotensives.
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» Pour laseconde :

Mesurer les réponses a I’'U-46619 et la 8-isoPGE,, dans les arteres chorioniques
placentaires humaines obtenues de grossesses normotensives et avec
prééclampsie aprés délivrance prématurée et a terme.

Déterminer si ces réponses évoluent avec I'age gestationnel et si elles sont
influencées par le mode de délivrance étant donné le fait que la prééclampsie

implique fréquemment des naissances prématurées et par césarienne.

> Pour la derniére:

Mesurer les effets de H,0, sur la réponse a I'U-46619 dans les cotylédons
perfusés in vitro et dans les artéres chorioniques de placentas humains issus de
grossesses normotensives.

Mesurer les effets de H,0, sur la pression de perfusion dans les cotylédons
perfusés et sur la tension dans les artéres chorioniques placentaires de femmes
normotensives.

Déterminer si ces réponses impliquent la voie des prostanoides via I'utilisation
d’un inhibiteur non sélectif des COXs, I'ibuprofene, et un antagoniste des

récepteurs TP, administrés séparément ou en combinaison.
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Abstract

As the placenta i1s devoid of autonomic innervation, umbilical-placental vascular tone
should be under the control of tissue and humoral factors. Among the numerous stimuli
capable of challenging the placental circulation, we propose that prostanoids could be
responsible for the regulation of placental vascular tone. Consequently, we measured
vasomotor responses to the thromboxane A, (TXA;) mimetic U-46619 and the
isoprostane 8-iso-prostaglandin E, (8-isoPGE,) in the human placental vasculature.
Placental tissues were collected from normotensive women after elective caesarean
delivery. Cotyledons were set up in a perfusion system, whereas chorionic arteries were
prepared as rings and installed in glass-jacketed tissue baths. The effects of U-46619 and
8-1s0PGE, were measured in the absence and presence of blockers of TXA, receptors
(TP), SQ29,548 and 1CI192,605, and of PGE, receptors (EP), AH6809. The influence of
nitric oxide (NO) was assessed with NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME). U-
46619 and 8-1soPGE, markedly increased perfusion pressure in cotyledons and tension in
chorionic arteries. Dose-response curves to both prostanoids were competitively shifted
to the right by all antagonists, but to different extents. L-NAME had no significant impact
on the dose-response curves to U-46619. The effects of U-46619 and 8-isoPGE, were
found to be mediated by both TP and EP. The presence of these receptors and the actions
exerted by their agonists support our postulate that prostanoids play an important
regulatory role in placental vascular tone and resistance. NO, however, does not seem to

be involved.

Keywords: Perfused cotyledon, Nitric oxide, Placental artery, Pregnancy
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Introduction

During normal pregnancy, increased heart rate, circulating volume, cardiac output
and renin-angiotensin-aldosterone system activity are associated with a paradoxical
decrease of blood pressure [1]. However, these cardiovascular modifications do not occur
in 5-7% of pregnancies, leading to a pathological state of hypertension, preeclampsia [2],
reinforcing the above-described paradox.

Preeclampsia is characterized by pregnancy-induced hypertension with
proteinuria. It is a major cause of foetal and maternal morbidity and mortality. The only
way to cure women manifesting this condition is the delivery of both the feetus and
placenta, which suggests that the placenta plays a capital role in the pathophysiology of
the disease. It is considered that in preeclampsia, trophoblast invasion of the endometrial
vessels is often shallow compared to normal pregnancy [3;4]. Oxidative stress [5] as well
as an imbalanced thromboxane A, (TXA;)/prostacyclin (PGI,) ratio in the maternal
circulation and placenta [6;7] are observed in preeclamptic women. Oxidative stress can
increase prostanoid production through direct oxidation of arachidonic acid, augmenting
isoprostane production [8].

The placenta is known to be devoid of autonomic innervation [9], indicating that
vascular tone is under the control of humoral factors that are not properly identified.
However, placental vessels respond to numerous vasoactive stimuli, including
prostanoids produced from arachidonic acid. The latter is converted to an endoperoxide
by cyclooxygenases and then anabolized in various prostaglandins (PGE,, PGI,, etc.) and

TXA;, [10]. TXA,, engaged in platelet aggregation, is a potent vasoconstrictor when
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acting on its receptors (TP). Thromboxane and isoprostanes are generated in placental
tissues, and their production increases in preeclampsia [11;12].

Isoprostanes are also known to act via prostanoid receptors, such as TP and EP
(receptor to PGE,) [13]. It has been documented that the isoprostane 8-isoPGE; is a more
potent and effective vasoconstrictor than 8-isoPGF,, isomer in the human umbilical vein
[14]. TP and EP receptors are present in the placenta [15;16]. When activated in the
vessels, TP elicit potent vasoconstriction [17-19], whereas responses due to EP
stimulation depend upon the receptor subtype activated. Indeed, there are 4 EP receptor
subtypes: EP; to EP4 [20]. EP, and EP4 induce vasodilatation through increased adenylate
cyclase activity. In contrast, EP; and EP; mediate vasoconstriction through increases of
phosphoinositol turnover and calcium mobilization or reduced adenylate cyclase activity
[16]. All these receptor subtypes are present in human placental villous tissue [16]. Such
observations make us believe that prostanoids are important in regulation of the
feetoplacental circulation.

Nitric oxide (NO) is well-known to participate in maintaining low vascular
resistance in the foetoplacental circulation. Its synthesis can be enhanced in human
umbilical vein endothelial cells when challenged by various agents, such as histamine
and fr-adrenoceptor agonists [21;22]. NO is derived from cellular L-arginine by NO
synthases (NOSs). Once released, NO activates soluble guanylate cyclase to yield cGMP,
which activates G phosphokinase to relax smooth muscle and then evokes vasodilatation.
During gestation, it has been reported that NO is produced in placental tissues, such as
the trophoblast and vascular endothelium [23]. Pregnancy is accompanied by heightened

oxidative stress brought on by elevated antioxidant enzyme activity [24]. In
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preeclampsia, imbalance between the production of reactive oxygen species, including
NO and superoxide anion (O;"), and the activity of antioxidant enzymes elicits significant
oxidative stress in the placenta [23]. When reacting to O,", NO is inactivated and
generates peroxinitrite anion, a powerful free radical [4]. Since NO is involved in
oxidative stress and since isoprostanes are the outcome of oxidative stress, it is important
to better understand how NO production is influenced in the placenta.

We hypothesized that substances, such as prostanoids (TXA,, isoprostanes) as
well as NO could be among the endogenous molecules involved in the control of
placental vascular tone. Since the mechanism regulating placental vascular tone in normal
pregnancy is not clearly established, in vitro perfused placental cotyledons and placental
chorionic arteries from normal pregnancies were investigated in the present study. Our
objectives were to: 1) measure the effects of a powerful TXA; mimetic (U-46619) as well
as an isoprostane (8-i1S0PGE,) on perfusion pressure and tension, 2) identify prostanoid
receptor type(s) involved in these responses with TP and EP antagonists, and 3) ascertain
the involvement of NO in the placental circulation with an inhibitor of NOS, NG-nitro-L-

arginine methyl ester (L-NAME).
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Materials and Methods
Tissue collection

Normotensive term (>36 weeks of amenorrhea) women, hospitalized at CHU
Sainte-Justine, were asked to participate in this study before delivery by giving their
informed consent to the use of their placenta. All experiments were performed on tissues
from healthy placentas after elective caesarean section. The placentas were collected
post-delivery, and brought to the laboratory for experimentation. The protocol was

approved by the Research Ethics Committee of the CHU Sainte-Justine.

Placental cotyledons

Placental cotyledons were perfused according to the method of Schneider et al.
[25] with modifications. Briefly, 2 chorionic arteries were isolated and cannulated with
polyethylene tubing (1.7 mm O.D.); the maternal side was not perfused. Krebs solution
with heparin was injected into each vessel to prevent further blood coagulation within the
cotyledons.

Two cotyledons were dissected, set up in parallel systems and perfused at a
constant flow rate of 4 mL/min with Krebs solution kept at 37°C and bubbled with a gas
mixture of 95% O, and 5% CO, to maintain pH at 7.4. Perfusion pressure was recorded
with a pressure transducer (TRNO050) connected to an amplifier (TRNOOS), both from
Kent Scientific Corporation (Torrington, CT, USA). The amplifier was connected to a
data acquisition recorder (BD 300, Kipp & Zonen, Delft, The Netherlands).

After 45-min recovery, vascular reactivity was tested with a bolus (0.1 mL) of

potassium chloride (KCI, 2 mol/L), followed by another 45-min recovery period. To test
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the presence and role of thromboxane (TP) and prostaglandin E, (EP) receptors,
responses to U-46619 and 8-isoPGE, were measured in the absence or presence of TP
(SQ29,548 (10 or 30 nmol/L) and ICI192,605 (3, 10 or 30 nmol/L)) and EP (EP;23)
blockers (AH6809 (3 umol/L)). U-46619 was used instead of TXA; because its half-life
is longer. The effects of the NOS blocker L-NAME (10* mol/L) on basal perfusion
pressure and vascular reactivity were assessed to study the influence of NO on vascular
relaxation.

Each blocker was infused in the perfusate with a syringe infusion pump (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, USA) at a flow of 0.4 mL/min in 1 of the 2 cotyledons, the
other receiving only the vehicle (Krebs). After approximately 30 min, and to reach steady
state, boluses (0.1 mL) of U-46619 or 8-i1soPGE; were given in increasing concentrations
(10” to 10 mol/L), and perfusion pressure variations were recorded. Only 1 antagonist

was tested per cotyledon.

Chorionic arteries

Chorionic arterial segments were isolated from a secondary branch of the
chorionic plate before their insertion in the parenchyma. Therefore, arteries were
carefully dissected and tested immediately or stored (24h) at 4°C in a Hepes-PSS solution
for experimentation the next day (storage of the arteries did not reduce vascular reactivity
to KCl, data available in annexe 1). Then, they were cut into 8 rings of 3-5 mm axial
length. The rings were hung isometrically in a 8-unit, glass-jacketed tissue bath system
(Radnoti Glass Technology, Monrovia, CA, USA) under 3g of passive tension [26].

Mpyotropic activity was recorded with a force displacement transducer (FT-03; Grass
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Instruments, Quincy, MA, USA) connected to a chart recorder (No. 7, Grass
Instruments,). Each ring was immersed in 15 mL of physiological solution (Krebs) pre-
heated to 37°C and bubbled with a gas mixture of 95% O, and 5% CO,. The values
obtained were converted to mN/mm, where 1 mN equalled 0.102g and “mm” represented
axial length of the ring x 2.

After 1-hr equilibration, during which tension was adjusted continuously to 3g
while the bathing solution was changed every 15 min, vascular reactivity was tested by
adding 60 mmol/L of KCI to each bath and tension was quantified for each artery. After
30-min recovery, stimulation was repeated until a stable response (difference between 2
consecutive stimulations <10%) was obtained.

After 45-min recovery, concentration-response curves to U-46619 (107 to 107
mol/L) and 8-isoPGE; (10” to 10 mol/L) were plotted in the absence and presence of
10* mol/L of L-NAME (only for responses to U-46619), of $Q29,548 (3, 10 and 30
nmol/L), of IC1192,605 (3, 10 and 30 nmol/L) or of AH6809 (3, 10 and 30 umol/L) to
establish the existence and role of TP and EP in chorionic arteries. We charted 1
concentration-response curve per arterial segment.

In these experiments, “n” represents the number of placentas which were used
rather than the global number of rings used. Briefly, since the maximal number of groups
for one experiment was 4 (1 control group and 1 experimental group for each
concentration of the antagonist used), each group could be represented more than once
depending on the vascular reactivity of the arteries. Then, for each placenta, arterial rings

from a same group were pooled to obtain a mean value for that specific group.



69

Drugs and chemicals

U-46619, AH6809, SQ29,548, 8-isoPGE, and L-NAME were purchased from
Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, USA), and ICI192,605 from Tocris Cookson, Inc.
(Ellisville, MO, USA). Drug concentrations were chosen according to previous work and
the literature in which they have been shown to be efficient [13;18;27;28]. Krebs solution
was prepared with: 118 mmol/L NaCl, 1.18 mmol/L MgSOy, 1.18 mmol/L KH,POy, 2.5
mmol/L CaCl,, 4.65 mmol/L KCI, 25 mmol/L NaHCOs3 and 5.55 mmol/L dextrose, pH
7.4. NaCl and MgSO4 were obtained from Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canada), KClI,
KH,PO4 and NaHCO; were procured from Fisher Scientific (Ottawa, ON, Canada),
dextrose was bought from J.T. Baker Chemicals (Phillipsburg, NJ, USA), and CaCl was

supplied by EMD Chemicals (Gibbstown, NJ, USA).

Statistical analysis

Dose-response curves were analyzed by computer fitting with nonlinear
regression (Prism 4, GraphPad, San Diego, CA, USA) to assess the dose (EDsg) or
concentration (ECsp) producing 50% of the maximum response and the maximum
response (Emax). Agonist sensitivity was quantified with the negative logarithm of EDsg
or ECsy (pD2) while E . served as an index of responsiveness. To compare the effects of
2 different antagonists, the dose ratio was calculated and defined as: EDs (or ECsp) in the
presence/EDsy (or ECsp) in the absence of the antagonist. All values are expressed as
mean + SEM. Multiple comparisons of mean sensitivity or En,x were undertaken with
analysis of variance (ANOVA), followed by Dunnett’s test to compare the effect of

blockers to the respective controls. Single comparisons were made with Student’s
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unpaired T test for 2 groups (graphs with only 2 curves). Differences were considered

significant at <5% probability error (p<0.05).
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Results
U-46619 and 8-isoPGE) effects on the human placental vasculature

We measured the effects of the powerful TXA, mimetic U-46619, and the
isoprostane 8-i1S0OPGE,, on placental vascular tone in perfused cotyledons and
isometrically-isolated chorionic arteries.

Figure 1 reveals that U-46619 and 8-isoPGE, are potent vasoconstrictors in both
cotyledons and arteries. Indeed, the 2 agonists markedly increased perfusion pressure in
cotyledons (Fig. 1A: Epnax 185 £ 6 mmHg for U-46619 and 210 £ 13 mmHg for 8-
1so0PGE,) and tension in chorionic arteries (Fig. 1B: Epax 4.3 = 0.2 mN/mm for U-46619
and 4.8 + 0.2 mN/mm for 8-isoPGE;). However, the placental vasculature was
significantly less sensitive to 8-isoPGE, than to U-46619 in both preparations (Table 1;

Student’s T test).

U-46619 and 8-isoPGE> actions on TP

We measured the effects of the 2 prostanoids on the placental circulation in
cotyledons and chorionic arteries in the absence and presence of TP antagonists
(5Q29,548 and 1C1192,605). When challenged with SQ29,458 (Fig. 2), responses to U-
46619 and 8-i1soPGE, were significantly shifted to the right in a competitive manner,
demonstrating decreased sensitivity of tissue preparations to the agonists. While the TP
antagonist was significantly effective only at 30 nmol/L (1-way ANOVA) when
challenging responses to U-46619 in cotyledons (Fig. 2A), it showed significant variation
at 10 nmol/L on responses to 8-isoPGE, in cotyledons (Fig. 2B) (1-way ANOVA). In

arteries, decreased sensitivity to U-46619 (Fig. 2C) was progressive with escalating
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agonist concentrations (Table 1), and although significance was not apparent at 3 nmol/L,
it was reached at 10 and 30 nmol/L (1-way ANOVA).

To confirm these observations, we tested the effects of another selective TP
antagonist ICI192,605. Figure 3 illustrates that the dose-response curves to U-46619 (Fig.
3A) and 8-isoPGE, (Fig. 3B) in cotyledons were significantly shifted to the right in a
competitive manner in the presence of ICI192,605 (1-way ANOVA). In chorionic
arteries, sensitivity to U-46619 (Fig. 3C) and to 8-i1soPGE, (Fig. 3D) was significantly
decreased in the presence of the TP antagonist (1-way ANOVA). ICI1192,605 seemed to
be more powerful than SQ29,548, since, at 10 nmol/L, it significantly shifted the dose-
response curve to U-46619 in cotyledons to the right (p<0.01; dose ratio: 48), while
SQ29,548 did not (n.s.; dose ratio: 1.8) (Table 1). These observations indicate that TP are
present in the human placental vasculature and that both prostanoids studied target these

receptors to exert their vasoconstrictor effect.

U-46619 and 8-isoPGE) actions on EP

To determine if these prostanoids act via other prostanoid receptors, we tested the
impact of AH6809, an EP blocker, on responses to U-46619 and 8-isoPGE,. In
cotyledons, AH6809 significantly shifted the dose-response curves to U-46619 (Fig. 4A)
and 8-isoPGE; (Fig. 4B) to the right in a competitive manner (Student’s T test) and with
similar effectiveness (dose ratio: 4.76 for U-46619 vs. 3.42 for 8-isoPGE,; Table 1). In
chorionic arteries, sensitivities to the TXA, mimetic (Fig. 4C) and the isoprostane 8-

1soPGE; (Fig. 4D) were decreased progressively by increasing antagonist concentrations
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(1I-way ANOVA; Table 1). These results suggest that EP occur in human placental
vessels and are targeted by the 2 agonists to exert their effects.

On another hand, when AH6809 was added with 1CI192,605, inhibition of the
response to U-46619 was not stronger than when ICI192,605 was used alone in the
cotyledons (Fig.5A). This specific result would insinuate that in these vessels, EP and TP

act through the same signalling pathway.

NO effects on human placental vessels

We evaluated the response to U-46619 in the absence and presence of the NOS
inhibitor L-NAME to ascertain the role of NO in the human placental circulation. The
results in Figure 5B-C illustrate that NOS inhibition did not induce any modification of
the dose-response curve to U-46619 in cotyledons (Fig. 5B) as well as in chorionic
arteries (Fig. 5C). Indeed, neither E .« (175 £9 mmHg in the cotyledon control group vs.
192 £ 10 mmHg in the cotyledon L-NAME group, and 4.8 £ 0.3 mN/mm in the artery
control group vs. 4.5 £ 0.2 mN/mm in the artery L-NAME group) nor pD, (Table 1) was
significantly altered in presence of L-NAME. Moreover we did not see any influence of
L-NAME on basal perfusion pressure (data not reported). These observations indicate

that NO is not a major player in these placental vessels.
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Discussion

With the placenta being devoid of autonomic innervation [9], the mechanisms by
which placental vascular tone is controlled need to be elucidated. For this reason, we
wanted to characterize the effects of prostanoids and the receptors involved in these
responses. Simultaneously, we measured the role of NO in the vascular tone of functional
human placental units and chorionic arteries.

In our study, prostanoids, such as U-46619 and 8-isoPGE,, were shown to
markedly raise perfusion pressure in human placental cotyledons as well as tension in
chorionic arteries. Furthermore, the dose-response curves of these prostanoids were
significantly shifted to the right by the TP and EP blockers SQ29,548, 1C1192,605 and
AH6809 in cotyledons and arteries, indicating that both U-46619 and 8-isoPGE, exert
their vasoconstrictor effects through both TP and EP. On the other hand, responses to U-
46619 were not altered in the presence of L-NAME. Thus, prostanoids, but not NO, are
thought to be involved in the regulation of placental vascular tone.

The present results demonstrated potent vasopressor effects of the TXA, mimetic
U-46619 and isoprostane 8-isoPGE, in perfused human placental cotyledons and isolated
human chorionic arteries, reinforcing previous findings of significant vasoconstrictor
outcomes of these substances in isolated small chorionic arteries [29] and the umbilical
vein [14;18] and artery [30]. Moreover, even if it is less potent than U-46619, the
isoprostane 8-i1S0OPGE, exerts a pressor action in cotyledons with low doses (nmoles), i.e.
concentrations lower than those observed in placenta [31]. These data also demonstrate
that, at least in the placental circulation, isoprostanes act via prostanoid receptors in a

non-selective manner.



75

IC1192,605 and SQ29,548 have been described as competitive antagonists of TP
in various tissues, such as the human umbilical artery [19] and vein [18] and the non-
pregnant porcine myometrium [32], whereas AH6809 exerts a competitive antagonist
action on 8-1s0PGE, responses in the porcine pulmonary vasculature [33], as well as in
the human pulmonary vein on responses to 17-phenyl-PGE,, an EP agonist [34].
Although Boersma et al. [19] did not report EP; and EP3 in the human umbilical artery,
various prostanoid receptors (FP, TP, EP;, EP,, EP3;, DP and IP) have been encountered
in the human uterus [35], and TP have been observed in the human placenta [15;36]. In
the present study, we determined that TP and EP blockers significantly decreased
sensitivities to prostanoids, demonstrating that they exert competitive antagonist effects
towards the isoprostane and the thromboxane mimetic in human placental cotyledons.
Furthermore, our results are in agreement with previous findings that these prostanoid
receptors (TP and EP) occur in the human feetoplacental vasculature [15;16;18;19;36].
These observations support the concept that prostanoids are deeply involved in vascular
placental regulation during pregnancy. Moreover, we noted that TXA, and 8-isoPGE, did
not act selectively on their own receptors but that they simultaneously activated at least 2
types of prostanoid receptors. The non-selectivity of prostanoids for their receptors has
been reported, especially for isoprostanes. Indeed, 8-1soPGE; and 8-isoPGF,, were found
to act via TP in the human umbilical artery [30] and vein [14]. However, Sametz et al.
[13] established that while 8-isoPGE, activates TP and EP;, U-46619 and 8-isoPGF,
target TP only in the rat gastric fundus and guinea pig ileum. Alternatively, our results
suggest that the antagonists were not totally selective for their receptor types. In support

of this interpretation, Tang et al. [37] proposed that the antagonistic effect of AH6809 on
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U-46619 responses could be limited to some partial antagonist activity on TP in
spontaneously hypertensive rat aortas. It has also been reported that AH6809 could have
low affinity for other prostanoid receptors, such as DP and TP receptors [20;38]. On
another hand, the fact that the TP and EP blockers used together did not show a stronger
inhibition of the response to U-46619, compared to the inhibition observed with the TP
blocker alone, could be explained by the fact that, in the human placental vessels, EP and
TP activate the same signalling pathway to contract the smooth muscle. Consequently, if
one of these two receptors is activated, activation of the second receptor won’t change the
cellular response since the signalling pathway would already be engaged. To our
knowledge, no similar experiment has been done in the human placental vessels.
Furthermore, this study show negligible effects of L-NAME, a NO synthase
inhibitor, on responses to U-46619 in cotyledons and chorionic arteries, but did not
obtain statistical significance. These observations indicate that in our experimental
conditions, there was no basal NO production to help regulate vascular tone in the
placenta. However, Myatt et al. [39] reported that, although they did not detect any effect
in the absence of the vasoconstrictor, NO donors induced vasodilatation of the
feetoplacental vasculature when pre-contracted with U-46619. It has also been
demonstrated that L-NAME can significantly increase perfusion pressure in pre-
contracted, perfused human cotyledons [40]. Differences between the results of these
authors and ours could be explained by the fact that they observed some NO effects on
already-contracted cotyledons, whereas we did not succeed in preventing contractions
induced by exogenous vasoconstrictors with the NOS inhibitor. This suggests that

inducible NOS (iNOS) could be responsible for the findings of Myatt et al. [40] and that
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pre-contraction of the experimental preparation could lead to iINOS activation. Buhimschi
et al. [41] have proposed that iINOS could be involved in high NO release in the uterus
and placenta, while endothelial NOS (eNOS) could induce global vasodilatation and
decrease the responsiveness to vasoconstrictors seen during pregnancy. Furthermore, L-
NAME was reported to be more powerful in inhibiting eNOS than iINOS [41].
Altogether, these considerations indicate that NO could be released by iNOS in our
preparations, but the L-NAME effect on this specific enzyme would not be sufficient to
change the response to U-46619. Many natural agents, such as histamine [42], substance
P [43] and bradykinin [28], have been shown to evoke EDRF (known as NO or NO
adduct) release in different vessels. In human umbilical arteries, it has been established
that such substances cannot relax pre-contracted vessels, while sodium nitroprussiate
(SNP, a NO donor) can [43], suggesting that human umbilical arteries are sensitive to NO
but not to EDRF. These authors proposed that the human umbilical artery is sensitive to
NO (through NO donors such as SNP), but that the EDRF produced in this vessel is
somewhat not “functional” and has to be converted to NO. The putative conversion
mechanism is believed to be absent in the placental circulation at the end of pregnancy
[43]. Nevertheless, NO involvement in the placental vasculature is controversial. Indeed,
Poston [44] reported that NO played a major role in maintaining low feetoplacental
vascular resistance, whereas Hampl et al. [45] obtained evidence that, even if it did
contribute to sustaining low vascular tone, NO did not seem to exert a key role in the
feetoplacental vasculature.

In summary, we demonstrated that TP and EP are present in the human placental

vasculature. It is also clear that, when acting through these receptors, the TXA, mimetic
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U-46619 and the isoprostane 8-isoPGE, are potent vasoconstrictors of human placental
vessels. These observations indicate that prostanoids are major players in the regulation
of human placental vascular tone and resistance, whereas NO does not appear to be

involved.
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Figure Legends

Figure 1: Effects of prostanoids on perfusion pressure and tension in placental vessels.
Global (all control groups pooled) dose-response curves to U-46619 (e) (n =20 and 37 in
cotyledons and arteries, respectively) and 8-isoPGE; (®) (n =32 and 20 in cotyledons and

arteries, respectively) in perfused human cotyledons (A) and chorionic arteries (B).

Figure 2: Effects of the TP blocker SQ29,548 on responses to prostanoids. Dose-response
curves (A) to U-46619 in the absence (o) (n = 10) and presence of 10 nmol/L (J) (n =
15) and 30 nmol/L (A) (n = 15) of SQ29,548 and (B) to 8-isoPGE; in the absence () (n
= 12) and presence of 10 nmol/L of SQ29,548 (Ld) (n = 12) in perfused human
cotyledons. Concentration-response curves (C) to U-46619 in the absence (o) (n = 10)
and presence of 3 nmol/L () (n = 10), 10 nmol/L (L) (n = 9) and 30 nmol/L (A) of

SQ29,548 (n =9) in chorionic arteries.

Figure 3: Effects of the TP blocker ICI192,605 on responses to prostanoids. Dose-
response curves (A) to U-46619 in the absence (o) (n = 10) and presence of 10 nmol/L
(O) (n = 10) and 30 nmol/L (A) of ICI192,605 (n = 10) and (B) to 8-isoPGE, in the
absence (e) (n = 12) and presence of 3 nmol/L (¢) of ICI192,605 (n = 12) in perfused
human placental cotyledons. Concentration-response curves (C) to U-46619 in the
absence (o) (n = 11) and presence of 3 nmol/L (¢) (n=11), 10 nmol/L (J) (n=11) and
30 nmol/L (A) (n = 10) of ICI192,605 and (D) to 8-isoPGE; in the absence (e) and
presence of 3 nmol/L (¢), 10 nmol/L (d) and 30 nmol/L (A) (n = 10 for each group) of

ICI192605 in chorionic arteries.



81

Figure 4: Effects of the EP blocker AH6809 on responses to prostanoids. Dose-response
curves (A) to U-46619 in the absence (¢) (n = 10) and presence of 3 umol/L (A) of
AH6809 (n = 10) and (B) to 8-1soPGE; in the absence (e) (n = 9) and presence of 3
umol/L (A) of AH6809 (n = 10) in perfused human placental cotyledons. Concentration-
response curves (C) to U-46619 in the absence (®) (n = 9) and presence of 3 umol/L (©)
(n=10), 10 pmol/L (O) (n = 10) and 30 umol/L (A) of AH6809 (n = 10) and (D) to 8-
isoPGE, in the absence () and presence of 3 umol/L (0), 10 umol/L () and 30 pmol/L

(A) (n =10 for each group) of AH6809 in chorionic arteries.

Figure 5: Effects of the combined EP and TP blockers (A) and of the NOS blocker L-
NAME on the response to U-46619 (B and C). Dose-response curve to U-46619 in the
absence () (n = 9) and presence () of AH6809 3 pmol/L combined with ICI192,605 10
nmol/L (n =9) (A). Dose- and concentration-response curves to U-46619 in the absence
(®) (n =10 for cotyledons and n = 7 for chorionic arteries) and presence ([1) (n= 11 for
cotyledons and 7 for chorionic arteries) of L-NAME 10” mol/L in perfused human

placental cotyledons (B) and placental chorionic arteries (C).
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Table 1

pD; values obtained for cotyledons and chorionic arteries of each group

Groups

pD; Cotyledons

pD; Chorionic arteries

Total control groups (Fig. 1)

U-46619
8-1soPGE,

9.70 + 0.07 (20)
7.77 +0.091t* (32)

7.96 +0.13 (37)
6.71 +0.051t* (20)

+5Q29,548 (Fig. 2)

U-46619

U-46619 + 3 nmol/L
U-46619 + 10 nmol/L
U-46619 + 30 nmol/L
8-1s0PGE,

8-1soPGE; + 10 nmol/L

9.59 +0.15 (10)

9.32 +0.14 (15)
8.77 + 0.14%** (15)
7.76 +0.07 (12)
7.15 + 0.06%** (12)

8.03 +0.08 (10)
7.87 +0.09 (10)
7.67 +0.09% (9)

7.25 + 0.09%** (9)

+ IC1192,605 (Fig. 3)

U-46619

U-46619 + 3 nmol/L
U-46619 + 10 nmol/L
U-46619 + 30 nmol/L
8-1s0PGE,

8-1s0PGE; + 3 nmol/L
8-1soPGE; +10 nmol/L
8-1soPGE; + 30 nmol/L

9.75 + 0.09 (10)

8.06 + 0.13%** (10)
7.64 + 0.19%** (10)
8.13+0.19 (12)
7.03 £ 0.17%%* (12)

7.69 +0.10 (11)
7.33+£0.09 (11)
6.75 + 0.15%** (11)
5.87 + 0.08*** (10)
6.76 = 0.06 (10)
6.32 = 0.06*** (10)
5.63 +0.09%** (10)
4.88 + 0.08%** (10)

+ AH6309 (Fig. 4)

U-46619

U-46619 + 3 umol/L
U-46619 + 10 umol/L
U-46619 + 30 pmol/L
8-1s0PGE,

8-i1soPGE, + 3 pmol/L
8-i1soPGE; + 10 pmol/L
8-i1soPGE; + 30 pmol/L

9.85 +0.09 (10)
9.17 £ 0.10%** (10)

8.05 £ 0.07 (9)
7.51 +0.10%** (10)

7.96 +0.21 (9)
7.46 +0.12* (10)
7.06 = 0.09%** (10)
6.44 £ 0.12%%*(10)
6.68 = 0.05 (10)
6.38 = 0.05%** (10)
5.93 +0.05%** (10)
5.15 +0.05%** (10)

U-46619 (Fig.5)

9.76 £ 0.07 (9)

U-46619 + AH6809 + IC1192,605
U-46619 — L-NAME (Fig. 5) 9.62 +0.11 (10) 7.88+0.19 (7)
U-46619 + L-NAME 9.67+0.12 (11) 8.10+0.23 (7)

8.31 +0.12 (9)***

* p<0.05, ***p<0.001 for values compared to their respective controls, *""p<0.001 for
values compared to the U-46619 group presented in Figure 1. N values for each group are
in parenthesis.
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Abstract

Placental circulation is devoid of autonomic innervation. Therefore, placental vascular tone should be
controlled by local influences. Circulating substances such as isoprostanes and thromboxane A,
(TXA;) are believed to be part of the endogenous vasoactive stimuli of the placental vascular tone.
Preeclampsia is a pregnancy-related human disease associated with poor uteroplacental perfusion
and oxidative stress. We hypothesized that responses to isoprostanes, generated by radical attack on
arachidonic acid, could be altered in placental chorionic arteries from preeclamptic women. Effects
of the isoprostane, 8-isoprostaglandin E, (8-isoPGE;), and of U-46619, a TXA, mimetic, were
measured in chorionic arteries of placentas from normotensive (NT) and preeclamptic (PE)
pregnancies, and after term and preterm and vaginal or caesarean section deliveries. Artery rings
were set-up in isolated organ bath to measure isometric contractions to the above mentioned
vasoconstrictors. Although arteries were less sensitive to 8-isoPGE, than U-46619, both drugs
markedly increased tension in the isolated arteries. Maximal responses to U-46619 were increased in
both preeclampsia and preterm delivery, whereas the ones to 8-isoPGE, were decreased in the
disease but increased in preterm delivery. Baby weight was significantly reduced in preeclampsia,
while gestational age was not affected by the disease. Mode of delivery had no effect on the
responses to the prostanoids. As well, gestational age and birth weight were not different between
babies born vaginally and those born by caesarean section. Our results support the hypothesis that
responses to prostanoids in the human chorionic arteries are altered in placentas from PE women,
suggesting an abnormal vascular reactivity in PE placentas. Moreover, increased responses to
prostanoids in the preterm groups suggest some progressive regulation of vascular reactivity
throughout pregnancy. However, placental prostanoids did not seem to be involved in the process of

delivery.

Keywords: placental arteries, preeclampsia, preterm delivery, isoprostane, U-46619.
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Introduction

Preeclampsia is a human pregnancy-related disease occurring in 5-7% pregnancies. Together
with intra-uterine growth restriction (IUGR), they constitute the major causes of maternal and foetal
morbidity and mortality. Pregnancy is normally characterised by decreased blood pressure. This
appears paradoxical in face of accompanying increases in blood volume, heart rate, cardiac output
and renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) [1]. In preeclampsia, these hemodynamic changes
do not take place. Indeed, patients specifically present pregnancy-induced hypertension and
proteinuria.

In 2000, Walsh et al. [2] demonstrated that preeclampsia is associated with oxidative stress
and lipid peroxidation. Furthermore, isoprostanes (oxidized prostanoids) production and the
thromboxane A, (TXA,)/prostacyclin (PGl,) ratio were shown to be increased in the maternal blood
and placenta of preeclamptic women [2;3]. Moreover, endothelial dysfunction [4] and shallow
trophoblast invasion of the maternal spiral arteries were demonstrated as being representative of
the disease [5]. Despite numerous studies, causes of preeclampsia are still unknown and, so far,
there is no pharmacological treatment to cure the syndrome. Nevertheless, delivery of both the
feetus and placenta usually leads to spontaneous resolution of the symptoms. This supports a central
role of the placenta in the genesis of the disease. Unfortunately, when the clinical manifestations of
the disease are exacerbated, there is a need to immediately stop pregnancy, leading sometimes to
premature births.

Walker and McLean [6] have demonstrated that placental and umbilical vessels are devoid of
autonomic innervation. Consequently, humoral and tissue factors should be the regulators of
umbilicoplacental vascular tone. Indeed, it is well accepted that placental circulation is able to
respond to various vasoactive stimuli such as prostanoids. It was recently reported that U-46619, a
potent TXA, mimetic, and isoprostane 8-isoPGE, induce concentration-dependent constrictions in
human placental chorionic arteries and increase in pressure in perfused human placental cotyledons
[7]. Moreover, 8-isoPGE, and 8-isoPGF,, have been shown to have vasoconstrictor effects in human
umbilical vein [8] and artery [9]; the former isoform being much more potent than the latter
(Bertrand and St-Louis, unpublished observation).

Prostanoids are products of arachidonic acid that is converted to prostaglandin
endoperoxides by cyclooxygenases, and then transformed in various prostaglandins (PGl, PGF,, and
PGE,) and TXA,; the latter being a potent vasoconstrictor and activator of platelet aggregation.
Isoprostanes also derive from arachidonic acid but are non-enzymatic products, since they result
from lipid peroxidation following radical attack [10]. Isoprostanes are considered markers of

oxidative stress [11], an imbalance between reactive oxygen species and protective antioxidant
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mechanisms. Prostanoids also seem to be widely involved in labour onset [12-14] and isoprostanes
have been shown to be increased in umbilical blood of preterm compared to term newborns [15].
These observations suggest that prostanoids are presumably of significant importance for the
regulation of fetoplacental circulation.

On another hand, normal pregnancy is associated with increased lipid peroxidation, balanced
by increased antioxidant capacity. However, in preeclampsia, these protective responses are not
increased, causing oxidative stress [16]. The latter can damage placental functions by altering
trophoblast differentiation and proliferation, increasing trophoblast apoptosis and decreasing
angiogenesis and vascular reactivity in the placenta (reviewed in [17]).

In this study, we postulate that, if preeclampsia is associated with some radical attack,
responses to isoprostanes will be altered in the placental arterial circulation. Then, we measured the
vasoconstrictor effects of both 8-isoPGE, and U-46619 in the human placental chorionic arteries
obtained after normotensive and preeclamptic pregnancies, each terminating in term and preterm
deliveries. Furthermore, prostanoids being involved in labour onset, we also investigated the

influence of delivery mode (vaginal or caesarean section) on the responses to both vasoconstrictors.
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Materials and Methods
Tissue collection

The protocol was approved by the Ethics Committee of the CHU Sainte-Justine. Selected
patients were requested to sign written consent to allow our team to use tissues of their placenta. 80
placentas were obtained at term (> 35 weeks of amenorrhea) or preterm (< 34 weeks of
amenorrhea) delivery after normotensive or preeclamptic pregnancies. Patients with preeclampsia
were selected according to the following criteria: blood pressure > 140/90 mm Hg, proteinuria > 0.3
g/L, no history of hypertension before pregnancy, and resolution of hypertension and proteinuria in
the postpartum period. Normotensive patients were selected on the basis of the following criteria:
normal blood pressure before, during and after pregnancy, no proteinuria and no cedema. Preterm
deliveries were due to unexplained labour, rupture of membranes or severe preeclampsia needing
pregnancy cessation.

Placentas were first separated in vaginal or caesarean section and in term or preterm
delivery, from normotensive (NT) or preeclamptic (PE) pregnancy, making eight groups to observe
(Table 1). NT term pregnancies, vaginal or caesarean section, were considered the reference control
groups. Each placenta was obtained immediately after delivery and chorionic arterial tissues were
isolated within the next hour. The arteries were either used immediately for experimentation or
exceptionally stored at 4°C and used within the next 24 hours (no significant difference in reactivity
was observed between placental arteries used immediately and after 24 hours storage, data not
shown).

Chorionic arterial segments were isolated from a secondary branch of the chorionic plate
before their insertion in the parenchyma. Arteries were carefully dissected and cut into 8 rings of 3-5
mm axial length. Rings were isometrically suspended in individual glass-jacketed tissue baths
(Radnoti Glass Technology, Monrovia, Ca, USA) under 3g passive tension [18]. Myotropic activity was
recorded with force displacement transducers (FT-03; Grass Instruments, Quincy, MA, USA)
connected to a chart recorder (Grass Instruments, N°7). Each ring was immersed in 15 mL of
physiological solution (Krebs) preheated at 37°C and bubbled with a gas mixture of 95% oxygen and

5% carbon dioxide to maintain pH at 7.4.

Experimental procedures
During the first hour of experimentation, equilibration was performed by continuously
adjusting tension to 3 g and changing the bathing solution every 15 min. Then, arterial segments

were challenged with 60 mmol/L potassium chloride in order to test the vascular reactivity.
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Developed tension was recorded for each ring. After 30-min recovery, stimulation was repeated until
a stable response was obtained (difference between 2 consecutive stimulation < 10%).

After 1-h recovery, cumulative concentration-response curves to 8-isoPGE, (10° mol/L to 10°®
mol/L) and U-46619 (10° mol/L to 10° mol/L) were then performed on the rings, half of them
receiving the isoprostane and the others receiving U-46619. Responses were then averaged for each

“, n

group, “n” representing the mean results of the different arterial segment of the same placenta.

Drugs and chemicals

U-46619 and 8-isoPGE, were purchased from Cayman Chemicals (Ann Arbor, M,
USA). Prostanoid concentrations were chosen according to previous work [7]. The Krebs solution
used in this study contained: 118 mmol/L NaCl, 1.18 mmol/L MgS0,, 1.18 mmol/L KH,PO,, 25
mmol/L NaHCO;, 2.5 mmol/L CaCl, 4.69 mmol/L KCl and 5.5 mmol/L dextrose. NaCl and MgSO, were
bought from Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canada), KCl, KH,PO,; and NaHCO; were obtained from
Fisher Scientific (Ottawa, ON, Canada), dextrose was supplied by J.T. Baker Chemicals (Phillipsburg,
NJ, USA), and CaCl was procured from EMD Chemicals (Gibbstown, NJ, USA).

Statistical analysis

Contractile responses were measured in gram tension and transformed in mN/mg tissue wet
weight (1 mN = 0.102g). Concentration-response curves were analyzed using nonlinear regression
(Prism 4, GraphPad, San Diego, CA, USA) to determine the concentration producing 50% of the
maximum response (ECsg) and the maximum response (Enax). Sensitivity of the agonists was
determined as the negative logarithm of ECsy (pD.), while Enac was indicative of tissue
responsiveness. All values are expressed as mean * standard error of the mean (S.E.M.). Multiple
comparisons of the mean sensitivity or responsiveness were performed with 2-ways ANOVA followed
by Bonferroni’s multiple comparison tests. Single comparisons were made using Student’s T test

when appropriate. Differences were considered significant when reaching < 5% probability (p < 0.05).
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Results
Baby weight and gestational age

Placentas were obtained from 41 normotensive and 39 preeclamptic women (Table 1). For
each group, baby weight and gestational age were similar for both vaginal and caesarean section
deliveries (Table 1; Student’s T test). Data of baby weight and gestational age from vaginal and
caesarean section deliveries were then pooled to evaluate the effect of preeclampsia. As expected,
gestational age and baby weight were significantly lower for preterm delivery when compared to
their respective controls (Table 2; 2-way ANOVA). Preeclampsia was significantly associated with
decreased baby weight (Table 2; p<0.001, 2-way ANOVA). 2-way analysis of variance did not reveal
any effect of preeclampsia on gestational age. Nevertheless, there was some interaction (p<0.0006)
indicating that the difference in gestational age of PE and NT pregnancies was greater in the term
groups compared to preterm ones. This result, which was confirmed by post-hoc Bonferroni test,

could explain why PE infants were smaller than NT ones.

Responses to U-46619 and 8-isoPGE,

We measured the contractile effects of both U-46619 and 8-isoPGE;, on the human placental
chorionic arteries of NT and PE term and preterm women in the two different modes of delivery.
Figure 1 shows the results obtained for U-46619 in which important rises in tension in chorionic
arteries were observed in response to the agonist. There was no difference in response to U-46619
(Emax and sensitivity) between placentas obtained after vaginal or caesarean section delivery.
Responses to the isoprostane are presented in figure 2. Again, there was no difference in responses
of the chorionic arteries to 8-isoPGE; in each group for placentas obtained from caesarean section or
vaginal delivery. That is why the pharmacologic parameters were pooled for further analysis.
However, it was observed that chorionic arteries were significantly more sensitive to U-46619 than to
8-isoPGE, (p<0.001; Student’s T test). Moreover, E... for both vasoconstrictors were similar in
magnitude only in the NT term groups. Maximal responses were lower for 8-isoPGE, than U-46619 in
all other groups (Table 3).

Figure 3A and Table 3 (upper part) present the results obtained for U-46619 in the 4 groups
of placentas studied. As shown on the table, sensitivity of the chorionic artery rings to the agonist
was similar in all 4 groups. However, two way analysis of variance revealed that maximum response
of the chorionic artery to U-46619 was increased in preeclampsia as well as preterm delivery (both
significant to p<0.001). Moreover, there was some interaction (p<0.0453) indicating that the increase
in maximum response to U-46619 was smaller in magnitude, compared to the corresponding term

group, in PE than in NT. This result was confirmed by post-hoc Bonferroni test.
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Figure 3B and Table 3 (lower panel) present the corresponding results for the isoprostane. In
Table 3, preeclampsia was associated with some decrease in affinity to 8-isoPGE,. Indeed, two way
analysis of variance revealed that sensitivity (pD,) to the agonist was almost significantly reduced in
both groups of preeclampsia (p<0.07). Opposite to what was observed for the thromboxane mimetic,
maximum response to the isoprostane was markedly reduced in preeclampsia (p<0.001, 2-way
ANOVA), while slightly but significantly increased in the preterm groups compared to term ones

(p<0.028, 2-way ANOVA). There was no interaction.
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Discussion

In this study, we wanted to evaluate if the reported increase of isoprostane
production by the placenta of preeclamptic women [2] would affect the blood vessels of that feetal
structure. To do so, we used placentas from 8 different clinical conditions: normal versus
preeclamptic pregnancies, coupled with term and preterm delivery by either caesarean section or
vaginal delivery. Our results revealed that the mode of delivery did not affect the myotropic
responses of the chorionic artery rings studied in vitro in response to the isoprostane, 8-isoPGE,, as
to the corresponding reference agonist, the thromboxane mimetic U-46619. Responses to the latter
agonist were increased in PE and in preterm delivery while they were markedly decreased by
preeclampsia for the isoprostane and slightly increased by preterm delivery. This confirms our
postulate that the response to placental arteries to isoprostane is altered in preeclampsia in a way
compatible with increased production of this type of substances possibly through the associated
radical attack.

Vessels studied here showed high responsiveness to the TXA, mimetic and the isoprostane
since vascular tension was strongly increased in presence of these drugs. Moreover, although
sensitivity to 8-isoPGE, was significantly below the one of U-46619, pD, values revealed biologically
significant sensitivity of human chorionic arteries to prostanoid products. These results are in
agreement with the one previously reported in which we showed that placental blood vessels from
normotensive pregnancy were highly responsive and sensitive to these substances [7]. Also, as for
the present observations, this previous study showed that chorionic arteries and perfused placental
cotyledons were significantly less sensitive to the isoprostane than to the thromboxane mimetic.

In the present study, preeclampsia appeared to alter responses to both prostanoids. Indeed,
maximal response to U-46619 was significantly increased in placentas obtained from PE women,
while maximal response to 8-isoPGE, was significantly reduced by the disease. In placental
resistance arteries (200-600 um diameter), Kwek et al. [19] also observed a reduction of the effect of
8-épiPGF,,, another isoprostane, in PE pregnancies. However, our data on the influence of
preeclampsia on the response to U-46619 do not fit with those reported by other investigators.
Indeed, it was reported either no significant effect on the responses of conduit (1.5-2.5 mm
diameter) and resistance (200-600 um diameter) human placental chorionic arteries [19], or
decreased maximal responses to U-46619 in perfused human placental cotyledons [20] and small
arteries from human chorionic placental plate [21]. This could be explained by differences in vessel
preparations and the methods used in each investigation. For example, Read et al [20] studied the
whole placental cotyledon, while Kwek et al. [19] used either vessels smaller than 600 um or bigger

than 1.5 mm in diameter and Wareing et al. [21] performed their experiments on vessels with resting
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internal diameter above 500 um. As well, Wareing et al. [21] used a gas mixture of 5% CO, in air
gassing (20% 0O,), while we and others used a gas mixture of 95% O, and 5% CO,. Consequently,
discrepancies observed between the studies could reflect some variation in prostanoid receptor
expression all along the placental vasculature, but also show that used gas mixture influences human
placental vessel reactivity. In this regard, effect of level of oxygenation on placental vessel reactivity
has been shown in human placental chorionic vessels, in which a 7% media oxygenation increased
both maximal arterial vasoconstriction and sensitivity to U-46619 compared to 20% oxygenation [22].

Such an effect of preeclampsia could be the consequence of a TP and EP receptor expression
regulation. Indeed, isoprostanes have been shown to be significantly elevated in placentas from
preeclampsia [2], and we have shown that 8-isoPGE, acts on EP and TP receptors in chorionic arteries
[7]. High concentrations of isoprostanes could produce down-regulation of the EP receptors, as
defense mechanism, leading to the observed decrease in response to 8-isoPGE, in the PE chorionic
vessels. Interestingly, in some cells such as HEK293 and human and mouse artery smooth muscle
cells, TP receptor activation brings reactive oxygen species generation leading to TP receptor up-
regulation [23]. Moreover, these authors reported that TP receptors are also activated by
isoprostanes which, once again, lead to receptor up-regulation. Moreover, in COS-7 cells, Valentin et
al. [24] observed that oxidative stress was responsible for maturation and stabilization of TP
receptors probably through translocation from the endoplasmic reticulum to the Golgi compartment.
These investigators then suggested that it may contribute in cases of oxidative stress to augment TP
receptor density in order to potentiate the vasoactive effects of isoprostanes in cardiovascular
diseases. These observations would suggest that in preeclampsia, oxidative stress could lead to TP
receptors up-regulation which could explain the increased response to U-46619 observed in this
study.

On the other hand, we observed that placental vascular reactivity evolves in the third
trimester of pregnancy. Indeed, maximal responses to the TXA, mimetic and the isoprostane were
significantly increased in placenta obtained after preterm delivery in both the NT and PE groups.
Unfortunately, studies on prostanoid placental vascular reactivity in preterm birth are lacking.
Nevertheless, it has been reported that isoprostanes are increased in umbilical blood of preterm
compared to term newborns [15]. Furthermore, Abad et al. showed that vascular reactivity to KCl
was decreased in human chorionic arteries procured after preterm delivery compared to those
obtained after term delivery [25]. These observations support the hypothesis of structural or
functional vascular evolution of placental vessels throughout pregnancies. Such an evolution could
reflect the changes in the foetus needs throughout gestation. Also, it suggests the importance of

keeping placental blood flow well regulated during pregnancy in order for the foetus to grow
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properly. This could explain why preeclampsia, in which the vascular reactivity is obviously disrupted,
was associated with decreased baby weight. This result is in agreement with reported studies
showing that the disease is associated with decreased birth weights [26;27]. However, this could be
due to a tendency of PE women to deliver sooner than NT ones, as shown here by the interaction
observed and as already reported by others [28]

Finally, this study did not reveal any effect of delivery mode on gestational age, baby weight
as well as responses to both prostanoids. To our knowledge, no study compared gestational age of
babies delivered vaginally and those delivered by caesarean section. Regarding birth weigth, Elter et
al. [29] reported that babies born by caesarean section were heavier than those born vaginally.
However, they also concluded that this could depend on populations and institutions and then, that
difference in birth weight would be negligible between babies delivered vaginally and those delivered
by ceesarean section. As well, lack of effect of delivery mode on vascular responsiveness to the
prostanoids is in agreement with the observations already made in arteries from human chorionic
plate in response to the thromboxane mimetic. Indeed, Mills et al. [30] did not show any effect of
delivery mode on the concentration-response curve to U-46619 in the human chorionic arteries.
Furthermore, Abad et al. [25] did not observe any effect of delivery mode on the human chorionic
reactivity to KCl. These results suggest that prostanoids are not involved in the process of delivery at
a placental level.

In summary, the present study demonstrated that preeclampsia, in addition to decreasing
baby weight, affected the responses to prostanoids in the human placental chorionic arteries. This is
supporting our postulate that responses to isoprostanes in these vessels are altered in preeclampsia
in a way compatible with increased production of these substances probably due to radical attack.
Moreover, it appeared that vascular reactivity to prostanoids seems to evolve throughout pregnancy,
possibly in order to fit the baby’s changing needs. Finally, delivery mode did not seem to be related
to baby weight or gestational age. As well, it did not affect responses to prostanoids, suggesting that

placental prostanoids are not involved during the process of delivery.
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Figure legends

Figure 1: Effects of the mode of delivery on the response to the TXA, mimetic in human placental
chorionic arteries. Concentration-response curves to U-46619 in the NT term (A) (n = 11 and 12 for
vaginal and casarean section delivery respectively) and preterm (B) (n = 9 for each group) and PE
term (C) (n = 12 and 6 for vaginal and caesarean section delivery respectively) and preterm (D) (n =9
and 12 for vaginal and caesarean section delivery respectively) placental arteries after vaginal (e) or

caesarean section (o) delivery.

Figure 2: Effects of the mode of delivery on the response to the isoprostane in human placental
chorionic arteries. Concentration-response curves to 8-isoPGE, in the NT term (A) (n = 11 for each
group) and preterm (B) (n = 9 for each group) and PE term (C) (n = 12 and 6 for vaginal and caesarean
section delivery respectively) and preterm (D) (n = 9 and 12 for vaginal or casarean section delivery

respectively) placental arteries after vaginal (®) or caesarean section (0) delivery.

Figure 3: Global effects of both prostanoids on tension in human placental chorionic arteries.
Concentration-response curves to U-46619 (A) and to 8-isoPGE; (B) in the NT term (®) (n = 23 and 22
for U-46619 and 8-isoPGE, respectively) and preterm (m) (n = 18) and PE term (o) (n = 18) and

preterm (0) (n = 21) placental arteries.
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Table 1

Baby weight and gestational age for the eight groups formed from the different placentas obtained.

Baby weight Gestational age
Groups (n) (grams) (weeks)
NT term 11 3622 + 158 39.4+0.4
Vaginal 12 3396+ 88 38.5+0.2
Caesarean
NT preterm
Vaginal 9 1614 + 16811 30.4+ 0.8
Caesarean 9 1735 + 1247t 31.1+1.17
PE term
Vaginal 12 2745 £ 252** 36.7 £0.5%*
Caesarean 6 2666 + 247 37.0x£0.6
PE preterm
Vaginal 9 1637 + 266111 32.3+0.6""
Caesarean 12 1201 + 58*** 31.3+0.5™"

*p<0.05 and **p<0.01 for values showing a significant effect of preeclampsia when compared to

Tt

their respective controls. """'p<0.001 for values showing a significant difference between the term

and preterm groups when compared to their respective control.
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2
Pooled means of baby weight and gestationaIT:gZIefor the NT and PE groups after term or preterm
delivery.
Baby weight Gestational age
Groups N
(grams) (weeks)
NT term 23 3498 + 88 38.4+0.3
NT preterm 18 1678 + 10177 30.7+0.6™"
PE term 18 2719 + 183*** 36.8+0.4
PE preterm 21 1387 + 1267 TTH** 31.7 047

***3<0.01 for values being significantly different in preeclampsia compared to NT. ""p<0.001 for

values being significantly different in preterm compared to term delivery.



110

Table 3
pD, and Emax values obtained for the normotensive and preeclamptic term and preterm groups for

both prostanoids.

Groups N pD, Emax
U-46619

NT Term 23 7.92£0.09 3.48£0.17
NT Preterm 18 7.95+0.07 4.63 +0.1911
PE Term 18 8.00£0.08 4,58 +0.18***
PE Preterm 21 7.93 £0.06 5.00 £ 0.187 T*%:x*
8-isoPGE;

NT Term 22 7.06 £ 0.08 3.03+0.21
NT Preterm 18 7.07 £0.08 3.78 £0.24"
PE Term 18 6.78+0.18 1.73 £0.29%**
PE Preterm 21 6.91+0.13 2.03 £0.23***

***p<0.001 being significantly different in preeclampsia compared to NT. Tp<0.05 and ""'p<0.001
being significantly different in preterm compared to term delivery. pD; is the negative logarithm of

the concentration required to produce 50% of the maximum response.
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Résumé

La circulation placentaire se contracte sous I'‘effet des prostanoides
vasoconstrictrices, telle la thromboxane A, (TXA,). Dans un placenta de grossesse avec
prééclampsie, le stress oxydatif est accru, le rapport TXA,/PGl, est augmenté et les réponses
aux prostanoides des vaisseaux sanguins placentaires sont modifiées. Nous formulons
I’hypotheése qu’un stress oxydatif placentaire exerce des actions vasoactives par activation
de la voie des prostanoides. Sur des placentas obtenus de grossesses normotensives a
terme, deux cotylédons ont été isolés et perfusés in vitro en parallele et la pression de
perfusion a été mesurée. Des anneaux d’artéres chorioniques ont aussi été suspendus dans
des bains a organe isolé pour mesurer les variations de tension. Les effets d’inhibiteurs des
cyclooxygénases (COXs), I'ibuproféne, I'indométacine et le N-2PIA, et ceux du peroxyde
d’hydrogene (H,0;), ont été mesurés sur la réponse au mimétique de la TXA,, I'U-46619. De
plus, les effets du H,0,, en présence ou non de xanthine oxydase (XO), ont été évalués en
I'absence ou en présence d’'un bloqueur des récepteurs de la TXA, et d’ibuprofene. Les
résultats n’ont révélé aucun effet des inhibiteurs des COXs ou du H,0; sur la réponse a I'U-
46619. En revanche, H,0, augmentait significativement la pression de perfusion et la
tension dans les cotylédons et les artéres chorioniques respectivement. La présence de XO
amplifiait I'augmentation de pression induite par H,0, dans les cotylédons. La réponse
maximale au H,0, était significativement inhibée en présence du bloqueur des récepteurs
de la TXA; et d’ibuproféne dans les deux préparations. Les effets de la combinaison des 2
bloqueurs n’étaient pas significativement différents de ceux observés avec l'ibuprofene
seul. Ainsi, les prostanoides vasorelaxantes, telle la prostacycline, ne semblent pas faire
partie des substances pouvant jouer la contrepartie dilatatrice dans la régulation du tonus
vasculaire placentaire. En outre, il apparait que l'induction d’un stress oxydatif dans le
placenta entraine une vasoconstriction par I'activation des COXs. Les résultats suggérent de
plus que les prostanoides libérées véhiculent leurs effets en partie par I'activation des
récepteurs de la TXA, Ces observations pourraient aider a expliquer la mauvaise perfusion

placentaire observée dans les placentas obtenus de grossesses avec prééclampsie.

Mots clés : Cotylédons placentaires, Artéres chorioniques, U-46619, prééclampsie.
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Introduction

Le placenta étant dénué d’innervation autonome [1], le tonus vasculaire placentaire
doit étre sous le contréle de facteurs humoraux et tissulaires. Le mimétique de la TXA,, I'U-
46619, et l'isoprostane 8-isoPGE, possedent de puissants effets vasoconstricteurs dans les

cotylédons et les arteres chorioniques placentaires humaines [2]. De plus, ces actions sont

véhiculées par les récepteurs TP a la TXA; et EP a la PGE,. Combinées au fait que la présence
d’enzymes productrices de prostanoides, telle la thromboxane synthase, ait été rapportée
dans le placenta [3], ces observations suggérent que les prostanoides sont importantes dans
le controle du tonus vasculaire placentaire.

En temps normal, les vaisseaux placentaires sont dans un état dilaté, ce qui permet
une meilleure perfusion placentaire. Bien que nous ignorions a I’heure actuelle quelles sont
les molécules dilatatrices impliquées dans cet état, il semble que le NO joue un role
important dans le maintien d’une faible résistance vasculaire. En effet, il apparait que dans
les petites artéres foeto-placentaires, une augmentation du flot engendre une dilatation des
vaisseaux résultant d’une libération de NO [4]. Cependant, I'utilisation du L-NAME, un
inhibiteur des enzymes productrices de NO, n’a pas permis de mettre en évidence I'action
du NO en réponse a une contraction importante des vaisseaux placentaires humains [2].
Ainsi, d’autres molécules doivent exercer le contrdle dilatateur sur le tonus vasculaire
placentaire. Dans une grossesse normotensive, le rapport TXA,/PGl, est de 1/1, alors qu'il
passe a 7/1 dans une grossesse avec prééclampsie [5]. La PGI, est une puissante prostanoide
vasodilatatrice. Elle pourrait donc jouer un réle dans la dilatation de la circulation
placentaire, ce qui supporterait encore plus un role pour les prostanoides comme molécules
endogenes responsables du contrdle du tonus vasculaire placentaire.

Lors d’'une grossesse normotensive, on observe une augmentation du stress oxydatif
qui est contrebalancée par une augmentation des défenses antioxydantes [6-8]. En
revanche, chez les patientes atteintes de prééclampsie, cet équilibre n’est pas atteint,
laissant les patientes sous un état de stress oxydatif augmenté [9-12]. On pense que ceci est
le résultat du mauvais remodelage des arteres utérines qui, dans les grossesses avec
prééclampsie, conservent des propriétés d’artéres de résistance au lieu d’acquérir des
propriétés de conduits sanguins comme elles le font chez les femmes en grossesse normale
[13-15]. Par conséquent, les fluctuations du flot sanguin arrivant a I'espace intervillositaire

observées dans une grossesse normotensive seraient augmentées dans une grossesse avec
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prééclampsie. Ceci se traduirait alors par un phénomeéne d’ischémie/reperfusion
placentaire, probablement a I'origine du stress oxydatif observé chez ces patientes [16;17].

En plus de causer des dommages cellulaires, le stress oxydatif peut générer des
isoprostanes par oxydation directe de I'acide arachidonique (AA) des phospholipides
membranaires [18;19]. D’autre part, il est connu que certaines espéces réactives de
I'oxygéne telles que H,0, peuvent augmenter la formation de prostanoides suite a
I'activation des COXs dans des aortes de rat [20], des artéres pulmonaires de lapin [21] et
dans les cotylédons placentaires humains [22]. Le rapport TXA,/PGl, étant augmenté chez
les patientes atteintes de prééclampsie [5], ces observations suggerent que la production
placentaire de prostanoides via les voies enzymatiques et non-enzymatiques peut étre
augmentée dans les grossesses avec prééclampsie en réponse a I'augmentation du stress
oxydatif.

Nous avons observé que les isoprostanes, en l'occurrence la 8-isoPGE,, et le
mimétique de la TXA,, 'U-46619, possedent de puissants effets vasoconstricteurs dans les
vaisseaux placentaires [2]. De plus, les réponses a 'U-46619 sont augmentées dans les
arteres chorioniques de placentas obtenus aprés une grossesse avec prééclampsie, alors
que celles a la 8-isoPGE, sont diminuées (Chapitre 3). Ainsi, les nombreuses différences
observées quant a la synthése (rapport TXA,/PGl,) ou a l'action (réactivité vasculaire) des
prostanoides entre les patientes normotensives et celle avec prééclampsie, laissent
supposer que ces derniéres puissent jouer un role dans la physiopathologie de la
prééclampsie.

Par conséquent, nous émettons I’hypothése qu’une molécule de type prostanoide
est libérée en réponse a de fortes augmentations de la pression de perfusion dans les
cotylédons placentaires perfusés in vitro et de la tension dans les artéres chorioniques.
Aussi, nous proposons que le stress oxydatif possede des propriétés vasoactives suite a
I'activation de la voie des prostanoides. Ainsi, I’étude a pour buts 1) de mesurer les effets
d’inhibiteurs des COXs sur la réponse a I'U-46619 dans les cotylédons, 2) d’évaluer les effets
du stress oxydatif sur la réponse a I’'U-46619 dans les cotylédons et les artéres chorioniques
placentaires, 3) de mesurer les effets de la génération d’un stress oxydatif sur la pression de
perfusion dans les cotylédons placentaires perfusés in vitro et sur la tension dans les arteres
chorioniques et 4) de déterminer si la voie des prostanoides est impliquée dans ces

réponses grace a l'inhibition des COXs et/ou le blocage des récepteurs TP.
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Matériel et Méthodes
Collecte des placentas

Les tissus placentaires utilisés ont été obtenus aprés un accouchement a terme (>36
semaines d’aménorrhée). Comme nous avons tenté de reproduire, dans un placenta de
grossesse normale, le stress oxydatif comme il pourrait étre présent dans celui d’une
grossesse avec prééclampsie, seuls les placentas obtenus aprés une grossesse normotensive
ont été utilisés. Les patientes ont été hospitalisées au CHU Sainte-Justine pour subir une
césarienne élective. Les placentas obtenus par césarienne électives présentent des
avantages logistiques puisqu’ils sont généralement dans un meilleur état que ceux obtenus
par accouchement vaginal, ils ne subissent aucun stress lié a I'accouchement et il est
possible de déterminer a quel moment de la journée ils seront disponibles. De plus, une
étude précédente n’a révélé aucun effet du mode de délivrance sur la réactivité des
vaisseaux (chapitre 3). Avant la chirurgie, I'étude a été expliquée aux patientes et celles
désireuses de participer ont di signer un consentement éclairé nous autorisant a utiliser
leur placenta. Les patientes présentant des complications telles que prééclampsie, diabete,
RCIU, VIH, hépatite ou toute maladie engendrant une réponse inflammatoire ou
compromettant I'intégrité placentaire, n‘ont pas été enrdlées dans I'étude. Les placentas
ont alors été récupérés directement aprés la délivrance puis transportés au laboratoire. Le
protocole a été approuvé par le Comité d’Ethique de Recherche du Centre de Recherche du

CHU Sainte-Justine.

Perfusion des cotylédons placentaires

Les méthodes utilisées pour la perfusion des cotylédons placentaires ont été
décrites dans I'article de Hausermann et al. [2] et sont une modification de celles décrites
par Schneider et al. [23]. En bref, deux arteres du plateau chorionique ont été canulées avec
un tube de polyéthyléne d’un diameétre extérieur de 1,7 mm ; le c6té maternel n’a pas été
perfusé. 5 mL d’'une solution de Krebs additionnée d’héparine ont été injectés dans chacun
des vaisseaux.

Deux cotylédons ont ensuite été isolés et installés en paralléle dans un systeme de
perfusion et perfusés avec une solution de Krebs a un flot constant de 4 mL/min. La solution
de Krebs a été maintenue a une température de 37°C et gazéifiée avec un mélange de 95%

d’oxygéne et 5% de dioxyde de carbone de fagon a maintenir le pH a 7,4. Ce débit de
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perfusion a été déterminé en perfusant des cotylédons a un débit variant entre 0 et 20
mL/min. Un certain plateau s’établissait entre les débits de 4 et 12 mL/min, reflet d’une
autorégulation de la pression par les vaisseaux (fig.1, Bertrand et St-Louis, non-publié). La
pression de perfusion a été enregistrée grace a un transducteur (TRNO50) relié a un
amplificateur (TRNOO5) (Kent Scientific Corporation (Torrington, CT, USA). L’amplificateur a
été lui-méme connecté a un enregistreur d’acquisition de données (BD 300, Kipp & Zonen,
Delft, The Nederlands).

Aprés une équilibration de 45 min, chaque cotylédon a regu un bolus (0,1 mL) d’une
solution de KCl a 2 mol/L dans le but de tester la réactivité des vaisseaux. Les différentes
expérimentations ont alors été réalisées aprés une nouvelle période d’équilibration de 45
min. Les effets de I'ibuproféne (3 umol/L), de l'indométacine (10 pumol/L) et du N-(2-
Phenylethyl)indométhacinamide (N-2PIA, 1 umol/L) sur la réponse a I'-U46619 ont été
mesurés. Par ailleurs, les effets de H,0, (10 mol/L) sur la réponse a I'U-46619 ont été
évalués. L'ibuprofene, I'indométacine, le N-2PIA ou H,0, ont été administrés par infusion
dans le perfusat via une pompe a infusion par seringue (Harvard Apparatus, Holliston, MA,
USA) a un débit de 0,4 mL/min dans un des cotylédons, I'autre recevant une solution de
Krebs. Aprés 30 min d’infusion, chaque cotylédon recevait des bolus (0,1 mL) de
concentrations croissantes (10° & 10~ mol/L) d’U-46619 de facon & effectuer des courbes
dose-réponse et enregistrer les variations de la pression de perfusion.

Les effets vasoactifs de H,0, ont également été testés dans les cotylédons en
I’absence et en présence de xanthine oxydase (XO, 0,02 U/mL). Celle-ci produit 'O,” en
convertissant la xanthine et I’hypoxanthine en acide urique. Les effets vasoactifs de I'H,0,
ont été testés en l'absence et en présence d’un bloqueur sélectif des récepteurs TP,
I’1C1192,605 (1 nmol/L) et/ou d’un bloqueur non-sélectif des COXs, I'ibuproféne (3 umol/L).
La XO, I'lCI192,605 et I'ibuprofene ont été infusés dans le perfusat a I'aide de la pompe a
infusion par seringue. Le groupe contréle (H,0, seul) a recu quant a lui une infusion de
Krebs. Les courbes dose-réponse a H,0, ont été obtenues par I'administration de bolus (0,1
mL) de concentrations croissantes (10° & 10" mol/L) et les variations de la pression de

perfusion ont été enregistrées.
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Artéres chorioniques isolées

Les méthodes utilisées ont également été décrites dans les chapitres 2 et 3.
Brievement, les arteres d’embranchement secondaire du plateau chorionique ont été
délicatement disséquées et découpées en 8 anneaux de 3-5 mm de longueur axiale. Chaque
anneau a été isométriquement suspendu dans un systéme de 8 bains a organe isolé
(Radnoti Glass Technology, Monrovia, CA, USA) sous une tension passive de 3 g [24].
L’activité myotrope a été enregistrée grace un transducteur de force (FT-03) connecté a un
enregistreur graphique (Grass Instruments, Quincy, MA, USA). Chaque segment d’artére a
été immergé dans 15 mL d’une solution de Krebs. La solution de Krebs a été maintenue a
une température de 37°C et gazéifiée avec un mélange de 95% d’O, et 5% de CO,. Les
valeurs obtenues ont par la suite été converties en mN/mm, ot 1 mN correspond a 0,102 g
et « mm » représente 2 fois la longueur axiale de I'anneau.

Durant une équilibration d’'une heure, la tension a été constamment réajustée a3 g
et la solution de Krebs changée toutes les 15 min. La réactivité vasculaire a ensuite été
testée sur chaque anneau en ajoutant 60 mmol/L de KCl dans le bain, puis la tension
développée a été enregistrée. Apres une période de repos de 30 min, la stimulation au KCl a
été répétée et ce jusqu'a ce qu’une réponse stable soit obtenue (c'est-a-dire que la
différence entre 2 stimulations est inférieure a 10%).

Apres une récupération de 45 min, les courbes concentration-réponse a I’'U-46619
(10° 3 10 mol/L) ou H,0, (10 a 3.10° mol/L) ont été effectuées. Les réponses a I'U-46619
ont été évaluées en I'absence ou en présence de 3.10°, 10” ou 3.10™ mol/L d’H,0,. Les
effets vasoactifs de H,0,, additionné ou non de XO (0,02 U/mL), ont été testés en I'absence
ou en présence d’IC1192,605 (10° mol/L) et/ou d’ibuproféne (3.10°° mol/L). Les variations de

tension ont alors été enregistrées.

Agents pharmacologiques et produits chimiques

L'U-46619 a été obtenu chez Cayman Chemicals (Ann Arbor, Ml, USA), I'IC1192,605 a
été acheté chez Tocris Cookson Inc. (Ellisville, MO, USA), la XO (grade | de lait bovin),
I'ibuproféne, I'indométacine et le N-2PIA ont été commandés chez Sigma Aldrich (Oakville,
ON, Canada) et la solution de H,0, a été achetée a la pharmacie publique du CHU Sainte-
Justine. Les concentrations utilisées pour les drogues ont été choisies en accord avec les

caractéristiques des agents pharmacologiques, des travaux précédents ou de la littérature
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dans laquelle elles ont été rapportées pour efficaces [2;21]. Les concentrations d’H,0, ont
été choisies en fonction des doses efficaces décrites dans la littérature et d’observation chez
les patientes atteintes de prééclampsie [10;25;26]. La solution de Krebs a été préparée
comme suit: 118 mmol/L de NaCl, 1,18 mmol/L de MgSQ,, 1,18 mmol/L de KH,PQ,, 2,5
mmol/L de CaCl,, 4,65 mmol/L de KCIl, 25 mmol/L de NaHCO; et 5,55 mmol/L de dextrose,
pour un pH de 7,4. Le NaCl et le MgS0O, ont été commandés chez Sigma Aldrich (Oakuville,
ON, Canada), les KCI, KH,PO, et NaHCO; ont été obtenus de Fisher Scientific (Ottawa, ON,
Canada), le dextrose a été acheté chez J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA) et CaCl, a été
commandé chez EMD Chemicals (Gibbstown, NJ, USA).

Analyses statistiques

Dans le but de déterminer la réponse maximale a I’agoniste (Enax) ainsi que la dose
(EDsg) ou la concentration (ECsg) de la drogue produisant 50% de I'E ..y, les courbes dose- et
concentration-réponse ont été analysées par régression non-linéaire (Prism 5, GraphPad,
San Diego, CA, USA). Le logarithme négatif d’EDsy ou d’ECsq (pD,) a été utilisé pour estimer la
sensibilité de I'agoniste, alors que I'E.ax @ été utilisée comme un indice de la réactivité des
vaisseaux.

Toutes les valeurs ont été exprimées en moyenne * erreur standard a la moyenne
(SEM). Des comparaisons multiples de la sensibilité moyenne ou de I'E., ont été réalisées
par une analyse de variance (ANOVA) suivie soit par un test Dunnett dans le but de
comparer les effets de chaque bloqueur sur leur contréle respectif, soit par un test
Bonferroni afin de comparer les groupes expérimentaux entre eux. Finalement, un test T
non-apparié a été utilisé pour évaluer les effets de I'ibuprofene, de I'indométacine, du N-
2PIA et de H,0,; sur la réponse a I'U-46619 dans les cotylédons. Les différences entre les
groupes ont été considérées comme significatives quand elles atteignaient une probabilité

d’erreur inférieure a 5% (p < 0,05).
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Résultats
Effets de I'inhibition des COXs sur la réponse a U-46619 dans les cotylédons perfusés

Nous voulions déterminer si I'administration d’'un mimétique de la TXA, induisait
une activation de la voie enzymatique des prostanoides, plus particulierement la libération
d’une substance vasodilatatrice qui interfererait avec ses effets. Pour ce faire, nous avons
mesuré les effets d’inhibiteurs non-sélectifs des COXs, soit I'indométacine (10 umol/L) et
I'ibuproféne (3 umol/L), et d’un inhibiteur sélectif de COX-2, le N-2PIA (1 pumol/L), sur la
réponse a I’'U-46619 dans les cotylédons placentaires perfusés.

La figure 2 montre que l'ibuproféne n’a pas eu d’effet sur la pression de perfusion
basale dans les cotylédons (fig.2A). Une observation similaire a été faite avec I'indométacine
et le N-2PIA (données non-montrées). Ceci suggére que les COXs ne sont pas activées a
I’état basal dans les vaisseaux placentaires. L'ibuproféne (fig.2B), I'indométacine (fig.2C) et
le N-2PIA (fig.2D) n‘ont pas modifié la réponse a I'U-46619, autant la sensibilité que la
réponse maximale. Ces résultats laissent supposer qu’une forte augmentation de la pression
de perfusion n’entraine pas d’activation des enzymes COXs, que ce soit pour diminuer la
pression via la libération d’une substance vasodilatatrice ou pour accroitre les effets du

vasoconstricteur par la libération d’'une substance vasoconstrictrice.

Effets de H,0, sur la réponse a I’'U-46619 dans les vaisseaux placentaires humains

Pour évaluer les effets du stress oxydatif sur la réponse a I'U-46619 dans les
vaisseaux placentaires humains, le H,0, a été additionné dans les bains des artéres
chorioniques (fig.3A) ou perfusée dans les cotylédons (fig.3B). La figure 3 ne révele aucun
effet de H,0, sur les courbes concentration- et dose-réponse a la prostanoide dans les
artéres chorioniques et les cotylédons respectivement (NS, test T de Student). Ces résultats
suggérent a premiére vue qu’un stress oxydatif aigu n’est pas en mesure de modifier la

réponse au mimétique de la TXA,.

Effets vasoactifs du stress oxydatif sur le lit vasculaire placentaire humain

L'effet direct du stress oxydatif sur la réactivité vasculaire a ensuite été mesuré en
réalisant des courbes concentration- et dose-réponse au H,0, dans les arteres chorioniques
et les cotylédons respectivement (fig.4). En plus de H,0,, nous avons ajouté une autre

source de stress oxydatif dans la moitié des cas, soit la xanthine oxydase (XO). La figure 4
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montre les effets de H,0, sur la tension dans les artéres chorioniques (fig.4A) et sur la
pression de perfusion dans les cotylédons perfusés (fig.4B) en I'absence ou en présence de
XO. Dans les arteres chorioniques, H,0, augmentait la tension, mais I'ajout de XO n’a pas
significativement modifié ni la sensibilité des vaisseaux, ni la réponse maximale a H,0,. |l
semble donc que dans ces vaisseaux, la réponse engendrée par le stress oxydatif atteint un
maximum qui n’est dépendant ni de I'intensité, ni de la nature de celui-ci. En revanche, dans
les cotylédons, bien que nous n’ayons pas été en mesure de déterminer I'E...x dans chacune
des courbes, I'ensemble des points de la courbe du groupe recevant uniquement H,0, est
significativement inférieur a celui du groupe recevant H,0, combiné a la XO (test T de
Student). Ceci est compatible avec une augmentation de la réponse des vaisseaux
cotylédonaires en présence d’un stress oxydatif plus important.

Ensuite, les effets d’ICI192,605, un bloqueur spécifique des récepteurs TP, et de
I'ibuprofene, un inhibiteur non-sélectif des COXs, sur la réponse a H,0, ont été mesurés
dans les artéres chorioniques en I'absence ou en présence de XO (fig.5). La figure 5A
représente les courbes concentration-réponse a H,0, obtenues avec les artéres n’ayant pas
recu de XO mais dont la solution de Krebs dans les bains était additionnée du bloqueur des
récepteurs TP, de I'inhibiteur des COXs ou des deux antagonistes. L’analyse statistique sur la
sensibilité a H,0, (pD;) n’a révélé aucun effet significatif des bloqueurs, utilisés seuls ou
combinés (ANOVA). En revanche, la réponse maximale a H,0, était significativement
diminuée en présence de I'un ou l'autre des bloqueurs (tableau 1 ; ANOVA 1 facteur).
L'inhibition était par ailleurs beaucoup plus importante avec le bloqueur des COXs qu’avec
I'IC1192,605 (p<0.001 et p<0,05 respectivement, test de Dunnett). De plus, la réponse
maximale a H,0, était significativement diminuée en présence des deux bloqueurs
combinés comparée a celle du groupe recevant uniquement le bloqueur des récepteurs TP
(tableau 1 ; p<0,001, test de Bonferroni). Ces résultats suggérent que le stress oxydatif
induit une vasoconstriction des artéres chorioniques placentaires humaines via la voie des
prostanoides. Aussi, il semble que les produits dérivés de I'activation des COXs contribuent
de fagon importante a cette réponse puisque I'addition d’un bloqueur des récepteurs TP a
I'ibuproféne ne change pas significativement la réponse a H,0; (n.s., test de Bonferroni).

Des résultats semblables ont été obtenus avec les quatre groupes recevant la XO
(fig.5B). La sensibilité des vaisseaux a H,0, n’est pas modifiée par I'ajout des inhibiteurs. La

présence des bloqueurs diminuait significativement la réponse maximale a H,0, (ANOVA 1
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facteur). Cependant, la diminution de E.. n’était pas significative en présence de
IC1192,605. Encore la, la réponse a H,0, était significativement diminuée de fagon similaire
en présence d’ibuproféene et d’ibuprofene additionné de 1CI1192,605. Ces résultats
supportent |'observation que les récepteurs TP n’interviennent que faiblement dans la
réponse engendrée par H,0,, alors que les dérivés de I’AA jouent un réle important dans
I’'augmentation de tension générée par le stress oxydatif.

Nous avons réalisé la méme expérience avec des cotylédons placentaires perfusés
(fig.6). La figure 6A présente les résultats obtenus en I'absence de XO. Bien que I'analyse
statistique des courbes dans leur ensemble ne nous permette pas de tirer des conclusions
pertinentes des résultats obtenus (tableau 1), la comparaison de la réponse engendrée par
la dose maximale de H,0, utilisée (10" mol/L) pour chaque groupe révéle que les
observations faites dans les cotylédons sont similaires a celles obtenues dans les artéres
chorioniques. En effet, |'utilisation des bloqueurs, seuls ou combinés, réduisait de fagon tres
significative la réponse a la dose maximale de H,0, dans les cotylédons (tableau 2, ANOVA 1
facteur). Cependant, a I'inverse de ce qui était observés dans les artéres chorioniques, le
bloqueur des récepteurs TP et celui des COXs engendraient une inhibition de semblable
importance. De plus, I'inhibition n’était pas amplifiée par |'utilisation des bloqueurs en
combinaison (n.s., test de Bonferronni).

Ici aussi, des résultats semblables ont été obtenus en présence de XO (fig.6B). En
effet, la présence des bloqueurs diminuait significativement et de fagon similaire I'Ej.x a
H,0, (tableau 1 ; ANOVA 1 facteur suivi d’'un test de Dunnett), de méme que la réponse a la
dose maximale utilisée (tableau 2 ; ANOVA 1 facteur). Encore une fois, il n'y a pas de
différence significative entre la réponse obtenue en réponse a la dose maximale de H,0, en
présence des bloqueurs combinés et celle du groupe ne recevant que le bloqueur des
récepteurs TP (n.s., test de Bonferroni). Méme si la XO augmentait la réponse a H,0, (fig.4)
dans le groupe contréle, la XO n’avait aucun effet sur la réponse a H,0, dans les groupes
recevant les bloqueurs. Ainsi, les résultats obtenus dans les cotylédons appuient ceux
obtenus dans les artéres chorioniques, et suggerent qu’un stress oxydatif induit dans le
placenta initie la libération de prostanoides. De plus, il semble que dans les cotylédons, les
prostanoides dérivées de I'activation des COXs véhiculent essentiellement leurs effets via
I'activation des récepteurs TP puisque l'inhibition de la réponse a H,0, est similaire en

présence de I'un ou l'autre des bloqueurs utilisés.
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Discussion

Dans cette étude, nous avons tenté de vérifier, d’une part, si une forte
augmentation de pression dans les cotylédons entrainait la libération d’un agent
vasodilatateur dérivé de I’AA pouvant contrebalancer la vasoconstriction observée ; et
d’autre part, si le stress oxydatif possédait des propriétés vasoactives impliquant le
métabolisme de I’AA. Pour ce faire, nous avons utilisé des placentas humains obtenus apres
césarienne élective de patientes normotensives ayant mené leur grossesse a terme. Nos
résultats ont montré qu’une forte augmentation de tension ou de pression dans les artéres
chorioniques et les cotylédons respectivement n’entrainait pas la libération de substances
dérivées de I’AA capables de jouer la contrepartie vasodilatatrice, ce qui ne supporte pas
notre premiere hypothese. Par ailleurs, bien qu’il n’ait eu aucun effet sur la réponse a I'U-
46619, les présentes observations révelent que l'induction d’un stress oxydatif dans les
vaisseaux placentaires est a |'origine d’une forte vasoconstriction, qui semble étre le résultat
d’une libération de prostanoides essentiellement dérivées de I'activation des COXs, ce qui

vient confirmer notre seconde hypotheése.

Les résultats présentés ici ont démontré que ni COX-1, ni COX-2, n’étaient activées
en réponse a une forte augmentation de pression dans les cotylédons placentaires perfusés
in vitro. Les études réalisées jusqu’a présent par d’autres investigateurs sont en accord avec
nos observations. En effet, Cruz et al. [27] ont rapporté que I'indométacine n’avait d’effet ni

sur la réponse a la sérotonine dans les artéres chorioniques, ni sur celle a I'endothéline dans

les cotylédons [28]. Ainsi, les prostanoides vasodilatatrices ne semblent pas intervenir dans
la régulation du tonus vasculaire placentaire lors d’'une forte augmentation de la pression de
perfusion.

Par ailleurs, la présente étude a montré que l'induction d’'un stress oxydatif
augmentait significativement la tension et la pression de perfusion dans les artéeres
chorioniques et les cotylédons respectivement. De plus, il est apparu clair que ces
augmentations étaient le résultat d’une activation des COX comme démontrée par la
diminution significative de la réponse maximale a H,0, engendrée par ['utilisation
d’ibuproféne. A linverse de ce qui a été observé dans les cotylédons ou les effets du

bloqueur des récepteurs TP étaient similaires a ceux générés par l'ibuproféne, les

récepteurs TP ne semblent contribuer que faiblement a la réponse des vaisseaux au stress
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oxydatif. La présence des récepteurs EP ayant été montrée dans ces vaisseaux [2], il est
possible que ceux-ci interviennent également dans I'augmentation de tension résultante du
stress oxydatif. Nos observations sur |'effet vasoconstricteur de H,0, correspondent a ce qui
a été rapporté dans d’autres études, puisque H,0, serait capable de contracter les aortes de
rats WKY et SHR [20], les artéres pulmonaires de lapin [21] et d’augmenter la pression dans
les cotylédons humains perfusés [22]. Ceci se ferait par la production de TXA,. Bien que nos
résultats nous permettent d’affirmer que les COXs sont activées par le stress oxydatif, nous
n‘avons pas été en mesure de démontrer un effet concret des isoprostanes dérivant de
I’oxydation de I’AA par les ROS. Cependant, I’effet maximal de H,0, tendait a diminuer dans
toutes les préparations lors de I'utilisation des 2 bloqueurs comparés a celui du groupe ne
recevant que l'ibuproféne. Il se pourrait donc que les isoprostanes interviennent faiblement
dans la réponse des vaisseaux placentaires au stress oxydatif. Bien qu’une étude plus
poussée soit nécessaire pour répondre a cette hypothese, certains travaux le suggérent. En
effet, Walsh et al. [22] ont montré que I'administration de H,0, était corrélée avec une
augmentation du taux de peroxydes lipidiques et de TXA, dans les cotylédons placentaires
humains. De méme, les concentrations d’isoprostanes sont connues pour étre augmentées
dans les placentas de grossesses avec prééclampsie [29], qui sont le siége d’un stress
oxydatif important [29;30]. Ainsi, il est fort probable que le stress oxydatif placentaire soit a
I'origine d’une activation des COXs combinée a une augmentation de la production
d’isoprostanes, ce qui pourrait expliquer pourquoi la génération des dérivés de I’AA, par les
voies enzymatiques et non-enzymatiques, est modifiée dans les placentas de femmes
atteintes de prééclampsie [29;31]. Finalement, I'absence d’effet de H,0, sur la réponse a
I’'U-46619 dans les vaisseaux placentaires peut étre due au fait que I'activation des COXs par
le stress oxydatif produit une concentration négligeable de prostanoides comparée a la
forte concentration (ou dose) d’U-46619 utilisée.

En résumé, nous avons montré 1) qu’une forte augmentation de la pression de
perfusion dans les cotylédons perfusés in vitro n’entraine pas d’activation des COXs et donc,
gue les prostanoides vasodilatatrices ne semblent pas étre impliquées dans la régulation du
tonus vasculaire placentaire, 2) que H,0, ne modifie pas la réponse a I'U-46619 dans les
vaisseaux placentaires, bien qu’il ait un effet vasoconstricteur dans ces tissus et, 3) que la

vasoconstriction engendrée par le stress oxydatif est dépendante de I'activation des COXs.
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Cependant, d’autres études sont nécessaires pour évaluer I'implication des isoprostanes

dans la réponse au stress oxydatif dans les vaisseaux placentaires.
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Légende des figures
Figure 1: Courbe débit-pression dans les cotylédons perfusés in vitro. Cette expérience a
été réalisée pour déterminer le débit de perfusion a utiliser dans les cotylédons placentaires

humains pour des réponses optimales lors des expérimentations (n = 6).

Figure 2 : Effets des inhibiteurs des COXs sur la pression de perfusion de base et sur la
réponse a I'U-46619 dans les cotylédons placentaires humains. (A) Pression de perfusion de
base dans les cotylédons en I'absence (colonne noire) ou en présence (colonne blanche
d’ibuproféne). Courbes dose-réponse a I’'U-46619 en I'absence (®) ou en présence () (A)
d’ibuproféne (n = 8 et 9 respectivement), (B) d’'indométacine (n = 9 pour chacun des

groupes) ou (C) de N-2PIA (n =9 pour chacun des groupes).

Figure 3: Effets du peroxyde d’hydrogéne sur la réponse a I'U-46619. (A) Courbes
concentration-réponse a I'U-46619 dans les artéres chorioniques en I'absence (®) ou en
présence de 3.10” mol/L (), 10” mol/L (A) ou 3.10” mol/L (V) de H,0, (n = 10 dans
chaque groupe). (A) Courbes dose-réponse a I'U-46619 en I'absence (®) ou en présence (A)

de 10 mol/L de H,0, (n = 10 dans chaque groupe).

Figure 4 : Effets du peroxyde d’hydrogéne sur la tension dans les artéres chorioniques et sur
la pression de perfusion dans les cotylédons. (A) Courbes concentration-réponse a H,0,
dans les arteres chorioniques placentaires en I'labsence (®) et en présence (O) de xanthine
oxydase (n = 14 et 13 respectivement). Courbe dose-réponse a H,0, dans les cotylédons
perfusés en |'absence (®) et en présence (O) de xanthine oxydase (XO)(n = 10 et 11

respectivement).

Figure 5: Effets du peroxyde d’hydrogéne sur la tension dans les artéres chorioniques.
Courbes concentration-réponse a H,0, en I'absence (®) ou en présence d’ICI192,605 1
nmol/L (M), d’ibuproféne 3 umol/L (A) ou des deux (V¥), sans (B)(n = 14, 13, 13 et 12
respectivement) ou avec (C)(n = 13 pour chaque courbe excepté pour les bloqueurs

combinés ou n = 12) xanthine oxydase (X0, 0,02 U/mL).
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Figure 6 : Effets du stress oxydatif sur la pression de perfusion dans les cotylédons. Courbes
dose-réponse a H,0, en l'absence (®) ou en présence d’ICI192,605 1 nmol/L (M),
d’ibuproféne 3 umol/L (A) ou des deux (V¥), sans (B)(n = 10 pour chaque courbe excepté
pour celle des deux bloqueurs combinés ou n = 9) ou avec (C)(n = 10, 9, 8 et 9

respectivement) xanthine oxydase (X0, 0,02 U/mL).
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Tableau 1
Réponses maximales obtenues suite a la stimulation par H,0, dans les artéres chorioniques

et les cotylédons placentaires perfusés.

Controle 1C1192,605 Ibuproféne ICI + lbu
Arteres Chorionigues
H,0, 1,8+0,1(14) 1,3+0,2%(13) 0,7 +0,2***%(13) 0,29 * 0,1*¥**°(12)
H,0, + XO 1,4+0,1(13) 1,3£0,2(13) 0,9 +0,2%(13) 0,5 £ 0,2***%(12)
Cotylédons
H,0, 31+ 7(10) 10 + 15 (10) 12 +5 (10) -(9)
H,0, + XO 45+ 13 (9) 10 + 3**(9) 6+ 2**(8) -(9)

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, pour les valeurs comparées a leur contréle respectif.
°p<0,001 pour les valeurs comparées au groupe recevant IC1192,605 et °p<0,001 pour les

valeurs comparées au groupe recevant I1C1192,605 additionné de xanthine oxydase.
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Tableau 2
Variation de la pression de perfusion moyenne engendrée par une dose de 10" mol/L de

H,0, dans les cotylédons placentaires perfusés.

Controle 1C1192,605 Ibuproféne ICI + lbu
H,0, 27,8 +4,1(10) 10,2 £ 1,9%**(10) 11,1+ 3,7**(10) 5,4+ 2,1***(9)
H,0, + XO 43,6 + 10,8(10) 10,1 £ 2,0%*(9) 10,1 £ 3,4*%*(8) 5,0 + 1,8%**(9)

**p<0,01, ***p<0,001 pour les valeurs comparées a leur contréle respectif. Le nombre de

cotylédons utilisés pour chaque groupe est donné entre parenthese.
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La grossesse s’accompagne de nombreux changements hémodynamiques menant a
une chute paradoxale de la pression artérielle [66-71]. L'absence de ces modifications peut
résulter en une condition physiopathologique, la prééclampsie, caractérisée par I’apparition
d’une hypertension gestationnelle et une protéinurie [284]. De nos jours, il n’existe aucun
traitement médicamenteux et seul le retrait du placenta méene a une disparition compléte
des symptdomes, suggérant un rble central de ce dernier dans la maladie. De plus,
I'implantation placentaire est souvent inadéquate, surtout dans les cas de prééclampsie
précoce, et le placenta est généralement le siege d’un stress oxydatif élevé accompagné
d’une production accrue des prostanoides [223;278;279].

Le placenta est totalement dépourvu d’innervation autonome [21], ce qui implique
un tonus vasculaire placentaire entierement sous le contréle de facteurs humoraux et
tissulaires. De nos jours, on ignore encore |'identité de ces agents, bien que de nombreuses
substances vasoactives aient été démontrées ayant des effets sur les vaisseaux placentaires
[27;30;33]. Parmi elles, les prostanoides se sont révélées trés puissantes dans la
vascularisation placentaire, ou le mimétique stable de la TXA,, 'U-46619, peut augmenter la
pression de perfusion cotylédonaire de presque 200 mmHg [27]. Ceci, associé au fait que la
voie métabolique de I’AA semble perturbée dans les placentas de prééclampsie, nous laisse
supposer que les prostanoides font partie des molécules endogénes qui contrélent le tonus

vasculaire placentaire.

Afin d’évaluer le réle des prostanoides dans le contréle de la circulation placentaire,
nous avons utilisé deux modeéles différents, les cotylédons placentaires perfusés in vitro et
I'artére chorionique en bain a organe isolé. Le premier nous a permis d’étudier les effets
globaux des prostanoides sur la résistance périphérique du placenta. La seconde, en
revanche, a permis d’étudier I’action localisée de ces substances puisqu’on utilise seulement
un des nombreux types de vaisseaux sanguins que I’'on retrouve dans les placentas. La TXA,
est une substance trés instable. Alors, nous avons utilisé I’'U-46619, un mimétique beaucoup
plus stable. Parallelement, le stress oxydatif placentaire ayant été démontré chez les
patientes avec prééclampsie [278;279], nous avons évalué |'effet des isoprostanes qui en

résultent, en I'occurrence, la 8-isoprostaglandine E,, une des plus puissantes isoprostanes
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sur la veine ombilicale humaine [190]. Ainsi, les premiers résultats présentés [285]
corroborent les études mettant en évidence le puissant effet vasoconstricteur de I'U-46619
dans les cotylédons [27] et dans les arteres chorioniques [23;286] humaines. De plus, les
résultats démontrent que bien que les artéres placentaires soient moins sensibles a
I'isoprostane, ils y sont tout autant réactifs. En effet, 'augmentation de la pression de
perfusion dans les cotylédons et de la tension dans les artéres était similaire pour les deux
agents. L'effet vasoconstricteur de la 8-isoPGE,, démontré ici, est supporté par d’autres
études rapportant une action comparable dans I'artere [199] et la veine [190] ombilicales
humaines et, il laisse supposer que les isoprostanes issues du stress oxydatif placentaire
accompagnant la prééclampsie pourraient perturber la circulation foeto-placentaire en la
contractant, ce qui pourrait avoir des effets déléteres sur le bon développement du foetus.
Par la suite, nous avons identifié les récepteurs impliqués dans les réponses
observées. L'U-46619 étant un mimétique de la TXA, et la 8-isoPGE, étant un dérivé de la
PGE,, nous avons porté notre attention sur les récepteurs TP et EP. Nos études utilisant des
antagonistes sélectifs des ces récepteurs, soit le SQ29,548 et I'IC1192,605 (antagonistes des
TP) et I’AH6809 (antagoniste des EP), supportent la présence des récepteurs aux
prostanoides étaient présents dans les vaisseaux placentaires humains. Ceci est en accord
avec les études montrant la présence des récepteurs TP dans les cotylédons placentaires
[201;287]. Ainsi, il apparait que, dans le placenta humain, les prostanoides ne sont pas
attitrées a un récepteur particulier, mais sont au contraire capables d’agir sur I’'un ou l'autre
des récepteurs, en I'occurrence les TP et EP [285]. Ces résultats sont intéressants car bien
gue la 8-isoPGE, soit connue pour agir sur différents récepteurs des prostanoides [190;199],
cela n’a, a notre connaissance, pas été rapporté pour I’'U-46619 qui, dans une étude réalisée
par Sametz et al. [193], semble en mesure de n’agir que sur les récepteurs TP dans d’autres
muscles lisses tels que le fundus gastrique de rat et l'iléum de cochon d’Inde. Bien que les
expériences comparatives manquent quant a I'action d’U-46619 sur les récepteurs EP dans
le placenta, il a été montré que la 8-épiPGF,,, une isoprostane, était capable d’agir sur les
récepteurs TP placentaires [201]. La différence entre nos résultats et ceux de Sametz et al.
pourrait donc s’expliquer par la nature des tissus utilisés [193]. D’autre part, la classification

des récepteurs des prostanoides décrit I’/AH6809 comme étant un antagoniste sélectif des
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récepteurs EP; [121]. Ceci suggére que le récepteur EP; pourrait étre impliqué dans les
réponses observées ici et donc qu’il serait présent dans les vaisseaux sanguins placentaires
humains. Les 4 sous-types de récepteurs EP ont été rapportés étre présents dans les
membranes feetales et le tissu villositaire placentaire [288]. Bien que nos observations
suggérent une implication du récepteur EP;, d’autres études sont nécessaires pour
confirmer cette hypothéese et déterminer si les autres sous-types du récepteur EP sont
également présents dans les vaisseaux placentaires. En revanche, elles pourraient fournir
qguelques informations sur les mécanismes utilisés par les récepteurs pour exercer leurs
actions. Les récepteurs aux prostanoides sont des récepteurs couplés aux protéines G. Dans
le cas du récepteur TP, de nombreuses protéines G ont été rapportées y étre couplées
(tableau 1). Or, la ou les protéines G couplées au récepteur EP; n’ont, a I’heure actuelle, pas
encore été clairement définies. L'activation du récepteur TP peut mener soit a une
augmentation de I’AMPc par activation d’une adénylate cyclase par I'implication d’une
protéine G,, soit a une augmentation du calcium libre intracellulaire et d’IP; suivant
I'activation d’'une PLC [142;144;145;147], caractéristique d’un couplage avec les protéines
Ggy/11- Récemment, on a rapporté que I'activation des récepteurs EP; pourrait étre a I'origine
d’une augmentation d’IP; suite a I’activation d’une PLC [148;149]. En utilisant le bloqueur
des récepteurs TP combiné au bloqueur des récepteurs EP, nous n’avons pas observé
d’augmentation de l'inhibition de la réponse a I'U-46619 par rapport a l'utilisation des
bloqueurs utilisés séparément. Ces observations suggérent que, dans le placenta, les
récepteurs TP et EP; sont couplés a la méme protéine G, probablement une Gg1;. A notre
connaissance, cette problématique n’a pas encore été décrite dans la littérature. De plus,
méme s’ils activent la méme protéine G, les mécanismes de signalisation cellulaire induits
par I'activation de celle-ci, pourraient différer entre les récepteurs TP et EP, leur conférant
des propriétés qui leur sont propres selon le concept de sélectivité fonctionnelle des
récepteurs. En effet, il est maintenant établi que les voies de transduction du signal
cellulaire peuvent étre activées sélectivement en fonction de 'agoniste activant le récepteur
couplé a une protéine G [289]. Par conséquent, bien qu’ils semblent en mesure d’agir sur
I’'un ou l'autre des récepteurs, U-46619 et la 8-isoPGE,, de méme que les agonistes naturels

comme la TXA,, pourraient activer des mécanismes de signalisation cellulaire différents.
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Pour vérifier si des substances vasodilatatrices étaient libérées suite a des
augmentations de pression, nous avons testé les effets d’un inhibiteur des NOSs, le L-NAME,
sur la réponse induite par I’'U-46619 dans la circulation placentaire. Nos résultats n’ont pas
permis de mettre en évidence un quelconque réle protecteur du NO, ni en réponse a
I'augmentation de la pression de perfusion dans les cotylédons, ni en réponse a une
augmentation de tension localisée aux artéres chorioniques. Ces observations sont quelque
peu contradictoires des données de la littérature montrant que le NO pouvait atténuer les
effets vasoconstricteurs de I'U-46619 dans les cotylédons placentaires humains perfusés in
vitro [290;291]. Nous avons perfusé le L-NAME avant I'induction de la contraction par |'U-
46619, alors que Myatt et al. [290] commencent par contracter la préparation placentaire
avec I'U-46619, puis additionnent les inhibiteurs des NOS, le NMMA (N®-monomethyl-L-
arginne) ou le NLA (N®-nitro-L-arginine), différents du L-NAME que nous avons utilisé. De
plus, ils utilisent une infusion constante de 10® mol/L d’U-46619, alors que nous avons
effectué des courbes dose-réponse, en bolus (0,1 mL) d’U-46619. Ces résultats pourraient
s’expliquer par I"établissement d’'un mécanisme de défense lorsque qu’il y a perturbation
constante de la circulation feeto-placentaire sur une plus « longue » période (travaux de
Myatt), ce qui ne serait pas le cas lors de perturbations plus « aigués » comme nous I’avons
observé. Cependant, la plupart des études rapportent des résultats comparables a ceux
obtenus par Myatt [292-294]. Néanmoins, en utilisant un protocole comparable au nétre et
de la N®-nitro-L-arginine, il a été observé que I'inhibition des NOSs augmente la résistance
vasculaire basale et la réponse a la sérotonine dans les artéres chorioniques, alors qu’elle
n’a aucun effet dans les veines, suggérant ici aussi un role du NO dans le tonus artériel feeto-
placentaire [294]. Or, deux études ont révélé que le L-NAME n’avait d’effet ni sur le tonus
basal, ni sur le tonus aprés contraction a la sérotonine ou a I'lU-46619 dans les vaisseaux
ombilicaux [295] ou dans les vaisseaux omentaux [296] humains respectivement. Il a été
montré que le L-NAME était beaucoup plus sélectif pour les NOS constitutives (eNOS et
nNNOS) que pour la NOS inductible [297]. Cependant, méme si les inhibiteurs des NOSs
utilisés dans les autres études ont une affinité pour la iNOS plus forte que celle du L-NAME,
ils sont néanmoins, comme le L-NAME, plus sélectifs pour les NOS constitutives.

Malheureusement, nous ignorons quelle isoenzyme est impliquée dans les réponses
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observées et il est impossible d’affirmer que la différence d’affinité pour iNOS existante
entre les différents inhibiteurs soit suffisante pour expliquer la différence entre nos
résultats et ceux des autres équipes. Learmont et Poston [248] ont montré que dans les
petites arteres foeto-placentaires, la dilatation induite par le flot était le résultat d’une
libération de NO, suggérant une implication de celui-ci dans le maintien d’une faible
résistance vasculaire. D’autant plus que lI'expression d’eNOS est modifiée de différentes
facons dans les placentas de prééclampsie [249;252;253], suggérant encore une fois que le
NO joue un réle important dans le maintien de la fonction placentaire, méme si ce role n’est
pas encore clairement déterminé.

Nous avons utilisé 3 agents anti-inflammatoires non-stéroidiens : I'indométacine et
I'ibuprofene, deux inhibiteurs non-sélectifs des COXs et le N-2PIA, un inhibiteur sélectif de la
COX inductible, COX-2. Aucun des trois inhibiteurs n’a démontré d’effet sur la réponse a I'U-
46619 dans les cotylédons placentaires perfusés in vitro. Ces résultats suggerent qu’une
forte vasoconstriction des vaisseaux placentaires n’induit pas d’activation des COXs et
encore moins la libération d’une prostaglandine vasodilatatrice capable de contrecarrer les
effets de I’'U-46619. Nos observations sont en accord avec ceux d’autres investigateurs dont
les études n’ont révélé aucun effet de I'indométacine sur la réponse a la sérotonine dan les
vaisseaux chorioniques [294] ou a I'endothéline dans les cotylédons perfusés [293]. Une
autre étude a démontré un effet inhibiteur du méclofenamate, un anti-inflammatoire non-
stéroidien, sur la réponse a I'U-46619 dans les cotylédons humains perfusés [298].
Cependant, le méclofenamate et I'indométacine auraient la capacité d’inhiber la liaison de
I'agoniste au récepteur TP, bien que le blocage de la liaison de I'agoniste a son récepteur par
I'indométacine a été rapporté étre 12 fois moins puissant que celui du méclofenamate. Ceci
pourrait expliquer pourquoi nous n’avons pas observé d’inhibition de la réponse au
vasoconstricteur par cet inhibiteur. Les résultats disponibles ne suggérent donc aucunement
qgue les prostaglandines vasodilatatrices puissent intervenir de facon significative dans la
régulation du tonus vasculaire placentaire, méme si les vaisseaux placentaires sont sensibles
a la PGI;, [299].

Etant donné que les isoprostanes possédent de puissants pouvoirs

vasoconstricteurs dans la circulation placentaire [285]) et que leurs niveaux placentaires
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sont augmentés dans les placentas de patientes avec prééclampsie [278], leur action
vasoactive pourrait s’en trouver modifiée dans les vaisseaux placentaires de grossesse
compliquée par la prééclampsie. Nous avons comparé les réponses vasculaires aux
prostanoides (U-46619 et 8-isoPGE,) dans les artéres chorioniques de placentas de
grossesses normotensives et compliquées par la prééclampsie dont les patientes ont
accouché a terme ou prématurément, par voie vaginale ou délivrée par césarienne. Le type
de délivrance n‘affecte pas la réactivité et la sensibilité des vaisseaux placentaires aux
prostanoides. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature [286;300].

Nos résultats ont démontré que la maladie n’affectait pas la sensibilité des artéres
chorioniques aux prostanoides. En revanche, la réponse maximale aux prostanoides a été
substantiellement modifiée et ce, de fagon opposée pour les 2 agonistes. En effet, les
artéres chorioniques de placentas obtenus aprés prééclampsie répondaient plus fortement
a I’'U-46619 et moins fortement a la 8-isoPGE,. Nos observations pour I'U-46619 différent de
ceux d’autres investigateurs obtenus dans les cotylédons placentaires perfusés [27;301] et
dans les petites artéres du plateau chorionique [23]. lls ont montré une réponse réduite au
vasoconstricteur dans les groupes avec prééclampsie. En revanche, Kwek et al. [201] n’ont
rapporté aucun effet de la prééclampsie sur la réponse a I'U-46619 et la 8-épiPGF,, dans les
artéres chorioniques de conductance (1,5 a 2,5 mm), alors que dans les artéres chorioniques
de résistance (200 a 600 um de diameétre), la prééclampsie diminuait significativement la
réponse a la 8-épiPFG,,, ce qui est en accord avec nos observations; par contre, dans la
maladie la réponse a I'U-46619 n’a pas été significativement altérée. Les différences entre
les diverses études pourraient s’expliquer par la nature des tissus utilisés, les premiers
utilisaient des artéres placentaires de résistance et nous des artéres chorioniques. Bien que
les résultats soient quelque peu contradictoires en ce qui a trait a la réactivité des vaisseaux
placentaires a I’'U-46619, ceux concernant les isoprostanes sont semblables et, malgré les
différences, les études s’accordent a dire que la prééclampsie modifie, dans tous les sens, la
réponse aux prostanoides dans le placenta.

D’autre part, la prééclampsie ne semble pas étre la seule a jouer un role dans la
réactivité des vaisseaux placentaires. Effectivement, nos résultats ont démontré que les

vaisseaux placentaires de prématurés étaient plus réactifs aux prostanoides comparés a
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ceux de placentas obtenus a terme. Il semble donc que la réactivité vasculaire placentaire
aux prostanoides réduit avec I'avancement de la grossesse. La baisse de réactivité des
vaisseaux pourrait étre le résultat de l'auto-régulation négative des récepteurs aux
prostanoides pour favoriser la dilatation des vaisseaux placentaires afin de combler les
besoins grandissants du foetus. Toutefois, dans les placentas de grossesse compliquée par la
prééclampsie, la réactivité aux isoprostanes est réduite, alors que la réponse maximale a
I'U-46619 est augmentée. Cette baisse de réactivité aux isoprostanes pourrait étre le
résultat d’'un mécanisme normal d’une auto-régulation négative des récepteurs en réponse
a la forte production d’isoprostanes observée dans ces placentas. A I'inverse, ce mécanisme
de protection serait absent pour les récepteurs TP, compromettant ainsi la perfusion
placentaire et donc le développement feetal.

Les raisons d’une telle modification de la réactivité placentaires aux prostanoides
peuvent étre multiples. Par exemple, il est fort probable que la régulation de I'expression
des récepteurs aux prostanoides soit impliquée [285]. De plus, il se pourrait que le stress
oxydatif contribue au phénomeéne de régulation des récepteurs, puisque plusieurs études
ont mis en évidence le role des espéces radicalaires dans la régulation des récepteurs TP
dans divers types cellulaires. En effet, il a été démontré que, contrairement a I'auto-
régulation négative classique des récepteurs couplés aux protéines G normalement
observée aprés leur stimulation, I'activation des récepteurs TP, peut générer des ROS, qui
eux entrainent une auto-régulation positive du récepteur dans les cellules HEK293 et de
muscle lisse vasculaire des aortes humaine et murine [302]. Dans cette étude, la génération
de ROS serait la conséquence d’une activation des NADPH oxydases, qui pourraient induire
la formation d’isoprostanes suite la génération d’0,” et NO [303]. Ces isoprostanes ont été
rapportées pouvoir agir sur les récepteurs TP [193;285;302] et possiblement augmenter la
génération de ROS a leur tour, fermant ainsi la boucle. D’autre part, les ROS produits par
I'activation des récepteurs TP ne semblent pas étre les seuls responsables de la régulation a
la hausse des récepteurs puisqu’il apparait que, dans les cellules COS-7, le H,0, exogéne a
les capacités de stabiliser le récepteur TPy . En effet, Valentin et al. [304] ont montré que,
dans ces cellules, le stress oxydatif participait a la maturation et a la stabilisation d’une

réserve intracellulaire instable de récepteurs TPB, en favorisant leur translocation du
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réticulum endoplasmique a 'appareil de Golgi. Ceci aurait alors comme conséquence une
augmentation de la densité des récepteurs a la membrane. Une observation semblable a
été faite dans les cellules HEK293, ou les investigateurs ont montré que H,0, augmentait
I'expression des récepteurs TPg a la membrane en inhibant leur internalisation apres
stimulation, favorisant I'idée d’une stabilisation du récepteur par le stress oxydatif [305]. La
méme équipe a démontré que ce phénomene était observé aussi avec les récepteurs FP,
mais pas sur les récepteurs EP; et EP,. Ces différences sur la stabilisation des récepteurs
pourraient expliquer les différences observées entre la réponse a I'U-46619 et celle a
I'isoprostane dans les artéres de grossesses prééclamptiques. Ainsi, la réponse augmentée a
I’'U-46619 dans ces vaisseaux pourrait étre le résultat d’une augmentation de la densité des
récepteurs TP membranaires générée par la présence du stress oxydatif, alors que la
diminution de réponse a la 8-isoPGE2 pourrait étre le résultat d’'une diminution de
I'expression des récepteurs EP a la membrane, qui pourrait étre caractéristique a la
prééclampsie ou la conséquence de I'action d’un autre facteur, peut étre le stress oxydatif
également. Aussi, ces observations étant centrées sur le récepteur TPg, il faudrait
déterminer si ce sous-type de récepteur est exprimé dans les vaisseaux placentaires. En
outre, I'effet pro-oxydatif de I'activation des récepteurs TP semble relativement généralisé
puisqu’il a également été rapporté dans les cellules du muscle lisse vasculaire de I'aorte de
rat [306], ainsi que dans les reins de rates ApoE'/' diabétiques olU un antagoniste des
récepteurs TP pouvait diminuer la néphropathie induite par le stress oxydatif [307]. De
méme, il a été montré dans les segments d’artéres pulmonaires, ainsi que dans les cellules
endothéliales et du muscle lisse vasculaire des artéeres pulmonaires de porc, que I'U-46619
augmentait la formation d’0," en agissant sur I’expression/activation de la NADPH oxydase,
alors que l'analogue de la PGl,, l'iloprost, entrainait le phénomene inverse en inhibant

I'induction par ’'U-46619 de I'expression de la gp91™"™

, sous-unité catalytique active de la
NADPH oxydase, et donc la formation d’0,", suggérant un réle protecteur de la PGI, contre
le stress oxydatif résultant de I’activation des récepteurs TP [303]. Ces observations
pourraient expliquer la modification de réactivité aux prostanoides observée dans les

artéres de prééclampsie. Tout du moins, elles soulignent I’évidence d’une étroite relation
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entre le stress oxydatif et la voie des prostanoides, ce qui pourrait étre d’importance chez
les patientes atteintes de prééclampsie.

Le stress oxydatif induisant la formation d’isoprostanes [114;115] et activant les
COXs dans différents tissus [260-263], nous nous sommes intéressés aux effets éventuels
que pourrait avoir la génération d’un stress oxydatif exogéne sur le métabolisme de I'AA
dans des placentas de grossesses normales. Les résultats obtenus ont montré que 1) le H,0,
exogéne n’avait pas d’effet sur la réponse aux prostanoides dans les cotylédons et les
artéres chorioniques placentaires, 2) H,0, induisait une contraction des vaisseaux
cotylédonaires et chorioniques de facon dépendante de la dose ou de la concentration
utilisée, 3) I'effet vasoconstricteur de H,0, était diminué par linhibiteur des COXs et le
bloqueur des récepteurs TP, bien qu’il semble que dans les artéres chorioniques, les
récepteurs TP contribuent plus faiblement que les COXs a la réponse a H,0,, et 4)
I"augmentation du stress oxydatif avec la xanthine oxydase ne modifiait pas la réponse a
H,0,, hormis dans les cotylédons ou elle a augmenté la sensibilité des vaisseaux dans le
groupe ne recevant aucun des bloqueurs. Le fait qu’une inhibition des COXs et un blocage
des récepteurs TP diminuent significativement la réponse a H,0, suggére que, dans les
vaisseaux placentaires, |'effet vasoconstricteur initié par H,0, est le résultat d’'une activation
de la voie enzymatique du métabolisme de I’AA. Aussi, l'intensité ou la nature du stress
oxydatif ne semble avoir d’'importance que dans certains vaisseaux puisque l'ajout de
xanthine oxydase augmentait la réponse a H,0, uniquement dans les cotylédons, comparés
aux arteres chorioniques ou elle n"avait aucun effet. L'effet vasoconstricteur de H,0, a été
rapporté par de nombreuses équipes dans différents tissus [258-261], incluant les
cotylédons placentaires humains [262]. Cependant, cet effet, bien que fréquemment relié a
la production de TXA, [260-263] ne semble pas toujours véhiculé par les prostanoides,
puisque certains auteurs rapportent une activation des PKC [259], une inhibition du NO
[258] ou encore une activation de la p38-MAPK [257]. Notre étude ne nous permet pas de
confirmer ou infirmer que les isoprostanes, produites par I'oxydation directe de I’AA par les
ROS, interviennent dans la réponse des vaisseaux placentaires au stress oxydatif.
Néanmoins, bien que non statistiqguement significative, il semble que I'utilisation des deux

bloqueurs combinés tendait a réduire la réponse maximale a H,0, comparée au groupe
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recevant I'ibuprofene seul. Une telle observation signifierait que des prostanoides, issues
d’une autre voie que la voie enzymatique du métabolisme de I’AA et capables d’agir sur les
récepteurs TP, pourraient participer a la vasoconstriction induite par le stress oxydatif. Or,
nous avons rapporté que l'isoprostane, 8-isoPGE,, pouvait agir sur les récepteurs TP en plus
des récepteurs EP dans les vaisseaux placentaires [285]. Il se pourrait donc que les
isoprostanes interviennent, quoique faiblement, dans la réponse au stress oxydatif dans les
vaisseaux placentaires. Aussi, méme si d’autres études sont nécessaires pour vérifier cette
hypothese, celle-ci serait en accord avec I'étude de Walsh et al. [262] qui avaient rapporté
que I"'augmentation de pression dans les cotylédons placentaires associée a I'administration
de H,0, était corrélée a une augmentation du taux de peroxydes lipidiques et de TXA,. Ces
constatations permettent de faire un certain rapprochement avec nos observations dans les
placentas de grossesses avec prééclampsie. En effet, il est connu qu’en plus de présenter un
stress oxydatif placentaire important [278;279], les femmes atteintes de prééclampsie
présentent également une augmentation de la sécrétion de TXA, [223] et du taux
d’isoprostanes [278] placentaires. Ces observations indiquent que les augmentations de
TXA, et d’isoprostanes dans les placentas issus de grossesses compliquées par la
prééclampsie pourraient étre le résultat direct du stress oxydatif placentaire. N'a-t-il pas été
rapporté que I’hydroperoxyde de tert-butyle augmentait le rapport TXA,/PGl, dans les
cotylédons placentaires humains [226]? Ainsi, ces résultats supportent une fois encore
I’hypothése d’une étroite relation entre les prostanoides et le stress oxydatif placentaire et
suggerent méme |'existence d’une sorte de cercle vicieux entre ces derniers. De plus, il
apparalt qu’un blocage de I'activation des COXs par |'aspirine ne résulte pas seulement en
une inhibition de la formation de TXA, mais aussi de celle des peroxydes lipidiques dans les
placentas de grossesses avec prééclampsie [308], suggérant que chez ces patientes,
I'activation des COXs placentaires accroit simultanément le stress oxydatif. De cette facon,
le cercle vicieux instauré entre la voie du métabolisme de I’AA et celle du stress oxydatif
pourrait entrainer le maintien d’'une dysfonction de la circulation foeto-placentaire qui
pourrait s’avérer délétere pour le foetus. Finalement, le fait que le stress oxydatif
placentaire observé chez les patientes atteintes de prééclampsie serait le résultat d'un

mauvais remodelage utérin [277] suggere que le stress oxydatif soit I'initiateur du cercle
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alors que la voie des prostanoides en permettrait le maintien. En effet, le stress oxydatif
initié engendrerait une augmentation de la production de prostanoides, qui a leur tour
favoriseraient la formation de nouvelles espéces radicalaires de I'oxygene, qui
continueraient d’activer la voie de formation des prostanoides et ainsi de suite, bouclant
ainsi la boucle.

Parallelement, bien qu’il ait été rapporté dans les placentas de grossesses
compliquées par la prééclampsie que I'expression d’eNOS était diminuée dans |'artére [253]
et dans la veine [249] ombilicales humaines, il a aussi été montré qu’elle était augmentée
dans le trophoblaste villeux [253]. Ceci suggere I'existence d’un mécanisme compensateur
au niveau des vaisseaux de résistance du placenta. Malgré tout, s’il s’agit effectivement d’un
mécanisme compensateur, il est clair qu’il n’est pas suffisant pour contrer la mauvaise
perfusion placentaire. Ici aussi, le stress oxydatif pourrait étre la raison d’un tel échec. En
effet, il est bien connu que dans certains cas, par exemple en I'absence d’'une quantité
suffisante de cofacteur BH,, les NOSs peuvent produire simultanément de I’0," et du NO qui
vont réagir ensemble pour former ONOO™ [231] et donc augmenter le risque de dommage
au placenta. De méme, le mauvais remodelage des artéres utérines augmenterait aussi la
production d’0,"” [277] réagissant avec NO pour former ONOO'". Ainsi, la diminution de la
biodisponibilité du NO, empécherait ce dernier d’agir comme vasodilatateur et donc de
limiter les dommages foeto-placentaires. Ceci est en accord avec ce qui a été montré dans
I’artére ombilicale humaine, ou O, réagissait avec NO pour former ONOO™ et augmenter
ainsi la tension des arteres [309], ainsi que dans les cotylédons, ou ONOO™ semblait
responsable de la dysfonction de la vascularisation feeto-placentaire observée dans les
placentas issus de grossesses avec prééclampsie [301]. De cette maniére, en plus d’étre un
symptdme bien établi de la prééclampsie, le stress oxydatif, méme s'il n‘en est pas

I'instigateur, pourrait s’avérer étre un élément clé dans le développement de la maladie.
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Dans cette étude, nous avons montré que les prostanoides, qu’elles soient issues de
I'activation des COXs ou de la peroxydation de I’AA, possedent de puissantes propriétés
vasoactives dans la circulation placentaire. Grace a l'utilisation de bloqueurs des récepteurs
TP a la TXA, et des récepteurs EP a la PGE,, nous avons pu démontrer la présence de ces
récepteurs dans les vaisseaux sanguins du placenta humain. Parallélement, les propriétés du
bloqueur des récepteurs EP, I’AH6809, combinées aux caractéristiques connues de
I'activation des récepteurs EP; suggérent que les effets vasoactifs, véhiculés par les
récepteurs EP, observés dans cette étude sont le résultat d’'une activation des récepteurs
EP,. Ceci fournit une information supplémentaire quant au type de récepteurs EP présents
dans les vaisseaux étudiés. En revanche, nous n’avons pas été en mesure de définir quelle(s)
est(sont) la(les) substance(s) capable(s) de jouer la contrepartie vasodilatatrice dans la
régulation du tonus vasculaire placentaire.

Les travaux utilisant des placentas obtenus de patientes atteintes de prééclampsie
ont montré que la maladie était associée a des changements significatifs sur la réactivité des
artéres chorioniques aux prostanoides. En effet, alors qu’elle diminuait la réponse a
I'isoprostane, elle augmentait simultanément celle a ’'U-46619. Ces observations suggérent
qgue la régulation de la pression de perfusion placentaire par les substances prostanoides
serait compromise dans les placentas de grossesse prééclamptique.

Finalement, I'induction d’un stress oxydatif via I'administration de H,0, exogéne,
combiné ou non a la xanthine oxydase, a provoqué une augmentation relativement
importante de la pression de perfusion dans les cotylédons et de la tension dans les artéres
chorioniques. D’autre part, 'utilisation d’'un bloqueur des récepteurs TP et d’un inhibiteur
des COXs, seuls ou en combinaison, a révélé que |'effet vasoconstricteur du stress oxydatif
est généré par une activation de la synthése enzymatique des prostanoides. Ces données
supportent lI'idée d’une relation étroite entre le stress oxydatif et les prostanoides dans les
vaisseaux placentaires, relation qui pourrait étre d’importance dans les placentas de
grossesses prééclamptiques puisque le stress oxydatif y est présent et la production de TXA,
augmentée.

Toutes ces observations prises ensemble supportent nos hypotheses que les

prostanoides font partie des molécules endogénes qui contrélent le tonus vasculaire
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placentaire. De plus, le stress oxydatif, en modifiant la voie de production, pourrait étre a
I'origine de I"'augmentation de TXA, décrite dans les placentas obtenus de grossesses avec
prééclampsie. En revanche, nous n’avons pas réussi a démontrer un quelconque effet
protecteur du NO ou de la PGl, en réponse a une forte contraction des vaisseaux
placentaires. Ceci suggere que d’autres substances doivent étre impliquées dans la
contrepartie vasodilatatrice. Cependant, d’autres études sont encore nécessaires pour
mieux comprendre la régulation du tonus vasculaire placentaire.

Finalement, il est important de garder a I'esprit que les études faites sur les
placentas humains et, en particulier sur le contréle du tonus vasculaire placentaire, sont
essentiellement réalisables in vitro. En effet, la grossesse ne se comparant qu’a elle-méme, il
est pour le moins délicat de réaliser des études in vivo chez des femmes enceintes, puisque
celles-ci pourraient comporter de gros risques pour la mére et son enfant. Par conséquent, il
apparait difficile de confirmer in vivo, ce que I'on observe in vitro. Néanmoins, les études in
vitro restent tres efficaces pour mieux comprendre la physiologie placentaire, mais aussi les
physiopathologies telles que la prééclampsie et le RCIU. D’autre part, notre étude
impliquant des placentas de grossesses avec prééclampsie ne fait pas la distinction entre les
différents cas de prééclampsie (légére-modérée vs sévere, précoce vs tardive). Ceci pourrait
étre d’'importance dans l'explication des différences observées entre les études quant a la
réactivité placentaire, puisque les différents cas de prééclampsie semblent posséder des
étiologies qui divergent. Aussi, bien que I'étude présentée dans le chapitre 4 nous apporte
de l'information quant a I'interaction qui peut exister entre le stress oxydatif et la voie du
métabolisme de I’AA dans le placenta, elle nous ne permet pas de confirmer que ceci est
impliqué dans la physiopathologie de la prééclampsie. D’autres études sont nécessaires
pour démontrer et comprendre ce phénomeéne dans les placentas de femmes atteintes de

prééclampsie.



CHAPITRE 7

PERSPECTIVES DE CES TRAVAUX
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Dans notre étude, nous avons montré qu’il semble exister un lien étroit entre les
prostanoides et le stress oxydatif. Ce lien pourrait étre d'importance dans le développement
de la prééclampsie. Cependant, plusieurs études sont encore nécessaires pour répondre aux
guestions qui subsistent.

Par exemple, nous avons observé que la prééclampsie, de méme que |'age
gestationnel, modifient la réponse aux prostanoides dans les vaisseaux placentaires, ce qui
pourrait étre di a une variation de la quantité de récepteurs aux prostanoides présents
dans les vaisseaux. Ainsi, il serait intéressant d’évaluer I'impact de ces différentes conditions
sur les récepteurs aux prostanoides des vaisseaux placentaires obtenus de grossesse
normotensives ou compliquées par la prééclampsie suite a une délivrance a terme ou
prématurée. Ceci pourrait alors étre fait d’'une part au niveau génique en quantifiant
I’ARNm des récepteurs TP et EP via une technique de RT-PCR en temps réel et, d’autre part,
au niveau protéique en mesurant |'expression des récepteurs par une technique
d’'immunobuvardage de type Western.

Il est bien connu que la prééclampsie s’"accompagne d’un stress oxydatif marqué
[42;107;227]. Aussi, nous avons montré que ce dernier entrainait une activation des COXs
lorsqu’induit dans des vaisseaux placentaires de grossesse normale. Ainsi, il serait d’intérét
d’évaluer si, dans les vaisseaux placentaires de grossesse avec prééclampsie, la transcription
des génes des COXs, de méme que leur expression protéique, sont modifiées comparées a
des vaisseaux placentaires de grossesse normotensive. L'effet sur la transcription génique
pourra étre évalué en quantifiant ’ARNm de chacune des COX (1 et 2) par une technique de
RT-PCR en temps réel, alors que leur expression protéique sera mesurée par
immunobuvardage de type Western. De cette fagon, une différence entre les vaisseaux
placentaires obtenus de grossesses normotensives et ceux obtenus de grossesses avec
prééclampsie pourrait refléter les effets du stress oxydatif sur la voie de production des
prostanoides placentaires.

De plus, il serait intéressant de voir si, comme ce qui a été observé dans d’autres
études [302;307], I'activation des récepteurs TP dans les vaisseaux placentaires mene a une
augmentation du stress oxydatif. Celui-ci pourrait étre évalué par I'utilisation de kits ELISA

mesurant les biomarqueurs du stress oxydatifs comme les isoprostanes (8-isoprostanes) ou
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le malonedialdéhyde qui refléte la peroxydation lipidique. L’avantage d’une telle étude est
gu’elle permettrait de valider ou invalider I'idée de I'existence d’une sorte de cercle vicieux
entre les prostanoides et le stress oxydatif qui, chez les patientes atteintes de prééclampsie,
pourrait favoriser le développement de la maladie et serait donc d’'importance dans la
compréhension de la prééclampsie. Les kits ELISA mesurant les isoprostanes pourraient
également étre utilisés afin de compléter I'étude présentée dans le chapitre 4, dans le but
de voir si, comme les prostanoides de synthése enzymatique, les isoprostanes participent a
I'augmentation de pression (ou de tension) observée dans les vaisseaux placentaires en
réponse a l'induction d’un stress oxydatif.

Dans un autre ordre d’idée, le sFlt-1, qui diminue I'action du VEGF en I'empéchant
de se lier a son récepteur membranaire, et la sEng, qui empéche entre autres la relaxation
endothéliale induite par la liaison du TGF-B a I'’endogline de surface, sont augmentés chez
les patientes avec prééclampsie. Ces derniers, avec les ROS et les isoprostanes, jouent un
role dans la dysfonction endothéliale observée chez les femmes atteintes de prééclampsie
[249;273;310;311]. Ainsi, il serait intéressant de voir s’il existe une corrélation entre le stress
oxydatif, les prostanoides et I’expression des récepteurs solubles sFlt-1 et sEng. Ces deux
protéines pourraient donc étre mesurées, grace a des kits ELISA, dans les tissus placentaires
obtenus de grossesses compliquées ou non par la prééclampsie, dans lesquels la voie des
prostanoides ou le stress oxydatif seraient inhibés ou activés.

Finalement, il serait important dans les études futures de faire la distinction entre
les différents types de prééclampsie. En effet, le fait que le type précoce, en général plus
sévere, soit la plupart du temps associé a un mauvais remodelage vasculaire, alors que le
tardif ne l'est pas, suggere que l'étiologie de la maladie puisse différer. Par exemple,
I'intensité du stress oxydatif corréle avec la sévérité de la maladie [273;275], alors que les
bébés naissants de femmes avec prééclampsie précoce sont généralement plus petits que
ceux naissants de femmes avec prééclampsie tardive [312]. Ces observations révelent
I'importance de tenir compte des différents cas de prééclampsie au moment du
recrutement des patientes et de I'analyse des résultats. Ainsi, il serait pertinent de classer
les prééclampsies dans un premier temps en fonction du moment de |'apparition des

symptémes soit : les précoces se déclarant avant la 34°™ semaine de grossesse et les
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tardives se déclarant apres la 34°me semaine; et dans un second temps, en tenant compte de
la sévérité de la maladie, soit: les légéres a modérées, essentiellement caractérisées par
une hypertension gestationnelle et une protéinurie, et les sévéres, pouvant également
s’accompagner de maux de téte, mauvaise vision, cedéme pulmonaire, oligurie, créatine

sérique élevée, RCIU visible et convulsion [2].
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