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RESUME

La théorie de la programmation feetale propose que des maladies de I'age adulte telles que
'hypertension et les troubles cardiovasculaires auraient une origine foetale. Egalement, plusieurs
études chez I'humain et I'animal suggérent que le petit poids de naissance serait associé & un retard
pubertaire et/ou & une perturbation du développement de I'ovaire et du testicule. Nous avons créé un
modéle de restriction de croissance intra-utérine (RCIU) en donnant & des rates une diéte faible en
sodium pour la derniére semaine de gestation. Nous avons déja observé que I'environnement feetal
défavorable créé entraine des conséquences a long terme sur les systémes rénal et cardiaque.
L'hypothése emise est que l'altération de I'environnement intra-utérin par la restriction sodique
maternelle entraine des conséquences fonctionnelles & long terme sur la puberté et le
developpement des gonades et de I'axe hypophysaire-gonadique (HG) du foetus RCIU. Les objectifs
specifiques sont de déterminer, chez des rats nés de méres ayant regu ou non la diéte faible en
sodium, la date d'apparition de I'ouverture vaginale chez les femelles et de la séparation balano-
prépuciale chez les méles comme indice de la puberté. Ensuite, a I'age adulte, I'expression génique
et protéique de composantes de l'axe HG, la concentration de stéroides sexuels sériques et
tissulaires gonadiques et I'histologie des gonades seront déterminées. Les résultats obtenus
suggerent que la RCIU aurait, chez le male, une influence sur la puberté et favoriserait une
accumulation de testostérone gonadique. Chez la femelle RCIU, I'expression des enzymes de la
stéroidogénése est augmentée et associée a une production accrue d'estradiol dans I'ovaire. Ces
travaux démontrent ainsi la possibilité d'un dimorphisme sexuel en réponse & un environnement

foetal défavorable chez le rat au niveau de I'axe HG et de l'arrivée de la puberté.

Morts-CLES

Programmation feetale, environnement foetal défavorable, puberté, systéme reproducteur, fonction

ovarienne, fonction testiculaire, stéroidogénése, hormones sexuelles, gonadotrophines, fertilité.



ABSTRACT

The hypothesis of fetal programming proposes that chronic diseases could originate during fetal
development. Several studies in human an animal suggest also that low birth weight is associated
with delay in onset of puberty and perturbation of gonadal development. To study this phenomenon,
we created an animal mode! of intrauterine growth restriction (IUGR) by providing a low-sodium diet
to rats during the last week of gestation. We already observed that this adverse intrauterine
environment (AIE) entails long term consequences on renal and cardiac systems. The hypothesis of
the present report is that the alteration of intrauterine environment by the maternal low-sodium diet
involves long term outcomes on onset of puberty and on pituitary-gonadal (PG) axis development.
The aim is to evaluate the date of vaginal opening in females and of balano-prepucial separation in
males as sign of onset of puberty. At adult age, we determined gene and protein expression of
several PG axis components, serum and gonadal concentrations of sexual steroids and gonadal
histology. These results suggest that IUGR delays the onset of puberty and stimulate the
accumulation of gonadal testosterone in males. In IUGR females, gene expression of rate-limiting
steroidogenesis enzymes is augmented and correlate with an elevation of ovarian estradiol. This
work shows a possibility of sexual dimorphism in response to AIE concerning PG axis and onset of
puberty in rat.

KEY WORDS

Fetal programming, adverse intrauterine environment, fetal growth retardation, puberty, reproductive

tract, gonadal function, steroidogenesis, sexual hormones, gonadotropins, fertility.
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1.1 L’ENVIRONNEMENT FCETAL ET SES CONSEQUENCES

La condition de la grossesse est importante a considérer lorsque vient le temps de comprendre et
d'expliquer I'apparition a I'age adulte de maladies chroniques spécifiques au sexe. |l va sans dire
qu'une insulte feetale est tout aussi dommageable pour les organes reproducteurs que pour les
autres systémes du corps, seulement cela semble plus complexe a étudier vu les multiples facettes
du probleme (endocrinologie, cycle menstruel, différences entre les deux sexes, systéme nerveux
central (SNC), etc.). Le fait que certaines conditions pathologiques de la fonction reproductrice
pourraient avoir des origines fcetales prend toute son importance lorsque I'on songe aux
consequences qu'a la diminution de la fertilité des étres humains sur la societé et les générations
futures. La recherche se penche de plus en plus sur les troubles de la fonction reproductive qui
représentent un sujet chaud a I'heure actuelle. C'est pourquoi nous nous sommes intéressés a
linfluence de I'environnement intra-utérin sur le développement foetal et particulierement sur les

conséquences au niveau de |'axe reproducteur.

1.1.1  LARESTRICTION DE CROISSANCE INTRAUTERINE

Trois conditions dont deux pathologiques entourent la notion de faible poids de naissance. La
condition normale réféere a un bébé en santé, mais de petite constitution. Les situations
pathologiques sont les accouchements pré-terme et la restriction de croissance intra-utérine (RCIU).
Aux Etats-Unis, la RCIU est & I'origine d'une augmentation de 6 & 10 fois de la mortalité périnatale
(Vandenbosche & Kirchner, 1998). Avant le début des années 60, on assumait qu'un nouveau-né de
poids inférieur & 2 500g souffrait de retard de croissance. Depuis, le débat est considérable au sujet
des limites a utiliser pour les bébés nés petits pour leur age gestationnel. Maintenant, un diganostic
de RCIU est posé lorsque le poids du nouveau-né se trouve sous le 10¢ percentile pour I'age
gestationnel (Resnik, 2002).

La RCIU est généralement classifiée en deux catégories : symétrique et asymétrique. La RCIU
symétrique concerne un feetus dont le corps entier est proportionnellement plus petit, caractérisé par
une téte, un squelette et une circonférence abdominale de dimensions inférieures. Ce type de RCIU
apparait lors d'une insulte précoce dite interne, telle une infection ou un syndrome congénital(e), une
anormalité chromosomique, un facteur toxique ou autre. La croissance et la division celiulaires en

sont ainsi diminuées. Ces bébés naissent de poids et de longueur plus faibles et une récupération
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pondérale lors de la croissance post-natale est rarement observée chez eux. La RCIU asymétrique
est plus sévére et les foetus en souffrant ont une téte de grosseur normale, mais une circonference
abdominale moindre causée par la diminution des masses musculaire et graisseuse. Cette
croissance asymétrique est la conséquence de la non disponibilité de substrats nécessaires au
métabolisme fcetal causée par des facteurs provenant de l'extérieur, le plus souvent par une
anomalie vasculaire maternelle réduisant la perfusion utéro-placentaire. L'atteinte survient
genéralement plus tard dans la grossesse, au moment ou la croissance des cellules se fait en taille
plutdt gu'en nombre. Un recouvrement de croissance est plus souvent observé dans ce cas (Kanaka-
Gantenbein et al., 2003;Murphy et al., 2006;Peleg et al., 1998;Resnik, 2002).

1.1.1.1 Etiologies

Les feetus nés avec RCIU forment la constituante pathologique d'un groupe de bébés dits nés petits
pour I'age gestationnel (small-for-gestational-age). Plusieurs de ces enfants sont normaux, mais plus
petits de par la constitution génétique de leurs parents. De nombreux facteurs peuvent étre a l'origine
de la RCIU. C'est donc par rétrospection et aprés la naissance que I'on peut faire la distinction entre

un bébé qui en a souffert et un bébé normal de plus petite constitution (Peleg et al., 1998).

Des RCIU de cause connue (environ 60%), le tiers est attribuable a des variants genétiques
(aberrations chromosomiques et autres désordres génétiques) alors que deux tiers sont détermines
par des facteurs environnementaux tels que les conditions maternelles (infection chronique, atteinte
rénale ou vasculaire, éclampsie), placentaires (infection intra-utérine, insuffisance utéro-placentaire,
autres anomalies du placenta) et extrinséques (environnement socio-économique, abus de
substances nuisibles (tabac, alcool, drogues et médicaments) par la mére ou sa malnutrition).
Environ 40% des cas de RCIU sont idiopathiques. Une diminution de 'expansion du volume circulant
maternel a toutefois é&té corrélée avec une certaine proportion de ces cas de RCIU (Rosso et al.,
1993;Kanaka-Gantenbein et al., 2003).

D'autres causes ont été mises en évidence dans la genése de la RCIU. L'hypoxie a des effets via la
transcription du facteur HIF-1a. (hypoxia inducible factor) qui, & son tour, active la transcription des
génes en réponse aux concentrations d'oxygéne (O2). L'O; contrle le développement de I'arbre
vasculaire villeux et de la prolifération trophoblastique et a donc un impact sur le transport placentaire

(Myatt, 2006). L'altération de la nutrition maternelle durant la grossesse a un impact direct a plusieurs
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niveaux, notamment sur la synthése du monoxyde d'azote (NO) et des polyamines. Ceci peut réduire
le débit sanguin feeto-placentaire, ou encore augmenter la pression artérielle foetale en réduisant la
vasodilatation dépendante du NO (Wu et al.,, 2004). Par ailleurs, le stress oxydatif est augmenté
durant la grossesse normale, et cette augmentation est exacerbée lors d'une complication telle que
la prééclampsie (Wang et al., 1992). Le trophoblaste produit des espéces réactives derivées de
I'oxygéne (stress oxydatif); il exprime la NADPH oxydase qui est la majeure source enzymatique de
superoxydes. L'expression de cette enzyme est d'ailleurs augmentée lors de la prééclampsie (Cui et
al., 2006). Le stress oxydatif peut donc altérer le développement du placenta et avoir des
consequences sur le foetus. Des altérations dans I'expression placentaire de certains transporteurs
de glucose et d'acides aminés ont également été rapportées dans des cas de grossesses avec RCIU
(Myatt, 2006).

La disponibilité des nutriments et des acides aminés peut altérer les patrons d'expression de certains
génes, cela se traduit par des changements sur la structure de la chromatine. On parle de
phénomenes épigénétiques. Les meécanimes les plus connus sont la méthylation de I'ADN et les
modifications des histones (acétylation ou méthylation). En effet, il a été déemontré chez le rat en
période néonatale qu'une insuffisance utéroplacentaire était liee a une hypométhylation du géne p53
au niveau du rein (Pham et al., 2003), aussi bien qu'a une hypométhylation globale de 'ADN et & une
hyperacétylation des histones au niveau hépatique (MacLennan et al., 2004). Des travaux sur la
souris montrent également qu'un supplément de donneurs de groupements méthyl- et de cofacteurs
(acide folique, vitamine B-12) dans la diéte maternelle augmente la méthylation des ilots CpG sur le
locus particulier Av, responsable de la couleur du pelage. Ces patrons de méthylation ont persisté
jusqu'a I'age adulte (Waterland & Jirtle, 2004;Wu et al., 2004). Bien que trés récent, I'aspect
épigénétique demeure extrémement intéressant afin d'expliquer les conséquences a long terme de la
RCIU induit par un changement de diéte maternelle. Ceci pourrait donc étre un élément clé dans la
programmation fcetale.

1.1.1.2 Conséquences

La plupart des enfants nés avec RCIU présentent un taux de croissance normal. Cependant, des
études ont démontré qu'au moins le tiers de ceux-ci n'atteindront jamais une taille normale. Plus

I'enfant est petit et I'age gestationnel bas, moins il aura de chance de récupérer (Peleg et al., 1998).
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Plusieurs complications ont été observées chez les enfants nés avec une RCIU ; en effet, celles-ci
dépendent de la période de la grossesse ol se produit l'insulte et sont aussi nombreuses que les
causes. Si I'on exclut les plus graves atteintes fcetales telles I'aneuploidie, les infections et les
malformations congénitales, les feetus ayant souffert d'une privation faible & modérée d'oxygene et
de nutriments survivent. Ce manque peut entrainer plusieurs atteintes métaboliques : hypoxie
néonatale, encéphalopathie, hypoglycémie, polycythémie, hypocalcémie, hypothermie et bien
d'autres. Ces enfants ont bien évidemment un risque élevé de morbidité et de mortalité néonatales
(Murphy et al., 2006;Resnik, 2002).

Plusieurs travaux chez I'nomme et chez I'animal suggerent que la RCIU aurait des conséquences a
long terme sur le développement cardiovasculaire et metabolique : hypertension, diabéte de type I,
maladies coronariennes, cholestérol, syndrome métabolique, syndrome de l'ovaire polykystique
(Barker, 1997c;Barker, 1997b;Barker, 1997a). Le développement neurologique est également lié au
degré de retard de croissance ; aussi a-t-il été démontré qu'en plus d'accroitre le risque de paralysie
cérébrale, 1a RCIU est liée a des troubles d'ajustement psychosocial, une diminution du quotient
intellectuel ainsi qu'a des déficits d'attention et de performance (Kanaka-Gantenbein et al,
2003;Peleg et al., 1998;Resnik, 2002).

1.1.2 DEFINITION DE LA PROGRAMMATION FOETALE

L'hypothése des origines feetales des maladies de I'adulte propose que l'individu en développement
s'adapte aux changements de nutrition et de statut endocrinien survenant in utero. Ceci peut modifier
la structure, le fonctionnement ou le métabolisme de fagon permanente et prédispose l'individu & des
maladies de l'age adulte telles diverses affections cardiovasculaires, métaboliques et
endocriniennes. Un stimulus ou une insulte survenant a une période critique ou sensible du
développement feetal peut avoir des effets a long terme sur l'individu. C'est ce qu'on appelle la
programmation feetale. Une insulte qui se produirait en période de division rapide des cellules, par
exemple, pourrait réduire le nombre de cellules dans certains organes et ce, de fagon permanente.
Au point de vue de I'évolution, ce phénoméne refléte les avantages de la plasticite pendant le
développement embryonnaire précoce. Par exemple, la maladie coronarienne pourrait étre une
conséquence de I'adaptation feetale a une malnutrition qui est bénéfique pour la survie du bebé a

court terme, au risque de lui nuire plus tard dans sa vie (Barker, 1997¢;Godfrey & Barker, 2000).
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Un grand nombre d'études ont documenté la programmation feetale en utilisant une variété
d'especes dont I'environnement intra-utérin a été altéré de différentes maniéres. L'induction d'un
environnement feetal défavorable par un stress maternel, une hypoxie, une administration de
glucocorticoides, une manipulation de la diete ou une insuffisance placentaire méne & des
anormalités post-natales a long terme des fonctions cardiaque, vasculaire, métabolique et
endocrinienne (changements de la pression artérielle (PA), du taux de cholestérol, de la balance
hépatique du glucose et du développement rénal par exemple) chez le rat, I'agneau, le cobaye, le
singe, le porc, le cheval et les primates (Fowden et al., 2006). C'est ainsi dire que ces travaux sont
essentiels pour |'étude des maladies de I'humain adulte (Godfrey & Barker, 2000).

1.1.3  ETUDES EPIDEMIOLOGIQUES : POIDS DE NAISSANCE ET FONCTION REPRODUCTRICE

En ce qui a trait aux études sur la programmation feetale, les maladies cardiaques et 'hypertension
sont sans doute les premiéres a avoir été investiguées et sont depuis les plus étudiées. Un des
signes de la détresse feetale est la redistribution du flot sanguin vers le cceur et le cerveau au
détriment d'autres organes tels le rein, le pancréas et le foie, qui peuvent en souffrir et ne pas se
développer adéquatement. Bien que des groupes se soient déja intéressés aux effets a long terme
de la nutrition maternelle sur le potentiel de reproduction de la progeniture (Allden, 1970), ce n'est
que récemment que des associations entre la RCIU et des désordres de la fonction reproductrice
chez 'numain ou I'animal ont été documentées (Delemarre-van de Waal HA et al., 2002;Engelbregt
et al., 2000;Ibanez et al., 2000b;Ibanez et al., 2000a).

En 1998, des études menées par un groupe hollandais ont suggéré que la RCIU pouvait affecter la
croissance de l'ovaire lors du développement embryologique, celui-ci étant anatomiquement prés du
rein. Dans une population de bébés autopsiés aprés mort périnatale, ils ont retenu quatre nouveaux-
nés atteints de RCIU sévére et quatre témoins, pairés selon I'age gestationnel. Leurs travaux ont
démontré une diminution de la proportion de follicules primordiaux chez les RCIU par rapport aux
foetus normaux et suggérent que les femmes nées avec RCIU pourraient ainsi rencontrer des
problémes de fertilité & long terme (de Bruin et al., 1998). Par la suite, d'autres groupes se sont
intéressés au syndrome de I'ovaire polykystique et ont démontré une association intéressante avec
I'environnement prénatal. Une étude sur 235 femmes suggeére en effet que le syndrome aurait des
origines intra-utérines. Les auteurs proposent que le fait d'étre nées post-terme ou avec un poids

élevé pourrait avoir résulté en une altération permanente du contrdle hypothalamique de la relache
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d’hormone lutéinisante (LH, luteinizing hormone), donnant ainsi lieu aux désordres rencontrés chez
les femmes atteintes du syndrome de I'ovaire polykystique. Les patrons de relache hormonale et de
sensibilité des tissus qui s'établissent in utero pourraient donc influencer le développement d'une
maladie a I'age adulte (Godfrey & Barker, 2000). Par ailleurs, une étude d'ultrasonographie menée
par I'equipe de Ibanez et collegues sur 12 jeunes filles nées avec un petit poids a démontré des
poids ovarien et utérin réduits comparativement aux témoins (lbanez et al., 2000b). Persson et
collegues ont également trouvé que la puberté chez de jeunes filles nées petites pour I'age
gestationnel était devancée de quelques mois. Le méme phénomeéne n'a toutefois pu étre observé
chez les gargons (Persson et al., 1999).

La programmation de I'axe reproducteur a fait I'objet de quelques revues de littérature intéressantes
(Davies & Norman, 2002;Hokken-Koelega, 2002;Rhind et al., 2001). D'aprés des données éparses,
les auteurs ont proposeé plusieurs hypothéses. On y explique que I'axe hypothalamo-hypophysaire-
gonadique (HHG) est plus ou moins sensible a divers stimuli de I'environnement selon la période
feetale. De fagon plus précise, la testostérone et l'estradiol (E2) jouant un réle-cié dans la
différentiation sexuelle, des perturbateurs endocriniens, comme des composés chimiques
synthétiques, peuvent altérer les niveaux de ces hormones et leurs actions subséquentes et ainsi
avoir un impact négatif sur le développement du systeme reproducteur (Davies & Norman, 2002). En
fait, la programmation peut se faire autant par des changements aux niveaux hypothalamique et
hypophysaire qu'au niveau des gonades. Le stade de développement fcetal auquel chacun de ces
organes est sensible aux perturbations est différent. L'affection ne sera pas la méme dépendant de
linsulte en question, mais sera d'autant plus grande si le stress survient en période de
développement et de différentiation rapides des gonades. L'effet a I'age adulte varie également selon

l'organe affecté et I'age auquel le feetus a été exposé (Rhind et al., 2001).

Pour s(r, les relations entre les parameétres périnataux, le développement sexuel hormono-
dépendant et le risque de maladies  long terme ont suscité récemment un intérét grandissant. Etant
relativement peu documentg, il reste difficile de départager le tout & propos de ce sujet précis qu'est
la programmation feetale de I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. Les observations qui en
ressortent sont parfois divergentes et manquent peut-étre de consistance (Davies & Norman, 2002).
Rhind et collegues soutiennent également que plusieurs mécanismes sous-tendant les effets de la
sous-nutrition maternelle sur la progéniture restent incompris, de méme que l'importance des retards

de développement durant la premiére moitié de la grossesse en lien avec la capacité subséquente
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de se reproduire dans la vie (Rhind et al., 2001). Il va sans dire que les percées solides sont peu
nombreuses dans ce domaine et que I'on doit poursuivre les travaux pour éclaircir les mécanismes

environnant la programmation feetale et ses conséquences.
1.1.4 MODELES ANIMAUX DE PROGRAMMATION FCETALE

Il est plutot malaisé d'étudier le phénoméne de programmation feetale chez 'humain étant donné sa
longévité et l'influence des multiples facteurs extérieurs incontrolables, tels que le mode de vie,
I'apport nutritionnel, le tabagisme et 'abus d'autres substances nuisibles, sans oublier tout le volet
des émotions et du stress qui ont un impact réel sur la condition physique. Jusqu'a ce jour, plusieurs
approches expérimentales chez I'animal ont permis d'induire un environnement feetal défavorable, la
RCIU étant une des conséquences possibles. Les principaux modéles animaux se classent dans
trois grandes catégories : les modéles nutritionnels qui consistent en une modification de la diete
maternelle, ceux ol une insulte de type hormonal est faite, comme une exposition in utero a
différents stéroides et enfin les modéles ol une chirurgie est pratiquée afin de réduire le flot sanguin
placentaire. Plusieurs groupes étudient méme le devenir des feetus (surtout au niveau de la fonction

reproductive) exposés a une substance toxique in utero (Guillette, Jr. & Gunderson, 2001).

Il existe plusieurs manceuvres permettant d'induire une restriction de croissance du feetus via la
nutrition maternelle, telles que la réduction de I'apport protéique (Langley & Jackson, 1994) qui est a
ce jour étudiée de fagon extensive, la sous-nutrition par une restriction calorique (Woodall et al.,
1996) ainsi que la déficience de la diéte en un nutriment spécifique (vitamine, minéral) comme le fer
(Crowe et al., 1995). Autant chez I'humain que chez I'animal, il a également été prouvé qu'une
diminution du poids de naissance est observée suite a une exposition du feetus aux glucocorticoides
pendant le développement intra-utérin (Reinisch et al., 1978). L'exposition feetale & des perturbateurs
endocriniens tels que les stéroides fait également l'objet de plusieurs travaux. Par exemple,
l'exposition prénatale aux androgénes chez I'agneau cause un délai de I'apparition des pics de LH et
d'hormone folliculostimulante (FSH, follicle stimulating hormone) chez la femelle et altérerait donc le
rétrocontrole positif de 'E2 (Sharma et al., 2002).



1.1.41 Apercu des modeéles de programmation feetale de I'axe reproducteur

Les principales études animales se penchent notamment sur les indices d'apparition de la puberté, le
poids des organes reproducteurs et la morphologie de leurs cellules, les concentrations de stéroides
et la réponse gonadique en général. Un groupe en particulier a mené un bon nombre d'études sur la
progéniture de brebis gestantes ayant regu une diéte restreinte au niveau énergétique (calorique)
aux premiers stades de la gestation. lls ont observé une réduction du poids des ovaires (Rae et al.,
2001) et du nombre de follicules (Da Silva et al., 2002) ainsi qu'un pourcentage supérieur de cellules
méiotiques dans les ovaires foetaux du groupe expérimental indiquant que le développement de ces
ovaires était moins avancé (Borwick et al., 1997). Chez le foetus male, I'expression de la protéine de
transport du cholestérol (StAR, Steroidogenic acute regulatory protein) est augmentée dans le tissu
testiculaire entrainant une hausse conséquente de Ia testostérone plasmatique (Rae et al., 2002).
L'expression hypophysaire du géne de la sous-unité béta de la LH est aussi diminuée chez les deux
sexes (Da Silva et al., 2002). Un autre groupe a par ailleurs démontré que le nombre de cellules de
Sertoli chez des agneaux nouveaux-nés dont la mere souffrait de malnutrition était inférieur & celui
d'un groupe témoin (Bielli et al., 2002). Les indices reconnus pour déterminer I'apparition de la
puberté sont la séparation balano-prépuciale (SBP) et l'ouverture vaginale (OV). Un groupe
hollandais s'est intéressé au lien entre la RCIU et la puberté. Une RCIU induite par la ligature de
I'artére utérine chez la rate au début de la troisiéme (et derniére) semaine de la gestation retarde
I'arrivée de la puberté chez la progéniture des deux sexes. Les auteurs expliquent cependant que ce
retard ne dépend pas de I'atteinte d'un poids critique (Engelbregt ef al., 2000). Nous reviendrons sur
ce concept de poids critique (section 1.3.2). Chez les femelles RCIU, la date du premier cycle oestral
est retardée et aprés stimulation des ovaires, le nombre de follicules primordiaux et antraux est
inférieur a celui des témoins (Engelbregt et al., 2002). Chez des rats dont la RCIU a été induite par
une restriction calorique (Carney et al., 2004;Leonhardt et al.,, 2003) ou protéique (da Silva et al,
2004;Zambrano et al., 2005) maternelle, un retard de puberté ainsi qu'un poids inférieur de I'utérus,
des ovaires et des testicules ont été observés. De plus, une diminution de la fertilité chez les males
RCIU a été démontrée. En effet, la nombre de spermatozoides a 270 jours de vie est diminué
d'environ 16% chez les RCIU et le taux de fertilité est réduit lorsque ces males sont croisés avec des
femelles dont le cycle oestral est régulier (Zambrano et al., 2005). L'ensemble de ces travaux permet
de constater que, peu importe la maniére d'induire la RCIU, des conséquences a long terme sur I'axe

reproducteur sont remarquées.
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1.1.5  NOTRE MODELE : LA RESTRICTION SODIQUE

Notre équipe a développé un modéle d'environnement feetal défavorable en donnant une diéte faible
en sodium (Na*) a des rates pendant la derniére des trois semaines de gestation. La réduction de
I'augmentation du diamétre des artéres utérines et de I'expansion du volume plasmatique observée
chez ces méres suggere une diminution de la perfusion placentaire (Roy-Clavel et al., 1999;St Louis
et al., 2006). Le poids des placentas plus faible que chez le groupe témoin refléte probablement une
diminution des échanges fcetaux-maternels. De plus, les ratons naissent plus petits en taille et en
poids et souffrent ainsi de RCIU (Roy-Clavel et al., 1999). Le modele animal élaboré dans notre
laboratoire est d'intérét puisque la RCIU idiopathique a déja été associée a une moindre expansion
volumique chez I'humain (Rosso et al., 1993;Salas et al., 2006). Nous avons démontré que le poids
du cceur et du cerveau des feetus RCIU est semblable a celui des témoins, mais que leurs reins sont
de poids plus faible (Battista et al., 2002). Ceci suggere une redistribution du flot sanguin se faisant
préférentiellement vers le cerveau et le cceur au détriment d'autres organes périphériques et est

indicateur d'une RCIU asymétrique (de Bruin et al., 1998;Jensen et al., 1999).

Par ailleurs, I'aldostérone, l'activité rénine (Roy-Clavel et al., 1999) et I'urée plasmatiques sont
augmentées chez les meéres ayant regu la dite faible en sodium comparées aux témoins alors que le
sodium plasmatique, I'urée rénale et la clairance de la créatinine sont diminués (Bedard et al., 2005).
La densité protéique des récepteurs a I'angiotensine Il (AT, et AT2) hypophysaires et de I'AT2 du
cortex surrénalien est plus faible dans le groupe avec diéte spéciale. La restriction sodique induit
également une diminution de la protéine AT+ placentaire. Ces derniers résultats suggérent un réle
dans la réponse RCIU a la faible quantité de Na* (Bedard et al., 2005).

A partir de la 5¢ semaine de vie jusqu'a I'age adulte (12 semaines), la (PA) systolique des femelles
RCIU est plus élevée que celle des animaux témoins. A 'age adulte, celles-ci présentent également
une hausse de l'activité rénine plasmatique (PRA) et de la concentration de corticostérone ainsi
qu'une diminution des niveaux d'aldostérone. Le poids relatif du ventricule gauche est augmentg,
suggérant une hypertrophie cardiaque. Cette hypertrophie a été confirmée par les travaux de Battista
et collégues non seulement par une augmentation de I'expression génique de 'ANP (Battista et al.,
2002), mais également aux niveaux cellulaire, moléculaire et métabolique (Battista et al., 2005).
D'autre part, ces travaux ont mis en évidence des différences dans I'expression de la pompe

Na*/K+/ATPase pouvant étre impliquées dans la baisse de contractilitt des cardiomyocytes. Les
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concentrations élevées d'urée et de créatinine plasmatiques mesurées chez les femelles RCIU
adultes suggérent une atteinte de la fonction glomérulaire, sans toutefois que le nombre de
glomérules ni la surface occupée par ceux-ci ne soient alterés (Battista et al., 2002). Des travaux
concernant la pompe Na*/K*/ATPase et d'autres facteurs métaboliques importants au niveau du rein

sont présentement en cours [Gagnon, en préparation].

A premiére vue, les males semblent moins souffrir de la RCIU puisque les seuls changements
remarqués a 'age adulte sont une élévation de la PRA et de I'urée plasmatique. Par contre, comme
chez les femelles, la PA systolique est augmentée a partir de la 5¢ semaine de vie. Aucune évidence

d'hypertrophie cardiaque n'a été observée dans ce groupe (Battista et al., 2002).

1.2 L’AXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSAIRE-GONADIQUE

1.21 L'HYPOTHALAMUS

1.2.1.1 Anatomie et embryologie

L'hypothalamus couronne en quelque sorte le tronc cérébral. Il fait partie du diencéphale et se trouve
a la base du cerveau, coincé entre I'éminence médiane et le chiasma optique (figure 1).
L'hypothalamus est divisé symétriquement en moitiés gauche et droite par le troisieme ventricule
cérébral. Cette structure qui renferme du liquide céphalo-rachidien est située en position médiane de
maniére a ce que I'hypothalamus forme son plancher et ses parois latérales (Johnson MH & E.B.,
2002d;Marieb EN, 1999b;Tortora GJ & G.S., 2001a).

L'hypothalamus se développe a partir de la plaque neurale. Les trois premiéres subdivisions de la
plaque neurale sont le prosencéphale, le mésencéphale et le rhombencéphale. Au cours de la 3¢
semaine, le prosencéphale se sépare en télencéphale et diencéphale. Les lames alaires forment les
parois du diencéphale. Ces derniéres donnent lieu a des renflements embryonnaires d'ou se
différenciera I'hypothalamus. Il sera complétement développé entre la 11e et la 12¢ semaine de la
grossesse (Larsen W., 2003).
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Figure 1. Coupe sagittale de I'encéphale : localisation de I'hypothalamus et de I'hypophyse.
(Tortora GJ. 2001)

Chez le rat, la plague neurale se forme autour des jours 8 et 9 de la gestation. Ses trois subdivisions
sont présentes aux jours 10 et 11 (Beaudoin AR, 1980). On retrouve chez 'embryon de rat des
composantes d'origine hypothalamique telle que la gonadolibérine a partir du 12¢ jour de gestation
(Huhtaniemi, 1995). Le systéme nerveux central du rat mature est en général trés similaire a celui de
'humain le bulbe olfactif est toutefois plus volumineux (Kohn DF, 1984). Un tableau résumé de

I'apparition des différentes composantes de I'axe HHG chez le rat se trouve dans la section 1.2.2.1.

1.2.1.2 Fonction endocrine

L'hypothalamus constitue le principal centre de régulation des fonctions physiologiques via la
sécrétion de nombreuses hormones dont la gonadolibérine (GnRH) qui jour un réle majeur dans la
fonction reproductrice. Il remplit également de nombreux rdles aux niveaux neuroendocrinien,
comportemental et autonome, chacun étant associé & divers noyaux hypothalamiques (figure 1). Les
noyaux supraoptique, paraventriculaire, arqué, ventromédian et suprachiasmatique ainsi que les
zones moins bien définies des aires hypothalamiques médiane antérieure et préoptique médiane
sont particulierement impliqués dans la fonction reproductrice. Ces régions sont connectées a
I'hypophyse directement par voie nerveuse ou indirectement par voie vasculaire (Johnson MH & E.B.,
2002d;Marieb EN, 1999b;Tortora GJ & G.S., 2001a).
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1.21.21 La gonadolibérine

Le géne de la GnRH se trouve sur le chromosome 8 chez 'humain et 15 chez le rat. L'hormone
GnRH est un décapeptide, fruit du clivage de la prépro-GnRH (Cheng & Leung, 2005). Elle est
produite par les cellules neurosécrétoires de I'hypothalamus (figure 1). Les terminaisons nerveuses
véhiculant la GnRH sont trés abondantes dans la région du réseau capillaire porte de la zone
palissadique de 'éminence médiane. Cela constitue le site primaire de neurosécrétion de ce peptide
dans les vaisseaux portes (Johnson MH & E.B., 2002d).

1.24.21.4  Action sur 'hypophyse

La GnRH est considérée comme le médiateur le plus important des facteurs d'intervention du SNC
sur fa reproduction. Elle stimule la relache des gonadotrophines FSH et de LH par 'hypophyse.
Toute anomalie en ce qui a trait au stockage, a la synthése, a la libération ou & I'action de la GnRH
aura pour résultat une perte partielle ou compléte de la fonction gonadique (Johnson MH & E.B,,
2002d)., Une destruction des neurones producteurs de hormone au niveau hypothalamique
empéche également I'action gonadotrope et entraine une atrophie des gonades. En fait, la sécretion
périphérique de gonadotrophines et de GnRH dans le systeme porte hypophysaire s'effectuent
parallélement de fagon pulsatile ; chaque pic périphérique de LH coincide avec un pulse de GnRH.
Le générateur de cette libération pulsatile de la GnRH est parfois appelé horloge circhoraire et
semble étre situé dans I'hypothalamus (Johnson MH & E.B., 2002d). Chez homme adulte, la
pulsation de GnRH est invariable et se produit a toutes les deux heures. Chez la femme, le patron de
pulses change durant le cycle; ils augmentent graduellement de fréquence durant la phase
folliculaire et d'amplitude pendant la phase ovulatoire. Aprés l'ovulation, la fréquence des pulses de
GnRH diminue en raison de I'effet inhibiteur des hormones produites par le corps lutéal (Marshall et
al., 1992). Ceci peut se comprendre en termes de régulation par la GnRH de ses propres récepteurs
au niveau des cellules gonadotropes. La réponse a une premiere onde de GnRH correspond au
|largage initial des réserves de LH et de FSH qui survient aprés quelques minutes et se maintient de
30 minutes a une heure. Ensuite, les granules sécrétoires migrent et s'accumulent sous la membrane
cellulaire ol elles se compriment, leur contenu devenant mature. En conséquence de cette
mobilisation de granules, une deuxiéme exposition a la GnRH entraine une libération beaucoup plus
importante de LH et de FSH. Suite & une exposition prolongée & des pulses réguliers de GnRH, la

synthése des gonadotrophines se trouve stimulée (Johnson MH & E.B., 2002d).
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Le mécanisme pulsatile est crucial pour les sécrétions gonadotropes. Par exemple, lors de
I'élimination de la GnRH endogene par destruction de I'hypothalamus médioventral, les sécrétions de
LH et de FSH ne sont rétablies qu'a I'aide d'une pompe libérant de la GnRH suivant une pulsatilité
simulant la fréquence normale. Une perfusion continue de GnRH ne peut restaurer un cycle
menstruel régulier (Johnson MH & E.B., 2002d). Suite a la liaison de la GnRH a son récepteur, ces
complexes sont maintenus a la membrane ou certains sont internalisés vers les lysosomes pour
dégradation. Lors d'une exposition continue des cellules gonadotropes a la GnRH, les récepteurs
sont maintenus occupés, aboutissant a une internalisation totale des récepteurs et donc, a une
réduction de la sécrétion hypophysaire de LH et de FSH (phénoméne de régulation a la baisse)
(Goldfien A, 2001;Johnson MH & E.B., 2002d;Young J et al., 1999).

1.2.2 L’HYPOPHYSE

1.2.2.1 Anatomie et embryologie

L'hypophyse se trouve dans la selle turcique de I'os sphénoide et est recouverte par un repli
circulaire de la dure-mére (figure 2). Cette derniere comporte une petite ouverture centrale par
laquelle passe linfundibulum. L'hypophyse a une riche vascularisation qui provient des artéres
carotidiennes internes via leurs branches hypophysaires supérieure et inférieure. De courts
vaisseaux émergeant de la surface glandulaires effectuent le drainage veineux (Johnson MH & E.B.,
2002d;Tortora GJ & G.S., 2001a).

Cellules "

neurosécretrices |

de fhypothatamus', 77 \
bl

HYPOTHALAMUS

Plexus primatre du systeme

porte hypolhatamo-hypophysaire

Artére hypophysawe
supérieure

_ Vetnes portes
hypophysatres

— Os sphénoide

ADENOHYPOPHYSE

Vetnes hypophysaires
posténeures

NEUROHYPOPHYSE

Plexus secondaire
du systéme porte
hypothalamo-hypophysaire

—== Veines hypophysaires

anterieures

FACE ANTERIEURE

Plexus du lobe
posterieur

Selle turcique

FACE POSTERIEURE

Artere hypophysatre inféneure

Figure 2. L’hypothalamus, I'hypophyse et leur vascularisation.
(Tortora GJ. 2001)
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L'hypophyse humaine, autrefois appelée glande pituitaire, est composée de deux lobes. Le lobe
inférieur nommé adénohypophyse est dérivé de la poche de Rathke, un diverticule venant de la
partie dorsale du pharynx embryonnaire. L'adénohypophyse est composée de cellules
hormonopoiétiques. Ce lobe s'adosse au lobe postérieur, la neurohypophyse qui est composée de
pituitocytes et de neurofibres. Elle est connectée avec I'hypothalamus sus-jacent par l'intermédiaire
d'un pedicule de tissu nerveux, linfundibulum, situé prés de I'éminence médiane (figures 1 et 2)
(Johnson MH & E.B., 2002d;Marieb EN, 1999b).

Le canal neural embryonnaire forme les ventricules primitifs qui sont a l'origine du systéme
ventriculaire de l'encéphale. Durant la 3¢ semaine, linfundibulum apparait au plancher du 3e
ventricule puis s'accroit de fagon ventrale. En méme temps, une placode ectodermique se met en
place et forme un diverticule, la poche de Rathke. Cette derniere grandit vers l'infundibulum et se

différencie en adénohypophyse. La portion distale de linfundibulum forme la neurohypophyse
(Larsen W., 2003).

Le développement embryologique hypophysaire du rat est tout a fait comme celui de I'humain. La
poche de Rathke apparait vers le jour 10 de gestation et I'hypophyse primordiale se forme vers les
jours 11-12 (Beaudoin AR, 1980). Dés la 2¢ semaine de gestation, la GnRH est repérée dans le
liquide amniotique et peu apres, dans le bulbe olfactif du feetus. Les neurones GnRH commencent
leur migration depuis ce bulbe jusqu'a I'hypothalamus a partir du jour 17. Les connections des
neurones GnRH hypothalamiques a I'éminence médiane se développent au jour 19. La synthése et
la sécrétion de LH débutent aux jours 16-17 et celles de FSH, vers le jour 19. La GnRH régule déja
les gonadotrophines puisque le récepteur GnRH est détecté dans ['hypophyse au jour 13
(Huhtaniemi, 1995). L'ARN messager (ARNm) des récepteurs aux gonadotrophines a été documenté
par hybridation de type Northern dans le testicule et l'ovaire a partir des jours 15 et 17,
respectivement. La capacité de liaison de ces récepteurs a également été validée par stimulation a la
LH-choriogonadotrophine humaine (LH-hCG, Luteinizing hormone-human chorionic gonadotrophin)
d'une part, et par la mesure de la production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) suite a une
stimulation a la FSH d'autre part. Finalement, la présence d'un rétrocontréle négatif hypophysaire-
gonadique est détecté a partir du jour 19 de gestation chez le méale alors que ce n'est qu'apres la
naissance chez la femelle (Huhtaniemi, 1995) (Tableau 1).



-16 -

Jour Hypothalamus Hypophyse Testicule Ovaire
. GnRH dans le liquide amniotique Testosterone, ARNm
G12aG14 Sytéme porte hypophysaire Recepteur GnRH LHR
G15 GNRH dans le bulbe olfacti : ARNm FEHR, Ligison
G16 - Synthése de LH
G17 Migration des neurones GnRH - Liaison FSHR ARNm LHR
Rétrocontrole negatif
Axones GnRH dans . }
G19 Ieminence médiane Synthése de FSH hypophysaire-
gonadique
G21 - Synthése de prolactine - ARNm FSHR
Liaison FSHR,
Liaison LHR,
P3-P8 ) ) i Retrocontréle négatif
hypophysaire-gonadique

G : gestation, P : post-natal, GnRH . Gonadotrophin releasing hormone, LHR : recepteur a la LH, FSHR : recepteur a la FSH, ARNm : ARN messager.

Tableau 1. Maturation développementale dans le temps des fonctions de I'axe hypothalamo-

hypophysaire-gonadique chez le rat. (Réf. : (Huhtaniemi, 1995)).

Dans notre modéle animal, la diéte faible en Na* est donnée a la mére a partir du jour 15 de
gestation. La durée du traitement couvre donc une période cruciale du développement de I'axe HHG

chez le rat. Il en sera question lors de la discussion.

1.2.2.2 Fonction endocrine

L'adénohypophyse contient plusieurs types cellulaires. Les cellules lactotropes renferment la
prolactine et sont acidophiles. L'hormone de croissance, la thyréostimuline (TSH) et la corticotropine
sont respectivement produites par les cellules somatotropes, thyréotropes et corticotropes. Du coté
de la neurohypophyse, les neurones paraventriculaires sécrétent l'ocytocine et les neurones
supraoptiques produisent I'arginine-vasopressine (hormone antidiurétique, ADH). Ces deux peptides
importants sont transportés jusqu’aux terminaisons axonales de la neurohypophyse et y sont
stockés. Ce sont les cellules gonadotropes qui contiennent les granules de FSH et de LH, hormones
capitales au sein du systeme reproducteur (Johnson MH & E.B., 2002d;Marieb EN, 1999b).

1.2.2.21 Hormones glycoprotéiques

Trois hormones peptidiques sont appelées gonadotrophines parce qu'elles stimulent les gonades : la
FSH et la LH produites par I'hypophyse et la hCG sécrétée par le placenta. La TSH s'apparente aux

gonadotrophines, mais n'agit qu'indirectement au niveau des gonades. Les gonadotrophines sont
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des protéines globulaires formées de deux polypeptides glycosylés (alpha et béta) liés de fagon non
covalente. La chaine alpha est similaire pour la FSH, la LH, la hCG et la TSH. L'unité béta, unique
pour chacune des hormones, détermine leurs propriétés spécifiques. Des modifications de cette
chaine béta latérale hydrocarbonée entrainent une diminution dramatique de leur activité biologique
(Johnson MH & E.B., 2002e). La FSH et la LH ont un poids moléculaire d'une trentaine de kDa et
I'hCG, de 43kDa. Leur sous-unité fonctionnelle 8 posséde 145 (hCG), 115 (LH) et 118 (FSH) acides
amines (Campbell et al., 1991).

1.2.22.2 L’hormone folliculostimulante et son récepteur

La FSH agit sur la gamétogenése en se liant a son récepteur, le FSHr, qui se retrouve exclusivement
a la surface des cellules de Sertoli du testicule et des cellules de la granulosa de l'ovaire (Johnson
MH & E.B., 2002¢;Gromoll & Simoni, 2005). Chez I'humain, le géne du FSHr se trouve sur le
chromosome 2 (chromosome 6 chez le rat) et fait 54kb sur dix exons. Le FSHr comporte 678 acides
aminés et forme un récepteur a sept passages transmembranaires couplé a une proteine G (GPCR,
G protein coupled receptor) dont les principaux meécanismes de transduction impliquent des
protéines kinases (PK), le plus souvent PKA, mais aussi PKB et PKC (Gromoll & Simoni, 2005).

1.2.2.2.3 L’hormone lutéinisante et son récepteur

La sous-unité p de la LH et de la hCG est trés semblable, aussi agissent-elle via le méme récepteur,
le LH/CGr. Il se trouve a la membrane cellulaire, plus particuliéerement dans les régions donnant sur
les espaces capillaires, conférant une sorte de polarisation fonctionnelle a la cellule qui capte les
hormones du sang. Dans l'ovaire, ce récepteur est présent sur les cellules de la théque, de la
granulosa, lutéales et glandulaires interstitielles alors qu'au niveau des testicules, il se retrouve sur
les cellules de Leydig (Rajaniemi HJ ef al., 1992). La liaison de LH ou de hCG sur le LH/CGr, un
GPCR, améne l'activation de l'adénylate cyclase, résultant en une augmentation d'AMPc
intracellulaire et par le fait-méme, en une augmentation de la biosynthese de stéroides (Rajaniemi HJ
et al., 1992). Le géne du LH/CGr est d’environ 80kb et est localisé sur le bras court du chromosome
2 chez I'humain (chromosome 6 chez le rat). La protéine engendrée a un poids moléculaire apparent
d'environ 90kDa, résultant de la maturation et du transport d'un précurseur glycoprotéique d'environ
70kDa (Ascoli et al., 2002;Rajaniemi HJ et al., 1992).
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1.2.2.24 Régulation par les hormones ovariennes

Chez la femme ménopausée ou ayant subi une ovariectomie bilatérale, les concentrations de LH et
de FSH sont fort augmentées. Cette hausse est attribuable en grande partie & 'absence d'E2
(Buckler, 2005) puisque I'administration d'E2, méme en faible quantité, entraine une diminution des
taux sériques de gonadotrophines (Goldfien A, 2001). Détectable dans I'neure suivante, cet effet est
trés rapide et est maximal dans les 4 a 6 heures suivantes. On appelle rétroaction négative (ou
feedback, rétrocontole négatif) ce contrdle de I'E2, son action réduisant les taux de LH et de FSH
(Johnson MH & E.B., 2002d). Ce contréle se situe au niveau hypothalamique et hypophysaire. Le
siege hypothalamique a d'ailleurs été confirmé par la mesure de la GnRH dans le sang chez |a brebis
ovariectomisée et par I'administration directe d’'E2 au niveau de I'hypothalamus (Young J et al.,
1999).

Si, au contraire, les concentrations d'E2 augmentent de fagon importante et restent élevées pendant
au moins 48 heures, on assistera a une stimulation de la sécrétion de gonadotrophines. C'est le cas
a la fin de la phase folliculaire au moment ol le pic de LH survient, caractéristique du début de la
phase préovulatoire. Cette hausse de LH stimule a son tour une légére, mais suffisante
augmentation de progestérone qui stimule davantage la sécrétion de LH. Couplée a I'E2, la
progestérone initie le pic de FSH retrouvé au milieu du cycle (Goldfien A, 2001). On parle alors de
rétroaction positive : les hauts taux prolongés d'E2 entrainent une stimulation de la relache de
gonadotrophines qui, par conséquent, accroissent les concentrations d’'E2 (Johnson MH & EB,,
2002d).

La progestérone assume également deux fonctions au niveau de la régulation des gonadotrophines,
qui aboutissent au méme résultat. A de hautes concentrations, la progestérone (1) intensifie Ia
rétroaction négative de I'E2 et (2) bloque le rétrocontrole positif de 'E2 afin de maintenir les
sécrétions gonadotropes trés basses (Johnson MH & E.B., 2002a). Par ailleurs, il a été observé chez
le rat qu'une injection de progestérone tardivement dans le cycle devance le pic de LH ovulatoire
alors qu'une injection tot dans le cycle inhibe I'élévation attendue du taux de LH (Zanisi & Messi,
1991).

Deux autres molécules, I'inhibine et I'activine, exercent une action endocrine sur la FSH. Des

données expérimentales chez le rat (Rivier et al., 1991) et le singe rhésus (Tilbrook & Clarke, 2001)
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ont démontré que l'inhibine diminue la sécrétion de FSH. Elle intervient dans le mécanisme de
rétroaction qui régule la sécrétion de FSH en abaissant les concentrations hypophysaires et
plasmatiques de cette derniére. La régulation de la FSH est toutefois davantage liee & I'E2 qu'a
Iinhibine (Young J et al., 1999). Par ailleurs, les interactions paracrines au niveau hypophysaire chez
le rat de la FSH et de l'inhibine pourraient contréler la sécrétion de LH indépendamment de la GnRH.
Ces propriétés ne sont toutefois pas encore bien caractérisées (Johnson MH & E.B., 2002d). De
plus, il a été établi que I'activine, dont les actions ovariennes sont surtout paracrines et autocrines,
provoque une forte stimulation de la relache de FSH chez certaines especes (Young J et al,
1999;Johnson MH & E.B., 2002a). Des injections d'activine recombinante chez le rat raccourcissent
le cycle oestral et aménent une hausse du nombre de follicules atrétiques et antraux et une ovulation

prématurée (Erickson et al., 1995).

En fait, les hormones ovariennes ont le pouvoir de réguler la sécrétion de LH et de FSH par deux
mécanismes : (1) I'action de ces hormones sur les cellules gonadotropes hypophysaires diminue
(rétroaction négative) ou augmente (rétroaction positive) leur sensibilité aux ondes de GnRH via une
abondance de récepteurs a I'E2, a la progestérone et a linhibine et (2) les hormones ovariennes
peuvent affecter le signal GnRH de fagon directe en agissant sur les neurones qui le produisent ou
indirecte en changeant I'activité d'autres systémes neurologiques modulant la relache de GnRH au
niveau de 'éminence médiane. Tout comme I'hypophyse, I'hypothalamus contient plusieurs régions
trés riches en récepteurs aux estrogénes et aux progestagenes. Cependant, I'inhibine ne semble pas
avoir de site d'action hypothalamique (Johnson MH & E.B., 2002d).

Les profils de relache pulsatile de la LH et de la FSH varient au cours du cycle menstruel. Pendant la
phase folliculaire, la sécrétion de LH suit une série de pulses a haute fréquence, mais de faible
amplitude, survenant environ aux heures. La phase lutéale est quant a elle caractérisee par des
ondes irréguliéres, de basse fréquence et de haute amplitude, séparées par des intervalles tres longs
allant jusqu'a 6 heures. Les fluctuations remarquées dans la relache des gonadotrophines refletent
les événements de sécrétion de la GnRH (Johnson MH & E.B., 2002a). Il existe une parfaite
concordance entre les sécrétions pulsatiles de LH dosées dans la veine jugulaire et celles de GnRH
mesurées dans le systéme porte hypothalamo-hypophysaire (Young J et al., 1999). Les patrons de
sécrétions gonadotropes durant le cycle chez le rat sont similaires.
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1.2.2.25 Régulation par les hormones testiculaires

Les mécanismes neuroendocriniens gouvernant la fonction testiculaire sont sensiblement les mémes
que pour l'ovaire. Ainsi, la sécrétion gonadotrope est soumise au contréle rétroactif du testicule via
des produits hormonaux differemment impliqués dans la régulation de la LH et de la FSH. La
différence majeure entre 'homme et la femme au niveau du contréle de I'activité gonadique est qu'a
partir de la puberté, la production de gamétes et les sécrétions endocrines apparentees se font de
fagon continue, et non cyclique (Johnson MH & E.B., 2002d).

La rétroaction négative de la sécrétion de LH chez le bélier et le singe rhesus est controlee
directement par la testostérone ou indirectement par des produits de sa conversion comme la
dihydrotestostérone (DHT) ou I'E2 via linhibition des neurones GnRH ; cela demeure toutefois
encore obscur (Tilbrook & Clarke, 2001). Cette rétroaction s'effectue en grande partie par une
décroissance de la fréquence des pics épisodiques de LH modulée dans 'hypothalamus. Elie peut
également inhiber la FSH en moindre proportion. L'inhibine joue un réle capital dans le rétrocontrole
négatif de la FSH. En effet, lnjection d'une dose d'inhibine humaine recombinante a des béliers
castrés (dose dont la concentration est équivalente au taux plasmatique d'inhibine des béliers
intacts) diminue leur FSH plasmatique a des niveaux comparables aux animaux témoins (Tilbrook et
al., 1993:Tilbrook & Clarke, 2001). Chez les rongeurs, la DHT exerce un effet sur la sécrétion de LH
lorsqu'elle est administrée par voie systémique ou implantée directement dans I'hypothalamus
(Johnson MH & E.B., 2002d).

1.2.3 DEVELOPPEMENT DES GONADES ET EMBRYOLOGIE
1.2.3.1 Différenciation sexuelle

La genése des deux sexes chez le mammifére repose sur une base génetique. Le sexe féminin
forme le sexe homogamétique parce que leurs chromosomes sexuels sont deux X. Ainsi, tous les
ovules sont semblables, chacun possédant un X. On appelle hétérogamétique le sexe méle puisque
sa paire de chromosomes sexuels consiste en un X et un Y, ce qui génere deux groupes de
spermatozoides différents (Johnson MH & E.B., 2002f).
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Malgré les différences des chromosomes des deux sexes, le développement précoce des gonades
est le méme chez le male et la femelle. Leur précurseur commun est formé de deux tissus distincts :
le mésenchyme somatique et les cellules germinales primordiales (CGP). Le premier forme la
matrice de la gonade alors que les CGP migrent dans cette matrice pour la coloniser et former les
gametes. Lorsque les CGP finissent leur migration, elles stimulent la prolifération de I'épithélium
ccelomique et du rein primitif (mésonéphros) afin de constituer les cordons sexuels primitifs. Ceux-Ci
sont responsables du développement des crétes génitales primaires chez 'embryon humain autour
de la 4¢ semaine. lls vont également envahir les CGP pour donner naissance aux tissus qui assurent
le bon développement des cellules sexuelles. Les crétes génitales sont des renflements
mésenchymateux recouverts d'un épithélium coelomique monostratifié et se situent en position

dorsale par rapport a I'ébauche du mésonéphros : ce sont les gonades primordiales (Johnson MH &
E.B., 2002f;Larsen W., 2003)

Les CGP de tous les mammiferes, quant a elles, viennent de I'ectoderme primaire de I'embryon.
Chez I'humain, elles naissent donc en dehors de la région de la créte génitale. On peut les
reconnaitre vers la 3¢ semaine. Pendant la migration, on les voit grace a leur cytoplasme pale et a
leur forme ovoide. Lorsque la migration des CGP est achevée, vers 6 semaines, 1a détermination du
sexe par le chromosome Y (géne SRY, sex determining region Y gene) devient visible dans
I'embryon. A ce moment et uniquement chez le male, les cordons sexuels primitifs proliférent vers la
région médullaire de la gonade et établissent un contact avec les cordons médullaires de tissu
mésonéphritique pour ainsi former les cordons testiculaires définitifs (fig. 3). Ces cordons
contiendront la majorité des CGP et sont délimités par la formation d'une membrane basale externe.
lls deviendront les cordons séminiféres puis, a I'age adulte, les tubules séminiferes. Les deux
populations cellulaires des cordons séminiféres sont les CGP qui se transforment en spermatozoides
et les cellules mésodermiques qui deviennent les cellules de Sertoli. Entre les cordons, certaines
cellules du mésenchyme lache se condensent en amas d'unités endocriniennes : ce sont les cellules
de Leydig (ou cellules/glandes interstitielles) (Johnson MH & E.B., 2002f;Larsen W., 2003).

Tandis que la gonade male subit les transformations induites par SRY, bien peu de changements
morphologiques se produisent chez la femelle puisqu'elle n'exprime pas ce géne. Contrairement a ce
qui se passe dans le testicule primitif, la croissance des cellules épithéliales coelomiques et
mésonéphritiques se termine par leur condensation dans la région corticale de la gonade femelle.

Autour du 3& mois, de petites concentrations cellulaires entourent les CGP devenues ovogonies pour
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donner naissance aux follicules primordiaux. Les cellules mésenchymateuses de ces follicules
forment les cellules de la granulosa, alors que les ovogonies deviennent les ovocytes (Johnson MH &
E.B., 2002f). Chez la femelle souris, ces changements s'opérent tout prés du moment de la
naissance (Ross & Capel, 2005).

Contrairement a l'ovaire, le testicule foetal est essentiel a la différentiation sexuelle par la sécrétion
de deux hormones: les androgenes et I'hormone antimillérienne (AMH). L'absence de ces
hormones menera I'embryon vers le sexe féminin. L'évolution d'un individu dans le sens féminin est
donc plutét passive (Johnson MH & E.B., 2002f).

Chez le male, les canaux de Wolff ou mésonéphriques représentent I'ébauche des organes génitaux.
Chez la femelle, les canaux de Miller (fig. 3) ou paramésonéphriques jouent ce rdle. Lorsque
I'embryon est de sexe féminin, les canaux de Wolff régressent (fig. 4) et les canaux de Muller
croissent pour former les trompes utérines, I'utérus et la partie superieure du vagin. Chez le méle, la
sécrétion des androgénes et de 'AMH empéche le développement spontané du systéme
reproducteur femelle. En effet, les androgenes sécrétés en grande quantité par le testicule primitif
permettent le maintien des canaux de Wolff; ceux-ci deviendront les epididymes, les canaux
déférents et les vésicules séminales. Les androgenes n'ont pas d'effet sur les canaux de Miller;

c'est la présence de I'AMH qui les fait régresser (Johnson MH & E.B., 2002f;Larsen W., 2003).

Chez le rat, le processus de développement du feetus est assez semblable. Le mésoderme
intermédiaire, précurseur de tout le systéme uro-génital, se forme autour du jour 8 de la gestation. De
fagon générale, ie développement embryologique du mésonéphros se produit entre les jours 12 et 17
(Moritz & Wintour, 1999). Les CGP sont identifiables autour du jour 9-10, commencent leur migration
au jour 11 et sont arrivées dans la gonade indifférenciée autour du jour 12-13. Les premiers tubules
mésonéphrotiques et les crétes génitales apparaissent vers les jours 11-12. Vers le jour 13-14, les
gonades commencent leur différentiation sexuelle et elles sont identifiables en tant qu'ovaires et
testicules au jour 15. La descente testiculaire s'amorce autour 16¢ jour et se termine apres la
naissance (Beaudoin AR, 1980).
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Figure 4. Différenciation des organes génitaux internes féminins et masculins au 4¢ mois
de grossesse. (Adapté de (Johnson MH & E.B., 2002f))

1.2.3.2 Croissance pré- et postnatale des gonades

Chez I'nomme comme chez le rat, le développement des caractéristiques phénotypiques chez les
deux sexes se continue de la méme fagon jusqu'a la puberté, c'est-a-dire de fagon active par la
sécrétion d'hormones chez les males et par 'absence de ce phénomene chez la femelle. Toutefois,
cela s'effectue de fagon trés lente : les organes sexuels restent immatures et ne grandissent qu'en

proportion de la croissance corporelle générale (Johnson MH & E.B., 2002f).

Au cours de la vie foetale, environ deux mois avant la naissance, les gonades migrent vers le bas au
niveau de la dixieme vertébre thoracique. Les nerfs et vaisseaux sanguins les desservant sont
entrainés avec eux dans la descente. C'est le gubernaculum, un cordon ligamenteux, qui est

responsable de cette progression vers le bas pour les deux sexes. Les ovaires migrent seulement
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jusqu'au niveau du détroit supérieur ol leur migration est arrétée par le ligament large. Chez le méle,
ce phénoméne est beaucoup plus marqué puisqu'a I'age adulte, les testicules se trouvent dans le
scrotum, sous la ceinture pelvienne. Une chose qui prouve bien ce phénoméne est que l'innervation
et la vascularisation des testicules sont d'origine lombaire. Chez certaines especes, les testicules
restent dans la région lombaire ou migrent autre part dans I'abdomen. Les testicules du rat
descendent aussi vers le canal inguinal, mais aprés la naissance, vers 3-4 semaines. Le canal
inguinal reste ouvert durant toute la vie (Kohn DF, 1984), c'est pourquoi leurs testicules sont
rétractiles et restent donc mobiles dans le canal (Johnson MH & E.B., 2002f;Larsen W., 2003;Marieb
EN, 1999a). Cette descente trans-abdominale ne dépend toutefois pas des androgénes. L'AMH y
jouerait un réle en agissant sur le gubernaculum testis en I'empéchant de s'allonger comme cela se
produit chez la femelle. Ainsi, la position relative du testicule devient de plus en plus caudale. On
nomme cryptorchidie la descente incompléte du testicule qui est souvent causé par des résidus
muilériens. La fonction endocrine d'un adulte dont les testicules n'ont pas complétement migré vers
le bas n'est pas affectée. Toutefois, sa spermatogenése est bloquée et son métabolisme, perturbé.
Le risque de développement de tumeur testiculaire devient accru, tout comme lors d'un
réchauffement prolongé des testicules. Ces derniers doivent étre de 3 & 6°C sous la température
corporelle puisqu'ils ne produisent pas de spermatozoides viables au-dela de 36°C. La température
du testicule est plus basse grace a la présence de nombreuses glandes sudoripares ainsi qu'a
I'appareil vasculaire du scrotum lui-méme. Le fait que le testicule ne fonctionne bien qu'a une
température inférieure pourrait n'étre qu'une conséquence secondaire a sa localisation, plutdt que la
cause évolutive premiére de sa migration. La raison de cette progression des gonades dans
I'abdomen chez plusieurs espéces dont 'humain reste plutdt inexpliquée puisque certains animaux
possédant des testicules internes prospérent et se reproduisent tout aussi bien (Johnson MH & E.B.,
2002f:Marieb EN, 1999a). Les cellules de Leydig de I'embryon sécrétent de la testostérone a partir
de la 8-10¢ semaine de vie a des taux sériques atteignant un maximum de 2ng/ml autour de la 13-152
semaine. Cette hormone stimule le maintien du conduit mésonéphrotique. Le taux diminue ensuite
jusqu'a environ 0,8ng/mi vers 5 & 6 mois. Chez le rat par contre, ce pic transitoire de testostérone ne
se produit qu'a la mise bas et chute aprés la naissance (Johnson MH & E.B., 2002f,Larsen W.,
2003). L'acquisition définitive du phénotype et du comportement méle ne se fait qu'a la puberte et
c'est pour cette raison que la production d'androgénes (environ 9ng/ml chez 'homme) ne reprend
qu'a cette période de la vie. Les cellules de Sertoli sécrétent continuellement de 'AMH pendant toute

la vie intrautérine et ce n'est qu'a I'age pubere que les taux décroissent. C'est aussi essentiellement
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pendant cette période que se fait la croissance du testicule ainsi que le début de la production de

spermatozoides ; la maturité sexuelle et la fertilité seront alors atteintes (Johnson MH & E B., 2002f).

Tel que mentionné plus haut, les ovaires ne se déplacent que légerement pour occuper leur position
pelvienne et ce, pour la plupart des espéces. Comme le testicule, sa croissance ne se fait que trés
lentement avant la puberté. Par contre, les cellules germinales femelles subissent un changement
majeur : toutes les ovogonies cessent de se diviser avant la naissance (aprés la naissance chez la
rate) pour entamer la premiére division méiotique et évoluer en ovocytes primaires. La femme
dispose de tous ses ovules des sa venue au monde ; c'est la principale conséquence de cet arrét
précoce de la mitose. Qui plus est, ces ovocytes ne seront jamais remplacés au cours de la vie
(Johnson MH & E.B., 2002f). Les cellules germinales femelles entrées en méiose forment les
follicules primordiaux par la condensation de cellules mésenchymateuses ovariennes provenant des
cordons mésonéphrotiques. Au méme moment, les ovocytes se bloquent au stade diplotene de la
premiere prophase meiotique, leurs chromosomes demeurant ainsi dans le noyau nommé vésicule
germinale. Le follicule primordial peut rester dans cet état pendant des dizaines d'années en attente
d'une activation et cela permet le stockage d'ovocytes en prophase prolongée. Les raisons de ce
phénoméne demeurent toutefois inconnues. Le recrutement de ceux-ci a I'état de follicule primerdial
ne surviendra qu'a la puberté, moment auquel les ovocytes reprennent individuellement la
gamétogenese chaque mois en réponse aux gonadotrophines. Contrairement au testicule, I'ovaire
n'est pas indispensable au développement sexuel pré-pubertaire ; la production de stéroides par
I'ovaire étant minime pendant cette période (Johnson MH & E.B., 2002f;Larsen W., 2003).

Chez le rat, le systéme génito-urinaire en général est similaire a celui de 'humain et des autres
mammiféres. Certains aspects sont toutefois plus uniques au rat: le méale possede une large
vésicule séminale, une glande bulbo-uréthrale et une prostate particulierement développées alors
que la femelle a un utérus a deux cornes et la lumiére de ces cornes est complétement séparée par
les deux cols utérins (Kohn DF, 1984).
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1.2.4.1 Anatomie et structure de I'ovaire
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Les ovaires sont placés dans le corps verticalement selon leur grand axe, juste sous les trompes de

Fallope. lls sont attachés par les ligaments ovariens & deux endroits : sur le myométre utérin et prés
des franges de la trompe (figure 5) (Marieb EN, 1999c;Tortora GJ & G.S., 2001b). L'ovaire est
constitué de ces différentes structures (figure 5) (Tortora GJ & G.S., 2001b) :
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Figure 5. Histologie de I'ovaire.

(Tortora GJ. 2001)

« L'épithélium superficiel de l'ovaire est une couche de

l'ovaire.

cellules épithéliales simples recouvrant

- L'albuginée est une capsule blanchatre de tissu conjonctif dense et irrégulier située juste au

dessous de I'épithélium superficiel.
- Le cortex de l'ovaire est fait de tissu conjonctif dense et

épais que l'albuginée.

renferme les follicules. Il est un peu plus

» La médullaire ovarienne est profonde ; elle est composée de tissu conjonctif lache et contient les

nerfs et les vaisseaux sanguins et lymphatiques.

» Les follicules ovariens sont enfouis dans la partie corticale et se composent d'ovocytes en voie de

développement entourés de cellules. Lorsque ces derniéres ne forment qu’une couche, elles sont

appelées cellules folliculaires. Lorsque les couches se multiplient au cours du développement, elles

deviennent les cellules granuleuses (ou cellules de la granulosa). Cette enveloppe nourrit l'ovocyte

mature et sécréte des estrogenes au cours du mdrissement du follicule.
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» Le follicule de De Graaf est un gros follicule mar rempli de liquide. L'ovulation survient lorsqu'il se
rompt et que se produit I'expulsion d'un ovocyte secondaire.

- Le corps jaune (corpus luteum) contient les restes du follicule de De Graaf aprés I'ovulation. II
produit différentes hormones telles la progestérone, I'inhibine, la relaxine et 'E2, puis il dégénére
en un tissu fibreux appelé corps blanc (corpus albican ) (Johnson MH & E.B., 2002a:Tortora GJ &
G.S., 2001b).

1.2.41.1 Récepteur aux estrogénes

Le récepteur aux estrogenes (ER, estrogen receptor) fait partie de la grande famille des récepteurs
nucleaires et des modulateurs transcriptionnels. Deux molécules ER ont été identifiées, soit les
formes alpha et béta. ERa est trouvé dans tous les tissus du systéme reproducteur. ERR est le
produit d'un géne différent et comporte quelques similarités avec son homologue. Tous deux lient
I'E2 et interagissent avec I'élément de réponse aux estrogenes de 'ADN (Hewitt & Korach, 2003).
ERB est exprimé de fagon predominante dans l'ovaire et la prostate alors que les plus hauts niveaux
d'expression pour ERa sont observés dans I'épididyme, le testicule, l'ovaire et I'utérus (Drummond &
Findlay, 1999). Localisé sur le chromosome 6 chez 'humain (chromosome 1 chez le rat), le géne de
ERa a environ 300kb de longueur et code pour un récepteur de 66-68kDa. La protéine ERB, quant a
elle, a un poids d'environ 56kDa. Deux formes ont été identifiées ; une forme tronquée de 485 acides
aminés et une autre de 530 résidus. Son géne a une longueur d'environ 40kb et est situé sur le
chromosome 14 chez I'humain (chromosome 6 chez le rat) (Gennari et al., 2005;Pinzone et al.,
2004;Vaillant et al., 2002;Warner et al., 1999).

Par ailleurs, on a rapporté la présence d'un nouveau récepteur situé dans la membrane plasmique,
ER-X (Jacob et al., 2006). Ce dernier est fonctionnellement distinct d'ERa et d'ERB, mais tout comme
lisoforme alpha, il est réexprimé dans le cerveau adulte aprés un épisode d'ischémie-reperfusion. A
des concentrations physiologiques, le 17B-E2 entraine des modulations de sécrétion d'insuline et de
glucagon par des changements dans les fréquences d'oscillation de calcium intracellulaire induites
par le glucose. Ceci est un bon exemple d'actions non-génomiques de ces récepteurs ER-X non
classiques. De plus, ces effets ne sont pas bloqués par des composés tels que I'anti-estrogéne ICl
182.780 (Jacob et al., 2006).
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1.24.2 Ovogenése et développement folliculaire

Au début du développement feetal, les CGP migrent jusqu'aux ovaires ou elles se différencient en
ovogonies, cellules diploides (2n) qui se divisent par mitose afin de produire des millions de cellules
germinales. La majorite de ces cellules meurent par atrésie avant méme la naissance. Celles qui
parviennent & croitre, les ovocytes primaires, entreront en méiose en période feetale, mais ne
termineront cette phase qu'a la puberté. Au moment de la naissance, chaque ovaire contient des
centaines de milliers d'ovogonies et d'ovocytes primaires. A la puberté, on en compte plus que
40000, mais seulement 400 d'entre eux deviennent matures et arriveront a f'ovulation durant la
période de procréation de la femme. Tous les autres meurent par atrésie (Tortora GJ & G.S., 2001b).
L'ensemble formé par I'ovocyte primaire entouré d'une couche de cellules folliculaires est nommé
follicule primordial (<25um) (figure 5). Ces cellules cuboides deviendront les cellules granuleuses
lorsqu'elles s'étaleront sur 6-7 couches autour de l'ovocyte. Lorsque le follicule primaire croit, il
devient follicule primaire ou préantral (80-100um), puis follicule secondaire ou antral ou de De Graaf.
Il aboutira ensuite comme follicule préovulatoire. Juste avant I'ovulation, le follicule atteindra la taille
d'environ 2cm. A mesure que l'ovocyte croit, une couche claire de glycoprotéines se forme entre
F'ovocyte primaire et les cellules granuleuses, c'est la zone pellucide. La couche la plus externe de
cellules granuleuses repose sur une lame basale qui les sépare du stroma ; cette région externe est
la théque folliculaire. Celle-ci se sépare en deux couches tandis que le follicule poursuit sa
croissance. La théque interne se compose de cellules sécrétrices de liquide folliculaire et la theque
externe est constituee de tissu conjonctif (Goldfien A, 2001;Tortora GJ & G.S., 2001b).

Aprés la puberté, les gonadotrophines sécrétées par I'hypophyse stimulent mensuellement le cycle
de l'ovogenese. La méiose | reprend dans plusieurs follicules secondaires, mais un seul deviendra
mature pour l'ovulation (fig. 6). L'ovocyte primaire diploide termine sa méiose | et deux cellules 1n
sont produites : le globule polaire primaire et I'ovocyte secondaire. Le premier constitue en quelque
sorte un déchet de matiére nucléaire alors que I'ovocyte entreprendra la méiose Il. Ensuite le follicule
mar se rompt et 'ovulation se produit (figure 5). En bref, le développement folliculaire suit de fagon
logique le cycle de la reproduction chez la femme, lui-méme régi par des hormones hypothalamiques
et hypophysaires (Tortora GJ & G.S., 2001b).

L'E2 a un role connu dans la prolifération des follicules. L'administraton d'E2 a des rates

hypophysectomisées stimule la prolifération des cellules de la granulosa dans les follicules
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1999).
1.24.3 Stéroidogenése ovarienne

La production de stéroides et la croissance du follicule sont étroitement liées. A mesure qu'ils
croissent sous l'action de LH et de FSH, les follicules produisent et libérent des quantités croissantes
de stéroides, principalement 17B-E2 et estrone. Les follicules en phase antrale sont également
responsables d'environ 30 & 70 % de la sécrétion des androgénes circulants, dont la testostérone et
I'androsténedione retrouvés chez la femme. La balance des androgénes féminins est produite par les
surrénales. Ces différents stéroides sexuels sont produits dans des compartiments folliculaires
spécifiques. In vitro, les cellules de la theque ne produisent que trés peu d'cestrogénes, mais peuvent
produire des androgénes a partir de cholestérol. Cette derniére conversion peut étre hautement
stimulée par la LH. Les cellules de la granulosa font & peu prés le contraire, c'est-a-dire qu’elles sont
incapables de synthétiser des androgénes. Si on leur fournit des androgénes exogénes, elles
peuvent toutefois, sous I'action de la FSH, les aromatiser en estrogénes grace a 'enzyme aromatase
(Goldfien A, 2001;Johnson MH & E.B., 2002a). A la figure 7 se trouve un schéma détaillé de la

formation des stéroides a partir du cholestérol dans les compartiments ovariens. Le précurseur de



-30 -
tout stéroide est le cholestérol. Cette molécule est acquise via les lipoprotéines de faible densité
(LDL, Low density lipoprotein) de la circulation ou synthétisée de novo a partir de l'acétate. Le
cholestérol doit étre mobilisé jusqu'a la membrane externe mitochondriale et ensuite transféré de la
membrane externe a la membrane interne de la mitochondrie. L'espace aqueux entre les deux
membranes constitue une barriere pour le cholestérol qui est une molécule hydrophobe; c'est
pourquoi des protéines de transport telles que la StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) et le
SAP (Steroidogenesis Activator Peptide) s'averent essentielles (Albrecht ED & Pepe GJ, 1998). Le
cholestérol est métabolisé via plusieurs enzymes pour former les minéralocorticoides, les
glucocorticoides et les hormones sexuelles. La majorité de ces enzymes appartiennent a la famille

des cytochromes P450 oxydases.

La premiére étape de la stéroidogenése est le clivage du cholestérol par I'enzyme P450scc

(cytochrome P450 side chain cleavage) pour former la pregnénolone. Cette enzyme ne peut
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(HSD)/ A4 isomérase convertit la pregnénolone en progestérone. Cette enzyme catalyse la
déhydrogénation du C3 et l'isomérisation de la liaison double du cycle B au cycle A de la molécule.
La conversion de la progestérone en 17-hydroxyprogestérone se fait par ia 'enzyme P450c17 (170~
hydroxylase/17-20 lyase) via la 17a-hydroxylation. La scission des C17 et C20 pour former
I'androsténedione est assurée par la fonction lyase de la méme enzyme. L'aromatisation des
stéroides Cig (androsténedione et testostérone) se fait par la P450 aromatase (P450arom). Elle
catalyse la double hydroxylation du groupe méthyle en C19 et I'hydroxylation du C2 résultant en la
suppression du C19 et la finition du cycle aromatique A. Dans ce processus, trois paires d'électrons
sont transférées de trois molécules de NADPH jusqu'a la P450arom par la P450 réductase. Enfin,
une 17B-HSD est médiatrice de I'nydroxylation/oxydation du C17 résultant en l'interconversion de
I'androstenedione et de la testostérone ainsi que de I'estrone et I'E2 (fig 7). Quatre isoformes de la
17B-HSD existent et utilisent les cofacteurs de NAD(H) ou NADP(H) (Albrecht ED & Pepe GJ, 1998).

Chez le rat, la P450c17 est inexistante dans les cellules de la granulosa. Ainsi, les androgénes et les
estrogenes ne peuvent pas étre synthétisés directement de précurseurs a 21 carbones comme la
progestérone ou la pregnénolone. La production d'E2 par la granulosa est dépendante de la
disponibilité de précurseurs a 19 carbones comme la testostérone et I'androsténedione qui seront
aromatisés par la P450arom (Goldfien A, 2001).

1.2.4.4 Cycle de la reproduction chez la femme

Le cycle ovarien posséde deux grandes phases: la période précédant I'ovulation est la phase
folliculaire a dominance cestrogénique et la phase post-ovulatoire, aussi qualifiee de lutéale, est
gouvernée par le corpus luteum qui sécréte la progestérone. Le cycle ovarien représente donc la
série d'événements qui se déroulent dans les ovaires pendant et suite a la maturation d'un ovocyte.
Le cycle menstruel, Iui, est la série de changements se déroulant parallélement dans I'endometre
utérin en vue de I'accueil d'un ovule fécondé. Si la fécondation n'a pas lieu, la couche fonctionnelle
de I'utérus se desquame et les menstruations ont lieu. Le cycle débute avec la menstruation et cette
période dure environ cing jours (Tortora GJ & G.S., 2001b). La figure 8 ci-dessous résume bien la
régulation hormonale du cycle menstruel. Les cycles ovarien et menstruel sont régulés par I'hor
mone hypothalamique GnRH qui stimule la libération de LH et de FSH. De plus, tel que décrit
préalablement, I'inhibine y joue un réle important (Tortora GJ & G.S., 2001b).
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Figure 8. Résumé des interactions hormonales dans les cycles menstruel et ovarien.
(Tortora GJ, 2001)

1.24.5 Cycle de la reproduction chez la rate

Les mammiferes vertébrés non primates ont un cycle de reproduction appelé cycle oestral. Tout
comme le cycle menstruel chez 'humain, il implique une panoplie de changements physiologiques
sur une période de temps définie. Le rat est qualifié de polyestrous mammal, c'est-a-dire que I'estrus
se produit plusieurs fois par an chez ce mammifére contrairement aux loups, aux chiens et aux ours
par exemple qui n'ont qu'une ovulation annuelle. D'autres mammiféres ont une ovulation de type

saisonniére, tel que les chevaux, les ovins et les chévres (Hill M., 2005).

Ainsi, le cycle de la rate dure de 4 a 5 jours, similairement a celui de la souris, et sa gestation est de
I'ordre de trois semaines. La phase folliculaire du cycle s'étend sur deux jours alors que la phase
lutéale dure de deux a trois jours. Le cycle des rongeurs présente toutefois une particularité
spéciale : la durée du cycle change selon que la femelle s'accouple ou non. Si aucun rapprochement
sexuel n'a lieu, la phase lutéale durera normalement 2-3 jours. En fait, le corps jaune sécrete de la
progestérone pour environ 2 jours, mais il ne devient pas completement fonctionnel. Par ailleurs, si la

femelle subit un coit infertile au moment de I'ovulation, sa phase lutéale sera de 11-12 jours. En fait,
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le stimulus créé lors de la sollicitation mécanique du col utérin est relayé vers le systéme nerveux
central de fagon a activer la production de PRL hypophysaire, hormone importante pour le maintien
du corps jaune et de la grossesse elle-méme. C'est en quelque sorte la création d'une pseudo-
gestation. Ce cycle atypique permet d'assurer un grand nombre d'opportunités d'accouplement, sans
quoi les especes ne seraient fertiles que tous les 13-14 jours au lieu de I'étre tous les 4-5 jours (Hill
M., 2005;Johnson MH & E.B., 2002a).

Si la rate est gestante, comme chez I'humain, il y a production de relaxine par le corps jaune et
éventuellement, par le placenta. Chez I'humain, ce facteur détend I'utérus pour faciliter I'implantation
de 'ovocyte fécondé. A la fin de la grossesse, cette hormone joue également un role important dans
I'assouplissement de la symphyse pubienne et rend plus facile le passage du poupon en assurant la
dilatation du col de l'utérus pendant I'accouchement (Tortora GJ & G.S., 2001b). La relaxine, comme
les estrogénes et la progestérone, diminue en période de ménopause (Ivell, 2002). Chez la rate, elle
inhibe en plus les contractions utérines spontanées et induites par I'ocytocine. 1l y a environ cent fois

moins de relaxine chez I'humain que chez le rat et le porc (Ivell, 2002).

Le cycle de la rate a quatre phases principales : metestrus, diestrus, proestrus et estrus. L'estrus
correspond a l'ovulation et dure environ 25heures. La durée du metestrus (premiere phase du cycle)
est de 6-8heures, celle du diestrus est d'un peu plus de deux jours et le proestrus dure de 12-
14heures. Pendant le cycle oestral, trois ou plusieurs générations de corps jaunes peuvent étre
presentes dans l'ovaire. En diestrus, les corps jaunes nouvellement formés atteignent la taille
maximale et sont maintenus jusqu'au metestrus du cycle suivant. Ces corps jaunes régressent
rapidement pendant le diestrus suivant et cela est accompagné d'apoptose, d'un affaiblissement de
I'apport sanguin, d'une infiltration leucocytaire et d'une activité augmentée de I'enzyme 20a-HSD.
Cette enzyme métabolise la progestérone dans le corps jaune en métabolite inactif, la 20a-
hydroxyprogestérone, qui ne peut maintenir ni I'epaississement de la décidue utérine ni la grossesse.
La sécrétion de ce métabolite cesse peu a peu en diestrus. Ainsi une nouvelle ovulation pourra
prendre place. Le cycle oestral peut parfois s'interrompre (quiescence). Dans ce cas, la rate est en
période d'anestrus (Bazer FW et al., 1998). On peut facilement reconnaitre la phase du cycle et en
déterminer la durée en observant la morphologie des cellules des sécrétions vaginales fixées et

colorées (figure 9).
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1.2.5 TESTICULES

1.2.5.1 Anatomie et structure du testicule

Les testicules humains sont des organes
compartimentés mesurant environ 5cm de long
et 2,5cm de diamétre et pesant entre 10-15g.
Chaque testicule contient 200m de tubules
séminiféres et cela constitue environ 85% de la
masse de l'organe. Les testicules du rat sont
rétractiles et pésent environ 1,5-2g a 'age adulte
(Braunstein GD, 2001;Tortora GJ & G.S., 2001b).
Toutes proportions gardées, la physiologie
testiculaire du rat se rapproche de celle de
humain.

Deux produits viennent du testicule: les
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Figure 10. Anatomie interne du testicule.
(Tortora GJ, 2001)

spermatozoides qui transmettent les génes du male a 'embryon et les hormones requises pour le
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maintien des fonctions de reproduction. Il fournit des estrogénes, de linhibine, de I'activine et le
facteur similaire a la relaxine (RLF, relaxin-like factor), mais surtout des androgénes. Les
spermatozoides se développent dans les tubules séminiféres en association avec les cellules de
Sertoli ; celles-ci s'étendent de la membrane basale a la lumiére et sont séparées par des jonctions
serrées formant la barriere hémato-testiculaire. Les androgenes sont synthétisés entre les tubules
par les cellules interstitielles (de Leydig). Ces deux compartiments sont distincts au plan structurel et
séparés physiologiquement par des barriéres cellulaires se développant a la puberté et limitant les
échanges. Pour qu'une substance puisse atteindre les gamétes en développement, elle doit d’abord
traverser ces barriéres qui agissent également au niveau immunitaire afin d'empécher la
reconnaissance d'antigénes se trouvant a la surface des cellules spermatogéniques (Johnson MH &
E.B., 2002b). Tout comme pour l'ovaire, les connexines jouent un role prédominant dans ces
communications intercellulaires du testicule, notamment dans le développement de I'épididyme. Des
altérations de la spermatogenese ont été montrées chez I'humain et la souris en rapport avec une

diminution d'expression de Cx43 dans les cellules de Sertoli (Dufresne et al., 2003;Perez-Armendariz
et al., 2001).

Les cellules de Sertoli jouent un role trés important : elles soutiennent les cellules spermatogéniques
en voie de formation en plus de les nourrir et de les protéger. Elles phagocytent le cytoplasme
évacué par les spermatides pendant la spermatogenése ; elles assurent le bon mouvement des
cellules spermatogéniques ainsi que la libération des spermatozoides dans la lumiéres des tubules
séminiféres et sécrétent un liquide y permettant leur transport; elles produisent une protéine
porteuse d'androgénes et de l'inhibine et assurent la médiation des effets d'autres hormones. La
principale fonction rattachée aux cellules de Leydig est de sécréter le principal androgéne : la
testostérone (Johnson MH & E.B., 2002b;Tortora GJ & G.S., 2001b).

1.25.1.1 Récepteur aux androgénes

Le géne AR se trouve sur le chromosome X autant chez le rat que chez 'homme. Le gene a environ
90kb de longueur et la protéine traduite est longue de 919 acides aminés (Gao et al., 2005). Tout
comme les autres récepteurs des stéroides, le récepteur des androgénes (AR, androgen receptor)
est nucléaire et soluble et fonctionne comme un facteur transcriptionnel intracellulaire. Il peut étre
active par les deux androgénes endogénes, soit la testostérone et la DHT. En réponse aux

nombreuses transformations occasionnées au sein de la cellule, les androgénes produisent de
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multiples effets. Physiologiquement, le AR est responsable de la différentiation sexuelle in utero et
des changements associés a la puberté chez le male (caractéres sexuels secondaires). Chez
I'adulte, les androgénes maintiennent |a libido, la spermatogenése, la force et la masse musculaires,
la vitesse du métabolisme basal et de I'anabolisme, la densité minérale osseuse et I'érythropoiése.
Le AR est surtout exprimé dans les tissus cibles des androgénes tels que la prostate, le muscle
squelettique, le foie et le systéme nerveux central (hypothalamus et hypophyse) avec une expression

prédominante dans la prostate, les glandes surrénales et I'épididyme (Gao et al., 2005).

1.2.5.2 Spermatogenése

Le processus par lequel sont produits les spermatozoides haploides par les tubules du testicule est
appelé spermatogenése (figure 11). Sa durée est d'environ 70 jours chez 'homme et 50 jours chez le
rat (Roger T, 2006). La spermatogenése débute dans les cellules germinales appelées
spermatogonies qui aprés leur mitose se différencient en spermatocytes primaires. L'autre partie des
cellules filles spermatogonies reste sous forme de cellules précurseures. Le spermatocyte primaire
croit et se divise deux fois: méiose | et Il. Apres la premiere division, deux spermatocytes
secondaires 1n sont obtenus. Chaque spermatocyte secondaire subit ensuite une deuxiéme division
et donne naissance & deux spermatides ; cette étape ne comporte toutefois aucune replication
d’ADN. Ainsi, un spermatocyte primaire produit quatre spermatides au terme des deux divisions
cellulaires (Tortora GJ & G.S., 2001b).

L'étape finale de la spermatogenése s'appelle spermiogenése et constitue la transformation des
spermatides en spermatozoides. Le ratio de transformation est de un car aucune division cellulaire
n'a lieu durant ce phénoméne. Briévement, la spermiogenése implique la formation et le
développement de I'acrosome et du flagelle, la condensation de la chromatine, la restructuration du

noyau et la suppression du cytoplasme avant le largage du spermatozoide mature (O'Donnell et al.,
2001).

Le processus d'élongation de la spermatide requiert une synthése protéique accrue. Les spermatides
rondes immatures produisent donc de trés grandes quantitts d’ARNm car aprés le debut de
lélongation de la spermatide, le noyau est tellement condensé que la transcription de 'ADN y est
impossible (O'Donnell et al., 2001).0n nomme spermiation I'étape de relargage des spermatozoides,

c'est la séparation du spermatozoide de la cellule de Sertoli a laquelle il est rattaché. Il entre ensuite
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dans la lumiére du tubule séminifére et se dirige vers les conduits des testicules (Tortora GJ & G.S.,

2001b).
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Figures 11. Spermatogenése et développement des cellules spermatogéniques.

(Tortora GJ, 2001)

Quatre cent millions de spermatozoides sont produits chaque jour chez 'homme. L'éjaculat humain

contient 200 & 280millions de spermatozoides (50-60millions pour le rat) et la survie de ceux-ci dans

les voies vaginales est rarement supérieure a 48heures. Chez le rat, leur survie est de moins de

15heures (Lindemann CB, 2006). La fonction principale du spermatozoide Iui-méme étant de

pénétrer 'ovocyte, il posséde des caractéristiques trés spéciales pour Iui permettre d'y arriver. La téte

du spermatozoide contient 'ADN et l'acrosome. Ce dernier renferme des enzymes facilitant la

pénétration dans l'ovule telle lhyaluronidase et des protéinases. La piéce intermédiaire du

spermatozoide contient une foule de mitochondries qui permettent les activités métaboliques et

I'apport d'ATP requis pour la locomotion. Le flagelle fait office de queue et le propulse sur sa
trajectoire (Marieb EN, 1999c¢;Tortora GJ & G.S., 2001b).

1.2.5.2.1

Régulation hormonale de la spermatogenése

Tel que mentionné plus haut, ce n'est qu'a la puberté que I'adenohypophyse, régie par la GnRH,

sécrete des quantités significatives de gonadotrophines. La LH stimule les cellules de Leydig qui

sécretent de la testostérone, principal androgéne produit a partir du cholestérol des testicules (figure

12). Liposoluble, la testostérone diffuse des cellules de Leydig vers le liquide interstitiel pour rejoindre



la circulation sanguine.Dans ceraines cellules
spécifiques de la prostate et des vésicules séminales
notamment, la testostérone est convertie par la 5a-
réductase en DHT. Cet androgéne est le plus actif et a
sensiblement les mémes rdles que la testostérone
(Tortora GJ & G.S., 2001b). En effet, la DHT a une
affinité 9 fois supérieure a la testostérone pour le

récepteur aux androgénes (Colombel M, 1998).

La FSH agit de fagon directe pour stimuler la
spermatogenése (McLachlan et al., 1996). Aussi, en
synergie avec la testostérone, elle pousse les cellules
de Sertoli & stimuler la sécrétion d'une protéine liant les
androgenes (ABP, androgen binding protein) dans la
lumiére des tubules et dans le liquide interstitiel (figure
12). Cette protéine se lie a la testostérone et permet le
maintien d'une concentration élevée prés des tubules.
C'est la testostérone qui déclenche les étapes finales

de la spermatogenése (Meachem et al., 2005;Tortora

GJ & G.S., 2001b). On observe de séveres défauts de spermatogenése dans des modéles humains
et murins de déficiences combinées en FSH et en testostérone (Meachem et al., 2005). Un
mécanisme de rétro-inhibition régit la production de testostérone. Lorsque la concentration sanguine
de celle-ci augmente jusqu'a un certain niveau, il y a inhibition de la sécrétion de la GnRH par
Ihypothalamus. Ainsi, il y a une diminution de la libération de LH entrainant une réduction de la
libération de testostérone par les cellules interstitielles pour rétablir 'homéostasie. Lorsque la
concentration de testostérone diminue trop, le phénomene inverse se produit (Tortora GJ & G.S.,
2001b). Quand la spermatogenése est assez avancée pour bien pourvoir aux fonctions sexuelles
masculines, les cellules de Sertoli commencent & libérer de linhibine. Cette derniére bloque la
sécrétion de FSH par I'adénohypophyse et ralentit la spermatogenese. Lorsque cette derniére est

trop ralentie, la libération d'inhibine diminue et l'accroissement de libération de FSH qui en résulte
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(Tortora GJ, 2001)

permet 'accélération de la production de spermatozoides (Tortora GJ & G.S., 2001b).
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1.2.5.3 Stéroidogenése testiculaire

Les hormones les plus importantes produites par le testicule sont les androgénes et ceux-ci sont
dotés de caracteristiques fonctionnelles et caractéristiques distinctes. La testostérone, principal
androgene, est produite par les cellules de Leydig a raison de 4-10mg par jour a partir du cholestérol
ou de novo a partir de I'acétate par le processus de stéroidogenése. En effet, 'enzyme 38-HSD

responsable des premiéres conversions des dérivés de cholestérol est localisée dans ces cellules
(Johnson MH & E.B., 2002b).

Dans le sang, environ 38% de la testostérone est liée a I'albumine. Une autre protéine liante
importante au niveau des stéroides sexuels est la « globuline liant les hormones sexuelles » (sex
hormone binding globuline, SHBG), qui lie 60% de la testostérone circulante (Braunstein GD, 2001).
Toute la testostérone ne passe pas dans le sang ou la lymphe ; elle traverse aussi les barrieres
séparant les compartiments testiculaires pour pénétrer dans les tubules séminiféres. La, elle est
presque totalement convertie en DHT par I'enzyme microsomal 5a-réductase-2 des cellules de
Sertoli (Braunstein GD, 2001;Johnson MH & E.B., 2002b). Les enzymes importants pour la synthése
de testostérone depuis le cholestérol ainsi que leur réle sont les mémes que pour la stéroidogenése
ovarienne (détails en 1.2.4.3).

1.3 PUBERTE ET MATURATION DE L’AXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSAIRE

1.3.1 PUBERTE

La maturation sexuelle débute au moins quelques années avant I'apparition des premiers signes
définitifs qui sont la ménarche chez la jeune fille et la premiére éjaculation chez le gargon. Ces
derniers signes n'impliquent nullement la fertilité de l'individu puisque le premier éjaculat ne contient
pas de spermatozoides et que l'ovaire n'a pas encore produit d'ovule a la premiére menstruation
(Johnson MH & E.B., 2002c).

A r'adolescence, une importante poussée de croissance survient chez les deux sexes et celle-ci est
suivie de la fusion des épiphyses. La poussée du gargon se produit environ deux ans aprés celle des
filles ; c'est pourquoi ils sont généralement de plus grande taille (en moyenne de 10cm). En méme

temps que la croissance se produisent des changements corporels considérables & la puberté. Avant



-40 -
cette période, les masses grasse et maigre sont sensiblement égales chez les deux sexes. A l'age
adulte par contre, les hommes ont une masse maigre valant environ 1,5 fois celle des femmes et
celles-ci ont une masse graisseuse 2 fois plus importante que celle des hommes. Le squelette des
hommes est également plus massif d'environ 1,5 fois. D'autres changements du corps s'opérent tels
que l'augmentation de la pilosité, la croissance des organes génitaux, la mue de la voix, etc. Chez la
jeune femme, les estrogénes ovariens réglent la croissance des seins et des organes génitaux alors
que les androgénes d'origine ovarienne et surrénalienne régulent la pilosité pubienne et axillaire. Les
androgénes testiculaires des jeunes hommes sont responsables de la plupart des modifications :

développement des organes génitaux, pilosité et mue de la voix (Johnson MH & E.B., 2002c).

Chez le rat, il se produit des modifications pubertaires a peu prés équivalentes a ce qu'il vient d'étre
décrit pour I'humain. Toutefois, les processus se déclenchent relativement plus 6t : les rats sont
pubéres autour du 50¢ jour de vie. Il existe cependant une variation de quelques jours selon les
souches de rats. Nous utilisons au laboratoire la souche de rats Sprague-Dawley dont la puberté
s'effectue autour de la 4¢ semaine de vie pour la femelle, et autour de la 6¢ semaine chez le male.
Les deux principaux signes de l'apparition de la puberté chez le rat sont I'ouverture vaginale
(ouverture de la fente vaginale aprés maturation du canal vaginal) chez la femelle, et la séparation
balano-prépuciale (séparation du prépuce et du gland du pénis) pour le male. La descente des
testicules est aussi un signe du commencement de la puberté. Toutefois, elle est un moins bon
indice et est moins utilisée puisque cela se produit 2-3 semaines avant la séparation balano-
prépuciale (Conseil Canadien de Protection des Animaux, 2005).

1.3.2 DECLENCHEMENT DE LA PUBERTE

Les transformations physiques survenant a I'adolescence sont largement contrdlées par les stéroides
gonadiques et surrénaliens, mais aussi par une intervention directe des hormones hypophysaires. En
fait, les taux plasmatiques de FSH et de LH restent bas durant toute I'enfance, mais augmentent
autour de I'age de la puberté jusqu'a atteindre les niveaux adultes. A cause des taux croissants
d'estrogénes qui stimulent la sécrétion prolactinique, les concentrations de PRL s'élevent chez la
fille, mais non chez le gargon chez lequel le niveau est déja comparable a celui d'un homme
(Johnson MH & E.B., 2002c). La PRL agit en synergie avec les stéroides sexuels gonadiques et les
gonadotrophines en général (Johnson MH & E.B., 2002d). Elle a de multiples fonctions autres que la

lactation durant la grossesse. Elle a par exemple un contrle sur le rein et l'activité
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adrenocorticotrope, sur 'homéostasie du métabolisme et sur Ia sécrétion d'insuline (Ben-Jonathan et
al., 2006;Johnson MH & E.B., 2002d). Dans le tissu adipeux, la PRL inhibe le stockage des lipides
(Ben-Jonathan et al, 2006). Par ailleurs, le stress, I'exercice, le sommeil et la stimulation du
mamelon sont des facteurs qui éléevent la sécrétion prolactinique (Aron DC et al., 2001). Cependant,
méme si la PRL est connue pour jouer un réle dans le développement du sein pour la préparation a
I'allaitement, elle ne joue pas de role dans le développement normal du sein & I'adolescence. De
plus, méme si I'hyperprolactinémie chez I'humain méne a un hypogonadisme, la PRL n'a pas de role

physiologique connu dans la régulation de la fonction gonadique (Aron DC et al., 2001).

Il est devenu évident récemment que la puberté débute lorsque la relache pulsatile de GnRH
s'accroit dans la période de I'adolescence (Terasawa & Fernandez, 2001). En effet, entre le début et
le milieu de la période pubertaire, 'amplitude et la fréquence des pics de LH augmentent de fagon
importante, reflétant une élévation de la sécrétion de cette hormone pendant le sommeil. A la fin de
I'adolescence, les pics diurnes de LH s'intensifient, mais jamais autant que durant la nuit. Le profil
adulte des variations de la LH ne montre pas de différences au niveau circadien comme chez
lindividu d'age pubére. Au moment ou s'élévent les taux de LH au début de la puberté, les
concentrations nocturnes de testostérone croissent également chez les gargons. Chez les filles, des
accroissements moindres, mais tout de méme significatifs de testostérone, sont observés. Les taux
d'cestrogeénes de la fille s'éléveront peu a peu afin d'atteindre les concentrations observées chez une
femme fertile (Johnson MH & E.B., 2002c). L'apparition de la ménarche résulte de cette élévation

d'estrogénes ovariens (Terasawa & Fernandez, 2001).

L'adrénarche est un autre stade de la maturation au niveau endocrinien. Cette phase consiste en un
accroissement progressif des taux d'androgénes surrénaliens, surtout de la déhydroépiandrostérone
(DHEA) et de son dérivé sulfate (DHEAS) qui survient a I'age de 6-7 ans chez la jeune fille et vers 7-
8 ans chez le gargon. Ce phénoméne se poursuit jusque vers I'age de 13-15 ans. La signification de
cet accroissement de sécrétion a I'égard de l'activation hypothalamo-hypophyso-gonadique est
encore obscure, toutefois on leur connait un réle dans la croissance pilaire pubienne et axillaire
(Johnson MH & E.B., 2002c;Styne D, 2001).

Chez la rate, le processus développemental menant a la puberté est basé sur une seérie
d'événements complexes. Les gonadotrophines jouent un rble décisif a tous les niveaux du

développement sexuel. 1l y a trois périodes importantes d'activation de la sécrétion gonadotrophique
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durant le développement postnatal. La premiére est le début de la sécrétion de FSH au cours des
premiers jours de vie avec une élévation sporadique des niveaux de LH. Durant la seconde semaine
de vie, le développement ovarien s'amorce sous l'influence de ces hormones (Ojeda SR & Urbanski
HF, 1988). La seconde période est la premiére manifestation de la mise en place de la puberté et est
indépendante des gonades. Elle consiste en une augmentation diurne des taux basaux de LH et de
sa relache pulsatile. Cela stimule 'ovaire a produire plus d'E2 qui entraine a son tour de petites
relaches de LH. Cette boucle de rétrocontréle positif induit une stimulation de la stéroidogenése et le
développement de 'ovaire. La troisieme étape survient plus abruptement et se caractérise par une
hausse de production de stéroides ovariens, plus particulierement d'E2. Cette période correspond a
la décharge préovulatoire de GnRH qui entraine le premier pic de gonadotrophines et refléte
I'expression du rétrocontrole positif engendré par I'E2. Ce dernier se développe a la fin de la période
infantile, mais I'ovaire a ce moment est encore incapable de produire assez d'E2 pour entrainer un
pic de LH. Il est donc essentiel que les ovaires croissent et ce, sous l'influence des gonadotrophines
hypophysaires, lesquelles sont sous le controle de la GnRH du lait maternel. Par aprés, ce controle
est facilité par 'normone de croissance et la PRL (Ojeda SR & Urbanski HF, 1988).

Le rythme du développement folliculaire étant accéléré par l'augmentation du nombre de LHr,
I'apparition du premier cycle oestral approche. Le jour de la premiére ovulation, la stimulation
cestrogénique de I'épithélium vaginal provoque la canalisation du vagin et son ouverture. Ce dernier
phénoméne est la premiére manifestation somatique de la fertilité de 'animal (Ojeda SR & Urbanski
HF, 1988). Chez le méle, on en connait moins & propos des mécanismes sous-tendant la mise en
place de la puberté. Contrairement & la femelle, les interrelations entre I'unité hypothalamo-
hypophysaire et les gonades sont déja en fonction avant la naissance. Les toutes premieres
semaines de vie du raton servent ainsi de période de synchronisation de tous ces processus.
Comme pour la femelle, on croit que le déclenchement de la puberté origine du SNC. Cela altere le
patron de sécrétion de GnRH et provoque les changements de sécrétions de gonadotrophines qui se
produisent durant la maturation prépubére et induisent le développement et la maturation des
testicules. Des changements dans la stéroidogénese sont la conséquence du développement
gonadique, et suite a cela, la testostérone devient I'androgéne majeur dans le testicule. L'élévation
des taux de FSH rend I'organe peu & peu plus sensible aux gonadotrophines et il y a stimulation de
la production de testostérone. Ensuite, la spermatogenese s'initie. A ce stade, la production de
spermatozoides est trés lente (plusieurs semaines) et on peut mieux comprendre pourquoi il a éte

plus difficile d'étudier la puberté du male. L'augmentation de production de testostérone induit la
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maturation et le maintien des organes sexuels et le phénomene de rétrocontréle négatif de la
testostérone (avec l'inhibine) se met en place (Ojeda SR & Urbanski HF, 1988).

1.3.21 Hypothése du gonadostat

L'hypothése du gonadostat reléve d'études menées chez le rat en 1932 par Hohlweg et Dohrn
(Ojeda SR & Urbanski HF, 1988). L'étude portait sur deux groupes de rats castrés: des rats
immatures et des rats adultes. |l se trouve qu'une plus petite dose d'estrogenes pouvait supprimer
les changements de sécrétions gonadotropes induits par la castration chez les rats immatures
(Terasawa & Fernandez, 2001). Ainsi, ce modele suggere que la régulation des sécrétions de FSH et
de LH est tres sensible a des taux trés bas de stéroides avant la puberté via un effet de retrocontrole
négatif. Lors de la puberté, cette sensibilité diminuerait, menant a des niveaux circulants croissants
de gonadotrophines et de stéroides. En fait, des variations de la sensibilité de I'hypophyse aux
stéroides et a la GnRH se produisent effectivement a la puberté, il n'y a toutefois pas de preuve
qu'elles en sont I'événement déclencheur (Johnson MH & E.B., 2002c). Pour ce qui est de la
rétroaction positive, la capacité d'induire un pic de gonadotrophines semble se développer assez
tardivement au cours de la puberté. De plus, I'induction reste plus ou moins efficace si I'on tient
compte que, chez I'humain, plus de la moitié des cycles de la période post-pubertaire sont
anovulatoires et qu'au bout de cinq ans apres la premiere menstruation, un cycle sur cinq l'est
encore. La raison de l'arrivée tardive de la capacité de rétrocontréle positif n'est pas encore
complétement comprise. On I'explique par le fait que les concentrations d'cestrogenes permettant la
relache de gonadotrophines par I'hypophyse ne seraient pas assez importantes avant un stade
avancé de la puberté (Johnson MH & E.B., 2002c).

1.3.2.2 Hypothése de la maturation du SNC

L'hypothése selon laquelle le déclenchement de la puberté ne nécessite qu'un débit augmenté de
GnRH hypothalamique met I'accent sur le SNC et ses différentes voies de communication plutot que
sur des changements progressifs de la sensibilité des systemes de rétrocontrole. Lors des premiers
mois de vie de I'enfant, ses sécrétions gonadotropes se situent autour des valeurs adultes. Par la
suite, ces taux s'effondrent jusqu'a devenir indétectables ; cette période est nommée hiatus juvénile
de la sécrétion gonadotrope. Ce n'est qu'a 'adolescence que les sécrétions pulsatiles de FSH et de

LH reviennent et leur concentration s'éléve a nouveau jusqu'a des taux semblables a ceux des
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adultes : ceci annonce le début de la puberté. La sécrétion gonadotrope pulsatile est commandée par
les secrétions de GnRH, elles aussi pulsatiles ; I'nvestigation des mécanismes pubertaires devrait
donc se focaliser sur les raisons pour lesquelles le générateur de pulses de la GnRH reste quiescent

pendant I'hiatus juvenile et reprend son réle a une période précise de I'adolescence (Terasawa &
Fernandez, 2001;Johnson MH & E.B., 2002c).

Cette seconde hypothése est basée sur les observations faites chez des singes gonadectomisés et
des étres humains avec dysgénésie gonadique. Les sécrétions gonadotropes chez ces sujets sont
elevées en période néonatale et cessent ensuite jusqu'a la phase pubertaire. Par exemple,
Fovariectomie chez les guenons immatures n'a pas suffit a stimuler la relache de GnRH. Cependant,
I'operation faite chez les mémes animaux en période pubertaire a induit la sécrétion pulsatile de
GnRH. La GnRH a directement été mesurée dans I'éminence médiane par une méthode de

perfusion par pompe (Chongthammakun et al., 1993;Terasawa & Fernandez, 2001).

C'est ainsi dire que I'activation du mécanisme par lequel des pulses de GnRH hypothalamique sont
envoyés a I'hypophyse constitue un événement important dans le déclenchement de la puberté et
que celle-ci ne peut se produire que suite a une maturation du SNC. Dés la mise en place des
sécrétions pulsatiles de GnRH, les ovaires et I'hypophyse sont aptes a répondre et exercent leurs
rétroactions négative et positive sur le SNC. L'unité hypophysaire-gonadique ne requiert donc rien

d'autre qu'une sécrétion de GnRH par pulses réguliers (Johnson MH & E.B., 2002c).

En résumé, il semble que la maturation du SNC explique bien l'origine de la puberté et que I'on ne
doit pas chercher nos réponses au niveau des interactions gonades/axe hypothalamo-hypophysaire.
Quel serait donc le ou les facteur(s) déclenchant(s) et comment la relache de GnRH est-elle

activée ?
1.3.2.3 Facteurs déclenchants

Lors de la recherche des éléments responsables de la maturation sexuelle, les facteurs
environnementaux ont eu un réle trés déterminant. Un phénoméne assez particulier qui a aidé a
démystifier les origines de la puberté s'opére depuis les deux derniers siécles : I'arrivée de la puberté
des filles et des gargons est de plus en plus précoce dans plusieurs pays industrialises de I'Europe et

aux Etats-Unis (Frisch, 1972). Des études cliniques ont permis d'identifier plus clairement deux
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criteres impliqués dans la tendance vers la puberté plus précoce et dans les mécanismes qui sous-

tendent ce processus. Ce sont la photopériode et la nutrition (Johnson MH & E.B., 2002c).

Depuis I'avenement de I'électricité, la période journaliere d'obscurité est réduite a 7-8heures, comme
si nous vivions la photopériode estivale tout au long de I'année. De telles modifications de la durée
du jour peuvent avoir un impact majeur sur I'état reproductif des individus. En ce qui a trait a
I'humain, l'intensité de la lumiére domestique n'est probablement pas suffisante pour influencer les
mécanismes neuronaux photosensibles susceptibles de reguler la relache de GnRH et on manque

également de preuves concrétes en ce sens (Johnson MH & E.B., 2002c).

D'autre part, on a tenté de démontrer des liens entre I'apport nutritionnel et la maturation sexuelle.
On a constaté que le phénomene de précocité de la puberté n'est pas observé chez des populations
nomades n'ayant pas bénéficié au méme degré des améliorations du niveau de vie et de la nutrition
(Johnson MH & E.B., 2002c;Styne D, 2001). Egalement, les études expérimentales prouvant
l'importance d'une alimentation équilibrée pour la reproduction adulte sont nombreuses (Terasawa &
Fernandez, 2001). Chez I'humain et I'animal, un amaigrissement di a une carence protéique
(Fanorexie nerveuse, par exemple) rend irrégulier le cycle ovulatoire et provoque une aménorrhée. |l
y ala un lien fort important entre le poids corporel, reflet de I'alimentation, et la capacité reproductrice
(Johnson MH & E.B., 2002c;Styne D, 2001).

Au milieu du vingtiéme siécle, des travaux chez des jeunes filles ont suggéré qu'un poids corporel
critique devait étre atteint avant que I'axe hypothalamo-hypophysaire-ovarien soit activé et que la
poussée de croissance puisse avoir lieu. Suivant ce point de vue, le poids corporel pourrait bel et
bien é&tre un élément programmant le début de la puberté. Un peu plus tard, on émit une hypothése
semblable pour le gargon. La précocité actuelle de la maturation sexuelle par rapport & la situation
d'il y a un siécle ou deux pourrait ainsi s'expliquer par I'acquisition plus rapide d'un poids critique
grace a 'amélioration de la qualité de vie, de la nutrition et des soins de santé (Styne D, 2001).
Toutes les données portant sur la ménarche précoce des jeunes filles obeses, I'aménorrhée primaire
des jeunes ballerines dont la masse adipeuse est trés faible ou encore des jeunes filles anorexiques
vont également dans le sens de I'hypothése de I'atteinte d'un poids critique pour la mise en place de
la puberté (Johnson MH & E.B., 2002c;Styne D, 2001). A croire que les états importants de la
reproduction, telles que la puberté et la grossesse, ont des exigences et ne peuvent pas étre acquis

dans n'importe quelles conditions de poids et de santé.
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Plusieurs etudes plus récentes mettant en lien le pourcentage de gras, le poids corporel et les taux
de leptine avec |'apparition de la puberté chez I'animal vont dans tous les sens & propos de
I'nypothése du poids critique. Pour sdr, 'administration de leptine devance I'arrivée de la puberté
chez la souris (Ahima et al., 1997) et prévient le retard dans la mise en place de la puberté chez des
rates souffrant de malnutrition sévere (Gruaz et al,, 1998). Des rats dont la mére a subi une
restriction calorique a la fin de la gestation et/ou pendant la lactation démontrent également des taux
de leptine plus bas et une puberté retardée comparativement & un groupe témoin (Leonhardt et al.,
2003). Une étude comparant deux groupes de rats, un RCIU et I'autre ayant subi une sous-nutrition
postnatale (FR), démontre un taux de leptine plus bas et un pourcentage de gras corporel plus faible
chez les deux sexes FR. De plus, un retard de puberté est observé chez les males des deux groupes
et les femelles RCIU (Engelbregt et al., 2001). Toutefois, un bon nombre de travaux montrent que les
taux de leptine ne changent pas selon la puberté chez les humains et les singes et que l'arrivée de la
puberté n'est pas altérée avec des patients déficients en leptine a qui on administre de la leptine
recombinante (Terasawa & Fernandez, 2001). Tout compte fait, 1a leptine n'est peut-étre pas un

facteur critique pour la survenue de la puberté, du moins pas dans toutes les espéces.

D'autre part, des decouvertes récentes ont été faites concernant les estrogenes contenus dans
I'alimentation, les phytoestrogénes. En effet, ces isoflavones oestrogéniques sont souvent présents
dans les préparations contenant de la protéine de soya, autant dans les diétes animales que dans
lalimentation de 'humain. A long terme, ceux-ci peuvent étre la cause de changements dans
I'arrivée de la puberté et la maturation sexuelle. Un groupe de chercheurs (Casanova et al., 1999) a
étudié les différences induites au niveau de la maturation sexuelle dans des groupes de rats
auxquels on a donné des dietes contenant 0,02% et 0,1% de génistéine (un phytoestrogéne). Les
concentrations de génistéine contenues dans les diétes étaient suffisantes pour stimuler I'action
oestrogénique chez des rats immatures ovariectomisés. lis ont observé que la puberté était
devancée chez les femelles ayant regu la diéte contenant les isoflavones. Par ailleurs, on a
également fait ressortir une forte corrélation entre la saison de reproduction d'une espéce de singes
et la disponibilité de fleurs d’acacia, ces derniéres contenant des flavenoides ayant des propriétés
oestrogéniques (Bronson FH, 1988). Somme toute, il demeure toutefois plutét difficile de bien
discemner les effets de [lalimentation de ceux des estrogénes endogénes et plusieurs

approfondissements restent a faire a ce sujet.
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1.4 HYPOTHESE DE TRAVAIL ET OBJECTIFS

Plusieurs états pathologiques de I'dge adulte sont généralement attribués & la combinaison de
prédispositions génétiques et du mode de vie. Depuis le début des années 1990, des équipes ont
mis en évidence le role de I'environnement feetal sur le développement de ces maladies, autant chez

I'humain que dans des modéles animaux.

Il est maintenant clair que 'environnement fcetal a un impact sur le devenir des individus. Tel que vu
precédemment, le développement des gonades et de I'axe HHG se fait en majorité en fin de
gestation chez le rat. Nous avons un modéle de RCIU ou des rates gestantes regoivent une diete
faible en sodium pour les 7 derniers jours de gestation et cela a des conséquences a long terme sur
la progéniture au niveau des systemes rénal et cardiovasculaire. Nous croyons que ce modéle nous
permettra de mieux comprendre l'influence de I'environnement feetal sur I'axe reproducteur. De plus,
des travaux ont déja bien montré I'association entre I'environnement intra-utérin et/ou le faible poids
de naissance et des désordres a long terme au niveau de I'axe reproducteur autant chez 'humain
que dans des modéles animaux de programmation fcetale (Ibanez et al., 2000b;lbanez et al.,
1998;Engelbregt et al., 2000;Engelbregt et al., 2002). A partir de ces informations, I'hypothése de ce
mémoire est que l'altération de I'environnement intra-utérin par la restriction sodique maternelle
entraine des conséquences fonctionnelles a long terme sur le développement des gonades et de
I'axe hypophysaire-gonadique (HG) du feetus RCIU.

Les objectifs spécifiques sont, a l'aide du modéle animal (controles et expérimentaux), de

déterminer :

1) lapparition de I'ouverture vaginale (femelles) ou de la séparation balano-prépuciale (males)
comme indice de la puberté ;

et puis, chez des rats de 12 semaines (jeunes adultes),

2) I'expression génique et protéique de composantes de I'axe HG ;

3) la concentration de stéroides sexuels sériques et tissulaires gonadiques ;

4) Thistologie des gonades.
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ABSTRACT

Epidemiological studies have revealed that an unfavorable intrauterine environment during fetal life
may lead to adverse outcomes in adulthood. We have previously demonstrated that a low-sodium
(Na*) diet fed to Sprague-Dawley pregnant rats during the last week of gestation results in growth
restricted fetuses. We were interested by the outcome of these pups at the level of reproductive
organs, thus we studied males and females as adults. To determinate the effect of intrauterine growth
restriction (IUGR) in our experimental rats, balano-preputial separation and vaginal opening were
observed as an index of the onset of puberty, circulatory and gonadal steroids were measured by gas
chromatography and negative chemical ionization mass spectrometry (GC/NCIMS), mRNA
expression of main components of the gonadal steroidogenic pathway and receptors linked to the
pituitary-gonadal axis was determined by real-time quantitative RT-PCR. Gonadal histology was also
carried out. IUGR males show a delayed onset of puberty. Lower body weight was also observed at
puberty. At 12 weeks of age, elevation of testicular testosterone concentration was noted. In the aduit
IUGR female group, decreased relative ovarian weight, augmentation in p450scc gene expression
and elevation of ovarian estradiol concentration were observed. A delayed timing of puberty in males
and an increase of the gonadal steroid biosynthesis favoring the accumulation of the main steroid in
gonads for both IUGR males and females support the notion that low-Na+ induced unfavorable

uterine environment has long term consequences on the pituitary-gonadal axis.
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INTRODUCTION

Epidemiological studies have shown that impaired fetal growth is associated with increased risk of
cardiovascular diseases, hypertension and diabetes mellitus (for review, (1)). This led to the
hypothesis of fetal programming (2) that was supported by animal models in which the intra-uterine
environment was manipulated through maternal nutrition, high glucocorticoid exposure or uterine
artery ligation (for review, see (3;4)). A vast majority of investigations in this area were related to

mechanisms underlying the programming of cardiovascular disease, diabetes and obesity.

More recently, the impact of prenatal and early postnatal factors in the programming of the
reproductive axis have been explored (for review, see refs (5;6)). Studying a cohort of 145 women
aged between 24 and 36 years, a positive relationship between ponderal index at birth and levels of
estradiol in menstrual cycle have been established (7). It was then suggested that intrauterine
environment may have long term effect on steroid secretion. It has also been observed that girls born
with low birth weight had smaller uterus and reduced ovarian volume compared to their age-matched
controls (8). However, there are still limited data in humans to corroborate the fetal programming of

reproductive axis.

More findings have been done in animal models. Using adolescent model of sheep, Da Silva and
collegues demonstrated that overnutrition of the sheep during pregnancy induced restricted placental
growth and lower plasma progesterone concentration in the foetus. Moreover, ovaries from these
foetuses have less primordial follicles than their controls (9;10). Maternal undernutrition at different
times during ewe gestation induced no observable effects on the gross anatomy of fetal testis but the
expression of steroidogenic acute regulatory protein (StAR) mRNA was increased (11). A decrease of
ovulation rate in the progeny from mother on restricted diet was noted (12). It was also demonstrated

that the number of Sertoli cells per testis was smaller in newborn lamb from mother on low



-51-

metabolizable energy diet (13). Lactation seems to be crucial for the normal development of
reproductive system. In fact, it was shown that food restriction during rat lactation induces a delay in
the onset of puberty in female (14) and male (15;16) pups. Moreover, a reduction of graafian follicles
and an increase in plasma FSH were found in females as well as a retardation of testicle growth in
males (16). The effects observed by malnutrition during rat pregnancy depend on the period of food
restriction. A delay in the onset of puberty is observed in males and females when the dams were
food restricted for the last two weeks of pregnancy (17). However, this was not the case if the
restriction occurs during the last week of gestation (16). A recent report on males born from mothers
on protein restriction during the 3 weeks of pregnancy demonstrated in the male pups, an increase in
the ano-genital distance, a delay in testicular descent, and a decrease in sperm count at 270 days
postnatal age. However, no difference with their controls was observed in the days of balanopreputial
separation (18). When the malnutrition is induced by uterine artery ligation, intrauterine growth
retardation occurs. Delays were observed in onset puberty in male and female pups as well as an

uncoupling with the first estrous cycle and a decreased number of follicles in females (15;19).

We developed a model of intrauterine growth restriction (IUGR) induced by a low-Na+ diet fed to
pregnant rats over the last (third) week of gestation (20). The offspring of IUGR model rats exhibit
higher systolic blood pressure, changes in the renin—angiotensin—aldosterone system and renal
dysfunction as adults (21). Female offspring of our IUGR rat model exhibit changes as adults that are
consistent with the onset of cardiac remodelling (22). We hypothesize that altered fetal environment
could lead to the programming of gonads and that alteration could occur at puberty and in the adult
life. The aim of this paper is to determine if the reproductive axis is altered in this IUGR model. To do
so, the onset of puberty as indicated by vaginal opening in females and preputial separation in males

will be evaluated. To better characterize the long-term effects in the offspring, morphological studies
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of the gonads, gene expression of the principal regulators of the pituitary-gonadal axis and

steroidogenesis were investigated in the young adult (12 weeks of age).

MATERIALS AND METHODS

Animals

Female Sprague-Dawley rats (Charles River Canada, St-Constant, QC, Canada) weighing 225-250 g
were mated with male rats. Day 1 of pregnancy was determined by the presence of spermatozoa in
vaginal smears. The animals were housed under controlled light (12:12-h light-dark cycle) and
temperature (21 = 3°C), with free access to food and water. The dams were randomly assigned to
one of two diets for the last 7 days of pregnancy. One group was fed a normal diet containing 0.23%
Nat (basal diet 5755; PMI Feed, Ren's Feed and Supplies, Oakville, ON, Canada) and tap water.
They gave birth to the control offspring group. The second group received a 0.03% Na+ diet (low-Na+
diet 5881; PM! Feed) and demineralised water. Their offspring composed the IUGR group (20). At
parturition, all dams received regular rat chow (0.23% of Na+, Tecklab global 18% protein rodent diet
2018, Harlan Tecklad, Montreal, QC, Canada) and tap water. All offspring were weaned at 4 wk of
age, were separated into male and female subgroups and all received a regular diet and tap water.
This study received approval from the local animal care committee, which is accredited by the

Canadian Council on Animal Care.

Marker of onset of puberty

From day 28 onwards, the females were inspected twice a day for vaginal opening (VO). In males,
inspection was done from day 35 for balanopreputial separation (BPS). Onset of puberty was defined
as the age (in days) in which VO or BPS occurred. Body weight was recorded that day. Five litters

per group were followed.
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Serum and intratissular steroid measurements

For females, cells in vaginal smears were observed daily in twelfth week, to determine the estrous
cycle and only females in estrus were kept. At 12 weeks (adult), body weight was recorded and the
animals were sacrificed by decapitation (0800-0930 AM). Blood sample was collected in plain
Vacutainer tube (Becton Dickinson), coagulated on ice, centrifuged at 4°C, 3000 rpm and stored at -
80°C until use. Pituitaries, testes and ovaries were removed, snap frozen in liquid nitrogen and stored
at -80°C. Gonads were weighted. Serum, testis and ovaries concentrations of androstenedione,
testosterone, progesterone, estrone (E1), and estradiol (E2) were determined by gas chromatography
and negative chemical ionization mass spectrometry (GC/NCIMS). For each serum steroid analysis,
calibration curve standards were prepared using charcoal-adsorbed human serum. Briefly, 250 pL of
serum aliquots, including calibration curve standards and samples, was used to which 1.0 mL of a 0.5
M Na* acetate solution was added. A methanolic solution (50 pL) of corresponding deuterated
steroids was then added to each tube. The remaining procedures for serum extraction and GC-MS
analysis were performed as previously reported (23). For steroid gonad analyses, tissues were
homogenized using Polytron in a mixture of phosphosaline buffer (pH 7; 1 mL) and of
ethanol/acetone (1/1,v/v) (2 mL). Calibration curve standards were prepared for each steroid as
described above. A methanolic solution (50 pL) of corresponding deuterated steroids was then added
to each tube. Centrifugation for 10 min at 3000 rpm was performed and the supernatant was
removed. Steroids were further extracted with chlorobutane and the remaining procedures for steroid
analyses were performed as described previously (Labrie et al, 2006). The lower limits of
quantification (LLOQs) for steroid assays are indicated in Table 1. Intra- and interassay precision

(percent CV) did not exceed 10%.
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Quantitative real-time RT-PCR

Total cellular RNA from frozen pituitaries, testis and ovaries was extracted using TRIzol reagent
(Invitrogen Canada Inc., Burlington, ON, Canada). Total RNA was washed with RNeasy Mini Kit
(QIAGEN, Mississauga, ON), and treated with DNase | using RNase-Free DNase Set (QIAGEN,
Canada) following manufacturer's instructions. Total RNA (0.5 ug) was converted to cDNA by
reverse transcription (SuperScriptTM I RNase H- Reverse Transcriptase, Invitrogen) using Oligo
(dT)12-18 primer (Invitrogen). Real-time PCR using SYBR green fluorescence was performed. Each
reaction consisted of 2.5 pl cDNA, 12.5 pl 2x QT SYBR Green PCR master mix (QIAGEN), 2.5 ul QT
Primer Assay (QIAGEN), 7.0 pl RNase-free water and 0.5 pl (0.5 unit) uracil-DNA-glycosylase (UDG)
(Invitrogen). This UDG was used to eliminate carry over contamination. Real-time-PCR was
performed on an ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City,
CA) for 40 cycles (94°C for 15 s, 55°C for 30s and 72°C for 30 s) after a 2 minutes incubation at
50°C to destroy the excess of UDG and an initial step at 95°C for 15 min. The certified primers
(QuantiTect (QT) Primer Assays,QIAGEN) used are listed in Table 2. The procedure was carried out
on triplicates from individual animals as well (6 animals per group). Results were reported using

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as internal control.

Western Blot analyses

Whole female ovaries (P450aromatase), pituitaries (ERa), and a section of rat uterus (as positive
control for ERa) were homogenized in extraction buffer [50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5
mM EDTA, 0.5% Nonidet P-40, and protease inhibitors cocktail (Roche, Indianapolis, IN)], and
centrifuged at either 850g x 15 min (for ovaries) or 18500g x 10 min (for pituitaries and uterus).
Supernatants collected were then resuspended in Laemmili buffer. For comparative purposes, equal
amounts of proteins (10 ug/lane) were separated by SDS polyacrylamide (8% for ERa or 10% for

P450arom) gel electrophoresis and then transferred electrophoretically to nitrocellulose membranes
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(Fisher Scientific, Nepean, ON). Membranes were blocked for 1 h at room temperature in 5% skim
milk in PBS/0.1% Tween 20 (PBST) and then incubated with either rabbit anti-ERa 1:1000 or goat
anti-Cyp19 (P450arom) 1:2000 (both from Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) overnight
at 4°C. ). Membranes were washed and then incubated with horseradish peroxidase-conjugated
donkey anti-rabbit IgG (1:6000 in PBS; Amersham, Buckinghamshire, UK) or donkey anti-goat IgG
(1:5000; Santa Cruz Biotechnology Inc.) for 1 h at room temperature. Equal protein loading was
determined using mouse anti-B-actin primary antibodies (Novus Biologicals Inc., Littleton, ON) at 1:
10 000 (ERa) and 1:40 000 (P450arom). Immunoreactive bands were visualized with the enhanced
ECL chemoluminescence detection system (GE Healthcare Biosciences Inc., Montreal, QC). Bands
were quantified using Alpha Imager software (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA).

Results are expressed as densitometric units relative to GAPDH.

Histology

For contrast microscopy, ovaries were immersed after removal in Bouin's fixative for 3 hours and in
70% ethanol overnight and testis were immersed in 4% formaldehyde for 24h. Tissues were
embedded in paraffin, cut into 5-um sections, dehydrated through xylene and graded alcohol series
for standard hematoxylin-eosin staining. For ovaries, one section per 18 were count for primordial,
primary, small preantral, large preantral, small antral, large antral and atretic follicles and corpus
luteum, for a total of approximately 20 sections counted per ovary. For each testis, two microscopic
fields were chosen randomly and counted for seminiferous tubules. Observations were made on

ovaries and testis from 3 animals of different litter per group.

Statistical analysis

The IUGR group was compared with age-matched controls. Statistical analysis of puberty onset,

steroids measurements as well as gene expression was performed by Student's t-test. If variances
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were different, data were transformed with logarithms. Results are expressed as means + SEM with

P< 0.05 considered to be significant.

RESULTS

Body and gonad weight at 12 weeks of age

As shown in table 3, body weight of IUGR adult male was lower than the controls rats. Testis weight
was not different between the two groups. In female, there was no difference in the body weight.
However, the ovary weight tends to be smaller in the IUGR group. This leads to the ovary weight-to-

total body weight ratio smaller in IUGR rats than in the controls.

Onset of puberty

Timing of preputial separation was significantly delayed in IUGR males (fig.1A). At the onset of
puberty, the body weight of IUGR male rats was higher than the control (fig. 1B). In female, the
altered foetal environment did not affect the onset of puberty as shown by the absence of difference
in the day of vaginal opening in the two groups (fig. 2A). In contrast to the males, the body weight at

the onset of puberty was smaller in the IUGR group (fig. 2B).

Serum and intratissular steroid measurements

As shown in table 4, testosterone and progesterone serum levels were not different between control
and IUGR male rats. For androstenedione levels, the increase in IUGR was not statistically significant
with a p=0.07 and this is due to one male in the control group that has higher levels, 1.47 pmol/ml.
Androstenedione to progesterone serum levels ratio and testosterone to androstenedione ratio were
used, respectively, as index of P450c17 or 178HSD activities. In IUGR males, peripheral 17HSD
activity was decreased. In testis, steroids levels were increased but this reach statistical significance

only with testosterone levels. As in plasma, ratios of steroids levels were done to estimate enzyme
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activities (estradiol to testosterone ratio as index of aromatase). No difference was observed between
the two groups.

In females in estrous cycle, only progesterone levels were detected in the serum. No difference was
observed between the two groups (Table 4). In the ovaries, an increase in estradiol content was
observed in IUGR group. Enzyme activity of aromatase was estimated by estrone to androstenedione
ratio since testosterone was not detectable. There is an increase that did not reach statistical

significance.

Quantitative Real-Time RT-PCR transcript assay

To determine if gene expression in the steroid biosynthesis pathway was altered in gonads, StAR,
P450scc, 17BHSD3, Sa-reductase 2 and P450aromatase mRNA were measured in tissues from 6
animals from different litters. In testis, no difference between the 2 groups was observed as shown in
table 5. In ovaries, expression of P450scc was increased by 76% in IUGR group compared to
controls. Since estradiol and testosterone content were increased respectively in gonads from IUGR
females and males, we were interested to measure the implication of pituitary-gonadal axis.
Therefore, Lhegr and Fshr were measured in gonads and B-subunits of FSH and LH mRNA were
evaluated in pituitary. No difference between the control and IUGR groups were observed. In
females, ERa and B mRNA were measured to assess the retrocontrol by estradiol. No statistical
difference was observed. Since connexin 43 is involved in gonads development (Juneja SH, 2003)
and in spermatogenesis (Roscoe WA et al, 2001), mRNA were measured. However, the IUGR has

no impact on their expression.
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Western Blot analyses

The results obtained for the gene expression of P450aromatase in ovaries and of ERat in pituitaries
showed a tendancy to increase but the variability did not allow a clear statement. So, we decided to
measure the protein by western blot. As shown in figure 3, for P450aromatase (A) in the ovary or for

ERa (B) in pituitary, no significant difference was observed.

Histological analyses
No obvious differences were observed in tissue sections for morphology, spermatogenesis, follicles,
and cell appearance between the IUGR and controls in both males and females. The number of

seminiferous tubules was similar in the two groups as was the follicle count (figure 4).

DISCUSSION

In the present study, we have further characterized our IUGR model (20). We demonstrate that
adverse foetal conditions can induce long-term changes in the reproductive system. We have shown
in IUGR rats, a significant delay of onset of puberty in male only. In lUGR 12 weeks adult rat, we
have shown 1) reduced ovarian relative weight 2) increased testicular testosterone and ovarian
estradiol levels 3) reduced peripheral 17pHSD activity in males 4) increased p450scc gene

expression in ovaries.

The influence of fetal or postnatal environment on the onset of puberty is quite controversial in animal
models. We report a delay in males only. However, in models where unfavourable perinatal
environment was induced by uterine artery ligation (15;24) or maternal malnutrition during tactation
(14), delayed puberty was found in both sexes. If dams received a 50% protein restricted diet during

all gestation time, the male offspring balanopreputial separation is not delayed (18). This suggests
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that the type, the period and the duration of the insult could affect the onset of puberty. Contrary to
the fetal testis which actively produces androgens and antimullerian hormone (AMH), the fetal ovary
is endocrinologically quiescent (25). Moreover it is known that the pituitary-gonadal negative
feedback and the gonadal responsiveness to LH and FSH occur after birth in female (postnatal day 1
to 8), while this happens between day 15 and 20 of gestation in males (25). In our model, the insult
caused by decreased Na* in the maternal diet occurs over the last 7 days of gestation. This could

explain the gender difference that we observed in the onset of puberty.

We have observed that, compared with their controls, males have higher body weight at BPS while
the weight is decreased in females at VO. This is in accordance to other experiments in IUGR rat

(14:15) showing that the timing of puberty does not need the attainment of a critical weight in rats.

Histological assessment of the gonads in the 12-weeks offspring showed no difference between
IUGR and controls for both males and females. However, relative ovarian weight is diminished by
18% in our IUGR females. Similar findings are observed in human. It was shown that post-
menarcheal girls born small for gestational age exhibits reduced ovarian size (8). However, many
authors could not find smaller ovaries neither testes in growth-restricted human or animals (9;19;26).

Again, the timing and the nature of insult could explain this discrepancy. More investigations must be

done.

In male sheep fetuses from undernourished pregnant ewes compared with controls, elevated
testicular mRNA expression of the rate-limiting cholesterol transporter steroidogenic acute regulatory
protein (StAR) was found (11). In these animals, plasma testosterone concentrations were increased,
consistent with their steroidogenic pattern. We found that testosterone levels are higher in testis from

12-weeks IUGR rats when compared with their controls. This is not reflected in serum. To our
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knowledge, this is the first study done in adult rats. To further understand this augmentation, we
investigated the mRNA expression of StAR and several enzymes of the steroidogenic pathway in
adult male rats. There were no differences between the two groups. Since lack of gap junction protein
Cx43 is linked with gonadal and spermatogenesis disorders in mice (27;28), we hypothesized that its
increase should explain an elevation of testosterone. However, testicular mMRNA expression of Cx43
is not different in IUGR. This remains to be elucidated. In serum, the ratio
testosterone/androstenedione is significantly diminished. This could suggest a peripheral higher

activity of the enzyme 17p-HSD favouring the androstenedione.

As observed in males, main steroid levels are increased in gonads of 12-weeks females (testosterone
in testis and estradiol in ovaries). However, in females, this could be explained by an increase in
mRNA expression of steroidogenic enzymes. The expression of p450scc was higher and aromatase
have a tendency to increase in IUGR ovaries when compared with controls. As in males, we
determined the gonadal Cx43 expression in our two groups of females and no difference was

observed.

Low Na* diet given to dams leads to a diminished maternal plasma volume expansion (20). In
human, it has been shown that reduced plasma volume expansion is a cause of idiopathic IUGR (30).
In summary, we thought that we have an appropriate model to study the impact of IUGR on
reproductive system. Although maternal Na+ restriction during last week of gestation has no
observable effects on the gross anatomy and morphology of gonads by microscopy, it leads to
reduced ovarian relative weight, increased estradiol secretion and higher p450scc expression in
female ovaries. In male, delayed timing of puberty and increased gonadal testosterone concentration
are observed. This shows a possibility of sexual dimorphism in response to adverse intrauterine

environment. The hormonal imbalances found in our model certainly revealed that low-Na* induced
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IUGR has long term effects on onset of puberty and steroid biosynthesis. Whether these changes

have any long-term consequences on fertility and sexual behaviour remains to be determined.
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TABLE 1. Lower limits of quantification (LLOQ) for the determination of serum and intratissular

concentrations of conjugated and non-conjugated steroids by GC/NCIMS. Limits are based on a 50

mg tissue weight and could vary with the weight of each sample assayed.

Steroids LLOQs
Serum steroid
Androstenedione (ng/mL) 0.15
Testosterone (ng/mL) 0.15
Oestradiol (pg/mL) 6.00
Oestrone {pg/mL) 24.00
Progesterone (ng/mL) 1.50
Intratissular steroid
Androstenedione (ng/g) 0.75
Testosterone (ng/g) 0.75
Oestradiol (pg/g) 30
Oestrone (pg/g)) 120
Progesterone (ng/g) 7.5

TABLE 2. QIAGEN Primers Sets for Real-Time quantitative RT-PCR analysis.

. QIAGEN QT
Gene (GeneBank Accession no.) Primer Assay
Gapdh (NM_017008) QT00199633
StAR (NM_031558) QT00185101
Lhcgr (NM_012978) Q700179928
Fshr (NM_199237) QT00459760
5a-reductase2 (NM_022711) QT00177653
17B-HSD3 (NM_054007) QT00185521
Aromatase (NM_017085) Q700186942
P450scc (NM_017286) QT00174741

Connexind3 (NM_012567) Q100177737
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TABLE 3. Total body, testis and ovary weights of 12 week adult controls and IUGR rats.

Male Female
Controls (15) IUGR (14) Controls (23) IUGR (18)
Body weight (g) 4493+74 419.7 + 94* 263.6+3.9 2747 + 6.1
Gonad weight 148 +0.03 143 +£0.04 0.057 £ 0.002 0.052 + 0.002
Gonad: body .
weight ratio (x102) 0.32+0.01 0.35+0.02 0.022 £ 0.001 0.018 £ 0.001

*P < 0.05, ***P < 0.001 vs. controls; number of rats used shown in parentheses.
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TABLE 4. Steroid measurements in serum and gonadal tissues of 12 week adult controls and IUGR

rats.
Males Females
Controls (15) IUGR (14) Controls (23) IUGR (18)
Serum steroids (pmol/ml)
Testosterone (T) 10.28 £ 1.47 11.41£135 N/D N/D
Estradiol (E2) N/D N/D N/D N/D
Estrone (E1) - - N/D N/D
Progesterone (P) 255 + 0.42 3.85+ 0.63 333+38 404 +4.2
Androstenedione (A) 063+£0.08 091013 N/D N/D
Estimated enzyme activity
(arbitrary units)
P450c17 ( AIP) 0.30 £ 0.06 0.37 £0.07 - -
17BHSD (T / A) 164 +1.0 13.3+£0.9* -
Testes Ovaries
Controls (15) IUGR (14) Controls (23) IUGR (18)
Intratissular steroids
Testosterone (pmol/g) 947+9.2 1270+ 10.0* N/D N/D
Estradiol (pmol/g) 88.8+3.5 947+38 219+0.16 297 £ 0.22*
Estrone (pmol/g) - - 0.55+£0.04 0.67 £0.05
Progesterone (nmol/g) 306 £4.0 37661 135£11 127+£08
Androstenedione (pmol/g) 38.9+6.0 53.7+ 141 23429 187124
Estimated enzyme activity
(arbitrary units)
P450c17 (A/P) 1.30+0.10 113 +£0.11 174 £0.16 143+0.16
17BHSD (T / A) 257 £0.30 344 £043 - -
P450aromatase (E2/T) 0.99+0.10 0.79+0.05 - -
17BHSD (E1/ E2) - - 4,06 £ 0.21 4,36 £ 0.19
P450aromatase (E1/ A) - - 0.028 +0.004  0.041+0.007

*P < 0.05, N/D : non detectable. Number of animals analyzed in parentheses.
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TABLE 5. Gene expression by Real-Time quantitative RT-PCR in tissues of 12 week adult controls

and IUGR rats.

Mean relative mMRNA expression

Males Females
Testis Ovary
Gene Controls IJUGR Controls [UGR
Steroid biosynthesis
StAR 162 +0.24 1.97 £0.29 110+ 0.10 0.86 +0.18
P450scc 1.04 +0.21 113+ 0.11 124 +0.15 219+ 0.38*
17B-HSD3 275+0.34 282 +0.32 N/D N/D
5a-reductase? 137 +£0.27 1.20 £ 0.08 - -
Aromatase 143 +0.29 132+0.17 0.83+0.06 1.14 +0.15
Pituitary-gonadal axis
Lhcgr 169 +£0.15 1.91 £ 0.06 046 +0.14 043+0.03
Fshr 0.62+0.13 0.58 +0.06 1.07 +0.15 0.89+0.20
Gonadal development and function
Connexind3 0.79+0.07 090+0.15 0.96 +0.09 121 +0.38
B Controls IUGR Controls ~ IUGR
FSH-B 0.09 +0.01 0.08 +0.02 112+ 0.07 1.20 +0.27
LH-B 0.13+0.02 0.16 +0.02 0.79+0.09 0.68+0.08
ER-a - - 0.67 £0.05 099+0.14
ER-B - 476 +174 272+047

*P < 0.05, N/D : non detectable, For each experiment, 6 rats from different litters were used.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1.
Effects of IUGR on (A) the age at puberty onset in males as determined by balano-preputial
separation (BPS) and body weight at the day of BPS (B). Results are expressed as means + SE,

from 6 litters, n=28 for controls and n=34 for IUGR. *P < 0.05, **P <0.01, IUGR vs control.

Figure 2.
Effects of [IUGR on (A) the age at puberty onset in females as determined by the vaginal opening

(VO) and body weight at the day of VO (B). Results are expressed as means + SE, from 6 litters,

n=38 for controls and n=36 for females. *P < 0.05 IUGR vs control.

Figure 3.
Effects of IUGR on P450aromatase (A) in ovaries and on ERa (B) in pituitaries of 12 weeks adult
females. Representative immunoblot and corresponding densitometric analyses. Rat uterus serves

as positive control for ERo. Results are expressed as means + SE, from 6 litters, n=6 for each group.

Figure 4.
Representative light microscopic images of testis (A-B) and ovary (C-D) sections from control (A and

C) and IUGR (B and D) rat. Bar, 0,5 mm.
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L'objectif principal de cette étude était de documenter les conséquences a long terme d'une
modification de I'environnement intra-utérin sur I'axe reproducteur dans un modéle de programmation
feetale. Tel que démontré auparavant (Battista et al., 2002), un EFD induit par une diéte faible en Na*
durant la troisieme et derniére semaine de gestation chez la rate entraine chez sa progéniture adulte
une augmentation de la PA systolique, une atteinte rénale ainsi qu'une altération de I'activité du
SRAA. A partir de ce modéle, différentes composantes de I'axe HG ont été évaluées en vue de
cerner I'impact a long terme de I'environnement intra-utérin sur les gonades, plus particuliérement.
Nos travaux chez les animaux RCIU démontrent (1) un retard de la puberté chez les males
seulement; (2) une augmentation de 'ARNm de I'enzyme limitante p450scc dans les ovaires et une
diminution du poids relatif de ceux-ci et (3) une élévation du stéroide principal dans les gonades chez
les deux sexes, soit la testostérone chez le male et I'estradiol chez la femelle. Tous ces résultats ont
déja éte discutés dans I'article, cependant je propose ici une synthése des résultats et des réflexions

qui permettent d'avoir une idée d'ensemble du projet de recherche.

En premier lieu, 'axe HG chez le rat se développe a partir du jour 12 de la gestation jusqu'a la fin de
celle-ci, et ce tel que décrit dans l'introduction a la section 1.2.2.1. Comme la diete faible en Na* est
donnée a partir du jour 15, on peut s'attendre a une altération de cet axe. Le développement
embryologique du mésonéphros se produit effectivement entre les jours 12 et 17 de la gestation. Les
cellules mésonéphrotiques ont un role important dans le développement gonadique; la migration des
cellules du rein primitif est a l'origine de I'épididyme (Marty et al., 2003;Moritz & Wintour, 1999). Cette
période est en effet particulierement cruciale chez le male. L'activité endocrine testiculaire chez le rat
est déja sous le contréle des gonadotrophines hypophysaires durant la période fcetale (vers le jour
16) alors que chez la femelle, les interactions hypophysaires-ovariennes ne prennent place qu'apres
la naissance (Huhtaniemi, 1995). De plus, on peut déja détecter un feedback négatif hypophysaire-
gonadique pendant les derniers jours de la vie fcetale du male alors que ce phénoméne commence
apres le 7¢ jour post-natal chez la femelle (Huhtaniemi, 1995). Trois preuves sont a I'appui de cette
différence entre les deux sexes. Premiérement, la concentration de LH sérique chez le male in utero
est de 3 a 4 fois inférieure a celle de la femelle. En effet, chez celle-ci le récepteur a la LH n'est pas
fonctionnel avant la naissance contrairement au male (Pakarinen et al, 1994). Par ailleurs, en
pratiquant une gonadectomie in utero chez les deux sexes, il a été observé que les concentrations de
LH augmentent chez le male, mais que cet effet ne survient qu'apres la naissance vers les jours 7 a
11 chez la femelle (Pakarinen & Huhtaniemi, 1989;Pakarinen & Huhtaniemi, 1992). Aussi, 'ovaire

foetal est quiescent; il ne répond pas a une stimulation a la LH avant 7 jours de vie (Sokka &
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Huhtaniemi, 1995). Au niveau de la puberté, cette particularité des males se refléte bien dans notre
modéle. Nous avons observé un retard significatif de I'arrivée de la puberté d'environ une journée

chez les males RCIU de notre modéle, alors que la puberté des femelles RCIU arrive en moyenne le
méme jour que celle des témoins.

Toutefois, 'EFD n'a pas d'impact sur I'apparence des gonades ni la morphologie telle qu'observée
sur des coupes en microscopie. En effet, aucune différence évidente n'a été observée quant au
nombre et & I'apparence des tubules séminiféres et des différents types de follicules ovariens entre
les animaux adultes témoins et ceux ayant subi la RCIU. D'ailleurs, d'autres équipes étudiant la
programmation fcetale chez I'animal et 'humain ont montré des résultats similaires. Chez des
agneaux de 2 jours nés de mére ayant regu une diéte contenant 70% de I'énergie métabolisable
requise, il n'y a aucun changement de diamétre ou d'apparence des tubules séminiféres (Bielli et al.,
2002). D'autre part, chez des feetus agneaux femelles, aucune différence n'a été mesurée quant a
I'histo-architecture ovarienne d'un groupe RCIU ayant recu une diéte contenant seulement 50% des
nutriments recommandés comparés a des controles ayant regu 100% de la quantité de nutriments
nécessaires (Murdoch et al., 2003). Chez des feetus humain RCIU cette fois, on a étudié le volume
ovarien, le volume des follicules du cortex ovarien, le diamétre maximal de chaque follicule et Ia
distribution des différents types de follicules. Aucune différence entre ce groupe et les témoins n'a
été observée (de Bruin et al., 2001).

1) Males

Nous avons mesurés les concentrations tissulaires gonadiques des stéroides sexuels chez nos
animaux : progestérone, androsténedione, testostérone et estradiol. Le taux de testostérone
testiculaire est augmenté chez les RCIU et ceci est seul changement observé chez les males
pour cette experience. Nous avons mesuré l'expression de I'ARNm d'enzymes de la
steroidogénése (P450scc, aromatase, Sa-réductase et 17B-HSD) pour tenter d'expliquer cette
augmentation. L'expression génique d'aucune de ces enzymes n'était différente entre nos deux
groupes. |l serait intéressant de vérifier les activités enzymatiques; elles n'ont pas été mesurées.
Un paralléle a été fait dans la glande surrénale entre les communications cellule-cellule et la
fonction corticale surrénalienne. En effet, les régions qui transmettent le mieux les colorants et
qui contiennent le plus de Cx43 sont celles qui produisent les androgénes et les glucocorticoides

en réponse & l'adrénocorticotropine (ACTH) (Murray et al., 2003). Egalement, puisque des
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jonctions cellulaires apparaissent dans la zona fasciculata primitive juste avant la mise en place
de la stéroidogenese chez la souris, le rat et le lapin, on a suggéré que jonctions cellulaires
étaient cruciales a la capacit¢ de synthése stéroidienne (Decker, 1981). A partir de ces
informations, nous avons voulu observer si I'expression de la Cx43 dans nos animaux aurait pu
étre en lien avec l'augmentation de testostérone dans le testicule. Aucun changement
d'expression n'a toutefois été observé. Il sera question de la Cx43 plus en détail un peu plus loin.
En résume, nous observons dans notre modéle une augmentation de testostérone gonadique
chez les males RCIU sans changements d'expression des ARNm ni de la Cx43. Il serait donc
important d'étudier plus en profondeur le métabolisme de la testostérone dans le testicule. De
plus, il faudrait determiner si cette augmentation de testostérone a un effet sur la maturation des
spermatozoides et le fonctionnement des cellules de Leydig et de Sertoli (Hill et al., 2004;Walker
et al., 2004).

Cette elévation de la testostérone testiculaire ne se refléte pas au niveau sérique. Par contre,
nous avons observe une diminution du ratio des concentrations sériques de testostérone sur
androsténedione chez les males RCIU, suggérant une diminution de la conversion en
testostérone par la 17B8-hydroxystéroide déhydrogénase (178-HSD) en périphérie. L'activité de
cette enzyme se trouve en majorité dans le foie et également dans les gonades, la glande
surrénale et le tissu adipeux chez les deux sexes (Martel et al.,, 1992). Il faut donc poursuivre

I'investigation afin de déterminer si I'activité en périphérie de cette enzyme est altérée dans notre
modele.

Bien que la densité des ARNm testiculaires des récepteurs a la FSH et a la LH ne soit pas
différente chez les males RCIU, nous avons mesuré 'ARNm hypophysaire des sous-unités béta
des deux gonadotrophines. Aucun changement n'a été observé entre les deux groupes. Quant
au récepteur aux androgénes hypophysaire chez le male, ni 'ARNm ni la protéine n'ont été
mesurés. |l faut poursuivre avec ces résultats, d'autant plus que I'augmentation de testostérone

testiculaire retrouvée chez les RCIU pourrait se refléter au niveau du AR.
2) Femelles

Si |a testostérone testiculaire est augmentée chez les males RCIU; I'E2 ovarien I'est aussi chez

les femelles du méme groupe. Pour expliquer ce phénomeéne, nous avons considéré la voie de
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I'enzyme de conversion ovarienne de testostérone en E2: I'aromatase. Nous avons pris six
animaux de chaque groupe pour la mesure de 'ARNm dans le but d'avoir un premier apergu de
I'expression. Cette derniére était augmentée dans le groupe RCIU, bien que non
significativement (p=0,076). Nous avons alors regardé au niveau de la protéine par
immunobuvardage de type Western pour compléter 'étude et aucun changement n'a pu étre
observé entre les deux groupes. L'activité enzymatique de I'aromatase gagnerait donc & étre
investiguée afin de bien compléter ces travaux. L'expression de TARNm de P450scc, 'enzyme
limitante de la stéroidogenese, est tout de méme plus élevée chez les femelles RCIU (p<0.05) et
cela corréle bien avec 'augmentation d'E2 tissulaire. D'ailleurs, Rae et collaborateurs (Rae et al.,
2002) ont suggéré une augmentation de la capacité stéroidogénique suite a l'observation d'une
élevation de 'ARNm de la protéine StAR dans les testicules feetaux d'un groupe de méales nés
d'une mére ayant une diete avec restriction calorique. Il serait intéressant de voir le résultat de

cette experience faite a I'age adulte afin d’en apprendre sur le devenir de leurs animaux.

Nous n'avons pas obtenu de résultat pour I'E2 sérique, car il est indétectable par la technique
utilisée, car nous avons choisi les rates en estrus. Ce choix a été effectué car la cytologie des
sécrétions vaginales est trés facilement reconnaissable a ce stade et nous voulions que les rates
soient toutes dans la méme phase du cycle. Malheureusement, cette phase est celle ou le pic
d'E2 circulant tire a sa fin, ce qui fait que nos résultats d’E2 sont sous les seuils détectables de la
méthode utilisée. Pour le futur, les niveaux hormonaux pourraient étre mesurés tout au long du
cycle afin de determiner les différences. Cependant, je ne m'attendrais pas a énormément de
variation. Mes observations au niveau cytologique suggérent que la durée du cycle ne varie pas
entre les deux groupes. Une étude montre que des femmes ayant un index pondéral élevé a la
naissance avaient des taux augmentés d'E2 a I'age adulte (Jasienska et al., 2006). Les femmes
nées avec un petit poids ne montraient pas de différence de concentration d'E2 comparativement
au groupe a indice pondéral modéré. Quoiqu'il en soit, peu de littérature existe, autant chez
I'homme que chez I'animal, & propos du statut endocrinien d'adultes nés avec petit poids au

niveau des stéroides sexuels et i faut donc poursuivre nos travaux afin d'en savoir plus.

La concentration des estrogénes dans le tissu ovarien RCIU étant supérieure, nous avons pensé
investiguer du coté de I'hypophyse. La densité des ARNm du récepteur ERa a donc été
mesurée. Malgré I'augmentation non-significative observée (p=0,058), I'expression protéique du

récepteur ERa reste inchangée entre les deux groupes de femelles. Nous avons également
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determine I'expression génique de FSHR, LHR, FSHP et LHP dans I'hypophyse femelle et aucun

changement n'a été observé chez les femelles RCIU.

Les resultats obtenus soulévent la question du phénoméne de rétrocontréle négatif des stéroides
gonadiques ainsi que de l'activine et l'inhibine. Trés tot aprés la naissance les cellules de la
granulosa chez le rat expriment les récepteurs a I'activine et a I'inhibine (Drummond et al., 1996).
D'ailleurs, un role pour ces molécules a été suggéré dans le développement gonadique feetal (Albano
et al., 1994). Dans l'ovaire comme dans le testicule, il est connu que I'activine a plusieurs roles dont
la stimulation de la synthése de stéroides, de FSH et du FSHR alors que l'inhibine peut entrer en
compétition avec la FSH sur ses récepteurs et promouvoir la maturation de I'oocyte (Majdic et al.,
1997;Robertson et al., 2004;Silva et al., 1999). Nous n'avons pas examiné le volet de ces deux
hormones puisque les mesures d'’ARNm hypophysaires de FSHR, LHR, FSHP et LHB dans les
gonades n'ont pas permis de montrer de changements chez les RCIU. Il a toutefois déja été
démontré dans des feetus humains que les plus hauts taux circulants d'inhibine A et B ainsi que
d'activine A se trouvaient dans le groupe RCIU lorsque comparés & des feetus normaux (Morpurgo
et al., 2004). L'investigation des niveaux circulants d'inhibine et d'activine sera mise en perspective
chez nos rats RCIU. Dans le but d'apporter une meilleure contribution au présent mémoire, d'autres
aspects seront approfondis dans les prochains paragraphes.

Un volet intéressant touchant le développement gonadique est celui des jonctions cellulaires.
Rappelons que les connexines sont un groupe de protéines d'échange responsables des transferts
intercellulaires de matériel cytosolique a faible poids moléculaire (<1,2 kDa) (Melton et al., 2001).
Des souris deficiente (-/-) en Cx43 démontrent un défaut de développement des cellules germinales.
Ces souris sont d'ailleurs un modéle animal connu d'altération développementale feetale au niveau
gonadique (Juneja et al., 1999). En effet, les gonades Cx43-/- chez les deux sexes sont plus petites
que chez les témoins. De plus, en absence de Cx43, les testicules fcetaux de ce modéle démontrent
une expression déficiente de plusieurs autres connexines tandis que chez les femelles, on remarque
une altération de la folliculogenése; les follicules n'atteignant pas le stade de follicule primaire
(Juneja, 2003;Juneja et al.,, 1999). Nous avons été intéressés par cet aspect et en particulier a la
Cx43 méme si les effets de la RCIU au niveau de I'expression des connexines ne semble pas
documenté a ce jour. Comme mentionné précédemment, nous avons étudié I'expression des Cx43
par transcription inverse de ARNm suivie d'une réaction de polymérisation en chaine (RT-PCR) en

temps réel (Real time RT-PCR) dans notre modele animal et n'avons pu relever de différences chez
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les RCIU. Il serait d'intérét d'évaluer la quantité de protéines par immunobuvardage de type Western

ou encore d'apprécier semi-quantitativement la protéine par immunohistochimie.

J'aborderai ensuite le sujet les différentes souches de rats de laboratoire. Tout d'abord, il existe deux
grands ensembles de lignées de rats : les inbred, ou consanguins, ou syngéniques, et les outbred,
ou non-consanguins. La lignée syngénique est définie comme un ensemble d'individus
génétiquement identiques dont la plupart sont homozygotes, obtenus par croisements consanguins
(plus de vingt générations par croisements entre freres et sceurs sont nécessaires pour obtenir 100%
du géenome identique). Les animaux consanguins sont histocompatibles donc ne font pas de rejet de
greffe. Leur homogénéite génétique leur confére des caractéristiques médicales et phénotypiques
propres et chaque paramétre présente une variabilité trés faible par rapport aux non consanguins.
Ces derniers sont génétiquement différents et forment donc un échantillon représentatif de la
population générale. La diversité génétique est préservée grace a des schémas d'accouplement
aléatoires (Grezel, 2006). Les rats utilisés au laboratoire sont les Sprague-Dawley, une souche de

lignée non consanguine.

Voici un tableau-résumé des souches de rats de recherche les plus communes :

Consanguins (Inbred) Non consanguins (Outbred)
Brown Norway Levin

£ Buffalo Long-Evans

o | Fischer Diet induced obesity (DIO)

> | Dahl Salt Sensitive Russell

2 | Spontaneous Hypertensive (SHR) | Sprague-Dawley (SD)

3 | Wistar Furth Wistar

o | Wistar Kyoto (WKY) Wistar Hanover
Zucker Diabetic Fatty (ZDF) Zucker

Tableau 2. Classement des souches de rats de laboratoire les plus utilisées.
(Références : (Charles River Laboratories Inc., 2006))

Les souches hautement consanguines sont génétiquement trés artificielles au sens ou elles
manquent de variabilité génétique d'un individu a I'autre a l'intérieur de cette méme population. De Ia,
toute lignée syngénique ne représente qu'un génotype parmi la multitude présente dans une
population naturelle. Ainsi, ces animaux s'adaptent moins bien aux effets de I'environnement sur la
physiologie, le développement et le comportement que les populations non-consanguines. Ces
derniéres sont donc plus indiquées pour modéliser 'humain (Hartl DL, 2001;Phelan & Austad, 1994).
Si I'on prend les individus un par un, par contre, I'animal consanguin montrera plus de variabilite

qu'un non consanguin. A la lumiére des informations ci-haut, on s'attendrait au contraire. Cette
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observation d'une plus grande variance au sein des populations consanguines est appelée

« homeostasie genetique ». La base de ce phénoméne n'est pas connue (Hartl DL, 2001).

Malgré le fait que notre population de rats démontre une grande variabilité inter-animal, les
parametres physiques tels que la température, 'humidité, le temps et la quantité de lumiére, le type
de nourriture et d'eau, 'habitat, etc. sont contrélés, contrairement & 'étre humain libre ayant un mode
de vie unique (tabac, alcool, drogue, facteurs géographiques, air ambiant/pollution, facteurs
psychologiques, etc.). Par contre, malgré un environnement contrélé, il peut s'avérer que e nombre
d'animaux déterminé préalablement pour nos expériences antérieures ne soit pas suffisant. Six
animaux provenant de portées différentes, ce n'est donc pas suffisant pour atteindre un seuil
statistique significatif pour étudier 'expression des génes dans I'hypophyse et les gonades. Par

contre, nous appuyons ces résultats par la mesure protéique (immunobuvardage Western).

En conclusion, ces travaux contribuent a 'avancement des sciences au niveau de la programmation
feetale et du systéme reproducteur. De plus, ce projet est unique puisque le modéle utilisé est
different des autres. Nos travaux suggérent que la RCIU peut prédisposer a des conditions
pathologiques du systéme reproducteur et mettent donc en lumiére plusieurs avenues & investiguer
afin de mieux comprendre les mécanismes sous-tendant la plasticité des systémes in utero ainsi que
l'augmentation du risque de développement de maladies de I'age adulte en découlant, incluant les
troubles de la reproduction. Identifier les mécanismes en cause pourrait sans doute permettre la
decouverte de voies thérapeutiques. N'oublions pas que 7% des couples canadiens en age de
procréer font face a des troubles de fertilité et qu'entre 2 et 10% des couples a travers le monde sont
incapables d'avoir un enfant. De plus, l'infertilité idiopathique (lorsque ni la qualité du sperme ni
lintégrité de I'appareil reproducteur féminin ne sont en cause) est actuellement de I'ordre de 10%
(Gouvernement du Canada, 2006;Serono S.A., 2005).
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