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RESUME

La grossesse est un état physiologique particulier ol de nombreux changements
fonctionnels et structuraux surviennent. Chez la rate, pour répondre aux besoins
grandissants du foetus, I'artére utérine se développe pour atteindre le double de son
diametre original avant parturition. Par conséquent, le débit sanguin utérin augmente
d’environ vingt fois. Pour ce faire, les vaisseaux utérins sont I'objet d’'un remodelage
caractérisé par une hypertrophie et une hyperplasie des différentes composantes de la
paroi. De plus, ce remodelage est completement réversible aprés la parturition, par
opposition au remodelage vasculaire « pathologique » qui affecte les artéres systémiques,
dans I’hypertension chronique, par exemple. La grossesse s’accompagne aussi de
modifications hormonales importantes, comme les cestrogénes dont la concentration
s’accroit progressivement au cours de cette période. Elle atteindra une concentration trois
cents fois plus élevée avant terme que chez une femme non gravide. Cette hormone
possede de multiples fonctions, ainsi gu’'un mode d’action a la fois génomique et non
génomique. Considérant 'ensemble de ces éléments, nous avons formulé I’"hypothese que
I’cestradiol serait responsable de modifier la circulation utérine durant la grossesse, par
son action vasorelaxante, mais aussi en influengant le remodelage de la vasculature

utérine.

Nous avons montré que le 17B-Estradiol (17B-E,) produit une relaxation due a un effet
non génomique des artéres utérines en agissant directement sur le muscle lisse par un
mécanisme indépendant du monoxyde d’azote et des récepteurs classiques aux
cestrogénes (ERa, ERB). De plus, la relaxation induite par le 17B-E, dans I'artere utérine
durant la gestation est réduite par rapport a celle des arteres des rates non gestantes. Ceci

serait attribuable a une diminution de monoxyde d’azote provenant de la synthase de NO



neuronale dans les muscles lisses des artéres utérines. Nos résultats démontrent que le
récepteur a I'cestrogene couplé aux protéines G (GPER), la protéine kinase A (PKA) et la
protéine kinase G (PKG) ne sont pas impliqués dans la signalisation intracellulaire associée
a I'effet vasorelaxant induit par le 17B-E,. Cependant, nous avons montré une implication
probable des canaux potassiques sensibles au voltage, ainsi qu’un rdle possible des canaux
potassiques de grande conductance activés par le potentiel et le calcium (BKc,). En effet,
le penitrem A, un antagoniste présumé des canaux potassiques a grande conductance,
réduit la réponse vasoralaxante du 17B-E,. Toutefois, une autre action du penitrem A n’est
pas exclue, car I'ibériotoxine, reconnue pour inhiber les mémes canaux, n’a pas d’effet sur
cette relaxation. Quoi gu’il en soit, d’autres études sont nécessaires pour obtenir une
meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la relaxation non génomique

sur le muscle lisse des artéres utérines.

Quant a I'implication de I'cestrogéne sur le remodelage des artéres utérines durant
la gestation, nous avons tenté d’inhiber la synthese d’cestrogénes durant la gestation en
utilisant un inhibiteur de I'aromatase. Plusieurs paramétres ont été évalués (parametres
sanguins, réactivité vasculaire, pression artérielle) sans changements significatifs entre le
groupe contréle et celui traité avec I'inhibiteur. Le méme constat a été fait pour le dosage
plasmatique de I'cestradiol, ce qui suggére I'inefficacité du blocage de I'aromatase dans
ces expériences. Ainsi, notre protocole expérimental n’a pas réussi a inhiber la synthese
d’cestrogéne durant la grossesse chez le rat et, ce faisant, nous n’avons pas pu vérifier

notre hypotheése.

En conclusion, nous avons démontré que le 17B-E, agit de facon non génomique
sur les muscles lisses des artéres utérines qui impligue une action sur les canaux

potassiques de la membrane cellulaire. Toutefois, notre protocole expérimental n’a pas



été en mesure d’évaluer les effets génomiques associés au remodelage vasculaire utérin

durant la gestation et d’autres études devront étre effectuées.

Mots-clés : grossesse, ocestrogénes, monoxyde d’azote, artére utérine, remodelage

vasculaire, rats



Vi

ABSTRACT

Pregnancy is a peculiar physiological state in which many structural and functional
changes occur. In rats, to meet the growing needs of the fetus, uterine artery expands to
reach twice its original diameter before parturition. Therefore, uterine blood flow
increases by about twenty times. To do this, the uterine vessels undergo substantial
remodelling characterized by hypertrophy and hyperplasia of the various components of
the wall. Furthermore, this remodelling is completely reversible after parturition, as
opposed to “pathological vascular remodelling” that affects systemic arteries in chronic
hypertension, for instance. Pregnancy is also accompanied by significant hormonal
changes, such as estrogens whose concentration in the blood increases progressively
during this period. It reaches concentrations three hundred times higher before term than
in non-pregnant women. This hormone has multiple functions and mediates its effects by
genomic and non-genomic pathways. Considering these elements, we hypothesized that
estradiol would be responsible for remodeling the uterine circulation during pregnancy, by

its vasorelaxant action, but also by influencing the remodeling of the uterine vasculature.

We have shown that 17B-Estradiol (17B-E,) produced non-genomic relaxation of
uterine arteries by acting directly on smooth muscle using a mechanism independent of
nitric oxide and classical estrogen receptors (ERa, ERB). Moreover, the relaxation induced
by 17B-E; in the uterine artery during pregnancy is reduced compared to that of arteries
from non-pregnant animals. This is the result of decrease of nitric oxide derived from
neuronal NO synthase in smooth muscle of uterine arteries. Our results also show that the
estrogen receptor coupled to G proteins (GPER), protein kinase A (PKA) and protein kinase
G (PKG) are NOT involved in intracellular signaling associated with the vasorelaxant effect

induced by the 17B-E2. Moreover, we have shown a possible involvement of potassium
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channels sensitive to voltage and a possible involvement of large conductance calcium-
activated potassium channels (BKc,). Indeed, the penitrem A, a suspected antagonist of
BKca, reduced the vasoralaxant responses of 17B-E2. However, some other actions of
penitrem A are not excluded because iberiotoxin, known to inhibit the same channels, had
no effect on this relaxation. However, further studies are needed to obtain a better
understanding of the mechanisms involved in the relaxation non-genomics on the smooth

muscle of uterine arteries.

As for the involvement of estrogen on the remodeling of uterine arteries during
pregnancy, we attempted to inhibit the synthesis of estrogen during pregnancy using an
aromatase inhibitor. Several parameters were evaluated (plasma values, vascular
reactivity, blood pressure) without significant changes between the control group and
those treated with the inhibitor. The same observation was made for the determination of
plasma estradiol, suggesting the uneffectiveness of aromatase blocking in these
experiments. Thus, our experimental protocol failed to inhibit the synthesis of estrogen in

rats during pregnancy and, in so doing, we cannot confirm or refute our hypothesis.

In conclusion, we demonstrated that 17B-E, acts on smooth muscle of the uterine
arteries by a non-genomic pathway by apparently acting on potassium channels. However,
our experimental protocol was not able to assess the genomic effects associated with
uterine vascular remodeling during pregnancy and further studies are required to

ascertain this aspect of our work.

Keywords : pregnancy, estrogens, nitric oxide, uterine artery, vascular remodeling, rats
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1. LA GROSSESSE

L’Office québécois de la langue francaise définit la grossesse comme suit : « Espace
de temps compris entre la fécondation et I'accouchement (soit normalement 280 jours ou
9 mois), ou entre la fécondation et I'avortement, pendant lequel I'embryon, puis le feetus,
se développent dans les organes génitaux de la mere ». Cette jolie définition, quoique tout
a fait exacte, laisse planer une image extrémement simpliste de ce qu’est réellement une
grossesse. Mais en dessous des apparences, la femme subit une période de grands
changements qui porte un ou plusieurs enfants en devenir. Non seulement la morphologie
de son corps se modifie, mais la physiologie de plusieurs systemes de |'organisme entier
va s’adapter aux besoins grandissants de sa progéniture. Il s’agit d’'un passage obligé pour
la survie de I'espece. Avec les nombreuses années, I'évolution a si bien harmonisé les
choses que toutes ces adaptations s’organisent d’'une maniére quasi mystique. Comme
tout n’est pas parfait, il existe plusieurs situations oUu une grossesse rencontre des
complications et c’est dans ces moments que nous nous rendons compte de notre
incompréhension de cet état physiologique. C'est pourquoi la recherche en obstétrique

demeure essentielle.

1.1 LA PHYSIOLOGIE MATERNELLE AU COURS DE LA GROSSESSE CHEZ LA FEMME

Des adaptations maternelles majeures sur le plan anatomique,

physiologique, métabolique et biochimique sont requises au maintien du développement
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et de la croissance du foetus. Ces changements sont observés sur pratiguement tous les
systemes et organes maternels. Ils s"amorcent rapidement suivant la fécondation, bien
avant que les besoins de foetus soient substantiels, pour se poursuivre tout au long de la
période gestationnelle. De plus, la grossesse est une condition exceptionnelle, car ces
adaptations sont complétement réversibles en post-partum. Probablement parce qu’ils
pourraient survenir en réponse a des stimuli physiologiques fournis par 'unité foeto-

maternelle.

1.1.1 Modifications hormonales

La grossesse amene d’énormes bouleversements au niveau hormonal chez la
femme. Les cestrogénes, les progestagenes et les adrénocorticoides sont sécrétés

abondamment dans la circulation maternelle et foetale.

L'origine des oestrogénes varie au cours de la gestation et selon les besoins. |l
existe trois types d’cestrogenes présents durant la grossesse : I'cestradiol, I'cestriol et
I’cestrone. L'cestradiol provient presque exclusivement des ovaires maternels pour les 6
premiéres semaines de gestation [283]. Par la suite, le placenta prend la reléve et sécrete
de grandes quantités d’cestradiol converti a partir du déhydroépiandrostérone-sulfate
(DHEA-S) feetal circulant. Le DHEA-S est un stéroide produit en grande partie par les
surrénales. Apres le premier trimestre, le placenta devient la principale source d’cestradiol
circulant. Durant la phase folliculaire du cycle menstruel, la concentration d’cestradiol est
moins de 0,1ng/mL et atteint un maximum de 0,4 ng/mL durant la phase lutéale [5].
Suivant la conception, les taux sériques d’cestradiol croissent pour atteindre une
concentration de 6 a 30 ng/mL a terme [168]. Le profil de I'cestrone est relativement
semblable. La source de production de I'cestrone est sensiblement la méme que

I'cestradiol. Les ovaires maternels sont la principale source pour les premiéres 4 a 6
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semaines de gestation et par la suite c’est le placenta qui prend le relais pour le restant de
la gestation. La concentration normale d’cestrone durant la phase folliculaire du cycle chez
la femme est de 0,1 ng/mL. Suivant la conception la concentration reste a des niveaux de
la phase lutéale jusqu’a la 6e ou 10e semaine. Par la suite, la concentration augmente
graduellement pour atteindre de 2 a 30 ng/mL a terme [284]. Finalement, |'cestriol est
quasi indétectable durant le cycle menstruel normal, car elle a une concentration de
moins de 0,01 ng/mL. L'cestriol provient presque uniquement du placenta par la
conversion du 16a-OH-DHEA-S foetal [147]. Les taux sériques d’cestriol chez la meére
commencent a étre détectables a 9 semaines de gestation avec une concentration de
0,05 ng/mL. A terme, I'cestriol atteint une concentration entre 10 et 30 ng/mL. Cette
observation correle directement avec I'évolution stéroidogénique du cortex de la

surrénale du feetus qui produit les précurseurs, dont le 16a-OH-DHEA-S [283].

Une autre classe d’hormones impliquée dans la gestation est celle des
progestagenes. Cette catégorie d’hormones est représentée majoritairement durant la
grossesse par la progestérone et le 17a-hydroxyprogestérone. La progestérone est
présente a une concentration de moins de 1ng/mL durant la phase folliculaire et
graduellement, tout au long de la gestation, les taux sériques de progestérone
augmentent pour atteindre un maximum de 100-300 ng/mL a terme [283]. D'abord, la
progestérone est synthétisée par le corps jaune avant la 6° semaine de gestation et le
placenta prend la reléve a partir de la 7° semaine. A la 12° semaine, le placenta devient la
principale source de progestérone. La 17a-hydroprogestérone provient elle aussi du corps
jaune durant le premier trimestre, mais les ovaires continuent d’étre une source
importante de 17a-hydroprogestérone durant toute la grossesse. Cependant, une fois
parvenu au troisieme trimestre, le placenta utilise des précurseurs provenant du foetus

pour sécréter des quantités croissantes de 17a-hydroprogestérone [285].
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Il'y a plusieurs autres hormones impliquées au cours de la grossesse. Dés les 6° et
7° jours de grossesse, le foetus produit la gonadotrophine chorionique (hCG) qui stimule le
corps jaune et prolonge sa durée de vie pour la production de progestérone et
d’cestrogenes. Lorsque le placenta est pleinement fonctionnel, la sécrétion d’hCG est

remplie par les syncytiotrophoblastes et va en diminuant pour la suite de la grossesse.

Une autre hormone impliquée dans la grossesse humaine est la relaxine,
cependant elle possede un réle mitigé. Elle a tout d’abord été identifiée en 1926 par
Frederick Hisaw comme une substance permettant I'assouplissement de ligaments
pelviens, ce qui pourrait faciliter I'expulsion du bébé [109]. Il s’agit d’une hormone
peptidique d’environ 6 kDa qui a une structure semblable a I'insuline. Sa composition en
acides aminés et la taille de sa chaine peptidique varient considérablement selon I'espéce.
Chez la femme, la relaxine devient détectable dans le sang entre la 7° et la 10° semaine et
les concentrations plasmatiques maximales surviennent avant parturition. Par contre, il
semble que I'absence de cette hormone n’ait pas de conséquences sur le déroulement
d’une grossesse normale. En effet, on rapporte que des femmes enceintes peuvent se
rendent a terme grace a un don d’ovule [84], malgré des concentrations indétectables de

relaxine [128].

1.1.2 Modification cardiovasculaire

Une des adaptations cardiovasculaires importantes durant la grossesse est sans
contredit I'augmentation du débit cardiaque. Au départ, le débit cardiaque chez une
femme se situe en moyenne a 4,5 L/min. Dés la dixieme semaine, le débit cardiaque va
augmenter d’environ 1,5 L/min et va se maintenir jusqu’au terme a un débit moyen de

6L/min [187]. Le débit cardiaque dépend de la fréquence cardiaque (nombre de
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battements par minute) et du volume d’éjection systolique (le volume de sang éjecté dans

la circulation systémique par battement). Comme la fréquence cardiaque, qui est
normalement d’environ 70 battements/min, n’est augmentée que modérément (~15 a 20

battements par minute au repos) lors de la grossesse, I'augmentation du débit cardiaque
vient surtout de la variation du volume d’éjection systolique qui augmente graduellement
a partir de la 8° semaine de grossesse. Cette augmentation du volume d’éjection et
probablement secondaire a [linstallation précoce d’une diminution de résistance
vasculaire déja en début de grossesse. En diminuant la résistance a I’éjection du sang dans
la circulation systémique, ceci augmente la quantité de sang éjectée. La majorité de
I’'augmentation du débit est dirigée vers |'utérus, le placenta et les seins. Chez la femme
non gravide, le flot sanguin utérin est d’environ 100 mL/min, soit environ 2 % du débit
cardiaque, et va s’intensifier jusqu’a atteindre en moyenne 1200 mL/min a terme [270,
273]. Cette augmentation importante de perfusion utérine est nécessaire pour subvenir

aux besoins nutritionnels et pour I’élimination des déchets métaboliques du feetus.

On observe aussi durant la gestation une augmentation du volume sanguin
circulant. Cette expansion peut atteindre jusqu’a 40 % du volume sanguin initial (1,6 L) a
partir de la 30° semaine de grossesse et se maintenir jusqu’a terme [69]. Cette hausse du
volume découle principalement d’une rétention substantielle de sodium et d’eau par les
tubules rénaux en raison de la suractivation du systéeme rénine-angiotensine-aldostérone
(SRAA). Cette augmentation de volume a pour but, ici aussi, d’augmenter I'apport sanguin
au niveau utéro-placentaire. En réponse a cette augmentation de volume circulant, il a été
observé chez la femme un accroissement de la dimension du ventricule gauche en fin de
diastole. Celle-ci débute au premier trimestre et s’accentue jusqu’a terme et est

accompagnée d’un épaississement de la paroi du ventricule qui se définit comme une
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hypertrophie modérée du myocarde. Ces changements structuraux du coeur
s’apparentent a ceux observés en réponse a I'entrailnement physique [68]. De méme, le
diamétre de l'oreillette droite et gauche augmente t6t dans le processus gestationnel
pour atteindre un maximum a la 30° semaine. Ce remodelage serait aussi occasionné par

I'augmentation du volume sanguin, ce qui suggere une augmentation de la précharge [87].

Malgré cette augmentation du débit cardiaque et du volume circulant, on observe
une diminution de la pression artérielle [38, 196]. Cette chute de pression débute au

ieme

premier trimestre, soit entre la 8-12 semaine et atteint son plus bas niveau au 2°¢
trimestre pour ensuite amorcer une ascension aux alentours de la 32-34° semaine jusqu’a
parturition [304]. Normalement, la pression artérielle diminue durant la grossesse et

revient graduellement au niveau auquel elle était avant le début de celle-ci [172].

La pression artérielle est le produit du débit cardiaque et de la résistance vasculaire
périphérique. Comme mentionné ci-haut, le débit cardiaque augmente durant la
gestation. Afin d’abaisser la pression artérielle, I'organisme doit impérativement réduire la
résistance vasculaire systémique et c’est effectivement ce qui se produit. Il a été
démontré que la réponse vasculaire in vivo et in vitro sur des artéres systémiques (aorte,
mésentérique, etc.) aux agents vasopresseurs, comme |'angiotensine Il (ANG 1), la
vasopressine et la phényléphrine, est diminuée durant la gestation. Ce phénomeéne a
d’abord été décrit chez la femme [60] et est appelé la résistance de la gestation aux effets
des vasoconstricteurs. Les mécanismes impliqués dans cette baisse de réactivité vasculaire
restent encore peu connus. Il est toutefois accepté que les hormones d’origine ovarienne
et placentaire jouent un réle dans ces changements. Il a été proposé que les cestrogénes,
la progestérone, la prostacycline (PGl,) et le monoxyde d’azote qui sont augmentés durant
la grossesse contribueraient a antagoniser les effets locaux des différents

vasoconstricteurs comme I’ANG Il qui est tres présent durant la grossesse [236].
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Tableau 1 : Modifications hémodynamiques (adapté de Clark S., et coll.) [41])

36-38 SEMAINES | DIFFERENCE AVEC UNE
DE GROSSESSE FEMME NON-ENCEINTE
\Débit cardiaque (L/min) 62+1.0 +43 % (p<0.05)
IRythme cardiaque (bpm) 83+10.0 +17 % (p<0.05)
Résistance vasculaire systémique (dyne-cm-sec”) 1210 + 266 -21 % (p<0.05)
Pression artérielle moyenne (mm Hg) 90.3+5.8 NS
'Pression veineuse centrale (mm Hg) 3.6+25 NS

1.2 LA RATE COMME MODELE ANIMAL DE LA GROSSESSE

Le rat est I'un des modeles animaux les plus fréquemment utilisés pour I'étude de
la grossesse chez I’humain. Une des raisons principales est que la fin de la gestation chez
la rate est accompagnée de changements cardiovasculaires et de modifications
hormonales qui sont qualitativement similaires a ceux observés chez la femme [66]. De
facon générale, nous pouvons corréler la plupart des adaptations physiologiques qui se
produisent au 2° trimestre chez la femme avec la derniére semaine de gestation chez la

rate.

Plusieurs études ont utilisé et utilisent encore la brebis pour des expérimentations
cardiovasculaires durant la gestation [36, 174-176, 199, 200, 236-242, 245]. L’avantage de
la taille de la femelle et du foetus joue pour beaucoup. Par contre, le rat possede quant a
lui plusieurs autres propriétés se rapportant a la grossesse et le développement foetal qui
le favorise au niveau de la recherche en laboratoire. D’abord, sa petite taille, la facilité a se

procurer des spécimens de grande qualité, leur colt relativement peu élevé, les

nombreuses connaissances acquises sur cette espéce, une gestation tres courte (~21
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jours) et la facilité d’hébergement sont des avantages trés appréciables. De plus, le profil
hormonal croissant, la placentation hémochorial et le fait que les bébés soient
dépendants des parents a la naissance sont d’autres comparatifs similaires a la grossesse
humaine [66]. On doit cependant préciser que la placentation hémochorial chez la femme
a comme interface placentaire une seule couche de cellules trophoblastiques, alors que
chez la rate il en existe trois (hémotriochorial). Il n’y a cependant pas d’indications en
faveur d’une relation entre le nombre de couches tissulaires qui séparent la circulation
maternelle et embryofcetale et l'efficacité du transfert placentaire. Pour toutes ces
raisons, nous pouvons qualifier le rat comme étant un modeéle approprié pour les études

surla grossesse.

1.2.1 Modifications hormonales

La littérature est beaucoup moins exhaustive quant aux modifications hormonales
qui surviennent durant la gestation chez le rat. Il a été démontré que la concentration de
progestérone est environ 5ng/mL en début de gestation et elle atteint un maximum
(35ng/mL) au milieu de la gestation (jours 12-13), pour retourner au niveau de départ
avant la parturition. L’cestrogéne (cestradiol) augmente graduellement tout au long de la
gestation avec une concentration variant de 50 a 250 pg/mL au 22° jour [89, 91, 110, 163,
210]. En revanche, une autre étude plus récente n’a pas constaté d’augmentation de la
concentration d’cestradiol durant la gestation chez le rat [56]. Cette observation est
surprenante, mais les auteurs ne nous éclairent pas sur cette observation, puisqu’ils n’ont
pas tenté de I'expliquer. D’autre part, il semble que la production de progestérone par le
corps jaune soit nécessaire chez le rat. Contrairement a I’humain, le placenta ne serait pas

en mesure de produire suffisamment de progestérone pour le maintien de la gestation
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[90]. Il a aussi été démontré que la production croissante d’cestrogéne, ainsi que le pic
cestrogénique avant parturition, seraient eux aussi dépendants des ovaires maternels tout

au long de la gestation [17].

Pour ce qui est de la relaxine, cette hormone a une implication majeure chez les
espéces non primates, mais a peu d’importance chez I’humain. Par exemple chez la rate,
la relaxine permet la croissance du myometre et de I'endometre, une diminution de la
fréquence des contractions [149], ainsi que le ramollissement du col utérin qui facilite la

mise bas [29] et le développement des mamelons [116].

1.2.2 Modifications cardiovasculaires

Il se produit chez la rate gestante plusieurs changements cardiovasculaires
semblables a ce qui se produit chez la femme durant la grossesse. On constate une
augmentation de volémie, d’environ 20 % au début de la troisieme semaine, pour ensuite
atteindre 40 % avant la mise bas [15, 243]. De plus, on observe aussi chez la rate gravide
une diminution de la résistance vasculaire périphérique, ainsi qu’une diminution de la
réactivité vasculaire aux agents vasoconstricteurs [179]. Cependant, nous observons un
effet inverse pour ce qui est de la réactivité vasculaire des artéres utérines. En fait, nous
avons démontré dans le laboratoire que les arteres utérines répondent plus fortement a
différents vasoconstricteurs (ANG Il, phényléphrine, KCI) durant la gestation [258]. Par
ailleurs, on observe également une chute de pression artérielle chez la rate gestante [12,
256] comparable a celle présente chez la femme [38, 196]. Cependant, elles surviennent a
des périodes différentes chez les deux espéces. En fait, la chute de pression chez la rate
s’amorce au milieu de la derniere semaine de gestation, sur un total de trois, tandis

qu’elle survient au 2° trimestre de grossesse chez la femme.
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2. LA CIRCULATION UTERINE

2.1 LA STRUCTURE DES VAISSEAUX SANGUINS

Les vaisseaux sanguins font partie d’'un étonnant systeme de canalisation
dynamique pour acheminer et controler la distribution du sang aux organes et tissus
cibles. Les arteres transportent le sang du coeur aux tissus et sont les vaisseaux les plus
actifs pour contrdéler 'lhémodynamique. La paroi d’'une artére est composée de trois
revétements principaux soit : la tunique interne, la tunique moyenne et la tunique externe
(Figure 1). La tunique interne, aussi appelée intima, est constituée d’un épithélium simple
pavimenteux nommé endothélium, d’'une membrane basale, ainsi que d’une couche de
tissu élastique appelé la limitant élastique interne. Tous les tissus élastiques des vaisseaux
sanguins sont composés de fibres d’élastine entourées de plusieurs autres protéines,
comme la fibrilline qui est essentielle a leur stabilité. Ces fibres élastiques peuvent s’étirer
jusqu’a 150 % de leur longueur et reprendre leur forme initiale. La deuxieme couche est la
tunique moyenne qui est composée de fibres élastiques et de myocytes formant le
muscle lisse. La tunique externe est principalement constituée de fibre élastique et de
fibres de collagene qui amenent un élément de rigidité aux vaisseaux sanguins. La fonction
des vaisseaux sanguins differe en fonction de leur localisation. De méme, la proportion
des différents éléments décrits ci-dessus se modifie selon le calibre et la fonction du

vaisseau.
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Bien que les veines soient essentiellement constituées des trois mémes tuniques
que les arteres, I'épaisseur relative de chaque couche différe. Les veines ont une tres
mince tunique interne et moyenne, mais ont une trés épaisse tunique externe avec des
fibres de collagene et des fibres élastiques. De nombreuses veines possedent des valvules
veineuses qui sont des minces replis de la tunique interne qui empéche la circulation
rétrograde du sang. Le retour veineux, soit le volume de sang qui revient au cceur a partir

des veines systémiques, dépend de deux choses. Premiérement, du gradient de pression
entre les veinules (~16 mmHg) et le ventricule droit (0 mmHg), mais aussi des

contractions musculaires des membres inférieurs et du changement de pression dans le
thorax et 'abdomen durant la respiration. Une veine ayant la méme localisation qu’une

artére est plus grosse que celle-ci, mais elle posseéde une paroi plus mince.
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Figure 1 : Structure comparée des vaisseaux sanguins. (tiré de Tortora) [276]

2.2 LES MECANISMES DE CONTRACTION ET DE RELAXATION VASCULAIRE

La vasoconstriction est la diminution de la lumiere d’un vaisseau sanguin qui
résulte de la contraction des muscles lisses localisés dans la tunique moyenne de sa paroi.
La vasoconstriction est un mécanisme tres efficace pour diminuer le flot sanguin en aval
du courant sanguin. De plus, ceci crée une augmentation de résistance au flot qui se
répercute en amont de la circulation. C'est par ce mécanisme qu’un organisme qui devient
soudainement hypotendu peut régulariser sa pression artérielle. Mais, |'effet recherché

peut aussi étre de nature locale, comme le fait de réduire le flot sanguin cutané pour
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éviter la perte de chaleur ou la constriction d’un vaisseau suite a une lésion pour amorcer
I’'hémostase. Les vaisseaux sanguins ont aussi la propriété d’agrandir leur lumiere. Ce
phénoméne est la vasodilatation qui permet d’augmenter le flot sanguin suite a une
diminution de la résistance d’un vaisseau sanguin. Lorsqu’elle est systémique, la
vasodilatation favorise une diminution de la pression artérielle, mais peut étre aussi
d’ordre local suivant une demande métabolique d’un organe ou bien secondaire a une

libération d’histamine dans un processus d’inflammation par exemple.

2.2.1 Muscle lisse vasculaire

Que ce soit la contraction ou la dilatation, le joueur principal de ces variations de
diametre est le muscle lisse. Comme les muscles cardiaques et squelettiques, la
contraction des muscles lisses est induite par une augmentation d’ions calcium (Ca*")

cytosoliques. Néanmoins, les mécanismes des muscles lisses sont différents [167] :

e Contrairement aux muscles cardiaques et squelettiques, un potentiel d’action n’est
pas nécessaire pour induire une contraction, mais tout de méme possible.

e La contraction cardiaque se fait par I'activation des filaments d’actine qui libérent
un site d’ancrage lorsque la concentration de calcium intracellulaire est suffisante
pour activer la troponine qui bloque ce site. Tandis que dans le muscle lisse
vasculaire (MLV), c’est plutét une activation de la myosine par phosphorylation
lorsqu’il y a augmentation de la concentration de calcium cytosolique.

e La force de contraction augmente avec la concentration de calcium cytosolique,

mais aussi par une augmentation de sensibilité au calcium.
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e La durée de contraction des MLV est beaucoup plus longue. En fait, un vaisseau
sanguin peut étre contracté partiellement durant toute une vie, ce qu’on appelle

son tonus de base.

2.2.1.1 Caractéristiques structurales des MLV

Les MLV ont une structure différente des autres types de muscle. Le sarcomere,
formé de filaments d’actine et de myosine, demeure l'unité fonctionnelle du muscle.
Cependant, les filaments d’actines et de myosines sont plus longs que ceux retrouvés dans
les cellules cardiaques, ce qui permet un potentiel de raccourcissement plus considérable
[167]. De plus, la myosine participe a la contraction seulement lorsqu’elle est
phosphorylée par la kinase des filaments légers de myosine « myosin light chain kinase,
MLCK », ce qui n’est pas le cas dans les autres types de muscle. Une autre différence est
qgue les unités de contraction ne sont pas organisées aussi étroitement que les muscles
cardiaques et squelettiques et n’ont pas I'aspect strié. Les filaments d’actine sont plut6t
regroupés en « bandes denses » a la membrane plasmique et en « corps dense » dans le
cytoplasme. Des filaments intermédiaires qui composent le cytosquelette relient les

« zones denses » entre elles afin de permettre des contractions efficaces.

Le réticulum endoplasmique lisse est nommé réticulum sarcoplasmique dans les
cellules musculaires. Ce réticulum sarcoplasmique contient une réserve d’ions calciques
disponibles pour la cellule. Toutefois, elle ne compte que pour 1 a 4 % du volume de la
cellule, c’est-a-dire que sont apport calcique n’est pas suffisant et la cellule dépend d’un
apport de Ca®* extracellulaire pour générer la force nécessaire a une contraction
musculaire. Pour avoir une uniformité et un synchronisme de contraction entre les cellules
du MLV, il existe des jonctions communicantes. Il s’agit de jonctions intercellulaires qui

permettent de mettre en relation le cytoplasme de deux cellules adjacentes. lls sont
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formés a partir de protéines nommées connexines qui sont assemblées en hexameres
(connexon). Un connexon sur chaque cellule permet de former un tube qui relie celles-ci.
Ce lien ainsi établi donne la possibilité qu’un courant ionique se propage et crée une

dépolarisation synchronisée entre les cellules avoisinantes.

On retrouve plusieurs canaux et transporteurs ioniques a la membrane plasmique,
ainsi qu’a la membrane du réticulum sarcoplasmique des cellules de muscle lisse
vasculaire (Figure 2). Deux vaisseaux sanguins avec une localisation anatomique différente
n‘ont pas nécessairement les mémes propriétés électriques. Ceci est di a la diversité de
populations et/ou proportions de leurs canaux ioniques qui varient entre les différents
types de vaisseaux. Le potentiel de membrane des cellules de muscle lisse vasculaire
d’une artere pressurisée est autour de -50 a -60 mV comparativement a -80, -90 mV pour
les cardiomyocytes. Ce potentiel de membrane négatif est obtenu par un efflux constant
d’ions potassiques par les canaux K* suivant le potentiel électrochimique avec le milieu
extracellulaire, comme c’est également le cas pour les myocytes cardiaques. Le potentiel
électrochimique des ions K* selon I'équation de Nernst, qui décrit I'expression explicite
d’un courant ionique, est d’environ -90 mV étant donné la concentration d’ions K™ plus
élevée a lintérieur de la cellule qu’a I'extérieur (165 mM et 5 mM respectivement).

Toutefois, les myocytes des muscles lisses sont aussi perméables aux ions chlore et
calcium dans un ratio ~10:4:2 (K":Cl :Ca**). Donc, il y a un faible efflux CI" et un faible

influx Ca** ce qui crée un équilibre & un potentiel membranaire de -50 mV. Pour conserver
cette balance électrochimique les pompes Na*/K*-ATPases vont utiliser de I’énergie pour
maintenir la concentration intracellulaire d’ions K" élevée. Cette polarisation relative a -
50 mV contribue entre autres au tonus de base des vaisseaux sanguins. Car, une cellule

qui possede un potentiel de -50 a -60 mV, comparativement a -90 mV pour les
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cardiomyocytes, augmente la probabilité d’ouverture des canaux calciques dépendants du

voltage (VSCC) et cette entrée de calcium supplémentaire permet de m

de base [167].

Co-transporteurs

aintenir un tonus

Co-transporteurs

Canaux ioniques Pompes ioniques (antiport) (symport)
K* ClI- 3Na* Ca®* CaZ H* HCO3
Frusemide
A T ‘ QOuabaine Amiloride Bumetanide
| X b X
i l v  /
Types Ca2+ 2K* expulsion Ca?+ 3Na* Na* ClI~ Na* Na*
Kin Types HEOy . CK*
E“" L-type VSCC sequestration Ca?* 2lo i
Ky i Ca?+
v Nonselectif
cation (jea)
canal de relache de Ca2+
Réticulum endoplasmique lisse
Cytosol

(réticulum sarcoplasmique, SR)

Figure 2: Canaux ioniques, pompes ioniques et co-transporteurs

a la membrane

plasmique d’un myocyte vasculaire. Canaux potassiques ATP-dépendants (Karp), voltage-

dépendants (K,), calcium-dépendants (Kc,), rectifiant entrant (Kjr); Ca
longue durée sensible au voltage « L-type voltage sensitive calcium
VSCC), dépendant d’un ligand « Receptor-operated calcium channel » (R

sélectifs de cations (ict). (traduit de Levick et al.) [167]

naux calciques de
channel » (L-type

OC) et canaux non



38

2.2.2 La vasoconstriction

Les vaisseaux sanguins ont la propriété d’étre continuellement dans un état
partiellement contracté que I'on nomme le tonus de base. Considérant les
caractéristiques distinctes des MLV, on peut définir la vasoconstriction comme une
augmentation du tonus de base et la dilatation comme une réduction de celui-ci. La
contraction peut étre augmentée par des hormones circulantes (ex. : adrénaline, ANG II,
vasopressine), des substances paracrines (ex. : endothéline, sérotonine, thromboxane) ou
via la stimulation du systeme nerveux sympathique, c’est-a-dire la relache de
noradrénaline par les neurones efférents du systéme nerveux autonome situés dans la
tunique externe de la paroi vasculaire (Figure 1). Comme nous avons mentionné
précédemment, la concentration de calcium cytosolique est I'élément principal qui
contréle la contraction. Cette concentration de calcium dans le cytoplasme est a la fois

controlée par :

e I’entrée de Ca** extracellulaire via les canaux calciques voltage-dépendent
(VSCC) ou les canaux calciques ligand-dépendant (ROC) (Figure 2)

e larelache des stocks de Ca** du réticulum sarcoplasmique

e le retrait du Ca®* cytosolique par les pompes Ca**-ATPase

e Larecapture du Ca** cytosolique par le réticulum sarcoplasmique

Pour illustrer ce phénomene suite a 'activation des récepteurs a-adrénergiques,
on peut représenter le mécanisme de contraction en deux phases. La premiére, rapide,
consiste en l'augmentation trés rapide de la concentration de calcium intracellulaire. En
fait, lorsque la disponibilité des ions Ca®* augmente dans le cytoplasme, leur liaison 3 la

protéine régulatrice calmoduline (CaM) est favorisée. Ainsi, la calmoduline est saturée par
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la liaison a quatre ions calciques, son affinité pour la MLCK s'accroit d’un million de fois. Il
va s’en suivre la formation d’un complexe actif CaM-MLCK. Ce complexe est responsable
de la phosphorylation des filaments de myosine sur une sérine en position 19 ce qui lui
permet d'interagir avec 'actine pour générer un glissement de I'une sur l'autre, le tout
consommant de I’ATP [80]. Pour contrebalancer, il existe une phosphatase des chaines
légeres de myosines (MLCP) qui déphosphoryle les tétes de myosine. Lorsque la
concentration de calcium intracellulaire chute, la MLCK devient moins active et 'activité
de la phosphatase prend alors le dessus. Ceci permet au muscle de relaxer et de retourner

a son tonus basal.

Cependant, il existe une deuxiéme phase a la contraction qui permet au vaisseau
de maintenir une contraction sur une plus longue période. Elle débute généralement de
30 a 60 secondes plus tard et permet le maintien de la contraction méme si la
concentration de calcium cytosolique chute. Cet événement survient grace a une
augmentation de la sensibilité au calcium. Dans |'exemple d’une stimulation a-
adrénergique, la kinase rhoA est activée et va amener I'inhibition de la phosphatase MLCP
(phosphorylation de sa sous-unité se liant a la myosine) [144]. De plus, la protéine kinase
C, activée par le diacylglycérol suite a une stimulation a-adrénergique, va aussi inhiber la
MLCP [117] via l'activation de la protéine CPI-17 (PKC-activated protein phosphatase
inhibitor) [146]. Il est aussi possible que des kinases phosphorylent la protéine caldesmon
et I'empéchent de jouer son réle d’inhibiteur de I'activité actomyosine ATPasique [177].
Cela favorise alors l'activité dynamique entre la myosine et l'actine, c’est-a-dire la

contraction.

Comme il a été mentionné précédemment, les vaisseaux sanguins ont la capacité
de maintenir un niveau faible de contraction, c’est-a-dire un tonus de base, pendant une

longue période. Ceci s’effectue sans demander un apport énergétique trop important, car
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les MLV sont capables de maintenir une contraction en utilisant que le 1/300° de I'énergie
nécessaire pour une contraction similaire par les muscles striés. Ceci est possible, car le
cycle de liaison/détachement de la myosine a I'actine se fait beaucoup plus lentement
dans les MLV, la durée de liaison étant conséquemment beaucoup plus longue. Ceci crée
un état « verrouillé » ol la contraction est maintenue avec peu de consommation d’ATP

[1].

2.2.3 La vasorelaxation

La relaxation des muscles lisses vasculaires est obtenue suite a une diminution du
tonus contractile des myocytes d’un vaisseau sanguin. Lorsque cette réduction de tension
est plus basse que le tonus de base du vaisseau, on observe une vasodilatation. Pour ce
faire, il y a trois différentes voies qui vont amener une baisse de la concentration de
calcium cytosolique pour restreindre I'activité de la MLCK. Premierement, il y a la
vasorelaxation induite par une hyperpolarisation des cellules du MLV, qui réduit la
probabilité d’ouverture des canaux calciques voltage-dépendant. Ceci provoque une chute
de I'entrée de calcium et par conséquent une diminution de la concentration de calcium
cytosolique. Cette hyperpolarisation des cellules musculaires est atteinte par I'ouverture
des canaux potassiques a la membrane plasmique. Par exemple, les Karp sont activés par
des agents pharmacologiques comme la cromakalim [262] ou par un environnement
hypoxique [55]. De méme, |'exercice physique ameéne une augmentation modérée de la
concentration d'ions potassium extracellulaire. Ceci a comme conséquence de stimuler
I'ouverture des canaux potassiques rectifiants entrants (Kir) qui vont hyperpolariser les

cellules musculaires et amener une vasodilatation [171].
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La deuxieme approche demande une activation de la voie AMPc-PKA (adénosine
monophosphate cyclique — Protéine kinase A) par I'activation de récepteurs couplés aux
protéines G (GPCR). Plusieurs substances vont activer cette voie via leurs récepteurs :
I'isoprotérénol (agoniste B,-adrénergique), la prostacycline (agoniste du récepteur a la
prostacycline; IP1), I'adénosine (agoniste A,4), I'histamine (agoniste des récepteur Hy et H,)
[126], le peptide vasoactif intestinal (VIPRy; VIPR;) et la « calcitonin gene-related peptide »
(calcitonin receptor-like receptor). Ces GPCR vont ensuite activer I'adénylate cyclase liée a
la membrane plasmique. L'augmentation conséquente de la concentration d’AMPc dans le
cytosol active la protéine kinase A (PKA), en se liant sur les 2 sous-unités régulatrice de la
protéine ce qui rend les 2 sous-unités catalytiques accessibles [143]. La PKA ainsi activée

peut induire une relaxation de trois différentes approches :

e En phosphorylant la phospholambane, c'est-a-dire la protéine régulatrice des
pompes Ca’* Mg? -ATPase du réticulum sarcoplamisque (SERCA) [43] ou
possiblement en phosphorylant les pompes Ca’*-ATPase a la membrane plasmique
[123]. Ceci a comme conséquence d’accentuer la séquestration et I'expulsion des
ions Ca”* de la cellule.

e En phosphorylant les canaux Karp et Kca, ce qui accroit leur probabilité d’ouverture,
amene une hyperpolarisation de la cellule et diminue I'activité des canaux
calciques voltage-dépendant [261].

e La PKA phosphoryle et inhibe la MLCK. Ce qui va réduire la sensibilité de la cellule

pour le calcium [45].

Finalement, la troisieme voie de vasorelaxation se produit via I'activation de la voie
de signalisation GMPc-PKG (guanosine monophosphate cyclique — Protéine kinase G). Par

exemple, le monoxyde d’azote (NO), via I’activation de la guanylate cyclase soluble, et du
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peptide natriurétique auriculaire (ANP), via ses récepteurs NPR1 et NPR2, vont augmenter
le niveau de GMPc intracellulaire. Le GMPc active la protéine kinase G (PKG) qui, a son
tour, phosphoryle la phospholambane. Comme avec la PKA, ceci permet I'activation de la
SERCA [43] et l'augmentation de séquestration du calcium dans le réticulum
sarcoplasmique. La PKG une fois activée peut aussi phosphorylé des canaux potassique a
la membrane plasmiques et ainsi amener une relaxation par dépolarisation de la cellule
[268, 302]. L'isoforme de PKG présent dans les cellules de muscle lisse est le PKG-I. Cette
isoforme, lorsqu’elle est activée, peut relaxer les cellules musculaires lisses vasculaires en
phosphorylant la phosphatase des chaines légeres de myosine (MLCP) [75, 266, 305]. La
MLCP activée déphosphoryle les chaines de myosine, induisant une relaxation de la
cellule. En plus de I'activation de MLCP, le PKG serait en mesure de réduire la sensibilité
de la cellule au calcium empéchant I'activation de la PKC et en augmentant le taux de
déphosphorylation de CPI-17, ce qui favorise encore plus I'activation de la MLCP (voir la

section « La vasoconstriction » ci-dessus) [22].

2.3 LA CIRCULATION UTERINE

Chez la femme, le sang maternel atteint I'utérus par deux voies qui se regroupent
au niveau du myometre (Figure 3). Premierement, le sang partant de |'aorte se rend a
I'artére iliaque commune et passe ensuite dans |'artere iliague interne. De |3, I'artere
utérine irrigue I'utérus a partir de la base de 'utérus. La deuxieme voie est celle de I'artere
ovarienne, qui provient de I'aorte abdominale, irrigue les ovaires et s’anastomose ensuite
a I'artere utérine dans la partie supérieure de 'utérus. L'artére utérine longe les parois

latérales de l'utérus en formant un plexus et abandonne de nombreux vaisseaux a
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direction perpendiculaire, les artéres arquées. Celles-ci se ramifient en arteres radiales,

qui pénetrent le myomeétre et vont jusqu'a I'endometre.

Artere
arquée

Col de l'utérus

Figure 3 : Anatomie de la circulation utérine chez la femme. (Traduit de Osol et Mandala)

[213].

A cette localisation, les artéres radiales deviennent les artéres spiralées dues a leur
structure hélicoidale. La vascularisation veineuse suit parallelement la circulation

artérielle.

Chez la rate cette circulation est morphologiquement similaire. Cependant, les

vaisseaux utérins (artéres principales, arquées et radiales) sont en majorité situés a
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I’extérieur de la paroi utérine, tandis qu'ils sont intégrés a la paroi utérine chez I'humain
(Figure 4). Cette caractéristique anatomique fait du rat un excellent outil pour étudier le

fonctionnement et les caractéristiques des vaisseaux utérins.

- ) Artére
) utéro-ovarienne

Aorte

_ Artere
’rérine

commune

——Col de l'utérus

Figure 4 : Anatomie de la circulation utérine chez la rate. (modifiée de Osol et Mandala)

[213].

2.5 MODIFICATIONS ET REMODELAGES DES VAISSEAUX UTERINS DURANT LA GESTATION

La circulation utérine est I'objet de modifications importantes durant la grossesse.

La vasculature utérine qui approvisionne l'utérus chez les mammiféeres subit un
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remodelage considérable durant la gestation pour permettre I'augmentation nécessaire
du flot sanguin utérin. Cette intensification du flot a pour but principal de subvenir aux
besoins développementaux croissants du feetus tout au long de la gestation et de
permettre une élimination efficace des déchets métaboliques. Dans la circulation utérine,
on pourrait décrire deux types de remodelage vasculaire différents. D’'une part, il y a celui
subit par les artéres spiralées a l'interface du placenta et d’autre part, il y a le remodelage
des plus gros vaisseaux, dont I'artére utérine et les artéres arquées. A ce jour, notre
compréhension de ces deux phénomenes symbiotiques demeure relativement a I'état
d'ébauche. Malgré cela, nous savons que les mécanismes sous-adjacents sont bel et bien

différents.

Ce qui caractérise le remodelage des artéres spiralées est Iinvasion
trophoblastique. Suivant l'implantation du blastocyste dans I'endomeétre, certaines
cellules trophoblastiques commencent a se différencier. Comme ces cellules ne feront pas
partie intégrante de la formation du placenta, elles sont appelées trophoblastes
extravilleux. Au départ, une colonie de trophoblastes extravilleux migre au niveau de la
décidua et enveloppe les artéres spiralées maternelles. A cet endroit, la paroi musculaire
des arteres et les cellules endothéliales sont détruites ce qui entraine une distension du
vaisseau. Ce phénomene invasif reste encore tres peu connu, cependant il en résulte une
perte des cellules musculaires lisses et des fibres élastiques de la média des artéres
spiralées localisées dans la décidua de I'endometre. De plus, il a été observé que suite a la
disparition de ces composantes, celles-ci sont remplacées par du tissu fibrinoide [25, 222].
Le fibrinoide est défini comme étant une substance amorphe acidophile, parfois
légerement fibrillaire, présentant une apparence histologique a de la fibrine et résultant

de la dégradation du tissu conjonctif [140].
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Dans ces arteres altérées, un deuxiéme sous-type de trophoblastes extravilleux, les
trophoblastes endovasculaires, vont produire une deuxiéme vague d’invasion. Les
trophoblastes endovasculaires vont migrer le long de la paroi interne des artéres et vont
éventuellement remplacer les cellules endothéliales maternelles (Figure 5). Lors d’une
grosse dite « normale » ou en bonne santé, les trophoblastes extravilleux vont envahir la
circulation jusqu’au premier tiers du myometre [280]. L'ensemble de ces altérations vise a
créer une zone de faible résistance vasculaire, insensible aux stimuli vasoconstricteurs
(destruction des cellules musculaires lisses vasculaires) et de diameétre augmenté, le tout

permettant une augmentation du flot sanguin destiné aux échanges foeto-maternels.

Invasion de
trophoblastes

Création d'une zone
a faible résistance et
grand débit sanguin

Pertede 3

spiralité

Infiltration des trophoblastes
qui remplace le muscle lisse et
I'endothélium

Endothélium

Muscle lisse

Artere modifiée par

Artére intacte I'invation trophoblastique

Figure 5: Représentation du remodelage d’une artere spiralée suite a I'invasion

trophoblastique. (traduit de Dash et Keogh) [53]
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D’autre part, les vaisseaux utérins de plus gros calibre (arteres arquées, arteres
utérines) sont aussi l'objet d'un remodelage, qui semble différent d’'un point de vue
mécanistique. Les connaissances que nous avons sur cet épiphénomene nous proviennent
principalement d’observation chez les animaux. Nous savons que chez le rat le
remodelage est caractérisé par une hypertrophie et une hyperplasie de la paroi des
vaisseaux [39]. Le diametre interne de l'artere utérine arquée de la rate atteint
essentiellement le double durant la gestation et régresse complétement en post-partum.
De plus, la résistance de ces vaisseaux a |'étirement est augmentée durant la gestation et
diminue aussi en post-partum [258]. Le remodelage de la circulation utérine ne touche pas
seulement les artéres, les veines aussi sont atteintes. Le diameétre de la veine utérine
principale augmente prés du double durant la gestation et il y une augmentation de
compliance de celle-ci [217], ce qui est 'opposé de ce qui est observé sur les artéres [258].
On remargue aussi une augmentation de l'indice mitotique des cellules endothéliales et
des cellules musculaires lisses, ce qui indique une augmentation de leur prolifération.
Malgré cela, nous ne savons pas quelle hormone, facteur de croissance, autre substance
ou combinaison de ceux-ci amorcent et permettent ce remodelage vasculaire durant la

grossesse.

En plus du diameétre qui est augmenté par le remodelage durant la grossesse, les
vaisseaux utérins vont aussi subir un allongement. Chez le rat, I'utérus est dit biscornu,
c'est-a-dire qu'il est sous corme de deux cornes utérines liées a un petit corps utérin qui
inclut le col utérin (Figure 4). Les artéres utérines suivent les cornes en position médiane
(intérieure) et a mesure que les cornes s'agrandissent proportionnellement au nombre de

foetus, les artéres se développent aussi. Il est tres évident de constater une croissance
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longitudinale de la vasculature en fin de gestation comparativement a une rate non
gestante. La longueur de I'artére utérine principale et I'artére utéro-ovarienne a terme
peut atteindre le double ou le triple comparé a ce qu’on observe chez une non gestante
[213]. La situation est similaire et peut étre encore plus importante (4.8X) pour les arteres
de plus petite taille comme les arteres arquées et radiales [212]. Lorsqu’on considere a la
fois le remodelage circonférentiel et longitudinal, on estime que I’accroissement du poids
des constituants de la paroi vasculaire utérine chez le rat est de I'ordre de 300-700 %

[213].

Un tel remodelage a pour effet de réduire la résistance au passage du flot sanguin.
D’un point de vue théorique, I'augmentation de la longueur d’un vaisseau sanguin aurait
comme résultat d’accroitre la résistance de celui-ci. Cependant, durant la gestation cette
plus grande résistance au passage prolongée du sang dans le vaisseau est contrebalancée
par 'augmentation du diameétre. Ce phénomene peut étre décrit en se basant sur la loi de
Poiseuille, qui est une représentation mathématique décrivant I'écoulement laminaire
d’un fluide visqueux dans un tube rigide de petit diamétre. Selon cette loi, on peut estimer

gu’un petit vaisseau sanguin agit comme un tube rigide. Ainsi, le flot du liquide (Q) se

. . , . . RQPEPE:'_I:“" . .
comporte suivant la relation mathématique suivante : i = s ou P, est la pression

a I'entré du tube, P est la pression a la sortie du tube, € est la viscosité du liquide, L est |a
longueur du tube et r est le rayon de la lumiére du tube. La force qui s’oppose au
mouvement du fluide, on parle ici de résistance hydraulique est défini comme le ratio de

la pression sur le flot de ce méme fluide. Donc, la résistance (R) engendrée par le tube, ou

2

p
d’un vaisseau sanguin dans notre cas se définit comme suit: K = ‘—F‘;—FL-% . Donc,

selon cette équation une petite variation de diamétre du vaisseau va produire une tres
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grande chute de résistance et/ou une augmentation du flot sanguin. Si par exemple la
longueur et le diametre d’une artére doublent, il y aura une augmentation du double de la

résistance a cause de la longueur, mais il y aura une diminution 16 fois plus importante
parce que le diaméetre ayant doublé, c'est-a-dire [Erj" m 1, r état unitaire puisque c’est

la valeur de départ. Il en résulte une diminution de 8 fois la résistance ce qui peut
correspondre a une augmentation proportionnelle du flot sanguin, si I'on considére que la
viscosité du liquide reste la méme. Ce qui n’est pas le cas, car durant la grossesse on
observe une diminution de la viscosité du sang qui peut contribuer a réduire la résistance
au flot sanguin dans la circulation [209]. On peut alors supposer que le flot sanguin peut

étre encore un peu plus que 8 fois durant la grossesse en suivant I'exemple proposé.

Nous savons que les artéres utérines en amont des artéres spiralées ne sont pas
sujettes a I'invasion trophoblastique, mais elles subissent tout de méme un remodelage
important. Les mécanismes sous-adjacents sont encore mal définis, mais nous savons que
ce remodelage vasculaire est un processus actif qui dépend d’au moins quatre activités
cellulaires : croissance, mort, migration et la production ou la dégradation de la matrice
extracellulaire [141]. Chacun de ces processus cellulaires est soumis a une multitude de
facteurs qui peuvent les controler seul ou en combinaison. Parmi ces facteurs, on compte
les forces physiques qui sont appliquées sur les parois vasculaires, c’est-a-dire la pression
et les forces de cisaillements. Les hormones circulantes comme les stéroides sexuels ou le
VEGF, mais aussi par des facteurs locaux générés dans la paroi vasculaire comme le NO et

I’endothéline [213].

Différentes approches ont été utilisées pour essayer de décortiquer I'implication
de ces multiples facteurs. Une parmi celles-ci est I'étude de la pseudogestation. La

pseudogestation est une condition chez certains mammiféres ou la stimulation sexuelle
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induit des changements endocriniens, allant jusqu'a une douzaine de jours, similaire a
ceux amenés par la gestation et ce méme si l'accouplement ne résulte pas en une
fécondation. Chez la souris, on déclenche une pseudogestation en accouplant la femelle
avec un male infertile (vasectomisé) et 11 jours plus tard on mesure une augmentation de
25 % du rayon de la lumiere et 71 % de l'aire en coupe transversale de |'artére utérine
principale [288]. Ces différences reviennent aux valeurs de base au jour 17 de la
pseudogestation. Suggérant que les hormones ovariennes sont responsables du
déclenchement du remodelage de l'artere utérine. Pour la suite de la gestation, il est
possible que des facteurs locaux (d’origine foetoplacental) aillent contribuer a la poursuite

du remodelage.

Dans la méme optique, d’autres études ont tenté de reproduire ce remodelage en
administrant des hormones a des niveaux comparables a ceux obtenus durant la
gestation. Par exemple, l'injection quotidienne de benzoate d’cestradiol durant 3
semaines chez des cobayes ovariectomisés a permis de doubler le diametre interne des
arteres radiales [192]. La maniere dont I'cestrogeéne permet la croissance du calibre
artériel est encore inconnue, mais il s’agit probablement d’actions génomiques qui vont
activer plusieurs autres facteurs qui vont permettre ce remodelage. On sait que
I'cestrogéne amene une plus grande production de NO provenant de I'endothélium
vasculaire [176, 245], ce qui est aussi observé durant la grossesse [203, 204]. Prenant en
considération qu’une déficience en NO diminue le remodelage vasculaire durant la
grossesse [211, 287], il est fort probable qu’une augmentation de biodisponibilité de NO
soit impliquée dans des cas de remodelage vasculaire hypertrophique vers I'extérieur,
c'est-a-dire un remodelage ol la lumiere du vaisseau augmente et |'épaisseur de la paroi
reste inchangée amenant un agrandissement de I'aire en coupe transversale de I'artére.

De plus, I';estrogene en synergie avec la progestérone sont d’importants facteurs
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influengant I’expression de facteurs de croissance, comme le VEGF par exemple [108]. Une
augmentation d'expression de celui-ci permet alors une croissance angiogénique ainsi
gu’une activation de plusieurs métalloprotéinases matricielles (MMP) qui vont réarranger

la matrice extracellulaire [96].

Un autre modele animal expérimental a été étudié, soit la ligature unilatérale
d’une corne utérine. Certains animaux possedent un utérus duplex, comme la souris et le
rat, qui est composé de deux cornes utérines distinctes (Figure 4). Ainsi, on peut ligaturer
une corne sans affecter l'autre. Par cette procédure, il est possible d’étudier le
remodelage vasculaire utérin durant la gestation dans un méme animal alors qu'une corne
porte des unités feoplacentaires, I'autre non. Chez la rate, la taille et le diamétre des
vaisseaux de la corne utérine ligaturée est similaire a celle d’une rate non gestante. Tandis
gu’on peut observer une augmentation de la taille et la dimension des vaisseaux utérins
qui irrigue la corne avec des feetus [85]. Ceci indique que les hormones et facteurs locaux

joueraient un réle important dans ce type remodelage vasculaire.

3. LES CESTROGENES ET LES HORMONES SEXUELLES

3.1 LE ROLE DES HORMONES STEROIDIENNES DANS LA PHYSIOLOGIE HUMAINE

3.1.1 Estrogenes

Les cestrogenes ont plusieurs fonctions dont la principale est le développement et

le maintien des fonctions sexuelles femelles. A la puberté, ils stimulent la maturation du
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vagin, de l'utérus et des trompes de Fallope. lls sont responsables du développement
mammaire, de I'évolution des caractéres sexuels secondaires, de la répartition du tissu
adipeux, de I'amincissement du derme et modifient la morphologie générale. A I’age
adulte, ils facilitent la croissance des follicules ovariens et accentuent la motilité des
trompes de Fallope. En combinaison avec la progestérone, ils sont impliqués dans le
processus ovulatoire en fournissant un rétrocontrole positif (juste avant I'ovulation) ou
négatif (durant la plus grande partie du cycle) sur la sécrétion de gonadotrophines. De
plus, ils accroissent le flot sanguin utérin, ils entrainent une multiplication cellulaire
intense (mitoses) de I'endomeétre dont I'épaisseur augmente, ainsi qu'une prolifération
des cellules du myometre avec augmentation de leur contractilité durant les
menstruations. lls entrainent la sécrétion d'une glaire cervicale plus liquide ce qui est
favorable a la pénétration des spermatozoides dans I'utérus. lls sont responsables de la

prolifération des canaux mammaires durant le cycle menstruel.

D’autre part, les ocestrogenes auraient d’autres fonctions comme de rendre les
sécrétions des glandes sébacées plus fluides ce qui diminuerait la formation de comédons.
lIs auraient la propriété de réduire le cholestérol plasmatique circulant en modifiant le
métabolisme des lipoprotéines. Ils sont capables de donner lieu a une relaxation des
vaisseaux sanguins, de diminuer la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires
et ils permettent aussi de diminuer la résorption osseuse en antagonisant les effets de

I’lhormone parathyroide. [58, 94, 115]

3.1.2 Progestérone

La progestérone est impliquée dans le développement glandulaire (lobules et
alvéoles) des seins et prépare I'utérus a la nidation en combinaison avec I'cestrogene. Au

niveau de I'endometre, elle entraine un arrét des mitoses provoquées par les cestrogénes
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et amene l'apparition d'un aspect sécrétoire, dit « de dentelle utérine », avec vacuoles
remplies de glycogéne. Au niveau du col utérin, elle permet de rendre la glaire cervicale
plus dense rendant le passage des spermatozoides plus difficile en période d’infécondité.
Elle a aussi un effet hyperthermique responsable de I'augmentation de la température
basale d'environ 0,5 °C au cours de la phase lutéale du cycle menstruel. La progestérone
possede des propriétés de rétrocontrole sur I’hypophyse et I’hypothalamus qui sont trés
complexes. Durant la phase lutéale du cycle menstruel, elle inhibe la sécrétion des
gonadostimulines hypophysaires (LH, FSH) qui régularisent le cycle ovarien et le
déclenchement de [l‘ovulation. D’autre part, la progestérone a plusieurs actions
métaboliques comme d’augmenter le niveau basal d’insuline ainsi que I'augmentation

d’insuline apres I'ingestion de glucides. [58, 94]

3.2 IMPLICATIONS DURANT LA GROSSESSE

3.2.1 (Estrogénes

Durant la gestation, I'cestrogene a des répercussions principalement sur la
vasculature utérine, la stéroidogenese placentaire et la parturition. Des études
expérimentales ont démontré que I'cestrogéne accroit le flot sanguin dans les organes
reproducteurs femelles [240]. Etant donné la trés forte exposition du lit utéro-placentaire
a la sécrétion directe et massive d’cestriol durant la gestation, il a été suggéré que cette
derniere pourrait constituer la principale substance responsable de I'augmentation du flot
sanguin utérin chez la femme. Cependant, ceci ne peut pas étre le cas chez la rate étant

donné qu’il n'y a pas de production d’cestriol chez cette espéce. D'autre part, des
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mécanismes controlés par |'cestrogene permettraient au foetus de gérer la production et
la sécrétion de la progestérone durant le troisieme trimestre. Ceci, découle de
I'observation chez le babouin ou l'cestrogéne dirige la biosynthése de progestérone
placentaire en régulant la disponibilit¢ du LDL cholestérol pour la conversion en
pregnénolone et les stéroides découlant de celle-ci [107]. D’autre part, les oestrogénes
foetoplacentaires agissent sur la parturition, car ils sont intimement reliés a l'irritabilité
myomeétriale, la contractilité et le travail. L'cestrogene augmente d’une part la sensibilité a
I’ocytocine en augmentant la biosynthése des prostaglandines [35]. Etant donné que la
relache placentaire d’cestrogene est liée a I'axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien
(HHS) foetal, il semble que cet axe ajuste la synchronisation de la parturition. Ceci serait
effectué en partie via la signalisation de I'axe HHS sur la production d’cestrogene
placentaire. Par exemple, chez I’humain, le travail est déclenché soit trop tét ou trop tard
lorsque les foetus sont anencéphaliques. Ceci a aussi été démontré chez le macaque avec

des feetus dont I'encéphale a été retiré chirurgicalement [67, 292].

3.2.2 Progestérone

Durant la gestation, la progestérone provenant du corps jaune ameénerait une
relaxation de la mobilité des trompes de Fallope, pour balancer I'effet activateur de
I'cestrogéne [228]. De plus, la progestérone en combinaison avec I'hCG et le cortisol
inhiberait la réponse immunitaire afin d’éviter le rejet du conceptus et du placenta en
développement [195]. Elle contrebalancerait aussi I'effet de |'cestrogene en atténuant
I"augmentation du flot sanguin utérin [114]. Cet effet opposé a I'cestrogene est aussi vrai
pour ce qui est de la parturition. La progestérone relaxe I'utérus en inhibant la synthese et

la sécrétion de prostaglandines tandis que I'cestrogene fait tout simplement l'inverse.
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3.3 LA SYNTHESE DES HORMONES STEROIDIENNES

Les hormones stéroidiennes ont été traditionnellement décrites comme des
stéroides synthétisés par des glandes a sécrétion endocrines et qui, transportées par le
sang, vont avoir une action sur d’autres organes ou tissus en se liant sur des récepteurs
spécifiques. Chez I’humain, ces hormones sont synthétisées a partir du cholestérol et sont
produites principalement par les surrénales, les testicules ou les ovaires. Cependant, une
partie de la production d’hormones stéroidiennes peut étre produite dans les tissus
périphériques pres du site d’action a partir de précurseurs circulants. Cette production
d’hormone stéroidienne extraglandulaire a été baptisée intracrinologie [158]. La figure 6
vous donne un apercu de la stéroidogenése a partir du cholestérol et des enzymes

impliquées chez I’humain.

Une glande ou une zone particuliere de celle-ci dans certains cas peut produire des
hormones spécifiques. Par exemple, dans les glandes surrénales la partie interne,
nommée la médullosurrénale, est responsable de la synthése des catécholamines
(adrénaline, noradrénaline), tandis que la partie externe nommeée corticosurrénale est
responsable de la production d’hormones stéroidiennes. De plus, ce méme cortex se
divise en trois zones cellulaires distinctes qui se distinguent par une expression spécifique
d’enzyme de la stéroidogenese. Une de ces zones est la zona glomerulosa qui peut
produire des minéralocorticoides (aldostérone) a cause de la présence de I'enzyme
« aldostérone synthase ». Ensuite, il y a la zona fasciculata qui synthétise des
glucocorticoides (cortisol) sous I'action des « 17a-hydroxylase/17,20 lyase » et la « 11pB-
hydroxylase ». Troisiemement, il y a la zona reticularis qui sécrete des stéroides

androgéniques (déhydroépiandrostérone [DHEA], DHEA-sulfate, androsténedione) par la
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présence de la «17a-hydroxylase/17,20 lyase » et I'absence de la « 11B-hydroxylase ». Les
androgenes d’origine surrénalienne servent de précurseurs a la conversion périphérique
pour la production d’hormones androgéniques ou cestrogéniques actives (testostérone,

dihydrotestostérone, cestradiol, etc.) [159].

Les hormones stéroidiennes ont été historiquement classées selon le type de
récepteurs auxquels elles ont été associées soit : les cestrogenes, les progestagenes, les
androgénes, les glucocorticoides et les minéralocorticoides. La structure liposoluble de ces
hormones leur permet de passer facilement au travers des membranes cellulaires. Cette
propriété permet a ces hormones de se lier a des récepteurs cytosoliques ou nucléaires

dans les cellules cibles.
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Figure 6 : Schéma de la stéroidogenése chez I’humain. Les groupements encerclés en

blanc indiquent les changements entre les différents intermédiaires. (traduit de David

Richfield et Mikael Haggstrom tiré de Boron W.F. et al.) [23]
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3.3.1 La biosynthése des cestrogénes

Les différentes molécules d’cestrogenes endogenes sont formées a partir de
I’'androstenedione ou de la testostérone comme précurseur immeédiat. Pour ce faire, une
réaction impliquant la transformation du cyclohexéne illustré le plus a gauche de la
molécule aussi appelé cycle A en cycle benzénique aromatique. Cette réaction illustrée par

la figure 7 est catalysée par I’'enzyme aromatase (CYP19).

N 2 dehydration
il c,mmm HO/NADP* WF‘H‘ HOMADP O, B0
Bramsatase aAromatase enclizaiion
o

Figure 7 : Mécanismes de la réaction chimique de I'aromatisation de I'androsténedione en
estrone. Cette réaction est catalysée par I’'enzyme aromatase a chacune des étapes. (tiré

de Lee J.S. et al.) [161]

La présence de cet enzyme a été identifiée dans le réticulum endoplasmique des
cellules ovariennes de la granulosa, des cellules de Sertoli et de Leyding dans les
testicules, les cellules stromales des tissues adipeux, les syncytiotrophoblastes
placentaires, les blastocystes, les os et différentes régions du cerveau [252]. Tous ces
tissus peuvent alors produire des cestrogénes a partir de précurseurs circulants [159].
Cependant, les ovaires sont la principale source d’oestrogenes circulants chez les femmes

préménauposées. L'cestrogéne synthétisé en majorité est I'cestradiol produit par les
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cellules de la granulosa provenant des précurseurs androgéniques produits par les cellules
de la theque des follicules ovariens. L'augmentation de la concentration intracellulaire
d’AMPc induite par les gonadotrophines via liaison a leur récepteur couplé aux protéines
G situé a la membrane plasmique de la granulosa ovarienne va permettre une
augmentation de I'expression de I'aromatase via le facteur de transcription CRE/CREB
[81]. De plus, les gonadotrophines/AMPc vont aussi augmenter I'expression de la P450scc
(enzyme de clivage de la chaine latérale du cholestérol) [290]. Cette enzyme facilite le
transport du cholestérol a l'intérieur des mitochondries des cellules qui synthétisent des
stéroides. Donc, en plus d’accroitre I'activité de 'aromatase, on augmente la quantité de
précurseurs disponibles. D’autre part, les ovaires possédent une forme de 17B-
hydroxystéroides déshydrogénase de type 1 qui favorise la production de testostérone et
d’cestradiol par rapport a l'androsténedione et I'estrone. Ce qui explique pourquoi

I’cestradiol est I'cestrogéne majoritairement produit par les ovaires.

Quoique relativement rare, il existe des cas répertoriés de mutations qui inactivent
le géne de I'aromatase (CYP19A1). Les individus atteints ne peuvent pas synthétiser
d’cestrogenes de maniere endogéne et il en résulte une accumulation des précurseurs
androgéniques (androstenedione, testostérone). Lors d’une grossesse, si I'laromatase du
foetus n’a pas d’activité, le DHEA-S (voir section 1.1.2) produite par les surrénales foetales
ne pourra pas étre converti en estrogéne par le placenta. Il sera alors converti en
testostérone et aménera la virilisation de la meére et du foetus. Durant la grossesse, des
signes comme de |'hirsutisme et de I’acné sont observés chez la mere. Les manifestations
apparentes chez la mére se résorbent apres la naissance de I'enfant. Les petites filles
affectées sont diagnostiquées a la naissance par leur pseudohermaphrodisme. Des ovaires
kystiques et une maturation osseuse retardée peuvent survenir durant I'enfance et se

poursuivre a I'adolescence. Ces jeunes filles arrivent a la puberté avec une aménorrhée
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primaire, I'absence de développement des seins, une virilisation et un hypogonadisme
primaire (hypergonadotrophique). Les jeunes garcons atteints n’ont pas de symptomes
apparents a la naissance, ils sont donc diagnostiqués beaucoup plus tard. Les signes
observables sont une grande taille, une maturation osseuse retardée, une fermeture des
épiphyses retardée, des douleurs aux 0s, un corps aux proportions eunuchoides et un
exces d’adiposité. Malgré tout cela, un traitement avec I'administration d’cestrogenes

dissipe les symptomes autant chez les hommes que les femmes. [129]

La situation inverse, c'est-a-dire un une activité excessive de I'aromatase et une
conversion exagérée des androgenes en cestrogénes, a aussi été observée et documentée
dans la littérature. Les mutations répertoriées sont le produit de réarrangement
chromosomique qui par erreur associe un promoteur hautement transcrit au gene
CYP19A1 [251, 274]. Les signes cliniques apparaissent durant la petite enfance chez les
deux sexes avec un développement des seins, la croissance et une maturation accélérée
des os. En plus de ces symptomes, les jeunes garcons peuvent avoir d’autres
manifestations comme un petit garcon de 8 ans avait de I'acné, de la pilosité pubienne,
mais avec des testicules d’un volume prépubére [162]. A I'age adulte, les personnes
atteintes sont de petite stature et les hommes souffrent de gynécomastie et les femmes
de macromastie. Quelques sujets féminins ont eu des affections gynécologiques qui
pourraient étre attribuables a un excés d’cestrogénes (cancer de 'endomeétre, |éiomyome
et des irrégularités menstruelles). Une femme atteinte avait encore un niveau
d’cestrogenes élevé et des saignements similaires a des menstruations aprés 70 ans [274].

Un traitement avec des inhibiteurs d’aromatase est indiqué et efficace dans ces situations.
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3.3.2 Les inhibiteurs de I’'aromatase

Les inhibiteurs de I'aromatase font partie d'une classe de médicament
généralement administré dans le traitement des cancers du sein ou des ovaires chez des
patientes ménopausées. lls peuvent aussi étre utilisés dans les cas de syndrome d’activité
excessive de |'aromatase décrite dans la section précédente. La fonction est bien
évidemment d’inhiber l'activité de |'enzyme cytochrome P450 aromatase qui est
responsable de la derniére étape pour la synthése d’cestrogénes (voir la section 3.3.1 ci-
dessus). Aujourd’hui, la troisieme génération d’inhibiteurs de I'aromatase est utilisée en
clinique. Les trois composés les plus utilisés présentement sont I'anastrozole (Arimidex™;
AstraZeneca), le letrozole (Femara™; Novartis), et I'exemestane (Aromasin™;Pfizer). Ces
molécules peuvent aussi étre classées en inhibiteur type | ou type Il. Les molécules de type
| ont une structure de stéroide similaire aux androgenes et vont se lier irréversiblement a
I’enzyme et ainsi bloquer le site actif de liaison avec le substrat (ex. : exemestane). Les
inhibiteurs de type Il n"ont pas une structure de stéroide et agissent en perturbant le
complexe enzymatique. Les molécules utilisées en ce moment se lient sur I’"heme du
cytochrome P450 et leur action est réversible par compétition avec le substrat (ex.:
anastrozole, letrozole). [137, 191] Le 1,4,6-Androstatrien-3,17-dione (ATD) est un autre
inhibiteur d’aromatase que I'on peut classer de type 1 selon les définitions précédentes.
Cet inhibiteur est encore utilisé en recherche pour sa disponibilité commerciale et son

efficacité [11, 61, 219].

Les effets secondaires les plus souvent associés aux traitements avec des
inhibiteurs d’aromatase ressemblent aux symptomes associés a la ménopause due au
faible niveau d’cestrogénes. C’'est-a-dire des bouffées de chaleur, secheresse vaginale, une

accélération de la déminéralisation osseuse, une augmentation de lincidence
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d’ostéoporose et des fractures. Mais plusieurs patientes ressentent aussi des douleurs
articulaires suivant un traitement aux inhibiteurs d’aromatase comparativement au
tamoxifen (antagoniste ERa et ERB) [30]. Les mécanismes impliqués dans la relation entre

I'inhibiteur d’aromatase et arthralgie sont malheureusement encore peu connus [42].
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Figure 8 : Structure chimique de différents inhibiteurs de I'aromatase.
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3.4 MODES D’ACTION DES CESTROGENES SUR LES VAISSEAUX SANGUINS

L’cestrogene est une hormone sexuelle faisant partie de la famille des stéroides qui
agissent principalement par l'intermédiaire de récepteurs nucléaires. Les cestrogenes ont
été caractérisés comme étant des molécules capables d’exercer plusieurs effets sur le

systeme cardiovasculaire a la fois par des voies génomiques et non génomiques (Figure 9).
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Figure 9: Les effets directs (génomiques et non génomiques) de I'cestrogéne sur les

vaisseaux sanguins. (Adapté de Mendelsohn et coll.)[186]

3.4.1 Les effets génomiques

Les cestrogénes agissent via les récepteurs aux cestrogenes (ER), membres de la
superfamille des récepteurs nucléaires qui agissent comme des facteurs de transcription.
lls permettent d'influencer I'expression des génes controlés par ces hormones. La voie de
I'activation d’un gene par I'cestrogéne est la suivante : il y a d’abord un passage passif de
I’cestrogene libre au travers de la membrane pour entrer dans la cellule. Il se lie ensuite a
son récepteur ce qui va entrainer la dissociation de chaperonnes de la famille des
protéines activées par choc thermique « heat shock proteins » (ex : Hsp90, Hsp56). Celles-
ci stabilisent le récepteur et augmentent son affinité pour I'cestrogene [224]. Cette
dissociation des HSP va permettre la dimérisation du récepteur et sa translocation vers le
noyau de la cellule. Ce complexe agit comme facteur de transcription en se liant a ’ADN
au site de I'élément de réponse spécifique (ERE) ou « estrogen response element » du
géne cible. Il est bon de noter que plusieurs EREs retrouvés dans le génome sont
légérement différents de la séquence consensus, mais tout de méme efficaces [208]. En
plus du complexe stéroide-récepteur dimérisé, plusieurs co-activateurs sont recrutés pour
initier la transcription du géne cible [92, 183]. Ces voies peuvent étre bloguées en utilisant
des inhibiteurs non spécifiques de la synthese protéique (ex.: cycloheximide) ou de la
transcription (ex.: actinomycine D). Cette voie de régulation par I'cestrogéne est présente
dans les vaisseaux sanguins. Il a été démontré in vitro et in vivo que I'cestrogene accélérait
la croissance des cellules endothéliales suivant une blessure vasculaire [151, 193]. Il est

fort probable que cet effet de I'cestrogéne soit dii a I'augmentation de I'expression de
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VEGF observée dans les cellules musculaires lisses vasculaires [151]. Ceci corréle avec le
fait que I'cestrogene peu exercer une influence sur la transcription du VEGF par un
élément de réponse imparfait a I'cestrogene (ERE1520) dans la région promotrice du géne
de VEGF [31]. De plus, I'cestrogene empécherait la migration ainsi que la prolifération des
cellules musculaires lisses vasculaire en agissant directement sur celles-ci [19, 150] ou par
I'augmentation de production de NO par les cellules endothéliales [46]. Le groupe de
Charles Rosenfeld a démontré chez la brebis, gu’en inhibant la synthése protéique avec de
la cycloheximide, 'augmentation du flot sanguin utérin induit par le 17B-estradiol (E;)
était considérablement réduite, suggérant des événements transcriptionnels dans ces

réponses [241].

3.4.2 Les effets non génomiques

Depuis quelques années, plusieurs études ont montré des effets spécifiques des
stéroides qui ne semblent pas étre médiés par une action génomique de I'hormone. En
effet, les différentes évidences sont: 1- une action trés rapide qui ne peut résulter de
I’expression de genes (de I'ordre de la seconde a la minute), 2- les effets observés dans
des cellules qui ne possedent pas la machinerie de synthése d’ARNm et de protéine
comme les spermatozoides, 3- une réponse insensible aux inhibiteurs de transcription ou
de synthese protéique 4- I'effet est observé avec de I'cestrogéne est couplée a de
I"albumine (BSA), ce qui empéche I'hormone de pénétrer a I'intérieur de la cellule, 5- ces
effets peuvent étre observés méme en présence d’antagonistes spécifiques des ERs (ICl

182,780; Tamoxiféne; etc.). [72]
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Les effets de I'cestrogéne par un mécanisme d’action non génomique sur les
cellules nerveuses ont été parmi les premiers rapportés. Déja dans les années 80, on a
remarqué que |'cestrogéne est capable de modifier la conductance ionique et de moduler
I’excitabilité de cellules nerveuses en quelques secondes apres I'application [198]. On a
observé que I'cestrogéne agit via l'interaction avec un récepteur spécifique a la membrane
des neurones pour amener son effet. [277] Des études plus récentes ont démontré que
I’cestrogéne active la formation d’AMPc [97], la phosphorylation de I'élément de réponse
liant I'AMPc (CREB) [308], la formation d’inositol triphosphate (IP3) [73] et I'activation de
MAPKs dans des cellules de neuroblastomes [297]. Dans la méme optique, une étude
récente a démontré que le traitement au 17B-E, ou a de I'cestrogene conjugué a du BSA
augmente la croissance des neurites et des embranchements de neurones
dopaminergiques en déclenchant une relache de Ca® intracellulaire quelques secondes
apres le traitement. De plus, cette hausse de croissance est inhibée par des antagonistes
des voies AMPc/PKA et du Ca**, mais pas par le ICl 182,780 [18]. Le ICI 182,780 est un
antagoniste des récepteurs classiques aux cestrogénes (ERa, ERB), qui permet de bloquer

completement leur activité et provoque la dégradation de ceux-ci [291].

De méme, les effets non génomiques des cestrogenes jouent un réle important sur
les tissus vasculaires. En général, in vivo la vasodilatation occasionnée par I'cestrogéne est
présumée indirecte, c’est-a-dire en agissant sur I'endothélium qui lui sécrete des
substances vasorelaxantes. Par exemple, il a été démontré que I'cestrogene agit sur les
cellules endothéliales en activant les MAPK et en augmentant la transcription de genes, la
prolifération cellulaire et I'expression de la synthase de monoxyde d’azote endothéliale
(eNOS). Il a aussi été décrit avec des coronaires d’humain et de porc ou des aortes de rat
que I'éthinylestradiol ou le 17B-E, amenaient des relaxations aigués significatives [232,

247, 306]. Ceci a été suggéré comme mécanisme pouvant expliquer [|effet
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cardioprotecteur des traitements hormonaux de remplacement chez la femme
ménopausée. Dans des cellules endothéliales isolées d’artére pulmonaire de feetus de
mouton, I'cestrogéne amene une augmentation de l'activité de eNOS en moins de 5
minutes. Par contre, cette activation des eNOS peut-étre compléetement inhibée par le
tamoxifene ou le ICI 182,780 [160], mais pas I'actinomycine D [37]. Ce qui suggere que
I'effet est médié par les récepteurs classiques aux cestrogenes sans que la transcription
d’un message génomique soit impliquée. D’autres études ont montré que cette activation
de eNOS s’effectuait sans augmentation de calcium intracellulaire dans les cellules
endothéliales [34], mais se produisait via I'activation de la voie PI3K/Akt [106]. Fait
étonnant, le 17B-E, ameéne une relaxation rapide des artéres de la queue de rates, mais
pas chez les males [185]. Le mécanisme par lequel cette différence se manifeste est

encore inconnu.

Les cestrogénes pourraient, dans une autre mesure, amener leurs effets via une
action directe sur cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV). Pour qu’un vaisseau
sanguin puisse relaxer il faut diminuer la concentration de calcium activateur dans les
CMLV. Etant donné que I'cestrogéne améne un vasorelaxation rapide, il doit réussir a
diminuer la concentration de Ca” intracellulaire des CMLV d’une maniére ou d’une autre.
Jusqu'a présent, une étude a démontré, dans les coronaires de porc, que |'cestrogéne
diminuerait la relache de calcium venant du réticulum sarcoplasmique [104]. Plusieurs
autres études ont plutét observé une diminution de I'influx de calcium dans les CMLV de
porcs [50, 264] ou alors une augmentation de la sortie de calcium [223]. Des études de
patch-clamp sur des CMLV de rat et de lapin suggérent que I'cestrogéne inhibe I'entrée de
calcium par l'inhibition de canaux calciques de type L [145]. Une autre possibilité par
laquelle I'cestrogene pourrait diminuer 'influx de calcium, c’est en ouvrant des canaux

potassiques situés a la membrane plasmique. En suractivant les canaux K la cellule
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devient hyperpolarisée ce qui réduit la probabilité d’ouverture des canaux calciques
dépendants du voltage. Des études de patch-clamp ont démontré que I'cestrogene active
les canaux potassiques de grande conductance activés par le potentiel et le calcium (BKc,)
dans des myocytes de coronaire [302]. Il semblerait qu’environ 70 % de la relaxation aigué
induite par I'cestrogéne serait dépendante de |'activité des BKc, [242]. Il a été démontré
que des concentrations physiologiques d’cestrogene sur des myocytes d’artére coronaire
permettraient I'ouverture des BK¢, [303]. Les BK¢, de coronaire de rat seraient activés par
I’cestradiol via la production endothéliale de NO [301] ou par I'activation directe de la voie
NO/GMPc dans les CMVL [303]. Cette augmentation de NO par les cestrogénes provient
de I'activation de la voie PI3-kinase-Akt qui va stimuler les NOS de type 1 (nNOS) dans les
CMLV [103].

3.5 LES RECEPTEURS DES CESTROGENES

3.5.1 Les récepteurs classiques

Comme décrit ci-dessus (Figure 9), I'cestrogene exerce ses actions génomiques via
I'interaction avec les récepteurs des cestrogénes. Egalement, les récepteurs nucléaires aux
cestrogenes ont aussi la possibilité de permettre a cette hormone d’agir via des
mécanismes non génomiques. Nous allons nous attarder dans cette section a décrire la

structure des récepteurs aux cestrogenes afin de mieux comprendre leur fonction.
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Réceptenr des cestrogines
Figure 10 : Structure des récepteurs a et B aux cestrogenes chez I’humain. Le domaine N-
terminale (A/B) avec sa fonction d’activation de la transcription hormone-indépendant
(TAF-1), le domaine de liaison a ’ADN (DBD) (C), la région charniere ou « hinge » (D) et la
région C-terminale (E/F) contenant un domaine de liaison a ’lhormone (HBD) et le site de
la fonction d’activation de la transcription dépendant de I’hormone (TAF-2) (Traduit de

Mendelsohn et coll)[186]

Il existe deux récepteurs aux cestrogenes, ERa et ERB, qui font partie de la
superfamille des récepteurs aux stéroides. Leur nomenclature a été modifiée par le
« HUGO Gene Nomenclature Committee » par ERS1 pour le gene de ERa et ERS2 pour
ERB. Cependant, I'ancienne nomenclature est utilisée dans ce manuscrit simplement par
habitude de travail. Le premier récepteur a étre identifié fut ERa, cloné en 1985 [293].
Environ dix ans plus tard, un second récepteur (ERB) a été cloné [154, 279]. Celui-ci a été
décrit comme ayant des caractéristiques structurelles (12 hélices) et fonctionnelles trés
semblables au ERa. lls ont tous deux la méme structure modulaire composée de six
domaines (A a F). Malgré que ces protéines soient le produit de deux genes différents, ils
partagent une trés grande homologie de séquence pour le domaine de liaison a I’ADN (C)

(=96 %) et aussi pour le domaine de liaison au ligand (E) (=53 %). Ce dernier, en plus d’étre
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responsable de la liaison avec le ligand, permet I’homodimérisation et la localisation
nucléaire du récepteur. De plus, le domaine « E » contient une fonction d’activation
dépendante du ligand (AF-2). Le domaine N-terminale (A/B) en plus d’avoir des sites de
phosphorylation fonctionnels possede aussi une fonction d’activation (AF-1), mais qui est
indépendante du ligand [156]. Des études ont démontré que le domaine AF-2 peut avoir
des interactions protéines-protéines qui vont permettre de recruter des cofacteurs
transcriptionnels pour controler la transcription des génes cibles [101, 111]. Les deux ERs
reconnaissent la méme séquence consensus qui se nomme |'élément de réponse aux
cestrogénes (ERE). La séquence minimale consensus est une séquence palindromique de
13 pb (5’-GGTCAnnnTGACC-3’). Récemment, il a été démontré par analyse génomique que
la plupart de genes cibles des récepteurs des estrogenes contiennent diverses variations

des éléments ERE [24, 208].

Malgré ces ressemblances entre les deux types de récepteurs, certaines études ont
démontré des nuances d’affinités pour différents ligands comme la génistéine, le
raloxiféne et le tamoxiféene [14, 153]. De méme, il a été démontré que ces deux récepteurs
pouvaient recruter plusieurs cofacteurs communs, mais que chacun d’eux pouvait aussi
mobiliser des cofacteurs spécifiques [296]. Afin d’évaluer le role des 2 types récepteurs,
des modeles animaux ou les génes ERa (ERaKO) et/ou ERB (ERBKO) ont été inactivés. La
souris ERaKO est viable et se développe jusqu’a I'dge adulte avec un phénotype
apparemment normal. Cependant, les femelles sont infertiles et les males ont une
diminution marquée de leur fertilité. On observe chez les femelles une hypoplasie de
I'utérus, I'absence de développement mammaire et des ovaires sans corps jaunes [296].
D'ailleurs, un homme a été diagnostiqué comme ayant une mutation bi-allélique
inactivant le géne de ERa. Cet individu avait une apparence normale avec des organes

génitaux normaux, mais il souffrait d’ostéoporose et sa croissance n’était pas terminée a
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I’age de 28 ans [254]. Les souris ERBKO ont un phénotype externe normal et elles sont
fertiles, mais elles ont de plus petites portées a cause d’une réduction de leur efficacité
d’ovulation. Les males, quant a eux, développent avec I'dge une hypertrophie de la
prostate et de la vessie [152]. Il particulierement est intéressant de noter que dans chacun
des modeles d’invalidation génique, comme chez les souris sauvages, le 17B-E, protege les
vaisseaux de facon similaire, suite a une lésion vasculaire, en réduisant |'épaississement
de la paroi et en inhibant la prolifération des CMLV. Ceci suggére que ERa et ERB peuvent
se compenser l'un l'autre pour certaines fonctions ou que le role protecteur de
I'cestrogéne dans la protection vasculaire est indépendant des ERs. Les mémes
expériences ont été effectuées sur des souris avec une invalidation génique par
mutagenése pour les deux récepteurs aux cestrogenes (ERafKO). Les résultats sont
différents étant donné que le traitement au 17B-E, réduit I'épaississement de la tunique
moyenne seulement chez les souris de type sauvage et pas chez les ERafKO.
Etonnamment, comme pour les souris de type sauvage, le 17B-E; améne une
augmentation du poids utérin et inhibe la prolifération des CMLV des ERaBKO [138]. Ces
résultats suggeérent qu’un type de récepteurs, ERa ou ERB, est nécessaire pour certaines
fonctions, comme I'inhibition de I'épaississement de la media dans le cas présent. De plus,
ces résultats suggerent que les différentes actions de I'cestrogéne dans la réponse suivant
une blessure vasculaire ne sont pas toutes dépendantes des récepteurs aux cestrogenes.
Mais, ceci reste a étre prouvé avec un meilleur knock-out étant donné que ERafKO
exprime un variant d’épissage de ERa qui peut lier I'E, et médier I'expression de génes

suite a la liaison a ’lhormone [47].

Une autre caractéristique importante qui apporte une utilité supplémentaire au
fait d’avoir deux récepteurs quasi identiques, c’est I’évidence que ERB aurait comme role

de modifier I'expression de ERa [102]. Il semblerait que le domaine A/B d’ERPB agirait
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efficacement comme répresseur a des concentrations sous-saturantes d’cestrogéne. De
plus, dans des cellules HepG2 lorsque ERB est exprimé, le tamoxiféne perd son effet
d’agoniste partiel via ERa. Ce qui indique que I'expression relative des deux différents
récepteurs pourrait étre un déterminant clé dans la réponse d’un tissu donné aux
agonistes et antagonistes des ERs. Il a été suggéré que le ERB aurait un effet modulateur
de ERa en plus d’un effet antiprolifératif dans I'utérus immature, du moins chez la souris

[300].

3.5.1.1 Les outils pharmacologiques des ERs

Il existe plusieurs antagonistes des récepteurs aux oestrogenes. Les
antioestrogénes agissent en compétition avec I'cestrogene sur le domaine de liaison du
récepteur favorisant une conformation a celui-ci qui est inadéquat pour remplir son role
de régulateur transcriptionnel. Il existe deux types d’antagoniste des ERs, soit les
anticestrogénes totaux et les anticestrogénes partiels ou SERMs (selective estrogen
receptor modulators) (Figure 11). Les SERMs ont la particularité d’étre a la fois
antagonistes et agonistes dépendamment du tissu. Trois SERM connus sont le tamoxifene,
le raloxifene et clomiféne. Le tamoxifene, qui agit via son métabolite I’hydroxytamoxifene,
est surtout utilisé contre les tumeurs mammaires par son effet antagoniste dans cet
organe. Cependant, il a également un effet cestrogénique au niveau de I'endomeétre et de
I'os, ce qui fait qu’un traitement prolongé augmente I'incidence de cancer de I'’endometre.
Méme si le raloxifene possede une structure assez différente du tamoxifene, il agit lui
aussi comme antagoniste au niveau des seins et de I'endometre. Par contre, il a un effet
cestrogénique sur les os ce qui peut prévenir I'ostéoporose. Le clomifene a comme
principal effet d'inhiber le rétrocontréle hypothalamo-hypophysaire assuré par

I'cestradiol. Son administration pendant quelques jours provoque une décharge de FSH,
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puis de LH, susceptible de déclencher une ovulation. Le clomifene est donc utilisé dans le
traitement des stérilités par anovulation. Les antagonistes totaux comme leur nom
I'indique bloquent complétement I'activité des récepteurs aux cestrogenes et amenent la
dégradation de ceux-ci. Deux exemples connus sont le IClI 182,780 et le EM-800 [278].
L'affinité relative du ICl 182,780 est de 0,89 comparé a I'cestradiol (1,00) [291], donc une
affinité d’environ 100 fois supérieures au tamoxifene pour ERa, mais sans présenter

d’activité agoniste de I'cestrogéne dans les différents tissus [112].

Pour ce qui est des agonistes, il y a bien sir le 17B-cestradiol qui lie les deux
récepteurs, mais il y a aussi des agonistes plus spécifiques pour I'un ou l'autre des sous-
types de récepteurs. Par exemple, il y a le propylpyrazole triol (PPT) est un agoniste ERa
avec une affinité 400 fois supérieure a ce sous-type comparativement a ERB [263].
Deuxiemement, il y a le Diarylpropionitrile (DPN) qui lui a une affinité 70 fois supérieure
pour ERB relativement a ERa [189]. L'utilité de ces deux molécules réside dans la
possibilité de discriminer si un effet cestrogénique dépendant des ERs peut étre

attribuable a I'un des deux sous-types.
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Figure 11 : Structure de différents composés anticestrogéniques et cestrogéniques. Soit
I’cestrogéne principal (17B-oestradiol), deux SERMS (Raloxifene, Tamoxiféne), deux

anticestrogénes totaux (EM-800, ICl 182,780) et deux agonistes sélectifs (PPT, DPN).
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3.5.2 Récepteur a I'cestrogéne couplé aux protéines G

Nous avons décrit dans la section précédente les deux récepteurs classiques des
cestrogenes (ERa et ERB), mais il existe plusieurs autres récepteurs qui ont été proposés
comme étant associés aux cestrogenes [275]. Malgré cela, trés peu d’entre eux ont été le
sujet de recherches plus approfondies. Il existe une exception a la regle, le récepteur
GPER (G protein-coupled estrogen receptor 1). Ce récepteur a été cloné par plusieurs
groupes de recherche différents vers la fin des années 90. Il a été décrit sous différentes
appellations soit GPR30, GPCR-Br, FEG-1, CMKRL2, CEPR, et LyGPR [33, 76, 157, 207, 216,
267]. La séquence d’acides aminés déduite a partir du gene proposait une structure avec 7
hélices transmembranaires caractéristiques de la superfamille des récepteurs couplés aux
protéines G (GPCR: G protein-coupled receptors). On a ensuite procédé a des
comparaisons d’homologie de structure avec d'autres GPCR et on a trouvé des similitudes
entre le GPER et le récepteur AT; de I'angiotensine Il (AGTR1), le récepteur alpha de
I'interleukine-8 (IL8RA) et le récepteur des chémokines 1 (motif C-C) (CCR1) avec
respectivement 28 %, 28 % et 24 % de similitudes [33]. Cette similitude structurale laissait
croire que le substrat de ce récepteur serait probablement un peptide. Contre toute
attente, Filardo et al. publient en 2000 un article démontrant que la phosphorylation
rapide des protéines kinases activées par un mitogene (MAPK : mitogen-activated protein
kinase), Erk-1 et Erk-2, par le 17B-cestradiol était dépendante de la présence du GPER [78].
En fait, ils ont démontré que le 17B-cestradiol activait Erk-1/-2 dans les cellules de cancer
mammaire MCF-7 (qui exprime ERa et ERB), mais aussi dans les SKBR3 qui n’exprime pas
ces deux récepteurs. lls ont cependant corrélé la réponse au 17B-cestradiol avec la

présence par immunovurdage de GPER dans ces cellules. lls ont ensuite utilisé des cellules
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de cancer mammaire MDA-MB-231 (ERa, ERB' et GPER’) qui se sont avérées insensibles a
I’activation de Erk-1/-2 par le 17B-cestradiol. Toutefois, en transfectant et surexprimant le
géne de GPER dans ces cellules, ils ont retrouvé |'effet par le 17B-cestradiol observé dans
les autres cellules de cancer mammaire. Suite a cette publication, plusieurs autres études
ont suivi démontrant I'implication de GPER et son activation par les cestrogenes dans
d’autres systemes cellulaires en effectuant des atténuations géniques « knockdown » de
GPER [132, 134, 135, 231]. L’atténuation génique est une technique qui a pour but réduire
I'expression d’'un gene qui peut étre atteint avec différents outils moléculaires. La
méthode la plus utilisée en se moment et la voie des ARN interférents. D’une vision
simplifiée, il s’agit ici d’utiliser un systeme de controle de I'expression des génes de la
cellule et de lui livrer de facon exogene ou de lui faire produire des petites molécules
d’ARN complémentaire a '’ARN messager du gene ciblé. Si la complémentarité entre
I’ARNm et I’ARM interférent est parfaite il y aura recrutement d’un complexe RISC (RNA-
Induced Silencing Complex) et 'ARNm sera clivé et dégradé [105]. Une complémentarité
non parfaite entre les 2 brins pourrait tout de méme empécher la synthése de protéine si

le site de liaison sur I’ARNm se situe en 3’ ce qui empéche la traduction du messager [63].

Suite a ces travaux qui démontraient une corrélation entre I'cestradiol, le GPER et
un effet cellulaire donné, un autre groupe a fait des études de liaison pour s’assurer que
cette relation GPER et cestradiol était directe. Utilisant une lignée cellulaire mentionnée
précédemment, soit les SKBR3 (ERa’, ERB™ et GPER') ou des cellules embryonnaires
humaines de rein (HEK293) (ERa’, ERB’) transfecté avec le GPER, ils ont effectué des
études de liaison. Ils ont démontré qu’il y avait une liaison spécifique caractéristique d’un
seul site de liaison entre 17B-E, tritié et le GPER avec une constante de dissociation (K;) de
2,7 nM [272]. Ceci représente une affinité du 17B-E, pour GPER environ 10 fois plus que
pour ERa et ERB (Ky de 0,13 et 0,12 nM respectivement) [153].
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Presque au méme moment, Revankar et al. démontrent par microscopie confocale
a fluorescence que le GPER couplé a la « green fluorescent protein » (GFP) colocalise avec
un composé cestrogénique fluorescent de synthese. De plus, ils démontrent que la
localisation cellulaire du GPER-GFP n’est pas a la membrane plasmique, mais plutét a la
membrane du réticulum endoplasmique [234]. Ces observations ont été reconfirmées par
le méme groupe [235] et par d’autres en utilisant des dérivés cestrogéniques perméables
ou imperméables a la membrane plasmique [181, 215, 246]. Toutefois, il existe aussi des
études qui, au contraire, affirment que les GPER sont plut6ét localisés a la membrane

plasmique seulement [77, 86].

Jusqu’a présent, plusieurs études dans la littérature ont voulu documenter les
effets et la signalisation intracellulaire induits par les cestrogénes via le GPER. Nous avons
déja fait mention de I'activation des Erk-1/-2 suivant I’activation de GPER par Filardo et al.
[78]. D’autre part, Revankar et al. ont rapporté, dans des cellules rénales immortalisées de
singe (COS-7), que l'activation des GPER par I'cestrogéne donnait lieu a I'activation de la
voie de PI3K. Dans les deux cas, I'activation de ces voies de signalisation est la résultante
d’une transactivation du récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR;
epidermal growth factor receptor) (Figure 12). Suivant l'activation de ce deuxieme
récepteur, il y aurait une activation protéine GBy-dépendante de la protéine Src. Src, par
son activité tyrosine kinase, irait phosphoryler la protéine adaptatrice Shc, ce qui
permettrait I'activation de métalloprotéinases (MMP). Ces MMP vont permettre la relache
du facteur de croissance similaire a I'EGF qui lie I’héparine (HB-EGF; Heparin-binding EGF-
like growth factor). En fait, les MMP clivent la protéine précurseure qui se trouve liée a la
membrane (proHB-EGF) ce qui va libérer des molécules d’HB-EGF et se lier au récepteur
EGFR [225]. Le récepteur, une fois activé, amenera la mise en place des voies de

signalisation de PI3K et des MAPK soit Erk-1/-2.
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En plus de la transactivation du EGFR par le GPER, il semblerait que ce récepteur
liant I'cestrogene soit aussi capable d’amener une mobilisation de calcium intracellulaire
suivant son activation. Cette intensification de la concentration de calcium intracellulaire a
été observée dans des cellules de cancer du sein (SKBR3) [20, 59] et dans des cellules
COS7 [234] ou bien HEK293 [77] transfectées avec le GPER. Outre ces expériences
effectuées avec des lignées cellulaires cancéreuses ou transformées, des résultats
similaires ont été obtenus avec des cultures primaires de neurones sensitifs de rats [74]
ou de neurones de primate produisant de la gonadolibérine [205]. Par ailleurs, on a
rapporté, dans des cultures primaires de cellules musculaires lisses vasculaires provenant
de veines ombilicales humaines, que I'ajout d’un agoniste du GPER amenait une petite
augmentation de calcium intracellulaire pendant quelques minutes, mais surtout qu’elle

empéchait I'entrée de calcium et la vasoconstriction induite par la sérotonine [99].

Une autre voie de signalisation plausible obtenue par le GPER serait la hausse de la
concentration d’AMPc intracellulaire. Cet effet a déja été démontré avec I'cestradiol dans
différents tissus, par exemple dans des neurones hyppocampiques de rats [97] ou des
artéres coronaires humaines [197]. Plus récemment, cet effet a été observé dans des
cellules transfectées avec le géne du GPER [77, 79]. De méme, cette production d’AMPc
via GPER peut aussi étre obtenue avec d’autres composés cestrogéniques comme les
xénoestrogénes [271], composés synthétiques d’origine industrielle présent dans
I’environnement ayant des propriétés cestrogéniques [253], ou des phytoestrogénes

[136].

Finalement, en plus de ces actions non génomiques induites par le GPER, il semble
gue ce récepteur soit aussi en mesure de modifier I'expression de différents genes [227].
Quelques études ont signalé une augmentation de |’expression génique de la cycline D2

[135] et de Bcl-2 [133] dans des kératinocytes. Les cyclines sont des protéines impliquées
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dans la régulation du cycle cellulaire en contrélant les kinases dépendantes des cyclines
(CDK) et Bcl-2, une protéine anti-apoptotique qui empéche I'activation des caspases,
inhibe la peroxidation lipidiqgue des membranes et bloque I'action de protéines pro-
apoptotiques comme Bax et Bad [188]. D’autre part, I'activation de GPER permettrait la
régulation positive du facteur de croissance neuronale (nerve growth factor) via
I’expression du facteur de transcription c-fos dans les macrophages [132]. Ce dernier étant
un facteur de transcription nucléaire dont la transcription est augmentée par de multiples
stimuli, comme d'autres facteurs de croissance [190]. Dans la méme ligne d’idées,
I’cestradiol ou un agoniste spécifique des GPER (G-1) augmente I'expression de plusieurs
génes, dont c-fos, pS2 et les cyclines A, D1 et E, observée dans des cellules de cancer de
I'ovaire [7]. Mais, il est intéressant de noter qu’ils n’accroissent pas I'expression du
récepteur de la progestérone qui est un géne tres bien documenté comme étant influencé
par les cestrogénes via ERa [139]. A notre connaissance, il n’existe qu’une seule étude
dans la littérature qui a effectué un criblage génique (puce a ADN) sur des cellules SKBR3
(ERa’, ERB™ et GPER®) pour identifier les génes qui sont induit par 'activation du GPER
[218]. L'activation du GPER par le 17B-E;, ou le tamoxifen, antagoniste des ER et agoniste
du GPER, augmente la transcription d’'une panoplie de facteurs de transcription dont le
plus fortement exprimé est le facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF). La
sécrétion de CTGF suite a I'activation du GPER promeut non seulement la prolifération
cellulaire, mais aussi la migration cellulaire. C’est donc dire que les effets génomiques
induits par I'activation du GPER peuvent avoir plusieurs implications physiologiques, dont
une plus grande probabilité de métastase ou de résistance aux agents antioestrogéniques

comme le tamoxifen dans les cas de cancer du sein.

Pour tenter de caractériser I'implication du GPER, des animaux « knockouts »

(invalidation du géne GPER par mutagenése) ont été concus. Comme |'cestrogéne est
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impliqué dans le développement et la fonction des organes reproducteurs, cet aspect a
été étudié et les souris obtenues n’ont pas montré de défauts apparents [178, 214, 294].
Cependant, I'utilisation in vivo d’'un antagoniste du GPER (G15) réduirait la prolifération
des cellules de la paroi utérine. Le GPER aurait alors un réle de soutien aux récepteurs ERa
qui sont nécessaires a la I'expression des genes dépendants des ERE, de méme qu’a la
prolifération et l'imbibition en fluides de |'utérus [59]. Malgré cette participation
minoritaire dans le développement des tissus utérins [59] et mammaires [215], les souris
GPER” présentent des troubles d’hyperglycémie, une réduction de croissance osseuse et
une augmentation de la pression artérielle [178]. La hausse de la pression artérielle serait
causée par une augmentation du ratio media/lumiére observé dans les vaisseaux de
résistance (mésentériques). Ce qui entrainerait probablement une augmentation de la
résistance vasculaire périphérique. L’hyperglycémie, quant-a-elle, serait secondaire a une
diminution d’expression et de relache d’insuline des flots de Langerhans. Comme
I'cestrogéne permet la régulation de la relache d’insuline, les souris « knockouts » ont
permis de démontrer que le GPER serait primordial pour la relache d’insuline dépendante
de I'estrogéne [178]. D’autres études utilisant des souris GPER”" attribuent un réle au
GPER dans le développement de I'obésité [99] et le systeme immunitaire [294]. Il est fort
probable que I'utilisation de souris GPER” va contribuer 3 approfondir les connaissances

et les cibles thérapeutiques potentielles via ce récepteur.

Quoi qu'il en soit, toutes ces études semblent démontrer que les GPER sont bel et
bien des récepteurs qui peuvent étre activés par les cestrogenes, produire une activation

cellulaire et sont responsables de différentes activités physiologiques.
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Cytoplasme

Figure 12 : Mécanismes de la signalisation médiée par I'cestrogene via le récepteur GPER.
L’cestrogene libre (E) peut traverser la membrane et se lier a I'un de ses récepteurs (ER et
GPER). Lorsque ce dernier lie le GPER, il active les protéines G hétérotrimériques qui a leur
tour peuvent activer plusieurs effecteurs dont I'andénylate cyclase (ce qui augmente la
concentration d’AMPc), Src et la sphingosine kinase (SphK). Ces deux derniéres voies de
signalisation iraient activer des métalloprotéinases de la matrice (MMP) qui vont
permettre la relache du facteur de croissance similaire a 'EGF qui lie I’'héparine (HB-EGF).
A son tour, "'HB-EGF va activer le récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR)
qui améne la mise en place de plusieurs autres voies de signalisation, dont la
phospholipase C (PLC) et l'activation de protéines kinases activées par un mitogene

(MAPK) (modifié de Prossnitz et al.) [226]
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3.5.2.1 Fonctions du GPER dans le systeme cardiovasculaire

Avec les outils disponibles aujourd’hui, il est maintenant possible d’étudier les
effets physiologiques résultant de I'activation du GPER. Dans la mesure ou les cestrogénes
sont engagés dans une multitude de systemes physiologiques, il est raisonnable de
considérer que l'implication du GPER peut étre substantielle. Une des premiéres
évidences que le GPER pourrait avoir une fonction dans les vaisseaux sanguins vient de
I'observation d’'une augmentation d’ARNm de GPER dans des cellules endothéliales
dérivées de la veine ombilicale humaine (HUVEC) soumise a un flot du milieu de culture.
C'est-a-dire que les forces de cisaillement appliquées par le flot physiologique du sang
dans les vaisseaux sanguins et la variation de celui-ci modifieraient I'expression du GPER
dans les HUVEC [267]. Le GPER est aussi exprimé dans les cellules musculaires lisses
vasculaires d’artéres cérébrales de souris [120], d’artéres mammaires internes et de
veines saphénes humaines [100]. Outre la présence du récepteur, il est important de
savoir s’il peut étre activé par I'cestrogéne et quels sont ses effets. Etant donné que le
17B-E, est un agoniste non sélectif de ERa, ERP et GPER, il est difficile de discriminer si l'un
de ces récepteurs est responsable de ces effets non génomiques vasculaires. Cependant,
certaines études ont démontré que des SERMS (tamoxiféne, raloxifene) pouvaient eux
aussi amener une vasodilatation non génomique et que le ICI 182,780, un antagoniste des
récepteurs classiques aux ocestrogéenes, n‘empéche pas la relaxation [165, 166]. Le
mécanisme de ces observations est demeuré mal compris et différentes hypotheses
infructueuses ont tenté en vain de fournir une explication. Ce n’est que récemment qu’il a
été démontré que ces trois antagonistes des ERs étaient en méme temps des agonistes du
GPER [78, 234, 272]. Ces observations laissaient présager que le GPER pourrait avoir un

role a jouer dans le contréle du tonus vasculaire. Une étude tres récente a été publiée en
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utilisant une souche de rat qui s’avére étre un modele d’hypertension sensible a
I’cestrogéne. C'est-a-dire qu’une carence en cestrogenes, via I'ovariectomie, chez ces rates
produit une augmentation significative et soutenue de la pression artérielle. Cette
augmentation de pression peut étre évitée en administrant un agoniste spécifique au
GPER (G-1) a l'aide d’une pompe osmotique sous-cutanée [169]. Dans le méme ordre
d’idée, un autre groupe a obtenu une chute de pression artérielle dépendante de la dose
de G-1 administré (perfusion), chez des rats Sprague-Dawley normotensif, soit une
diminution d’environ 10% de la pression artérielle moyenne avec une dose de
164.8 ng/kg-:min [99]. Chez le rat, sur des artéres mésentériques précontractées avec de
I'uridine 5'-triphosphate, ils ont obtenu une relaxation de 29 +4 % avec 1 umol/L de G-1.
Des résultats similaires ont été obtenus avec des arteres mammaires internes humaines et
des carotides de souris. lls ont aussi observé que I'agoniste G-1 diminuait la mobilisation
de calcium provoqué par la sérotonine (vasoconstricteur). Enfin, I'activation du GPER
inhibait la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires humaines qui
n’exprimaient ni ERa ni ERP. Tous ces éléments mis ensemble tendent a indiquer que le

GPER pourrait avoir un role a jouer important dans le systeme cardiovasculaire.

3.5.2.2 Les outils pharmacologiques du GPER

Plusieurs outils pharmacologiques concernant le GPER ont déja été cités. Pour
simplement faire un rappel, nous savons que le composé endogene prédominant des
cestrogenes, le 17B-cestradiol, lie a la fois ERa, ERP et le GPER [234, 272]. Tandis que
I'isomere 17a-cestradiol, l'cestrone, [l'cestriol, la progestérone, le cortisol et la
testostérone n’ont pas ou tres peu d’affinité pour le récepteur GPER [272].
Paradoxalement, des molécules utilisées comme antagonistes des récepteurs classiques

aux cestrogenes, soit le Tamoxifene et le ICI 182,780, lient le GPER avec une bonne affinité
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[272] et agissent tout deux comme agoniste du GPER [78, 234]. Une autre molécule digne
de mention est la génistéine, un phytoestrogéne. La génistéine possede une grande
affinité pour ERB et GPER. Elle serait en mesure d’activer le GPER et d’augmenter
I’expression de c-fos via la voie d’activation de ERK1/2 [173]. Il est maintenant possible de
se procurer, via des fournisseurs scientifiques, un agoniste spécifique au GPER qui n’active
pas les récepteurs classiques aux cestrogenes. Cette molécule, la G-1 et a été découverte
par un criblage virtuel et biomoléculaire exhaustif [20]. L'affinité du G-1 pour le GPER est
évaluée a 11 nmol/L (comparé a 5,7 nmol/L pour E;) et I'affinité pour les ERs n’est pas
significative a des concentrations allant jusqu’a 1 umol/L. Les sections précédentes de
cette thése renferment plusieurs exemples que le G-1 est en mesure d’activer le GPER.
Finalement, une nouvelle molécule, la G15, structurellement semblable au G-1 a été

caractérisée comme antagoniste [59].

4 4
O Br o Br

G-1 G15

Figure 13 : Structure de I'agoniste (G-1) et I'antagoniste (G15) au GPER. (modifié de Dennis
M.K. et al.) [59]



85

5. HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE TRAVAIL

Lorsqu’on ouvre la cavité abdominale d’une rate gestante, il est évident que les
vaisseaux utérins chez le rat subissent une croissance considérable quant a la longueur et
au diametre. Ce remodelage de la vasculature utérine est caractérisé comme une
hypertrophie et une hyperplasie de toutes les composantes de la paroi vasculaire [39]. Le
remodelage influe sur les réponses de ces arteres a différents stimuli. En effet, la
réactivité des artéres utérines est augmentée pour plusieurs agents vasoconstricteurs
(phényléphrine, angiotensine Il, chlorure de potassium) pendant la gestation [51, 258] et
I'inverse de ce qui se produit dans la circulation systémique [179]. Donc, le remodelage de
la vasculature utérine durant la grossesse modifie a la foi la structure des artéeres utérines,

leurs composantes (fibres d’élastine et de collagéne) et aussi leur réactivité.

Il est connu que la grossesse améne plusieurs modifications de la concentration
des hormones circulantes. Parmi celles-ci, il y a I'cestradiol, I'cestrogéne présent en
majorité, dont la concentration s’accroit tout le long de la grossesse. Elle atteindra une
concentration trois cents fois plus élevée avant terme qu’une femme non gravide. Cette
hormone a de multiples fonctions ainsi qu’'un mode d’action a la fois génomique et non
génomigue. Nous nous sommes alors demandé comment I'cestradiol influence ou modifie

la circulation utérine durant la grossesse.

A partir des données de la littérature et de I'expérience acquise au laboratoire

durant ma formation a la maitrise, nous avons formulé deux hypothéses.

A. La relaxation induite par une action non génomique du 17B-cestradiol sur

les muscles lisses vasculaires des artéres utérines de rats est indépendante
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des récepteurs classiques aux cestrogenes et est modifiée durant la
gestation en raison d’une variation de I'expression des NOSs dans les
cellules musculaires lisses.

B. L'inhibition de la synthese d’cestrogenes, par un bloqueur de I'aromatase,
occasionnerait une altération du remodelage vasculaire observé durant la

grossesse et, par conséquent, des modifications de la réactivité vasculaire.

Pour répondre a ces hypotheses, nous avions établi les objectifs suivants :

Al.

A2.

A3.

B1.

B2.

B3.

Mesurer les effets vasorelaxants aigus des oestrogenes sur les artéres utérines
dénudées de leur endothélium.

Identifier les voies de signalisation moléculaire impliquée a l'aide d’outils
pharmacologiques.

Comparer I'expression des synthases de monoxyde d’azote dans les muscles lisses
vasculaire utérin entre les rates gestantes et non gestantes.

Enrayer la synthese d’cestrogénes durant la gestation chez le rat par
I’administration d’un inhibiteur de I'’enzyme aromatase (ATD).

Evaluer si le traitement avec I'ATD & une incidence sur le déroulement de la
gestation en mesurant des parametres physiologiques et biochimiques de la mére
et des foetus.

Evaluer si le traitement a ’ATD durant la gestation affecte les artéres utérines en

modifiant le remodelage vasculaire et la réactivité vasculaire.

En répondant aux hypothéses et objectifs de ce projet de recherche, nous

espérons avoir une meilleure compréhension des mécanismes par lesquelles

I’cestrogene est en mesure d’influencer la réactivité vasculaire et le remodelage de la
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circulation utérine durant la grossesse. Le but recherché est de comprendre ces
mécanismes pour nous mener a définir de nouvelles approches thérapeutiques afin de
réduire l'incidence d’une restriction de croissance intra-utérine. En fait, les maladies
vasculaires maternelles associées a une diminution de la perfusion utéro-placentaire
seraient responsables d’environ 25-30% de tous les enfants ayant subis une
restriction de croissance intra-utérine [233]. Plusieurs études, tant chez ’lhomme que
chez les animaux, ont proposé qu’une restriction de croissance intra-utérine soit
associée a une augmentation de morbidité, de mortalité ainsi que des conséquences a
long terme sur le développement de plusieurs systéemes physiologiques
(cardiovasculaire, métabolique, endocrinien, reproducteur, neurologique, respiratoire
et squelettique) ce qui ménerait au développement de maladies chroniques a I'age
adulte [13, 82]. D’autre part, le remodelage vasculaire utérin a la particularité d’étre
complétement réversible aprés la parturition. Une meilleure compréhension des
mécanismes impliqués dans ce remodelage ainsi que ceux qui permettent ce retour au
stade prégestationnel pourrait amener a l'identification de cibles thérapeutiques pour
d’autres types de remodelage vasculaire qui eux ne sont pas réversible (hypertension,

athérosclérose, etc.).



CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES
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ANIMAUX

Les rats que nous utilisons ont accés tout le long de leur séjour a la nourriture
(2018 Teklad Global 18 % Protein Rodent Diet; Teklab Premier Laboratory Diets, Madison,
WI) et I'eau du robinet ad libitum. Ils sont hébergés dans un environnement avec
luminosité (de 6:00 a 18:00) et température (21%3 °C) contrblées. Cette étude a été
approuvée par le comité local de protection des animaux qui est accrédité par le Conseil

canadien de protection des animaux (CCPA).

Des rates Sprague-Dawley (Charles River Canada, St-Constant, QC, Canada) ayant
un poids de 225 a 250 g sont croisées avec un male fertile. Le lendemain matin lorsque
des spermatozoides sont retrouvés dans les frottis vaginaux, on considere la rate a son
jour 1 de gestation sur 22. Au jour 14, nous débutons le protocole proprement dit par
I'injection sous-cutanée quotidienne d’un inhibiteur de |'aromatase jusqu’au jour
précédant le sacrifice de I'animal. Le volume des injections est ajusté au poids de I'animal.
Nous avons utilisé un inhibiteur d’aromatase, I’ATD (1,4,6-androstatrien-3,17-dione), que
nous avons administré a une concentration de 5 mg/jour dans un volume d’injection
variant entre 150 et 200 pL [61, 113, 180]. Le poids corporel des animaux a été mesuré au
jour 1 ainsi que quotidiennement des jours 11 a 22 de la gestation. La prise de nourriture
et d’eau a également été notée quotidiennement des jours 11 a 22. Le poids du cceur, des
reins, des ovaires et les parametres foetaux (poids des bébés, des placentas et de 'unité

foetoplacentaire) ont été mesurés au jour 22.

Nous avons aussi effectué un protocole expérimental a I'animalerie du CHUM-

Technopodle Angus en collaboration avec la Dre Julie Lavoie. Nous avons tout mis en ceuvre
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pour que les conditions soient le plus identiques possible au protocole précédent. Nous
avons utilisé la méme souche de rats Sprague-Dawley provenant de Charles River, la
méme diete, le méme horaire de luminosité 12h:12h et dans un environnement a
température et humidité controlées. Les soins et installations répondent aux standards
demandés par le CCPA et toutes les interventions pratiquées sur les animaux ont été

approuvées par le comité institutionnel de protection des animaux du CHUM.

Des rates pesant 225-250g sont croisées avec un male fertile. Le lendemain matin
lorsque des spermatozoides sont retrouvés dans les frottis vaginaux, on considere la rate a
son jour 1 de gestation sur 22. Au jour 14, nous avons inséré des implants sous la peau des
rates (région sous-scapulaire). Il s’agissait d’implants d’ATD 80 mg produit sur demande
avec une libération programmée de 10mg/jour pour une période maximale de 21 jours

(Innovative Research of America, Sarasota, Florida, USA).

IMESURES DE PRESSION ARTERIELLE

Pléthysmographie caudale

La pression artérielle a été mesurée par pléthysmographie caudale (Noninvasive
Blood Pressure System for Rats and Mice RTBP 2000, Kent Scientific Corporation,
Torrington, CT, USA) chez des rats conscients. L'enregistrement de la pression se fait au
niveau de la queue du rat ou un brassard gonflable permet I'occlusion de I'artére caudale.
Un détecteur, qui se situe en position distale sur la queue par rapport au coffre, détecte le

retour de la circulation sanguine lorsque le brassard dégonfle. Les rats sont maintenus
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dans un tube de contention en plastique et les rats ont été acclimatés au systeme de prise
de pression entre les jours 7 a 10 de I'expérience et la pression a été enregistrée aux
jours 11 a 22. Chaque jour, nous prenons 10 mesures de pression consécutives par rat

pour minimiser I’erreur par individu et nous calculons la moyenne pour la journée.

Télémétrie

La pression artérielle et le rythme cardiaque des rates ont été mesurés par un
systeme d’implant qui transmet ces données par radiotélémétrie. Deux a trois jours aprés
réception, les rates ont subi une chirurgie pour la mise en place des implants TA11PA-C40
(Data Sciences; St. Paul, MN, USA). Ces chirurgies ont été pratiquées par Catherine Michel,
technicienne en santé animale pour I'équipe de la Dre Julie Lavoie. Nous induisons

I'anesthésie chez ces rates en administrant 4 % d’isoflurane par inhalation et nous

maintenons cet état en réduisant le débit a ~2 % en continu. On administre une dose de

buprénorphine sous-cutanée qui servira d’analgésique postopératoire et nous
administrons une infiltration de marcaine aux sites ou seront pratiquées les incisions aprés
rasage et désinfection (détergent, iode, éthanol) des zones désignées. Durant la chirurgie
les rates étaient couchées en position dorsale sur un dispositif chauffant pour maintenir
leur température corporelle. Une incision abdominale était nécessaire pour introduire
I'implant dans la cavité abdominale et maintenue en place par des points de suture sur la
paroi abdominale. De plus, une incision sur la surface interne de la cuisse gauche est
nécessaire pour permettre I'acceés a I'artéere fémorale. La canule insérée dans I'artere est
engagée jusqu’a la jonction entre I'aorte abdominale et I'artere iliaque. Lorsque la canule
est en place, le site d’insertion est ligaturé avec un fil de suture. On referme ensuite les

deux plaies avec du fils de suture (soie 4-0) et des agrafes chirurgicales (9 mm Autoclips).
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Pour chaque animal, nous avons effectué trois jours de lecture avant
d'entreprendre les croisements avec des males. Ensuite, nous avons pris des lectures un
jour sur deux du jour 1 au jour 14 de gestation et a tous les jours du jour 15 jusqu’au
matin du sacrifice. Durant une période de lecture, tous les parametres sont mesurés a une
minute d’intervalle. Pour chaque animal que nous avons utilisé, nous avons fait la
moyenne de toutes les valeurs mesurées durant le jour, c’est-a-dire durant leur période

de repos.

LA REACTIVITE VASCULAIRE UTERINE

Cette partie de projet a été effectuée avec le systeme de myographe a
microvaisseaux en utilisant des arteres utérines de rates non gestantes et dénudées de
leur endothélium. Les étapes expérimentales ont été décrites dans I'article [249] et encore
plus en détail dans une revue [248]. Pour faire un survol, immédiatement aprés avoir
sacrifié les animaux, les deux cornes utérines avec leur vasculature sont retirées et
immergées dans un tampon Krebs bicarbonate froid et oxygéné (95 % O,, 5% CO, pour
maintenir un pH 7.4) ainsi composé : (en mol/L) 118 NaCl, 4.65 KCI, 25 NaHCOs, 2.5 CaCl,,
1.18 MgS0Q,4, 1.18 KH,PO4 et 5.5 dextrose. L'artére utérine principale est isolée et
nettoyée des tissus conjonctif et adipeux et l'artére est coupée en segments de 1,5 et
2 mm de longueur. Pour étudier |'effet de I'cestrogéne sur les muscles lisses des vaisseaux,
nous avons éliminé I'’endothélium. Ceci est obtenu en plagant une canule dans le vaisseau
pour perfuser avec une solution aqueuse de Triton X-100 (0,03 %) et ringons avec du
Krebs. Deux fils de tungsténe (@ 25 uM) sont ensuite introduits dans la lumiére du
vaisseau. Les extrémités des fils sont attachées sur les supports du myographe a

microvaisseaux (Kent scientific, modifié).
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Figure 14 : Systéme de myographe a microvaisseaux. (schéma de Sicotte B.) [248]

Un des supports est relié a un transducteur de force (Kent Scientific) et I'autre a un
micromeétre gradué. Les étirements sont enregistrés sous forme de tension par un
ordinateur en utilisant un systéeme d’acquisitions de données par le logiciel PolyVIEW
(Grass-Telefactor). Le segment d’artére utérine est baigné dans 5 mL de solution de Krebs
oxygénée. La solution est changée aux 15 minutes environ. Le vaisseau est d’abord étiré
durant une période de 10 min et laissé a reposer sans tension 10 minutes. Cette opération
se fait trois fois consécutives, elle permet d’éviter I'hystérese du vaisseau lors des étapes
subséquentes. Nous effectuons ensuite des étirements cumulatifs de 50 um avec une
période de stabilisation (~ 3 minutes) entre chaque étirement. Nous distendons le
vaisseau jusqu’a atteindre ~ 2 a 3 mN/mm (1 mN = 102 mg) dépendamment du diamétre
du segment vasculaire. Ceci nous permet de tracer une courbe longueur-tension passive
spécifigue au vaisseau. On détermine la longueur d’étirement (Fg) nécessaire pour
obtenir une circonférence équivalente a une tension passive de 60 mmHg sur le vaisseau
suivant la loi de Laplace (Lgo). Apres une équilibration du vaisseau a Lg pendant 30

minutes, la réactivité du segment vasculaire est évaluée par I'application de 1 uM de
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phényléphrine. Une fois le plateau de réponse atteint, nous vérifions si de I'endothélium
fonctionnel est encore présent en ajoutant 10 uM carbachol, un agoniste cholinergique et
vasodilatateur dépendant de I'endothélium. S’il y a relaxation (= 10 %) suivant la
stimulation avec le carbachol, ces segments d’artére utérine ne sont pas utilisés. Ensuite,
la solution de Krebs baignant les tissus est changé plusieurs fois et on laisse reposer 60
minutes. A ce moment, on ajoute un des modulateurs pharmacologiques (L-NAME, ICI
182,780, TEA, etc.). Apres trente minutes, on stimule le vaisseau avec 1 uM de
phényléphrine et au plateau de réponse, nous appliquons des concentrations croissantes
cumulatives d’cestradiol (17a-E; ou 17B-E;) afin d’obtenir une courbe concentration-
relaxation. Dans notre protocole d’animaux traité avec ’ATD nous avons aussi testé la
contraction de ces artéres a I'angiotensine. Pour ce faire, nous avons ajouté des doses
croissantes d’angiotensine Il sur des segments d’artéres utérines au repos, c'est-a-dire
seulement sous tension mécanique passive (60 mmHg). Les concentrations de chaque
substance que nous avons utilisée sont indiquées dans la section résultat et dans la

légende de chacune des figures.

DOSAGE ET ECHANTILLONNAGE

Au jour 20, nous avons placé les rates sous traitement a I’ATD et celles ayant un
placebo dans des cages métaboliques durant 24 h ou nous avons mesuré le volume
urinaire ainsi que leur consommation d’eau et de nourriture. L’échantillon urinaire
recueilli a été utilisé pour doser les concentrations de créatinine, d’'urée, de sodium, de
potassium, de calcium total et de protéines. Ces analyses ont été effectuées au laboratoire
de biochimie clinigue du CHU Ste-Justine. Au 22° jour de gestation, les rates ont été

sacrifiées par décapitation. Nous avons prélevé du sang dans trois tubes de prélevement
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différents. Premierement, nous avons recueilli ~0,5 mL dans un tube avec anticoagulant,

BD Vacutainer K,EDTA (#367861, Franklin Lake, NJ, USA), dans lequel nous avons prélevé

une aliquote avec un microcapillaire (Fisherbrand, Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada)
pour mesurer 'hématocrite. Deuxiemement, une autre fraction du sang (~1 mL) a été

recueillit dans un tube BD Vacutainer Lithium-Heparin (#367886) qui, aprés centrifugation
(1550 g durant 20 minutes a 4°C) a été envoyé au service de biochimie clinique du CHU
Ste-Justine pour évaluer la concentration de créatinine, d’urée, de sodium, de potassium
et de calcium total. Le sodium et le potassium ont été dosés avec des électrodes
spécifiques, le calcium total par réaction colorimétrique, I'urée via une électrode de

conductibilité et la créatinine par un test enzymatique colorimétrique. Le sang restant
(~4 mL) est recueilli dans un tube BD Vacutainer Serum (#367815), centrifugé a 1,550 g

durant 20 minutes a 4°C. Le surnageant (sérum) est congelé pour éventuellement doser

les stéroides circulants.

Dosage des cestrogénes sanguin

Nous avons utilisé une trousse radioimmunologique pour la détection d’cestradiol
dans le sérum suivant le protocole fourni par la compagnie (Double Antibody Estradiol RIA
kit, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA). Cependant, nous avons eu

une réaction croisée des anticorps de cette trousse avec I’ATD retrouvé dans le sérum.

Nous avons alors dosé [|'cestradiol sanguin en utilisant un systeme de
chromatographie a phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse (GC-MS). Ces

expériences ont été faites en collaboration avec Thierry Ntimbane, un étudiant au
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doctorat au centre de recherche du CHU Ste-Justine [32, 206]. Le dosage se fait a partir de
500 uL de sérum. Nous avons ajouté 1,5 mL de tampon acétate (pH 5,2) que nous saturons
avec du NaCl en poudre, puis nous ajoutons 2 gouttes de HCl (12N) pour précipiter les
protéines. On récolte le surnageant et on effectue une double extraction a I’éther d’éthyle
pour recueillir les molécules hydrophobes, dont les stéroides. Nous avons ensuite fait une
dérivation au chlorure de pentafluorobenzoyle (PFBCI), ce qui rend la molécule plus
volatile pour utilisation dans le GC-MS. Une fois la réaction arrétée, nous avons fait une
double extraction avec de I’hexane. Les échantillons étaient ensuite séchés completement
et reconstitués dans 50 pL d’hexane avant d’étre injectés dans le GC-MS. Des aliquotes de
2 uL ont été injectés dans un systeme de chromatographie gazeuse Hewlett Packard série
6890 version A.02.14 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) avec une colonne capillaire
DB-17HT (2.5 m x 0.1 mm x 0.1 um) de la compagnie Agilent Technologies (Santa Clara,
CA, USA). Le tout est couplé a spectrométre de masse (Agilent Technologies Mass
Selective Detector 5973 Network) utilisé en mode d’ionisation chimique avec du méthane.
Nous avons détecté les ions correspondant au ratio de la masse sur la charge (m/z) de 660
et 665 pour le 17B-E, et le standard interne [*Hs]17B-E, respectivement. Le programme de
température du chromatographe que nous avons utilisé est le suivant: 150°C durant
2 min, augmentation progressive de 20°C/min jusqu’a 280°C et de 5°C/min jusqu’a 325°C.

Ensuite, maintenir a 325 °C pendant 2 minutes.

ANALYSES STATISTIQUES

Les pressions artérielles systoliques par mesure indirecte non invasive ou par
télémétrie ont été comparées dans chaque groupe avec des valeurs stables de

prétraitement par un test d’analyse de variance (ANOVA) a deux facteurs pour mesures
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répétées (Prism 5.0, Graphpad Sofware Inc., San Diego, CA, USA). Les parameétres
physiologiques; soit les données plasmatiques, urinaires et hormonales, le poids des
organes et les données foetales ont été comparés par un test T de Student pour des

données non pairées.

Chaque courbe concentration-réponse a été analysée par régression non linéaire selon

I’équation logistique a quatre parametres : y = Emf{X ol « X » est le logarithme
1+ lo(L()gECSO—X)Pente

de la concentration de I'agoniste et « Y » est la réponse obtenue (% relaxation). Le Eax €st
I’'asymptote de la courbe soit la réponse maximale possible pour cet agoniste. L'ECs est la
concentration d’cestrogene nécessaire pour obtenir 50 % de la réponse maximale. La
réponse maximale (Emax) €t la concentration de I'agoniste nécessaire pour produire 50 %
du Emnax (ECso) ont été comparées entre les groupes par un test de F (Prism 5.0). Il faut
préciser que puisque nous travaillons avec des concentrations réparties de facon égale sur
une échelle logarithmique il est important de comparer le logECsg pour s’assurer de la
linéarité des données. Donc, ces données sont exprimées en pD,, c’est-a-dire -logECs

étant pour faciliter I'interprétation des résultats.

PRODUITS CHIMIQUES ET AGENTS PHARMACOLOGIQUES

Tous les produits employés sous forme de sel dans ces expériences (tampons,
solutions de Krebs, etc.) étaient de grade analytique provenant de Fisher Scientific
(Montréal, QC, Canada) et Bio-Rad (Mississauga, ON, Canada). Les différents solvants
proviennent soit de Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada) ou Mallinckrodt Baker
(Phillipsburg, NJ, USA) Nous nous sommes procuré de I’ATD (1,4,6-androstatrien-3,17-

dione) aupreés de la compagnie Steraloids Inc. (Newport, RI, U.S.A.). Nous avons été en
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mesure d’obtenir une suspension de ce composé dans une solution d’éthanol (10 %)/
propyléne glycol. Il était préférable de dissoudre I’ATD dans I’éthanol que I'on réchauffe
au bain-marie et ensuite on ajoute le propyléne glycol pour obtenir une suspension
homogéene. Nous nous sommes procuré I'agoniste du GPER (G-1) chez Calbiochem (EMD
Chemicals, Inc., Gibbstown, NJ, USA). Le KT5720, le Rp-8-pCPT-cGMPS, la génistéine, le ICI
182,780, le Tetraethylammonium (TEA), la Cycloheximide, le pentafluorobenzoyl chloride
(PFBCI) le 4-aminopyridine (4-AP), le Penitrem A et le Glybenclamide proviennent tous de
chez Sigma-Aldrich. Finalement, nous avons obtenu le propylpyrazole triol (PPT), le
Diarylpropionitrile (DPN), I'ibériotoxine (IbTX), et le 2-methoxyestradiol (2-ME) chez Tocris
bioscience (Ellisville, MO, USA).
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Scott PA, Tremblay A, Brochu M, St-Louis J. Vasorelaxant
action of 17f-estradiol in rat uterine arteries: role of nitric oxide
synthases and estrogen receptors. Am J Physiol Heart Circ Physiol
293: H3713-H3719, 2007. First published October 19, 2007;
doi:10.1152/ajpheart.00736.2007.—The uterine vasculature plays an
important role during pregnancy by providing adequate perfusion of
the maternal-fetal interface. To this end, substantial remodeling of the
uterine vasculature occurs with consequent changes in responsiveness
to contractile agents. The purpose of our study was to characterize the
vasorelaxant effects of estrogens on vascular smooth muscles of the
rat uterine artery during pregnancy and to evaluate the involvement of
estrogen receptors (ESR) and nitric oxide synthases (NOS). To do so,
we measured NOS expression in the whole uterine and mesenteric
circulatory bed by Western blotting. Vasorelaxant effects of 17(3-
estradiol (17B-E.) were assessed on endothelium-denuded uterine
arteries with wire myographs in the absence and presence of pharma-
cological modulators [nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), ICI-
182780, tamoxifen]. All experiments were performed on arteries from
nonpregnant (NP) and late pregnant (P) rats. In the uterine vasculature
of the latter group, NOS3 (endothelial NOS) expression was in-
creased, while NOS1 (neuronal NOS) was reduced compared with NP
rats. Expression of the NOS2 (inducible NOS) isoform was undetect-
able in the two groups. Both 173-E> and 17a-E> induced uterine
artery relaxation, but the latter evoked lower responses. Endothelium-
denuded arteries from NP rats showed larger relaxation with 173-E»
than P rats. This larger relaxation disappeared in the presence of
L-NAME. The ESR antagonist ICI-182780 did not affect acute relax-
ation with 173-E, and 17a-E>. Moreover, membrane-nonpermeant
17B-E>:BSA (estradiol conjugated to bovine serum albumin) did not
induce any vasorelaxation. Our results indicate that estrogens exert
direct acute vasorelaxant effects in smooth muscles of the rat uterine
artery that are mediated by mechanisms independent of ESR activa-
tion, but with some stereospecificity. Part of this effect, in NP rats
only, is due to nitric oxide produced from muscle NOSI.

estrogens; pregnancy

THE UTERINE VASCULATURE plays a pivotal role during pregnancy,
being responsible for adequate perfusion of the maternal-fetal
interface. To achieve this goal, the substantial remodeling of
the uterine vasculature that occurs is characterized in the rat by
hypertrophy and hyperplasia of all components of the vessel
walls (10). However, the mechanisms involved are still un-
clear. Pregnancy-induced remodeling of the uterine vasculature
results in several functional alterations, such as increased
vascular reactivity to different vasoconstrictors (39), while
reactivity is reduced in systemic arteries (24, 38).

Pregnancy is also accompanied by major hormonal changes,
especially of sex steroids. In women, the plasma concentrations

of estradiol (E») range between 0.1 and 0.4 ng/ml during the
normal menstrual cycle (1). After conception, the E, serum
level increases progressively until it reaches 6-30 ng/ml at
term (21). In nonpregnant rats, E, ranged from 3 to 19 pg/ml
during the estrous cycle, rising to 30-57 pg/ml on the last
(22nd) day of gestation (15, 20). E, has been shown to augment
blood flow in the uterine vasculature (22, 32). Given the high
exposure of the utero-placental bed to the direct and massive
secretion of estrogens during gestation, these hormones should
play a significant role in the uterine arterial circulation during
pregnancy. Estrogen may act via two different pathways:
genomic and nongenomic (2). The simplified classical view of
the genomic pathway needs estrogen to bind estrogen receptor
(ESR1) (formerly ERa) or ESR2 (formerly ERP), favoring
dimerization. The dimer formed can regulate the transcription
of target genes that have estrogen response element sequences
in their promoter region. On the other hand, estrogen has been
reported to induce some of its effects in a short period of time
that could not involve new protein synthesis. These rapid
actions of estrogen, referred to as nongenomic actions, could
arise from endothelial cell activation or occur directly on
vascular smooth muscle (VSM) cells (VSMC). Many studies
have disclosed that arterial relaxation mediated by estrogen
could result from endothelial cell activation, which releases
nitric oxide (NO) (7) and leads to cGMP pathway activation in
VSMC that could activate calcium-activated potassium chan-
nels (33). However, this pathway is probably not the main
route through which E, elicits vasorelaxation, because it has
been demonstrated several times that E, can relax endothelium-
denuded arteries (9, 18). With the use of pharmacological
levels of E,, vascular relaxation in the absence of endothelium
was correlated with decreased Ca®* influx (17, 40), increased
K™ efflux (41, 44), and intracellular cAMP elevation (25) in
VSMC. However, it has been discerned in the porcine coronary
artery that E, relaxation of VSM requires protein kinase G
activation by augmenting cAMP and then possibly opening
large-conductance Ca?"-activated K™ channels (BKc,) (18). A
more recent study suggested that Ej-induced relaxation in-
volves NO activation of BK¢, in human coronary smooth
muscle cells after stimulation of neuronal nitric oxide synthase
(nNOS, NOS1) (16).

In addition, seven-transmembrane G protein-coupled recep-
tor 30 (GPR30) has been reported to trigger rapid cellular
signaling when activated by estrogen (14). Binding to this
receptor was found to be highly specific to 17B3-E,, with
17-E, having much less affinity, similar to that of these
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compounds for ESR (29). GPR30 has been localized in the
cytoplasm (13) and probably in the endoplasmic reticulum
(29), possibly with a small GPR30 pool at the plasma mem-
brane (12). It has also been shown that GPR30, expressed
intracellularly, is capable of initiating cellular signaling, and
insufficient GPR30 is expressed on the cell surface to initiate
signaling in response to impermeable ligands [E>:bovine serum
albumin (BSA)] (30).

NOS are responsible for the production of NO, a volatile gas
with well-known vasorelaxant properties on vascular tissues.
NOS exist in three isoforms: NOS3 [endothelial NOS (eNOS)],
mainly present in the vascular endothelium; NOSI (nNOS),
present in neurons and innervated tissues, such as smooth
muscles; and NOS2 [inducible NOS (iNOS)], inducible and
expressed ubiquitously. Several studies have reported that
NOS3 expression is increased in the uterine vasculature during
estrogen treatment, the follicular phase, and pregnancy, sug-
gesting that endothelially generated NO is involved in the
vasorelaxant actions of E; (23, 27, 28). However, little is
known about changes in NOS2 and NOS1 expression in uterine
arteries during pregnancy. NOS1 expression has been shown to
be completely abolished in the VSMC of human umbilical
cords after preeclamptic pregnancy (36).

Since increased NOS3 expression in the uterine arterial
endothelium during pregnancy is well-documented, what are
the direct effects of E; on uterine arterial smooth muscle (in the
absence of endothelium)? How are these effects modulated
during pregnancy in regard to the significant remodeling that
occurs in arterial walls during this condition? Our study was
designed to characterize the acute effect of estrogens on VSM
of uterine arteries, determine how it is affected by pregnancy,
and establish whether ESR and NO participate in the acute
relaxant action of E,. We hypothesized that the acute action of
17B-E> on endothelium-denuded uterine arteries is mediated
by a pathway independent from ESR but involving some
participation of nonendothelial NOS.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Female Sprague-Dawley rats (Charles River Canada,
St-Constant, QC, Canada; total of 120) weighing 225-250 g were
mated with fertile males. The morning on which spermatozoa were
found in vaginal smears was considered day 1 of pregnancy. Virgin
rats of the same age (=14—-15 wk of age) served as controls without
consideration of the stage of the estrous cycle. All animals had ad
libitum access to food (Teklad global 18% protein rodent diet, Harlan
Teklad; Montreal, QC, Canada) and tap water. They were killed by
decapitation on day 22 of pregnancy (parturition on day 23). Their
uterine horns and small intestine with attached vasculature were
removed and placed in cold oxygenated Krebs bicarbonate solution of
the following composition (in mmol/l): 118 NaCl, 4.65 KCl, 25
NaHCOs;, 2.5 CaCl,, 1.18 MgS0s4, 1.18 KH,PO,, and 5.5 dextrose.
The uterine vasculature was isolated by blunt dissection of fat and
connective tissues. The blood vessels of one uterine horn were
detached from the uterus, frozen immediately in liquid nitrogen, and
kept at —80°C until being used for Western blots. The main uterine
artery of the other horn was prepared for myotropic activity experi-
ment (see below). The mesenteric vascular bed was prepared in a
similar way with blunt dissection of fat and connective tissues,
detached from the intestine body, and frozen rapidly in liquid nitro-
gen. This gave a small vascular tree composed of the superior
mesenteric artery down to the fourth branch. All animals were housed
under controlled light (6 AM—6 PM) and temperature (21 £ 3°C).

AJP-Heart Circ Physiol « VOL 293
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The protocols were approved by the local animal care committee,
which is accredited by the Canadian Council on Animal Care.

Western blotting. Frozen tissues were powdered with a mortar and
homogenized in Tris buffer (mmol/l: 250 Tris-HCI, 10 EDTA, 10
EGTA, pH 7.4). For each uterine artery preparation, we pooled the
vasculature of two or three animals to obtain enough protein per
sample. The homogenate was centrifuged at 3,000 rpm for 10 min.
Protein concentration in the supernatant was measured by Bradford
assay (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) (4). Proteins (45 pg/well)
were separated on sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels (7.5%)
and transferred to nitrocellulose membranes. The membranes were
then incubated in blocking solution (Tris-buffered saline-Tween-5%
skim dry milk) for 30 min at room temperature. They were then kept
overnight at 4°C with primary antibody, washed, and incubated with
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody for 30 min at
room temperature. Protein loading was estimated on the same gel by
cutting the membrane in two and using mouse anti-f3-actin primary
antibodies on the lower part. Immunoreactive bands were visualized
with the enhanced chemiluminescence (ECL) detection system. The
samples were compared by scanning densitometry with Alpha Imager
software (Alpha Innotech, San Leandro, CA). The antibodies and
optimal dilution were anti-NOS3 mouse IgG1 clone 3 (no. 610297;
1/1,000), anti-NOS2 mouse IgG1 clone 54 (no. 610432; 1/5,000),
anti-NOS1 mouse IgG2a clone 16 (no. 610309, BD Biosciences
Pharmigen, San Diego, CA; 1/1,000), anti--actin mouse IgG1 clone
AC-15 (no. ab6276, Abcam, Cambridge, MA; 1/10,000), and anti-
mouse IgG horseradish peroxidase-linked whole antibody from sheep
(no. NA931; 1/2,000) (ECL kit, Amersham Biosciences, Baie d’Urfé,
QC, Canada).

Myotropic activity of uterine arteries. The main uterine arteries in
the middle portion along the uterine horn were cleaned of fat and
connective tissues, and rings (1.5-2.0 mm) were prepared and
mounted in wired myographs as described previously (39), with some
modifications. For instance, the endothelium was removed by passing
Triton X-100 (0.03% vol/vol) in the artery before its mounting on
myograph supports similarly to the method of Connor and Feniuk
(11). The passive tension applied on the uterine arteries was equiva-
lent to 60 mmHg (Leo), which is the passive circumference that the
arterial segment would have had at this transmural pressure.

After the arterial segments were set up in myographs, they were
stretched three times to minimize subsequent hysteresis and allowed
to equilibrate (10 min) in the absence of passive tension. The seg-
ments were stretched in steps of ~50 wm in diameter until ~2-3
mN/mm (1 mN = 102 mg) of wall tension was reached. The vessels
were held at each length for 2-3 min, and wall tension was recorded.
The data were fitted to the exponential curve y = AePe to evaluate Leo,
as previously described (39). After equilibration at this passive length
for 30 min, reactivity of the arterial segments was evaluated by
challenge with 1 wmol/l phenylephrine (Phe). At plateau response the
absence of a functional endothelium was verified by adding 10 wmol/l
carbachol, and only arteries that did not respond were used. The
arterial segments were washed three times and, 45 min later, the
vessels were restimulated with 1 pmol/l Phe in the absence or
presence of nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 100 pwmol/l) or
ICI-182780 (20 pwmol/l) added 15 min before Phe. When the plateau
response was reached, cumulative concentrations of estrogens
(170-E» or 173-E>) were added to generate concentration-relaxation
curves. We also performed these experiments with 173-E>:BSA
conjugates, followed by another relaxation to 173-E..

Statistical analysis. For Western blotting, each value was standard-
ized to B-actin from the same blot. Differences between pregnant (P)
and nonpregnant (NP) groups were determined by Student’s #-test. In
the myotropic experiments, responses to estrogens were expressed in
percentage of relaxation from the increased tone induced by Phe (1
pmol/l). Concentration-relaxation curves were analyzed by nonlinear
regression with Prism software (GraphPad Software, San Diego, CA):
Y = Emax/] + 10108ECs0 ~ 0slore " whare X is the logarithm of estrogen
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concentration and Y is the response obtained (% relaxation). Maxi-
mum response (Emax) and the concentration of agonist producing 50%
of Emax (ECso) were compared between groups by F-test (Prism).
Drugs and chemicals. All salts used in these experiments were of
analytical grade and obtained from Fisher Scientific (Montreal, QC,
Canada) and Bio-Rad. Phe (phenylephrine hydrochloride), carbachol
(carbamylcholine chloride), 17a-E» and 173-E» were purchased from
Sigma (St. Louis, MO). ICI-182780 was procured from Tocris Cook-
son (Ellisville, MO). 1,3,5(10)-Estratrien-3,173-diol-6-one 6-car-
boxymethyloxime:BSA and 1,3,5(10)-estratrien-3,17p3-diol 17-hemi-
succinate:BSA were purchased from Steraloids (Newport, RI). Stock
solutions of ICI-182780, 17wa-E», and 173-E, were prepared in
DMSO, and 173-estradiol:BSA conjugates were prepared in water.

RESULTS

Uterine artery diameter, under passive tension equivalent to
60 mmHg transmural pressure, increased twofold at the end of
pregnancy compared with NP rats (NP 290 = 5 pm, P 560 =
7 pm; P < 0.001, n = 60 each). As documented previously
(39), Phe (1 pmol/l) induced a much larger response (almost
double) in arteries of P compared with NP rats (Fig. 1, A and
B, insets), and this response was not affected by preincubation
with L-NAME. 17B-E, evoked concentration-dependent relax-
ation of the uterine arteries in both groups of animals. How-
ever, relative (%) relaxation by 17B3-E» in endothelium-de-
nuded uterine arteries was greater in NP compared with P rats
(Emax, 118 = 3% for NP vs. 106 £ 4% for P; P < 0.05, n =
10 each) (Fig. 1). This larger relaxation observed in the arteries
of NP rats was blocked when their tissues were preincubated
with L-NAME (Ehax, from 118 £ 3% to 100 = 6%; P < 0.01,
n = 10 each; Fig. 1A). The stereoisomer 17a-E,, documented
to have a reduced affinity for ESR (19), induced relaxation of
the uterine arteries in both groups, but of significantly reduced
magnitude compared with 173-E,. For instance, maximum
relative relaxation with 17a-E» in the uterine arteries of NP rats
was 76 = 10% (Fig. 2B), which was similar for the arteries of
P animals. However, sensitivity to both agonists was similar
(—log ECso = 5.62 £ 0.13 for 17a-E, and 5.47 = 0.05 for
17B-E»; not significant).

Preincubation of arterial segments with 20 wmol/l ICI-
182780, an ESR antagonist, did not affect the vasorelaxant
responses to 17B-E» and 17a-E, (Fig. 2). Similar results were
obtained with tamoxifen, an ESR antagonist (data not shown).

PhE {1 uM) induced
contractions
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Moreover, 173-E>:BSA conjugates, in concentrations similar
to those of 17B-E,, did not produce any relaxation in endothe-
lium-denuded uterine arteries (data not shown), but 173-E,
then applied confirmed the relaxation capacity of the arterial
segments.

We measured NOS expression by Western blot analysis in
whole uterine and mesenteric vascular beds, the latter being
representative of the systemic circulation in NP and P rats.
Figure 3, A and B, show that, in both vasculatures, NOS3
expression was increased at the end of pregnancy, this differ-
ence seeming to be relatively more significant in the uterine
compared with the mesenteric circulation (~4.5X vs. ~1.5X).
NOS2 expression in both vasculatures was undetectable (Fig.
3C; mesenteric not shown). In contrast, we observed that
NOSI1 was significantly decreased (Fig. 3E) during pregnancy
in the uterine but not in the mesenteric vasculature (Fig. 3D).

DISCUSSION

The purpose of this investigation was to characterize the
vasorelaxant effects of estrogens on the VSM of uterine arter-
ies and their difference during pregnancy. We wanted to
evaluate the involvement of the different NOS and of ESR in
relation to the acute relaxation induced by estrogens.

First, we observed that uterine artery diameter doubled
before parturition compared with NP rats, indicating that this
vessel undergoes considerable remodeling during pregnancy,
as occurs in all arteries of this circulatory bed (5, 39). Second,
we demonstrated that 173-E, was able to induce concentration-
dependent acute relaxation in endothelium-denuded main uter-
ine arteries. Maximum vasodilatation was greater for NP than
P rats (Fig. 1). Furthermore, this larger relative relaxation in
arteries of NP rats was reduced after preincubation with L-NAME
to the level found in arterial segments from P rats (Fig. 1).
These observations demonstrate that E» induces direct acute
VSM relaxation of the uterine artery in rats, and they suggest
some involvement of nonendothelial NO production under
17B-E, application, since the arteries were denuded of their
endothelium. Moreover, this NO production in uterine artery
VSM is obliterated during gestation.

We have also disclosed that 17a-E> induced smaller maxi-
mal relaxations than 173-E; in uterine arteries. The effect of
17a-E, relative to 17B-E, is a controversial issue in the

Pregnant rats

Fig. 1. Estrogen-induced relaxation of iso-
lated uterine arterial segments from non-
pregnant (A) and pregnant (B) rats and the
effect of preincubation with nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME, 100 pwmol/l). x-Axis
depicts the log of 17B-estradiol (E2) concen-
tration, while y-axis shows the relative re-
laxation response in % of phenylephrine
(Phe)-induced contraction (inset). The num-
ber of vessels used per curve was 9 or 10, all
from different animals. Data points represent

means = SE.
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literature. Indeed, some laboratories have reported that 17a-E;
relaxed pig coronary arteries without achieving complete dila-
tation when contracted with Ca®>* (34), while others noted that
17a-E; generated relaxation similar to that of 17B-E; in the
mesenteric arteries of rats (26). On the other hand, 17a-E,
displayed only minor effects on mesenteric artery diameter
over a concentration range similar to the effective vasodilatory
concentration of 17B-E, in the same strain of rats (37). Our
work reveals that the maximal relaxation induced by 17a-E; is
around two-thirds of that generated by 17B3-E,. Comparison
remains difficult, since our experiments were carried out in
different arteries (uterine) from animals of a different sex
(female). Various vasculatures may present distinct contractile
properties. For example, reactivity to Phe in mesenteric arteries
is decreased during gestation (24, 38), whereas it is increased
in uterine arcuate arteries (39). However, our comparative data
on the effects of 17a-E, and 17B-E, indicate that the former
acts as a partial agonist compared with the latter, because they
have different efficacies with similar potencies. In the present
study, maximal vascular effects of estrogens require supra-
physiological concentrations of free hormone. We must take
into consideration that in order to measure vasorelaxant effects
of estrogen the tone of the isolated blood vessels should be
increased to supraphysiological levels. High concentrations of
vasorelaxant are then needed to induce measurable relaxation.
It is now generally accepted that concentrations of estrogen
higher than those found in plasma are needed (43).
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We also wanted to investigate whether the acute vasodila-
tory action of 17B-E, was mediated via intracellular or mem-
brane-localized interactions. An earlier study reported that
E>:BSA was able to relax the pressurized mesenteric arteries of
rats with intact endothelium (37). The authors suggested that
estrogens may have nongenomic effects that appear to be
mediated via stereospecific interactions at the plasma mem-
brane level. In our experiments, two different membrane-
impermeant, BSA-conjugated 173-estradiols (BSA on C17 or
C6) were used, and both failed to produce vasorelaxation of
endothelium-denuded uterine arteries (data not shown), indi-
cating that estrogen must at least penetrate the plasma mem-
brane of smooth muscle cells to mediate its effects when
endothelial cells are removed. To further evaluate ESR in-
volvement in the vasodilatation observed in endothelium-de-
nuded arteries, we performed the same protocol in arterial
segments pretreated with ICI-182780 (Fig. 2) or tamoxifen
(data not shown) before measuring the concentration-relax-
ation curves to 17a-E, and 173-E,. These ESR antagonists did
not affect relaxation generated by either 17a-E, or 173-E,.
This finding suggests that E,-induced relaxation of uterine
artery VSM uses a pathway different from ESR. It has been
reported that ICI-182780 was also unable to block estrogen-
mediated relaxation in other vasculatures, such as the mesen-
teric arteries of rats (37) and coronary arteries of dogs (40),
while the vasorelaxant effects of 173-E, were partially inhib-
ited by ICI-182780 in rat aortas (6). This indicates that the
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mechanism by which estrogen exerts its relaxing action could
be different in distinct vascular beds and different when the
endothelium is present or absent. To our knowledge, our
observation is original for the uterine artery. These consider-
ations lead us to postulate that estrogens induce vasodilatation
of endothelium-denuded uterine arteries via a mechanism that
does not require ESR. However, it shows stereospecificity
because 17a-E; also relaxed the uterine arteries with potency
similar to that of 17B-E,, but with about two-thirds of the
latter’s efficacy.

As mentioned above, GPR30 is a candidate effector for the
nongenomic actions of E,. It has been determined that GPR30
is located in the cytoplasm and that it initiates cellular signaling
from inside the cell (30). Does the absence of relaxation to
E>:BSA and the incapacity of ICI-182780 to block E, in our
study mean that these responses might be mediated by GPR30?
First, we should demonstrate the presence of these molecules
in uterine artery VSMC. With growing interest in effectors
similar to GPR30, new tools (agonists) (3) should be devel-
oped, and it will then be imperative to see whether this receptor
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is involved in the vasorelaxant effects of E, observed in uterine
arteries.

We showed by Western blotting that NOS3 expression was
increased in mesenteric and uterine vessels during gestation.
These data are in agreement with several other studies in
animals (23, 28) and humans (27). Moreover, the relative
increase of NOS3 in uterine vessels was higher than in mes-
enteric vessels, as also reported in ewes (23). Despite these
observations, augmented NOS3 expression cannot be evoked
to explain the higher relaxation generated by 173-E, in NP
compared with P rats, since our myotropic experiments were
carried out in uterine arteries denuded of their endothelium,
and NOS3 was found exclusively in the endothelium of uterine
arteries of sheep and ewes (8, 35). In addition, we were unable
to detect NOS?2 in uterine and mesenteric vessels. These results
concur with several studies in which NOS2 was not seen in the
uterine or resistance vessels of animals (35, 42) and humans
(27). Finally, we showed that NOS1 expression did not vary in
mesenteric vessels, while it was markedly decreased in uterine
vessels at the end of gestation. Another investigation reported
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that NOS1 expression tended to be reduced during pregnancy
in human uterine arteries but did not reach significance (27). In
contrast, Rosenfeld et al. (31) noted increased NOS1 expres-
sion in the uterine arteries of ewes after daily 173-E, admin-
istration. Our data indicate that NOS1 is responsible for NO
production in the VSMC of uterine arteries in NP rats. This NO
production allows the larger vasorelaxation induced by 173-E»
and is lost during pregnancy when NOS1 expression is de-
creased.

In conclusion, in the present study, we demonstrate that
17B-E, and 17a-E, induced relaxation of the uterine arteries
by an endothelium-independent mechanism. Also, 173-E, pro-
duced larger relative relaxation in endothelium-denuded uter-
ine arteries of NP compared with P rats because of higher NO
production, believed to derive from NOSI. Because E>:BSA
conjugates did not relax the uterine arteries, we think that
estrogen can relax them by some intracellular interactions in
smooth muscle cells, this response being ESR independent,
since ESR antagonists were unable to block 173-E,, and
17a-E»-induced relaxation. However, this acute effect of es-
trogens manifested some stereospecificity, indicating that a
putative, receptive, specific structure is responsible for the
effect. A better understanding of the mechanisms by which
estrogens influence uterine vascular function and remodeling
during pregnancy may help us to know what causes reduced
perfusion of the utero-placental unit in clinical conditions such
as intrauterine growth restriction.
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PROJET SUR L’ETUDE DES MECANISMES DE LA RELAXATION RAPIDE DU 17B-CGESTRADIOL

Les expériences sur I’étude des mécanismes de la relaxation rapide de I'cestradiol
ont été faites avec des arteres utérines dénudées d’endothélium qui ont été
précontractées avec de la phénnyléphrine (1 uM). L'absence d’endothélium fonctionnel
est confirmée lorsqu’aucune relaxation n’est obtenue en ajoutant 10 uM de carbachol, un
agoniste cholinergique et vasodilatateur dépendant de I'endothélium, aprés contraction a

la phényléphrine (1 uM).

La figure 15 montre l'effet d’'une préincubation avec différents bloqueurs de
canaux potassiques sur la relaxation induite par le 17B-E,. Cette relaxation est similaire
entre les arteres controles et celles en présence des différents inhibiteurs, excepté pour le
penitrem A et la 4-aminopyridine lorsqu’ils sont ajoutés a la solution de Krebs. La courbe
de relaxation au 17B-E, avec un préincubation au penitrem A (figure 15B) a été déplacée
vers la droite, tandis que celle traitée avec la 4-aminopyridine réduit la relaxation
maximale (figure 15D). Le tableau 2 rapporte la mesure de la relaxation maximale et de la
sensibilité (PD,) de I'effet du 17B-E, et montre la différente entre les valeurs du groupe

controle avec celles du penitrem A et de la 4-aminopyridine.

La figure 16 montre les résultats d’une autre série d’expériences utilisant différents
modulateurs pharmacologiques. Nous avons utilisé un antagoniste (ICI 182,780) des
récepteurs nucléaires aux cestrogénes (ERa, ERB), un inhibiteur sélectif de la protéine
kinase A (KT5720) et G (Rp-8-pCPT-cGMPS) et un inhibiteur de synthése protéique
(Cycloheximide). La figure 16 et le tableau 3 nous montre qu’aucun de ces traitements ne

modifie la dilatation de I’artére utérine engendrée par I’cestradiol.
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Finalement, nous avons effectué d’autres séries d’expériences ol nous avons
évalué la relaxation induite par différents agents vasorelaxants par comparaison au 178-
E,. Les résultats de ces expériences sont illustrés dans la figure 17 et le tableau 4. La
relaxation induite par la génistéine sur des arteres utérines dénudées de leur endothélium
et précontracté avec 1 uM de phényléphrine est similaire a celle provoquée par des
concentrations équivalentes de 17B-E,. De plus, le ICl 182,780, antagoniste des ERa et
ERPB, est incapable d’enrayer cette relaxation du vaisseau par la génistéine (Figure 17A).
Quant au ICI 182,780, il n’est pas apte a lui seul de provoquer une relaxation des arteres
utérines (Figure 17B). Les agonistes sélectif pour ERa (PPT) et ERB (DPN), induisent tout
deux une relaxation comparable au groupe controle (Figure 17C et D). D’autre part, nous
avons utilisé I'agoniste G-1 spécifique au récepteur a protéine G qui est activé par
I’cestrogéne (GPER) pour évaluer son action vasorelaxante sur les arteres utérines. Cet
agoniste du GPER a été incapable de provoquer une relaxation significative des artéres
utérines (Figure 17E). Finalement, nous avons mesuré la relaxation induite par le 2-
methoxyoestradiol. Le 2-ME est un métabolite de I'cestradiol qui posséde une tres faible
affinité pour les récepteurs nucléaires des oestrogenes. |l possede néanmoins des
propriétés antiangiogéniques et antiprolifératives sur les cellules musculaires lisses, mais
aussi une capacité a réduire la contraction musculaire d’aorte [98] ou d’artére fémorale
[145]. De notre c6té, nous avons observé que le 2-ME est apte a relaxer les artéeres
utérines dénudées d’endothélium avec une efficacité et une puissance similaire au 17B-E,

(Figure 17F).
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Figure 15 : Courbes concentration-réponse comparant la relaxation induite par le 17B-E, sur des
arteres utérines de rates non gestantes précontractées avec 1 uM de phényléphrine et suivant une
préincubation avec différents bloqueurs de canaux potassique. A) Tetraethylammonium B)

Penitrem A C) Glibenclamide D) 4-Aminopyridine E) Iberiotoxin. Uaxe des x représente le log de la
concentration de 17B-E, et I'axe des y montre le % de relaxation relative a la contraction induite par 1 uM de
phényléphrine. Chaque point représente la moyenne des valeurs pour chaque concentration de 173-cestradiol appliquée

et les barres représentent 'erreur standard a la moyenne (ESM).
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Tableau 2 : Efficacité et puissance de la relaxation au 17B-E2 sur des arteres utérines de

rates non gestantes avec différents inhibiteurs des canaux potassiques.

17B-E,

Groupes n Emax (%) pD, ECso (UM)
Controle 10 1235+ 7.7 5.445 £ 0.093 3.6
TEA (1 mM) 10 111.4 £+ 5.3 5.312 + 0.069 4.9
Penitrem A (0.1 uM) 10  108.2 + 7.8 4875 + 0074 ** 133
Glibenclamide (1uM) 12 111.0 + 4.4 5.568 + 0.066 2.7
4-AP (1 uM) 10 102.6 + 4.5 5.618 + 0.070 2.1
IbTx (0.1 uM) 7 1156 + 88 5.385 + 0.120 4.1

** 5 < 0.0001, * p<0.05
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préincubation avec différents inhibiteurs. A) ICI 182,780 B) KT5720 C) Rp-8-[(4-

Chlorophenyl)thio]-cGMPS D) Cycloheximide. L’axe des x représente le log de la concentration de

17B-E, et I'axe des y montre le % de relaxation relative a la contraction induite par 1 uM de phényléphrine.

Chaque point représente la moyenne des valeurs pour chaque concentration d’inhibiteurs appliquées et les

barres représentent I’erreur standard a la moyenne (ESM).
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Tableau 3 : Efficacité et puissance de la relaxation au 17B-E2 sur des arteres utérines de

rates non gestantes avec différents

synthése protéique.

inhibiteurs de protéine kinases, des ERs ou de

17B-E,
Groupes n Emax (%) pD, ECso (HM)
Controle 10 1226 + 6.5 5.482 + 0.078 3.3
ICI 182,780 (20 uM) 9 1208+ 81 5.484 + 0.107 3.3
KT5720 (1 uM) 9 1372+ 104 5.509 + 0.120 3.1
Rp-8-pCPT-cGMPS (10uM) 8 1130+ 7.9 5.428 + 0.102 3.7
Cycloheximide (100 uM) 7 1144+ 60 5841+ 0091 1.4
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Figure 17 : Courbes concentration-réponse mesurant la relaxation induite par différents agents
vasorelaxant et comparée au 17B-E, sur des artéres utérines précontractées avec 1uM de
phényléphrine. A) Génistéine et Génistéine + préincubation avec ICI 182,780 (20 uM) B) ICI
182,780 C) PPT D) Diarylpropionitrile ou DPN E) Agoniste du GPER, G-1 F) 2-methoxycestradiol.

L'axe des x représente le log de la concentration de 17B-E, et I'axe des y montre le % de relaxation relative a la
contraction induite par 1 uM de phényléphrine. Chaque point représente la moyenne des valeurs pour chaque

concentration d’agent vasorelaxant appliquée et les barres représentent I'erreur standard a la moyenne (ESM).
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Tableau 4 : Efficacité et puissance de la relaxation induite par différents vasorelaxants sur

des artéeres utérines de rates non gestantes.

Vasorelaxant

Groupes n Ermax (%) pD; ECso (UM)

Controle (17B-E2) 10 1233+ 59 5474 + 0.070 3.4
Génistéine 10 121.8+ 10.7 5.089 + 0.133 8.1
Génistéine +1Cl 182,780 (20 uM) 11 1146 56 5.38 £ 0.075 4.2
ICI 182,780 5 30,9+ 343

PPT 8 1155 % 8.4 5.593 + 0.129 2.6
DPN 8 121.7+ 10.8 5.377 + 0.153 4.2
Agoniste G-1 5 27.4 + 5.7 ---

2-methoxycestradiol 7 1245+ 122 5141 %+ 0.154 7.2
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INHIBITION DE L’AROMATASE

A) Mesures pléthysmographiques

Parameétres physiologiques

Pour cette partie de I'étude nous avons utilisé deux groupes de rates dont 'un a
recu un traitement avec un inhibiteur d’aromatase et I'autre a rempli la fonction de
groupe contréle. Durant les 13 premiers jours de gestation, nos deux groupes
expérimentaux ont résidé dans les mémes conditions. A compter du jour 14, le groupe
aromatase a recgu des injections d’ATD de 5 mg/jour et le groupe contrdle des injections
du véhicule seulement. Nous avons mesuré différents parametres physiologiques pour
évaluer si le traitement influengait la progression de la grossesse. Nous avons comparé
entre les deux groupes si les parameétres physiologiques de la meére, les parameétres
foetaux, le poids des organes de la mére et leur ratio, les parametres sanguins et urinaires.
Toutes ces analyses sont énumérées dans les tableaux 5 a 9. En comparant entre le
groupe controle et celui traité avec I'ATD avec un test de t, il n’y aucune différence

statistique pour les différents éléments physiologiques.
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Tableau 5: Effets de I'administration d’ATD (5 mg/jour) sur le gain de poids, la

consommation de nourriture et d’eau chez des rates gestantes pour la durée du

traitement.

Controle (6) ATD (9)
Gain de poids (g) 70.7 £ 6.6 61.0+3.5
Consommation eau (mL) 364.0+21.2 303.0+19.2

Consommation nourriture (g) 194.7 +35.8 154.6+4.4

Tableau 6 : Effets du traitement avec I’ATD (5 mg/jour) sur les parameétres foetaux chez

des rates gestantes.

Controle (6) ATD (9)
Poids moyen des placentas (g) 0.460+0.014 0.478 £0.016
Poids moyen des ratons (g) 476 +0.16 499 +0.15
Poids des placentas/Poids des bébés (%) 9.70 +0.46 9.69 + 0.50

Nombre de ratons/portée 15.2+1.0 15.6 £ 0.5
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Tableau 7 : Effets du traitement avec I’ATD (5 mg/jour) sur le poids de différents organes

chez des rates gestantes.

Coeur

Ventricule gauche

Reins

Ovaires

Coeur/Poids corporel

Ventricule gauche/Poids corporel
Reins/Poids corporel

Ovaires/Poids corporel

Controle (6)
0.868 £0.013
0.597 £0.015
1.65 +0.05
0.151 +0.011
0.224 + 0.005
0.154 +0.004
0.424 +0.017

0.039 +0.003

ATD (9)
0.828 +0.023
0.564+ 0.018

1.55+0.06
0.133 +0.005
0.215 + 0.005
0.146 + 0.003
0.405 +0.017

0.035 +0.001
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Tableau 8 : Effets du traitement avec I’ATD (5 mg/jour) sur les paramétres sanguins chez

des rates gestantes.

Controle (6) ATD (9)

Urée (mmol/L) 5.48 +0.21 4.89+0.26
Créatinine (umol/L) 48.8+2.9 51.0%4.3
Sodium (mmol/L) 136+1 136+ 1
Potassium (mmol/L) 6.30+0.318 6.18+0.28
Calcium total (mmol/L) 1.88+0.34 1.99+0.13
Osmolalité (mOsmol/kg H,0) 294 +1 295+ 3

Hématocrite (%) 41.2+2.1 39905
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Tableau 9 : Effets du traitement avec I’ATD (5 mg/jour) sur les parameétres urinaires chez

des rates gestantes.

Controle (6) ATD (9)

Consommation d'eau (mL/24h)  40.8 +6.2 31.7+4.6

Volume urinaire (mL/24h) 17.1+45 10.4+£3.0
Bilan hydrique (mL/24h) 23.7+35 21.3+2.2
Urée (mmol/24h) 5.64+0.72 4.51+0.38
Créatinine (umol/24h) 75.8+2.7 62.1+ 5.3
Sodium (mmol/24h) 0.530+0.103 0.394 +0.056
Potassium (mmol/24h) 2.02+0.25 1.47 £0.16

Calcium total (mmol/24h) 0.087 £0.017 0.055 +0.015
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Pression artérielle systolique

Le graphique suivant (Figure 18) nous montre I'effet d’un traitement avec 5 mg
d’ATD par jour sur la pression artérielle systolique des rates durant les jours 12 a 22 de
leur gestation. L'analyse des données par une ANOVA a deux facteurs pour des données
répétées nous indique que le temps est un déterminant significatif dans la variation des
données. C'est-a-dire que I'on observe ici aussi une baisse significative de la pression
artérielle systolique avec la progression de grossesse, comme nous avons déja publié
auparavant [16, 243, 257]. Celle-ci est statistiquement identique entre les deux groupes
donc le traitement avec I’ATD n’apporte aucun changement sur la pression. Or, un post-
test de Bonferroni comparant le point d’'une courbe avec l'autre, a chaque jour, nous
montre qu’au jour 20 il y a une pression plus élevée chez les rates ATD sans que celle-ci
soit significative. On suppose alors qu’il y a un léger retard de la baisse de pression

associée a la grossesse dans le groupe ATD.
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Figure 18 : Effets du traitement avec I’ATD (5 mg/jour) sur la pression artérielle systolique

obtenue par méthode de mesure indirecte au niveau de la queue entre le jour 11 et 22

chez des rates gestantes. Chaque point représente la moyenne des valeurs pour chaque jour et les

barres représentent I’erreur standard a la moyenne (ESM).

Réactivité vasculaire

Le traitement a I’ATD que nous avons administré a des rates gestantes avait pour

but de voir si nous aurions un effet sur le remodelage vasculaire utérin. Pour ce faire, nous

avons effectué des expériences pour vérifier la réactivité vasculaire de segments d’artere
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utérine. Avant chaque série d’expériences nous avons étiré mécaniquement les vaisseaux
a une pression transmurale équivalente a 60 mmHg qui correspond sensiblement a la
pression physiologique de ce vaisseau. A cette pression appliquée, nous pouvons déduire
que le diametre du vaisseau est inchangé chez les rates traitées avec 'ATD (Ctrl : 477 +
24 um n = 6; ATD : 487 + 26 um n = 9; NS; Figure 19). Par la suite, nous avons évalué la
réactivité vasculaire a I'angiotensine Il des artéres utérines dénudées de leur endothélium
(Figure 20). Suite au traitement a I’ATD, la courbe concentration-réponse a I’ANG Il est
similaire au groupe contrdle. (pD,; Ctrl: 9.61 £ 0.15 n = 6; ATD: 9.55 + 0.11 n = 9; NS).
(Emax; Ctrl: 3.56 £ 0.33 mN/mm n = 6; ATD : 3.08 + 0.23 mN/mm n = 9; NS). Nous avons
aussi mesuré la relaxation induite par le 17B-E, sur c’est mémes artéres sans leur
endothélium (Figure 21). Il n’y a pas de différence de puissance ni de sensibilité entre les
rates traitées avec I’ATD ou les controles (pD,; Ctrl : 5.50+ 0.05 n=6; ATD : 5.48 £+ 0.06 n =
9; NS) (Emax; Ctrl :99.6 £3.3% n=6; ATD : 103.8 £ 3.7 % n = 9; NS).

5004
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Figure 19 : Effet du traitement avec I'ATD (5 mg/jour) sur le diamétre de I'artére utérine
principale chez des rates gestantes a une pression transmurale de 60 mmHg. (Ctrl: n=6

ATD :n=9)
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Figure 20: Courbe concentration-réponse comparant I'effet du traitement avec I’ATD
(5 mg/jour) sur la réactivité vasculaire de I’artére utérine principale a I'angiotensine Il chez
des rates gestantes. Laxe des x représente le log de la concentration d’angiotensine Il et 'axe des y
montre la tension générée par le segment d’artére en mN/mm. Chaque point représente la moyenne des

valeurs pour chaque concentration d’angiotensine Il appliquée et les barres représentent I'erreur standard a

la moyenne (ESM).
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Figure 21: Courbe concentration-réponse comparant I'effet du traitement avec I’ATD
(5 mg/jour) sur la relaxation induite par le 17B-cestradiol sur I'artére utérine principale

suite a une stimulation de phényléphrine chez des rates gestantes. L’axe des x représente le

log de la concentration de 17B-E, et I'axe des y montre le % de relaxation relative a la contraction induite
par 1 uM de phényléphrine. Chaque point représente la moyenne des valeurs pour chaque concentration de

17B-cestradiol appliquée et les barres représentent I'erreur standard a la moyenne (ESM).
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B) Mesures télémétriques

Pressions artérielles

Les cing figures suivantes représentent les mesures cardiovasculaires que nous
avons obtenues avec un systeme d’implant radiotélémétrique qui nous a permis d’avoir
en simultanée la pression artérielle systolique, la pression artérielle diastolique, la
pression artérielle moyenne (Figure 22), la fréquence cardiaque (Figure 23) et une mesure
du degré d’activité de la rate (Figure 24). Nous avons comparé tous ces parametres par un
ANOVA a deux facteurs pour mesures répétées par rapport au temps et par rapport au
traitement avec 10 mg/jour d’ATD avec des pellets a libération continue. Il n’y pas d’effet
significatif du traitement a I'ATD, ni sur les pressions artérielles mesurées, ni sur la
fréquence cardiaque et ni sur le degré d’activité physique des meéres durant
I’'expérimentation. Néanmoins, on remarque qu’il y a systématiquement une différence
d’environ 3 mmHg de moins chez les rates ATD a partir du jour 1 de gestation, et ce,
jusqu’a la fin. Une seule exception, le jour 15 qui se trouve a étre le premier jour
postchirurgie suite a linsertion des implants d’ATD ou de placebo. De plus, vous
constaterez que les trois jours pré-gestation n’ont pas cette différence entre les deux
groupes. D’autre part, on remarque a la figure 23 qu’il y a aussi une augmentation de
fréquence cardiaque au cours de la gestation qui est typique de celle-ci, mais le traitement
a 'ATD n’amene pas de variation significative entre les deux groupes. Ici aussi, on
remarque que la fréquence cardiaque chez les rates ATD est moindre durant la gestation,
et ce, méme avant le traitement a I’ATD. Finalement, on remarque a la figure 24 que le

niveau d’activité de la mere n’est pas influencé par le traitement a I’ATD.
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Figure 22 : Effets du traitement avec I’ATD (10 mg/jour) sur la pression artérielle obtenue

par télémétrie chez des rates gestantes. Chaque point représente la moyenne des valeurs pour

chaque jour et les barres représentent I'erreur standard a la moyenne (ESM).
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Figure 23: Effets du traitement avec I’ATD (10 mg/jour) sur la fréquence cardiaque

obtenue par télémétrie chez des rates gestantes. Chaque point représente la moyenne des valeurs

pour chaque jour et les barres représentent I'erreur standard a la moyenne (ESM).
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Effets du traitement avec I’ATD (10 mg/jour) sur degré d’activité obtenue par

chez des rates gestantes. Chaque point représente la moyenne des valeurs pour chaque

jour et les barres représentent I'erreur standard a la moyenne (ESM).

Réactivité vasculaire

De

facon similaire a la section précédente, nous voulions mesurer I'impact de

I’administration d’ATD sur le remodelage et la fonction vasculaire utérine. Cette fois-ci, la

quantité administrée par jour est le double (10 mg/jour) et est distribuée en libération

continue a l'aide d’'un pellet sous-cutané. Nous avons évalué le diametre de l'artére

utérine principale sous une tension passive de 60 mmHg (Figure 25). Aucune différence

n’est apparente entre le groupe ayant recu un placebo et celui ayant recu I’ATD (Ctrl : 487

+ 25 um; ATD : 459 £ 15 um; NS). Il va de méme pour la contraction a I’ANG Il (Figure 26)



130

et la relaxation induite par I'cestradiol (Figure 27). ANG Il : (pD,; Ctrl: 9.37 + 0.16 n=11;
ATD: 9.57 + 0.11 n=10; NS) (Emax Ctrl: 3.62 £ 0.31 mN/mm n=11; ATD: 3.47 +
0.22 mN/mm n = 10; NS). 17B-E,: (pD; Ctrl : 5.50 + 0.09 n = 11; ATD : 5.53 + 0.06 n = 10;
NS) (Emax; Ctrl :99+6 % n=11; ATD : 100 + 4 % n = 10; NS)
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Figure 25 : Effet du traitement avec I’ATD (10 mg/jour) sur le diamétre de I'artére utérine

principale chez des rates gestantes. (Ctrl n=11; ATD n =10)
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Figure 26 : Courbe concentration-réponse comparant I'effet du traitement avec I’ATD
(10 mg/jour) sur la réactivité vasculaire de 'artére utérine principale a I'angiotensine Il

chez des rates gestantes. (Ctrl n =11; ATD n =10) L’axe des x représente le log de la concentration

d’angiotensine Il et I'axe des y montre la tension générée par le segment d’artére en mN/mm. Chaque point
représente la moyenne des valeurs pour chaque concentration d’angiotensine Il appliquée et les barres

représentent I'erreur standard a la moyenne (ESM).
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Figure 27 : Courbe concentration-réponse comparant I'effet du traitement avec I’ATD
(10 mg/jour) sur la relaxation induite par le 17B-cestradiol sur I'artére utérine principale
suite a une stimulation de phényléphrine chez des rates gestantes. (Ctrl n =11; ATD n

= 10) L’axe des x représente le log de la concentration de 17B-E, et I'axe des y montre le % de relaxation
relative a la contraction induite par 1 uM de phényléphrine. Chaque point représente la moyenne des
valeurs pour chaque concentration de 17B-cestradiol appliquée et les barres représentent I'erreur standard

a la moyenne (ESM).
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Concentration d’cestradiol circulant

Nous avons finalement évalué, par chromatographie a phase gazeuse couplée a un
spectrométre de masse, la concentration d’cestradiol plasmatique chez les méres au 22°
jour de gestation. La concentration pour les deux groupes se situe dans les valeurs
normales a cette période de la gestation chez la rate. Il n'y a donc pas de différence
significative entre les deux groupes tel qu’illustré a la figure 28 (Ctrl : 163 + 16 N=11, ATD :
195 + 35 N=12; NS). A la lumiére de ces résultats, nous ne pouvons que constater que
I'ATD s'est avérée inefficace a bloquer la synthese d'oestradiol; ce qui ne nous permet pas

de vérifier notre hypothese.
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Figure 28 : Niveaux d’cestradiol circulant mesurés par chromatographie a phase gazeuse
couplée 3 un spectrométre de masse (GC-MS) dans le sang maternel au 22° jour de

gestation. (Ctrl n =11; ATD n =12)



CHAPITRE 5 : DISCUSSION ET CONCLUSION
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La gestation est une condition physiologique essentielle a procréation et la survie
de I'espece. En dépit des avancés de la recherche et 'amélioration des soins prénataux
dans la majorité des pays industrialisés, nous connaissons encore trés peu les mécanismes
qui régissent I'adaptation maternelle a la grossesse. En particulier, nous ne savons pas
qguels sont les processus qui permettent a la circulation utérine de se modifier afin
d’accentuer grandement I'apport de sang a 'unité foeto-maternelle. Plusieurs hypotheéses
différentes ont été formulées au cours des années. En résumé, elles suggerent un réle de
facteurs soit locaux, soit systémiques. Au laboratoire nous nous sommes intéressés aux
cestrogénes qui ont justement la particularité d’étre en circulation en quantité de plus en
plus grande dans le sang durant la grossesse. Qui plus est, ils provoquent des
changements génomiques a long terme, mais agissent aussi de facon rapide et locale via

des actions non génomiques.

PROJET SUR L’ETUDE DES MECANISMES DE LA RELAXATION RAPIDE DU 17B-CESTRADIOL

Dans la premiére partie de nos recherches, nous nous sommes appliqués a
caractériser la relaxation rapide induite par I'cestrogéne sur les arteres utérines dénudées
de leur endothélium et d’expliquer les différences observées durant la gestation chez le
rat. Il était établi avant d’entreprendre cette étude que |'cestrogéne pouvait entrainer une
relaxation rapide de vaisseaux sanguins de différentes espéces et localisations
anatomiques [10, 232, 247]. Plusieurs ont décrit cette relaxation comme étant en grande
partie indirecte, c’est-a-dire en agissant via I’endothélium qui lui sécrete des substances

vasorelaxantes [27], mais nous avons démontré sur les artéres utérines, comme d’autres
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groupes sur plusieurs autres vaisseaux sanguins, que cette relaxation est aussi possible en
I'absence d’endothélium [4, 83, 103, 125, 145, 249, 282, 302]. La particularité de cette
étude est que nous avons observé une différence de relaxation au 17B-E, entre les artéres
utérines de rates gestantes et non gestantes. Suite a une contraction a la phényléphrine,
les arteres des rates non gestantes étaient en mesure de montrer une relaxation plus
importante a I'application de 17B-E;, comparativement aux arteres de gestantes. Cette
différence est abolie lorsque les arteres sont pré-incubées avec un inhibiteur des
synthases de monoxyde d’azote (L-N°-Nitroarginine methyl ester; L-NAME) (Fig.1 du
manuscrit 1). Ceci suggére que chez les rates nullipares, une partie de la relaxation induite
directement sur le muscle lisse vasculaire par le 17B-E, est dépendante de la production
tissulaire de NO. En corollaire, nous avons observé que I'expression de la synthase de NO
neuronale (NOS1) est moindre dans les arteres utérines de rates gestantes que non
gestantes. Nous croyons que cette diminution de I'expression de NOS dans la paroi
vasculaire durant la gestation diminue un peu la propension a relaxer de I'artére utérine
dénudée d’endothélium [249]. D’autre part, nous avons aussi démontré que dans des
artéres utérines intactes (avec endothélium), I'expression de la synthase de NO
endothéliale (NOS3) est augmentée d’environ 4,5 fois durant la gestation. Ces données
sont similaires a celles obtenues par d’autres investigateurs chez des animaux [176, 204]
et chez I’humain [203]. Ainsi, méme s’il y a une plus faible expression de NOS1 provenant
de la paroi vasculaire durant le remodelage occasionné par la grossesse, 'endothélium

compense grandement par une expression de NOS3 beaucoup plus substantielle.

Dans le manuscrit inclus a cette thése, nous avons aussi démontré que la
relaxation rapide induite par I'cestrogéne sur des arteres utérines sans endothélium est en
grande partie indépendante de la production de NO. Elle est aussi stéréospécifique

puisque le 17a-E,, stéréoisomére de I'cestrogéne endogene, relaxe les mémes artéres
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avec une puissance similaire, mais avec le tiers de l'efficacité du 17B-E,. Des résultats
similaires ont été obtenus par d’autres laboratoires avec des coronaires de porc [247] ou
des arteres mésentériques de rats [250]. De plus, elle est indépendante des récepteurs
classiques aux cestrogenes, car la préincubation avec un antagoniste des ERs (ICl 182,780)
ne permet pas de prévenir la relaxation observée. Egalement, I'utilisation du 17B-E,
couplé a de I'albumine bovine, donc imperméable a la membrane plasmique, ne provoque
pas de relaxation comme le fait ’hormone a I’état original. Nous avons rapporté qu’un
conjugué 17B-E,:BSA pouvait induire une relaxation des artéres mésentériques ayant
conservé leur endothélium [250]. Ce qui laisse présager que le site d’action du 17B-E; sur
les cellules musculaires lisses est intracellulaire ce qui n’est pas le cas pour les cellules

endothéliales.

Comme nos résultats montrent que la majorité de la relaxation induite
directement sur la paroi musculaire de I'artere utérine par le 178-E, est indépendante du
monoxyde d’azote et des récepteurs classiques aux cestrogenes (ERa, ERPB), une
importante question demeure sans réponse: quels sont les mécanismes cellulaires
responsables de cette relaxation non génomique induite par le 17B-E,? Nous avons alors

tenté de répondre a cette question en poursuivant notre expérimentation.

Tout d'abord, nous avons évalué I'effet d’'une préincubation avec des bloqueurs de
différents canaux potassiques sur la relaxation induite par I'cestrogene. Nous nous
sommes inspirés d’études chez le porc qui démontraient que la relaxation induite par
I'cestrogéne dans des artéeres coronaires était indépendante de I'endothélium et
permettait I'ouverture des canaux potassiques a large conductance activés par le calcium
(BKca) [52, 302]. En vous référant a la figure 15, nous avons utilisé des bloqueurs
permettant d’inhiber trois des quatre types de canaux potassiques retrouvés dans les

muscles lisses artériels [202], soit les canaux potassiques ATP-dépendants (Karp) bloqués



139

par la glibenclamide, les canaux potassiques voltage-dépendants (K,) inactivés par le 4-
aminopyridine et les canaux BKc; par le penitrem A, [liberiotoxine ou le
tétraéhtylammonium. Nous n’avons pas ciblé le type de canaux potassiques rectifiants
entrants « inward-rectifier potassium channnel » (Kjr) puisque ces canaux sont activés
lorsqu’il y a une augmentation de la concentration de potassium extracellulaire ou lorsque
la cellule est dans un état hyperpolarisé, contrairement au Ky et K, qui sont activés
lorsque la cellule est dépolarisée [202]. Comme nous étudions la relaxation du 17B-E,
suivant une contraction a la phényléphrine, dans notre cadre expérimental les cellules du
muscle lisse sont dans un état dépolarisé (contraction) donc les K;; ne seront pas actifs ou
du moins leur rble serait trées minime. Les résultats que nous avons obtenus suggerent la
participation des canaux potassiques dépendants du voltage (diminution de I'efficacité) et
probablement les BKc, dans la relaxation directe sur les muscles lisses d’artére utérine
induite par le 17B-E; avec une certaine nuance. En effet, nous avons observé un
déplacement de la courbe de relaxation vers la droite en préincubant nos artéres avec le
penitrem A, suggérant que le blocage des canaux BKc, antagoniserait la relaxation induite
par I'cestrogéne (Figure 15B). Nous avions débuté cette série d’expériences en utilisant le
TEA, Penitrem A, le glibenclamide et le 4-AP en parallele, dans des myographes séparés.
Ainsi, chaque anneau d’artére utérine était préincubé avec I'un de ces bloqueurs. Nous
avions escompté utiliser le tétraéthylamonium comme bloqueur des BKc¢, qui avait été
utilisé par White et coll. avec des coronaires de porc [302] en plus du Penitrem A. En fait,
le TEA est un ion ammonium quaternaire avec quatre groupes éthyles N*(CH,CHs)* qui a la
propriété d’inhiber les trois types de canaux potassiques suivant Kcs, Katp et Ky selon la
concentration utilisée. Leurs ICso avec le TEA est respectivement de 0.2 mM, 7 mM et
10 mM [202]. Le penitrem A, aussi nommé tremortin, est une mycotoxine causant des

tremblements qui a été isolée originalement de Penicillium palitans. Il a été déterminé par
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patch-clamp qu’une concentration de 10nM est suffisante pour bloquer I'activité
d’environ 100 % des canaux BKc, sans affecter I|'activité d’autres types de canaux

potassiques [148].

Suite a la disparité de réponse entre le TEA 1 mM et le Penitrem A 100 nM, nous
avons refait I'expérience en utilisant I'ibériotoxine 100 nM (IbTX). Cette molécule est une
toxine provenant du venin du scorpion Buthus tamulus qui peut seulement se lier a la
partie extracellulaire des BKca. L'IbTX est spécifique a ce type de canaux et possede un ICsg
de 250 pM [88]. Comme vous pouvez I'observer a la figure 15E |'utilisation d’une bonne
concentration d’IbTX (0,1 uM) ne modifie pas la relaxation induite par le 17B-E, sur le
muscle lisse des artéres utérines. Il semble que le pentrem A exercerait cet effet par un

autre mécanisme que l'inhibition de I'activité des canaux BKc,.

Nous nous sommes aussi intéressés a la signalisation intracellulaire qui serait
activée par le 17B-E, pour relaxer les muscles lisses des arteres utérines. Nous avons tout
d’abord confirmé que nous avons affaire a des effets non génomiques du 17B-E,, car la
cycloheximide, un inhibiteur de synthése protéique, n’'empéche pas cette vasodilatation
rapide. Aprés quoi, nous avons ciblé deux protéines kinases impliquées dans le processus
de relaxation vasculaire soit la protéine kinase A et la protéine kinase G (voir section 2.2.2
de l'introduction, p.40). Une préincubation avec un inhibiteur de PKA (KT5720) ou PKG
(Rp-8-pCPT-cGMPS) n’a pas d’effet sur la relaxation au 17B-E,. Nous avons utilisé ces
inhibiteurs a des concentrations (1 uM KT5720; 10 uM Rp-8-pCPT-cGMPS) démontrées
efficaces dans des conditions similaires [118, 142, 194, 220, 281]. Ces résultats sont tout
de méme surprenants, puisque l'activation de ces voies de signalisation n’apparait pas
obligatoire pour induire une relaxation de I'artere utérine par le 17B-E,. Par exemple, il a
été démontré que le 17B-E, peut activer directement les BKc, sur leur sous-unité B; et

amener une relaxation en facilitant la repolarisation de la cellule [286]. Ce qui n'est
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probablement pas le cas ici, puisque nous avons observé que les BKc; ne sont pas
impliqués dans la relaxation induite par le 17B-E; du moins par le blocage avec I'lbTX et le
TEA (voir ci-haut). Cependant, il est tout a fait probable que le 17B-E, puisse relaxer ces
vaisseaux dénudés d’endothélium en inhibant I'entrée de calcium via l'inhibition de
canaux calcique de type-L (L-type VSCC) [145, 201] ou en augmentant leur expulsion par la
SERCA ou les pompes Ca**-ATPase de la membrane plasmique. Malheureusement, nous
n’avons pas été en mesure de tester ces hypotheses. Une facon de mesurer si les VSCC de
type-L sont impliqués dans la relaxation des arteres utérines sans endothélium par le 17B-
E, serait de précontracter nos vaisseaux avec de la pényléphrine dans un milieu sans
calcium et de mesurer la contraction résultant de I'ajout de calcium en concentration
croissante, c’est-a-dire une courbe concentration-réponse au CaCl, [244]. Cette courbe
servira de contréle et sera comparé a des vaisseaux préincubés avec de la phényléphrine
combiné a du 17B-E,. Si les VSCC type-L sont bel et bien impliqué, le 17B-E, serait en
mesure de réduire l'efficacité et/ou la sensibilité du CaCl,. Alternativement, nous
pourrions vérifier par électrophysiologie (patch-clamp) si le 17B-E, est capable de réduire
le courant ionique transitant par ce canal. Pour mesurer I'implication des pompes Ca*'-
ATPase (PMCA, SERCA), nous pourrions préincuber nos vaisseaux avec un bloqueur
spécifique de ces pompes (ex. : carboxyeosine) et voir s’ils ont un effet sur la relaxation

induite par le 17B-E,.

Il est aussi possible que d’autres mécanismes soient responsables de la relaxation
des arteres utérines dénudées d’endothélium par le 17B-E,. Nous avons observé que la
génistéine est capable de produire une vasorelaxation similaire a celle observée par le
17B-E, (Figure 17-A). La génistéine posséde des propriétés oestrogéniques et peut lier les
récepteurs classiques aux cestrogenes et produire des effets similaires aux cestrogénes

endogénes, mais avec une affinité de liaison aux récepteurs beaucoup plus faible [153,
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155]. Cependant, nous avons fait la méme expérience en préincubant nos segments
d’artere avec le ICI 182,780 sans changement a la relaxation induite, ce qui exclut
I'implication des ERs. Cependant, la génistéine est aussi un inhibiteur non spécifique bien
établi des tyrosines kinases [6]. Cette propriété de la génistéine lui permettrait d’inhiber la
contraction induite par une signalisation de tyrosines kinases dans les muscles lisses
vasculaires comme |’endothéline-1[170] ou la sérotonine [298]. Cette relation pourrait
étre encore plus répandu, car il a été justement démontré dans cellules de muscle lisse
vasculaire qu’il y aurait un « crosstalk » entre la signalisation tyrosine kinase et celle de la
contraction [127]. Bien que l'activation de protéines kinases soit intimement reliée a la
voie de signalisation qui induit la prolifération, la croissance et la différenciation cellulaire,
elle est aussi susceptible d’activer la MLCK et générer une contraction dans les cellules
musculaires lisses vasculaires. La génistéine serait en mesure, par son action d’inhibiteur
de tyrosine kinase, d’empécher la phosphorylation de la MLCK et la contraction
musculaire induite soit par la phényléphrine ou du sérum foetal bovin. Il s’agit seulement
de pistes potentielles, puisque I'cestradiol n’est pas un inhibiteur de tyrosine kinases en
soi. Mais puisqu’un « crosstalk » est possible entre ces deux voies de signalisations, il

serait intéressant de savoir si tel est le cas pour le 17B-E,.

Nous avons démontré préalablement que la relaxation des artéres utérines sans
endothélium par le 17B-E, n’est pas modifiée en présence d'un antagoniste des
récepteurs aux cestrogénes (tamoxifene, ICI 182,780) [249]. Depuis quelques années un
récepteur orphelin couplé aux protéines G attire beaucoup d’attention depuis qu’il été
démontré qu’il pouvait se lier a I'cestrogéne et amener une réponse cellulaire [78]. Ce
récepteur est aujourd’hui nommé GPER et nous I'avons décrit dans la section 3.5.2 de
I'introduction. Depuis sa découverte, plusieurs études ont décrit différentes voies de

signalisation cellulaire activées par ce récepteur et leurs réponses physiologiques dans
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plusieurs tissus chez différentes espéces. C'est pourquoi nous avons vérifié si ce récepteur
pouvait étre responsable de la relaxation ER-indépendante observée avec le 17B-E;, dans
les artéres utérines sans endothélium. Comme le ICI 182,780 lie le GPER et permet
I’activation de ERK1/2 dans un modele cellulaire de cancer mammaire [78], nous avons
utilisé cette substance pour déterminer si des concentrations croissantes de ICl 182,780
serait en mesure de faire relaxer les arteres utérines dénudées d’endothélium. Comme le
démontre la figure 17B, le ICl 182,780 est incapable d’induire une relaxation de I'artere
utérine. Par la suite, nous avons utilisé un agoniste spécifique au GPER, le G-1, qui n’a pas

entrainé de relaxation comparable au 17B-E; (Figure 17E).

En 2009, un article est paru clamant avoir observé une baisse de pression artérielle
chez des rats traités avec I'agoniste G-1 ainsi qu’une relaxation ex vivo de 29 +4 % des
artéres mésentériques apres 40 min avec 1 umol/L de G-1 [99]. La relaxation est relative a
une contraction obtenue par de I'uridine 5’ triphosphate (30-50 umol/L) pour atteindre un
plateau a ~50 % du diameétre interne de base. La comparaison de nos résultats avec ceux
de ce papier est difficile a faire. D’une part, il ne s’agit pas du méme type de vaisseaux et
ils ont gardé I'’endothélium intact. D’autre part, nous avons fait une courbe dose réponse,
tandis qu’eux ont donné une dose unique et ils ont regardé I'effet dans le temps. De notre
point de vue, le G-1 ne semble pas en mesure d’induire une relaxation en agissant
directement sur les muscles lisses des artéres utérines, car il fait tres pale figure
comparativement aux relaxations obtenues avec le 17B-E;. Nous obtenons une relaxation
maximale de 27,4 £+ 5,7 % pour le G-1 et de 123,3 + 5,9 % pour le 17B-E; (Emax; Tableau 9).
Donc, la relaxation maximale constatée avec le G-1 est comparable a celle obtenue par le
groupe de Haas et coll. [99]. Cependant, nous obtenons cette relaxation avec des doses
100 fois plus concentrées, mais notre niveau de contraction de départ avec la

phényléphrine est aussi plus élevé (~80 %). Est-ce la concentration de G-1 ou le temps qui
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est un facteur important dans ce cas-ci? Nous voyons un effet relaxant non génomique
avec le 17B-E, car la relaxation observée entre chaque dose n’a que 5 minutes d’intervalle.
De plus, nous avons confirmé ces données en utilisant la cycloheximide qui n’a pas d’effet
sur la relaxation au 17B-E,. Nous avons mentionné en introduction que des études ont
montré que l'activation du GPER par le 17B-E, pouvait engendrer une modification de
I’expression de certains genes, c’est-a-dire avoir une action génomique. Est-ce que la
relaxation observée par ces auteurs [99] est due a une synthese protéique permettant une
relaxation du muscle lisse? Il serait intéressant qu’ils puissent refaire cette expérience en
utilisant un inhibiteur de synthése protéique comme la cycloheximide. Nous pourrions
refaire de méme avec notre systéme au laboratoire et voir si cela empécherait la faible

relaxation produit par le G-1 sur les artéres utérines.

Pour revenir a la question de départ, a savoir est-ce que le 17B-E, engendre la
relaxation observée du muscle lisse de I'artére utérine via l'activation du GPER? A la
lumiére des résultats que nous avons présentement, nous croyons que non. Par contre, il
se pourrait qu’une petite partie de la relaxation provienne de I'activation du GPER. lI
faudrait cependant étre en mesure de confirmer ce résultat en utilisant un antagoniste du
GPER. On pourrait supposer que le fait de préincuber les vaisseaux avec une telle
substance du GPER réduirait la relaxation induite par le 17B-E, d’environ 25 %. Le G15 est
un antagoniste du GPER, qui n’est pas encore disponible commercialement, mais qui
serait treés intéressant d’utiliser. Une étude vient tout juste d’étre publiée en version
préliminaire sur le site du « Americain journal of physiology — Heart and Circulatory
Physiology » démontrant que la relaxation induite par le G-1 (10 uM) est 35 a 40 % suivant
la contraction a I'U46619 (10 nM), dans des carotides de rat est dépendante de
I'endothélium [26]. C'est-a-dire, que cette relaxation est inexistante en absence

d’endothélium fonctionnel. Ceci corrobore avec les résultats que nous avons obtenus et
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nous suggérons alors que la relaxation induite par le 178-E, directement sur le muscle

lisse vasculaire n’est pas induite par une activation du GPER.

A la figure 17, nous rapportons des expériences faites en utilisant des composés
cestrogéniques spécifiques au ERa (PPT) et au ERB (DPN). Nous étions curieux de savoir
comment se comporteraient ces composés, dans une relaxation que nous croyons ER-
indépendante. Les deux substances ont été en mesure de produire une relaxation
similaire au 17B-E,. Ce qui suggere que leur structure différente (Figure 11) permet aussi
de produire une relaxation de l'artere utérine avec la méme puissance et la méme
efficacité que le 17B-E,. Nous avons aussi utilisé le 2-methoxycestradiol, qui lui aussi
amene une relaxation des arteres utérines sans endothélium identique au 17B-E,. Le 2-ME
est un métabolite naturel endogene de I'cestradiol produit dans différents types
cellulaires, dont les cellules musculaires lisses vasculaires [307]. Il a été démontré que les
femmes prééclamptiques avaient de faibles taux circulant de 2-ME [131]. La relaxation
gue nous avons obtenue est intrigante, étant donné qu’il a été rapporté que le 2-ME
nécessitait la présence d’endothélium pour faire relaxer le muscle lisse de I'aorte via la
production de NO [98]. Peut-étre est-ce une différence entre la vasculature utérine et
I'aorte. Il serait intéressant de poursuivre I'étude du 2-ME et son implication dans la

vasculature utérine.

En résumé, nous avons démontré que le 17B-E, produit une relaxation non
génomique des artéres utérines en agissant directement sur le muscle lisse par un
mécanisme indépendant du monoxyde d’azote et des récepteurs classiques aux
cestrogeénes (ERa, ERB). Le GPER, la PKA, la PKG ne sont pas impliqués dans la signalisation
intracellulaire qui permet I'effet vasorelaxant induit par le 17B-E,. Nous avons observé
une implication des canaux potassiques sensibles au voltage ainsi qu’une possible

implication des BKca. En effet, cette derniere observation est basée sur |'effet du
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penitrem A, soit par une action sur le BKc; ou une action encore inconnue du composé.
Quoi qu’il en soit, d’autres études seront nécessaires pour obtenir une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués dans cette relaxation non génomique sur le

muscle lisse des arteres utérines.
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INHIBITION DE L’AROMATASE ET REMODELAGE VASCULAIRE

Durant la grossesse, plusieurs changements physiologiques surviennent chez la
mere, dont un important bouleversement hormonal. Les cestrogenes, les progestagénes
et les minéralocorticoides sont sécrétés abondamment dans la circulation, maternelle et
foetale. Nous avions proposé I'hypothese qu’une inhibition de la synthese d’cestrogene
durant la grossesse ameénerait une altération du remodelage vasculaire et
conséquemment des modifications de la réactivité vasculaire. Comme les cestrogenes ont
la propriété d’inhiber la migration ainsi que la prolifération des cellules musculaires lisses
vasculaires [19, 46, 150] il est possible que I'absence d’cestrogénes permette
I’exacerbation des effets prolifératifs d’autres facteurs circulants, augmentant ainsi le
remodelage. Par contre, il est aussi probable qu’en empéchant I'augmentation de cette
hormone durant la grossesse, nous perturbions les mécanismes qui créent ce remodelage,
résultant en un amenuisement de la taille des vaisseaux utérins observé durant la
grossesse. Pour ce faire, nous avons élaboré un protocole ou nous administrons un
inhibiteur de I'aromatase, I’'enzyme responsable de la transformation des androgénes en
cestrogenes. L'administration de I'inhibiteur a été faite a partir du jour 14 de la gestation.
Cette date a été choisie de maniere a éviter de produire des complications au niveau de
I'implantation et de I'organogénese foetale et tout juste avant que le diameétre de I'artere
utérine soit significativement plus large que celle d’une non gestante [258]. Nous avions
débuté nos expériences en utilisant le letrozole (Femara®) qui nous a été gracieusement
fourni par la compagnie Novartis (Novartis Canada, Dorval, QC, Canada). Nous avons
administré des injections de Letrozole a une concentration de 3 mg/kg/jour avec des

volumes d’injection entre 150 et 200 uL [95, 164, 265]. Des difficultés expérimentales
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majeures sont apparues en cours de réalisation. Nous avons observé une dégradation
générale de I'état de santé des meres durant leur gestation, dont un déces avant la mise
bas. Ce qui a provoqué I'arrét du protocole. De plus, le letrozole a provoqué une certaine
tératogénicité. En effet, les ratons avaient des malformations apparentes dont un aspect
anormal de leur crane qui était en forme de cone. Nous fiimes surpris de cette mauvaise
tournure, ignorant si c’est le composé ou I'absence d’cestrogene qui était responsable de
ces effets. Quelques mois plus tard, nous n’étions pas étonnés de recevoir un
communiqué provenant de Norvatis déconseillant |'utilisation de ce médicament chez les
femmes enceintes. Nous nous sommes tournées vers un autre inhibiteur d’aromatase
dont l'utilisation durant la gestation n’avait pas été associée a quelques problémes
majeurs que ce soit. Nous avons utilisé I’ATD (1,4,6-androstatrien-3,17-dione) pour
bloguer la synthése d’cestrogéne avec un protocole qui a été utilisé par d’autres groupes
[61, 64, 113, 121, 180]. Comme il est indiqué dans la section « matériel et méthodes », la
premieére série de rats a été réalisée dans nos installations au CHU Ste-Justine. Donc,
I’administration d’ATD ou du véhicule pour le groupe controle se faisait par une injection
sous-cutanée quotidienne et la pression artérielle était mesurée par pléthysmographie
caudale chez des rats conscients. Nous avons aussi comparé entre les deux groupes, le
diametre de l'artére utérine et des parameétres physiologiques de la mere: diverses
données feetales, le poids des organes de la meére et leur ratio, les parameétres sanguins et
urinaires sans observer de différence entre les deux groupes. De plus, il n’y avait pas de
changements quant a la réactivité des artéres utérines a I'angiotensine Il, ni aux effets
relaxants du 17B-E,. Pour la pression artérielle, nous n’avons pas eu de différence
significative entre les deux groupes outre une tendance vers un retard de la chute de
pression de fin de gestation dans le groupe traité avec I’ATD. Puisque la technique que

nous avons utilisée pour mesurer la pression est reconnue pour étre une mesure en état
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de stress (cage de contention et manipulation quotidienne de I'animal), I'erreur peut
s’avérer relativement grande nous contraignant a devoir utiliser un échantillon beaucoup
plus grand pour tirer une conclusion fiable. C’est alors que nous avons eu I'opportunité de
collaborer avec la Dre Julie Lavoie pour utiliser le systeme de prise de pression par
télémétrie du Centre de recherche du CHUM-Technopodle Angus. Pour minimiser le stress
imposé aux animauy, ils ont été hébergés dans des salles spécialement isolées avec un
minimum d’activé de la part du personnel et nous avons utilisé des implants sous-cutanés
a libération continue pour administrer I’ATD. De plus, la concentration d’ATD administré
par jour a été doublée par rapport a ce que nous avions utilisé dans la 1" version du
protocole, pour tenter d’accentuer les effets potentiels d’un inhibiteur d’aromatase
durant la grossesse. Nous avons obtenu sensiblement les mémes résultats, c'est-a-dire
aucun changement significatif du diametre des artéres utérines, de la pression artérielle,

de la contraction a I'angiotensine Il et de la relaxation induite par le 17B-E,.

La premiere chose que nous avons faite par la suite fut de confirmer |'efficacité du
traitement a I’ATD en mesurant la concentration d’cestradiol dans les échantillons
sanguins. L'utilisation d’une trousse commerciale de radioimmunoessai (RIA) (Double
Antibody Estradiol, Diagnostic Products Corp (DPC); Los Angeles, CA) s’est avéré non
opérationnel puisque sur une dizaine d’échantillons, nous avons obtenu des
concentrations d’cestradiol autour du 10 a 15 pg/mL chez les rates du groupe contréle,
résultats comparables aux valeurs obtenues par d’autres investigateurs [61] alors que
chez les rates traitées avec l'implant d’ATD nous avons obtenu des concentrations
d’cestradiol variant entre 100 et 450 pg/mL. Il semble que la trousse RIA utilisée présentait
une réaction croisée avec I’ATD, causant une surévaluation les concentrations d’cestradiol.
Une réaction croisée semblable a aussi été observée avec un RIA pour la testostérone

[65]. Comme solution alternative, nous avons eu recours a une technique de dérivation
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des échantillons pour dosage par GC-MS [32, 182, 206]. Les résultats illustrés a la figure 28
sont conséquents avec tous nos résultats précédents, c’est-a-dire qu’il n’y a pas de
différence entre les deux groupes. Nous nous attendions a une baisse marquée de la
concentration d’cestradiol par un traitement a I’ATD [61], alors que d’autres n’ont jamais
montré si leur traitement avait eu une incidence sur la concentration d’ocestrogénes

circulants [64, 113, 121, 180].

A la lumiére de ces résultats, nous nous trouvons dans une situation ambigiie. Le
fait qu’il n’y ait pas eu d’inhibition, ou du moins une réduction, de la production
d’cestradiol suite au traitement a ’ATD nous place dans un contexte ol nous ne savons
pas quel élément a fait défaut. Est-ce que le composé fourni par Steraloids est efficace?
Plusieurs autres études ont utilisé ce composé provenant du méme fournisseur avec des
résultats qui démontrent son efficacité [121, 221, 269]. Pour répondre a cette question,
nous aurions pu tester I'efficacité de I'’ATD en mesurant |'activité in vitro de I'aromatase
par conversion d’estradiol radiomarqué avec des préparations de placenta qui contienne
beaucoup d’aromatase [229]. Néanmoins, méme si nous aurions voulu faire ce test, la
totalité de I'ATD avait été envoyée directement chez le fabricant d’implants « Innovative
Research of America ». Nous avons tout de méme dosé des échantillons sanguins
provenant des rates qui avaient eu du letrozole, inhibiteur de I'aromatase utilisé
cliniquement, pour voir si ce composé avait réussi a modifier la concentration d’cestradiol.
Les niveaux d’estradiol mesurés par GC-MS furent de 149 * 2 pg/mL n= 2, donc ce n’était
pas significativement différents des contréles. Est-ce que le mode I'administration sous-
cutanée sous forme d’implants a fait le travail escompté? Pour voir si ce le mode
d’administration était en faute, nous avons dosé des échantillons sanguins provenant des
rates traitées a I’ATD par injection quotidienne sous-cutanée au CHU Ste-Justine. Encore

une fois la concentration d’cestradiol mesurée pas GC-MS dans le plasma de ces animaux
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n’était pas différente des contréles (145 = 20 pg/mL n= 4; NS). Est-ce que le dosage de
I’cestradiol par GC-MS doit étre remis en question? Tous les contréles ont été faits et
refaits et chaque échantillon a été injecté en triplicata pour minimiser I'erreur
occasionnée par I'appareil et que chaque échantillon est comparé au standard interne

(*Hs]17B-E,) d’une concentration connue que nous avons ajouté dans chaque échantillon.

En conclusion, nous pouvons affirmer que notre protocole expérimental n’a pas
réussi a inhiber la synthése d’cestrogene durant la grossesse chez le rat et par conséquent

nous ne pouvons pas confirmer ou infirmer notre hypothése de départ.

PERSPECTIVES

Durant ce projet de doctorat, je me suis intéressé au processus biochimique qui
permet le transport du NO par les érythrocytes. Je crois que ce mécanisme pourrait avoir
une implication dans la relaxation rapide in vivo ainsi que le remodelage la vasculature
utérine pour répondre aux besoins du foetus durant la grossesse. Ce processus fait appel
aux S-nitrosothiols (SNO) qui, lorsqu’ils sont attachés a une protéine, peuvent devenir
donneurs de monoxyde d’azote. Le NO est un vasorelaxant qui agit via la hausse de Ila
concentration de GMPc intracellulaire (voir I'introduction p.40). De plus, le NO peut étre
impliqgué dans le remodelage vasculaire, car il a été démontré qu’il contribue au
remodelage circonférentiel et a I'augmentation du diametre des artéres utérines durant la
gestation [211]. Ces mécanismes ne sont pas encore parfaitement établis et, a mon avis, il

serait primordial de s’y intéresser plus profondément.
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Notons que la plupart des études concernent les S-nitrosothiols dans un contexte
de relaxation rapide suivant un besoin métabolique avec une action temporelle limitée :
par exemple la relaxation observée dans les tissus musculaires durant I'effort physique qui
crée un micro-environnement hypoxique. Ce phénomeéne pourrait aussi étre un joueur

important pour la vasorelaxation et le remodelage vasculaire utérin durant la grossesse.

Comment les S-nitrosothiols induisent la relaxation d’un vaisseau sanguin? Il est
probable que ce soit en association aux érythrocytes circulants. En fait, il semble que ceux-
ci auraient la propriété d’ajuster la perfusion capillaire en fonction du métabolisme du
tissu environnant, ce qui est désigné par le terme « vasodilatation hypoxique ». Ceci
amene la relaxation des muscles lisses vasculaires dans une région ou il y a une faible
disponibilité d’oxygene tissulaire, ce qui vise a accroitre la distribution d’oxygene.
Plusieurs hypotheéses sont débattues pour en expliquer le fonctionnement, alors que
plusieurs études ont identifié la relache de NO par les érythrocytes comme étant la voie

principale [49, 54, 62, 124].

Au départ, cette propriété des érythrocytes semblait invraisemblable. En effet, en
ajoutant des globules rouges a une préparation ex vivo d’aorte de lapin on observait un
effet contractile [259]. Depuis lors, des études se sont intéressées aux interactions du NO
avec le fer de ’lhéme [57]. Ainsi, I’'hémoglobine (Hb) libre « consommerait » le NO et, ce
faisant, jouerait un réle de vasoconstricteur [130]. Comment concilier ces effets
paradoxaux? Le concept de « S-nitrosylation » [260] apparait dans la littérature au début

des années 90, mais aujourd’hui son action par ’"hémoglobine semble mieux acceptée.

L’'hémoglobine est une protéine contenue dans les érythrocytes dont le principal
role est de transporter I'oxygene (O,) des poumons aux tissus périphériques par le sang.

L’hémoglobine est un tétramere composé de quatre globines, deux a et deux B, chacune
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d’elles contenant un héme avec un ion ferreux auquel l'oxygene peut se lier.
L’'hémoglobine  existe sous deux conformations structurales différentes.
L’oxyhémoglobine, liée a 4 molécules d’0O,, forme I’état R pour relaché (1 affinité pour
0,) et la désoxyhémoglobine, n’est pas lié a I’O,, donne lieu a I'état T pour tendu ({
affinité pour 0;). En résumé, lorsque la désoxyhémoblogine (état T) arrive dans la
circulation pulmonaire son affinité pour 'O, est relativement faible. Etant donné la forte
concentration d’oxygene dans les alvéoles pulmonaires, une molécule d’O, va tout de
méme réussir a se fixer a I'atome de fer d’'un héme. Cette liaison amene un changement
de conformation de la protéine qui affecte aussi la conformation des autres hemes. C'est
donc dire que la liaison de I’O, au fer de I’héme de I’'hémoglobine va favoriser la transition
de I'état T->R et promouvoir la liaison subséquente de I'oxygene sur les trois autres
hémes. Dans la situation inverse, c’est-a-dire lorsqu’il y a peu d’oxygéne, un
environnement avec un pH plus acide et une plus grande concentration de dioxyde de
carbone (CO,), comme c’est le cas dans les capillaires des tissus actifs, le CO, et des
protons vont se lier a I’"hémoglobine. Ils vont changer un peu la conformation de
I’'hémoglobine qui va perdre un peu son affinité pour I'O,. L’hémoglobine va effectuer un
changement de conformation de I'état R->T ce qui lui permet de libérer I'oxygéne aux
tissus. Il existe d’autres facteurs qui jouent un role dans la libération de 'O, (le 2,3-
disphosphoglycérate, la pression d’O,, la myoglobine, les ions CI etc.) mais ils ne sont pas

essentiels pour la compréhension la formation et distribution des S-nitrosothiols [289].

Lorsque le sang désoxygéné retourne dans la circulation pulmonaire (1 [0,]), la
transition de T->R est privilégiée et la conformation R facilite la liaison du NO sur la
cystéine 93 qui se retrouve sur I’hélice B (CysB93) de I’'hémoglobine. Cette combinaison va
permettre la formation de S-nitrosohémoglobine (SNO-Hb). Quand I’érythrocyte se

retrouve dans un environnement hypoxique (ex. : muscles squelettiques durant un effort
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physique), il va se départir de ses molécules d’O, pour oxygéner le tissu et son Hb va
reprendre I'état T. A ce moment, le changement de conformation allostérique va aussi
influencer les thiols sur les CysB93. En conformation T la probabilité d’obtenir des thiols
sur les CysB93 est beaucoup plus faible [124]. En d’autres termes, les groupements S-
nitrosothiols sont plus susceptibles de libérer le groupe NO lorsqu’il y a une faible pression
d’oxygene dans le milieu [124]. Donc, la désoxygénation des SNO-Hb véhiculés par les
érythrocytes permettrait une libération locale de NO pour augmenter le flot sanguin et
I'oxygénation du tissu [259]. Un tel systeme attribuerait aux érythrocytes un réle de
transporteur d’oxygene, mais aussi de senseur du niveau d’oxygéne et de coordonnateur

du tonus vasculaire local [28].

Un des arguments en faveur d’un tel systeme est qu’il permet a I'organisme de
répondre au besoin local des différents tissus dans un laps de temps relativement court.
En fait, on a estimé que le transit sanguin au niveau des capillaires dans un tissu au repos
est d’'une seconde ou moins [299]. Mais lors d’activité accrue du tissu, par exemple les
muscles squelettiques durant I’exercice physique, ce temps de transit serait encore plus
court. Ce qui veut dire que le systeme en place doit étre en mesure de détecter un signal
métabolique, traduire une réponse par un signal chimique et livré celui-ci aux cellules
effectrices pour quelles puissent répondre et, tout cela, dans une fenétre de temps
d’environ une centaine de millisecondes [9]. Cette rapidité d’exécution, un systéme de
SNO-Hb pourrait I'atteindre. D’autre part, on a rapporté qu’un défaut de transport ou de
relache de NO provenant des érythrocytes a cause d’une mauvaise S-nitrosylation pourrait
étre impliqué dans différentes maladies ou il y a un dysfonctionnement vasculaire. Par
exemple le diabete [122], I'anémie falciforme [21], I'insuffisance cardiaque congestive

[54], les chocs septiques [48, 62] et I’hypertension pulmonaire [184].
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Toutefois, comme mentionné précédemment, il existe beaucoup de controverse a
savoir si ce systéme est important ou simplement complémentaire a d’autres mécanismes
induits par I'hypoxie. La figure 29 représente une schématisation de trois hypothéses
principales qui pourrait expliguer comment les érythrocytes peuvent induire une
vasodilatation hypoxique. En plus des SNO-hémoglobines dont nous avons discuté,
d’autres groupes de recherche suggerent qu’il s’agirait de métabolites provenant du tissu
environnant et générés par I'état hypoxique, par exemple I'adénosine, qui serait
responsable de relaxer les vaisseaux (relache d’ATP). Il a été démontré, chez le hamster et
le lapin, que des érythrocytes libéraient de I’ATP en condition hypoxique, mais pas en
normoxie [71, 255]. Cette relache extracellulaire d’ATP se lierait aux récepteurs
purinergique (P,y) a la surface des cellules endothéliales [70]. Les cellules endothéliales
ainsi activées produisent du NO par les synthases de monoxyde d’azote endothélial,
induisant une vasodilatation [230]. En parallele, on a rapporté, chez des sujets humains,
gu’une augmentation du flot sanguin aux muscles durant I'exercice physique corréle avec

une augmentation d’ATP dans le plasma [93].



156

Réduction

des nitrites SNO-Hémoblogine

Relache d'ATP

@ Conformation T

A

(RSNO)

ﬁémﬁonq'-

Figure 29 : Mécanismes proposés pour expliquer la vasodilatation hypoxique induite par

les érythrocytes. La relache d’ATP, la réduction des nitrites, la formation de SNO-
hémoglobuline sur la cystéine 93 et la libération de NO en condition hypoxique
(conformation T). Glutathion (GSH); échangeur anionique-1 « anion exchanger-1 » (AE-1)

(Traduit de Isbell et al.)
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La troisieme hypothése concernant le rble possible des érythrocytes dans le
controle du flot sanguin impliquerait la réduction des nitrites en molécule de NO (Figure
29). Une équipe, de I’'Université d’Alabama a Birmingham, a démontré que la réaction des
nitrites avec I’hémoglobine est maximale lorsque 50 % de celle-ci est oxygéné (Psg). De
plus, ils ont observé, en utilisant des préparations d’aorte de rat, que la vasodilatation en
présence d’érythrocytes débute elle aussi a Psp, suggérant que le rble de senseur
d’oxygene par I'hémoglobine est lié a la réduction de nitrite et la stimulation de la
vasodilatation [49]. Outre ces trois hypotheéses principales, d’autres suggérent plutot que
plusieurs composés circulant dans le plasma peuvent servir de produit de réaction afin de
produire du NO, sans l'aide d’érythrocytes, pour générer une relaxation des vaisseaux

sanguins [295].

A la lumiére de ces recherches et du débat qui a encore lieu dans ce domaine, nous
pouvons entrevoir la possibilité que les érythrocytes ont slirement un role a jouer dans le
controle local du flot sanguin. Le paradigme des SNO-Hb est élégant en soi et supporté par
plusieurs données scientifiques, mais des travaux récents remettent en question ce
modele. Des souris transgéniques possédant une hémoglobine humanisée (les chaines a
et B de la protéine murine ont été remplacées par la séquence humaine) avec une Cysp93
mutée pour une alanine ont montré des changements de phénotypes mineurs [119]. Est-
ce que ce modéle humanisé camoufle I'effet qu’aurait une vraie délétion? Est-il possible
gu’une hémoglobine feetale puisse compenser la mutation? Est-ce que I"apport des SNO-
Hb est pertinent? Est-ce qu’une combinaison de I'implication des SNO-Hb, de la réduction
des nitrites et de la relache d’ATP par les érythrocytes serait plus probable? Le débat est

bien entamé et nous espérons qu’il pourra nous éclairer.

Quoi qu'il en soit, je serais particulierement intéressé a savoir si les SNO-Hb sont

impliqués dans la relaxation et le remodelage des vaisseaux utérins durant la grossesse. Je
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crois justement que la demande métabolique croissante du foetus durant la grossesse crée
une certaine « pression » sur la vasculature utérine qui se retrouve constamment dans un
état « hypoxigue », et ce, sur une longue période. Je crois alors qu'un systeme comme le
SNO-Hb devient important pour permettre une « vasorelaxation hypoxique » avec un
apport continu de NO dans la circulation utérine. Cette augmentation importante de NO
localisée et sur une longue période pourrait avoir un effet important sur le remodelage
vasculaire des vaisseaux utérins. Apres parturition, le foetus n’engendre plus cette
demande métabolique et il y aurait disparition du « microenvironnement hypoxique »
dans la circulation utérine. Il s’ensuivrait alors une diminution de I'apport local de NO et
un rétablissement progressif de la circulation en post-partum pour revenir a son état
initial. On sait que la production de NO est augmentée par les cellules endothéliales
vasculaires utérines durant la gestation en réponse a 'augmentation d’cestrogenes [176,
203, 204]. On sait aussi que l'inhibition par le L-NAME de la production de NO produit par
les synthases de NO diminue le remodelage circonférentiel des vaisseaux utérins [211].
Aurions-nous un effet similaire si nous bloquions I'apport de NO via les SNO-Hb? Il serait
intéressant d’évaluer si un modele transgénique similaire a celui d’Isbell et coll. [119]
(hémoglobine avec CysB93 mutée pour une alanine) pour bloquer I'apport de NO par les
SNO-Hb aurait un effet sur le remodelage vasculaire utérin durant la gestation. Aurions-
nous un effet additif avec 'administration de L-NAME ce qui réduirait considérablement le
remodelage? Peut-étre que cette réduction de remodelage diminuerait 'apport sanguin
au foetus ce qui occasionnerait la naissance de bébés avec un petit poids de naissance.
Ceci serait semblable a ce qui est observé dans le modele RUPP (Reduced uterine
perfusion pressure) ou |'aorte abdominale et ligaturée juste au-dessus de la bifurcation
iliaque ainsi que les deux arteres ovariennes créant une réduction importante de la

perfusion sanguine utéro-placentaire [2, 3, 8, 40, 44]. Je crois que les processus impliqués
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dans le remodelage vasculaire utérin représentent une combinaison complexe de tensions
qui affectent la paroi vasculaire, les hormones circulantes, les facteurs de croissances et
d’autres facteurs générés localement en plus des phénomenes dépendant du NO. Mais, il
serait intéressant de vérifier si une hypothese aussi élégante que le systeme d’apport de

NO via les SNO-Hb pourrait étre un facteur important durant la grossesse. [285]
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