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RESUME

Une diete faible en sodium donnée a des rates lors de la derniére semaine de gestation
induit une diminution de I'expansion volumique, du diamétre des arteres utérines et
du poids des placentas comparativement a des rates témoins. Ces perturbations
suggerent une diminution de la perfusion placentaire affectant I'apport feoetal en
nutriments. Les ratons naissent avec une restriction de croissance intra-utérine (RCIU).
Chez le foetus, le substrat énergétique cardiaque principal est le glucose via la
glycolyse. A la naissance, la source principale d’énergie est |'utilisation des acides gras
par la B-oxydation. Nous émettons I’hypothése que dans ce modéle de RCIU, le coceur
foetal répond a la diminution d’apport nutritionnel due a une atteinte maternelle en
adaptant son métabolisme énergétique cardiaque a la baisse. Les rates gestantes
(témoins et recevant la diéte faible en sodium) sont sacrifiées au jour 22 de gestation
(sur 23). Les cceurs feetaux sont prélevés afin de caractériser les protéines dites
« limitantes » in vitro des voies de la glycolyse et de la B-oxydation. Les expressions
protéiques de GLUT1, GLUT4, HK1, HK2, CPT2, CPT1j, cytochrome c, PFK1, PKM1/2,
mesurées par immunobuvardage de type Western, sont similaires entre les coeurs des
foetus RCIU et témoins, méales et femelles. L'expression protéique de CPTla est
diminuée dans les coeurs des femelles RCIU seulement. Il n’existe aucune différence
significative entre les différents groupes quant a l'activité enzymatique de PKM1/2.
Nos résultats dressent un profil métabolique général suggérant que le sexe du feetus
peut avoir un effet sur la réponse cardiaque feetale a une atteinte du volume sanguin
maternel causée par la diéte restreinte en sodium. Ce profil métabolique semble
démontrer une atteinte du catabolisme des lipides. Afin de bien caractériser cette
réponse du mécanisme énergétique, l'activité enzymatique des autres enzymes
principales de la glycolyse (HK1, HK2, PFK1), le flux intra-mitochondrial d’acyl CoA a
travers les CPTs ainsi que la quantité totale d’acétyl CoA devront étre quantifiés.

Mots Clés : restriction de croissance intra-utérine, glycolyse, B-oxydation des acides
gras, cceur foetal, apoptose.



ABSTRACT

A low sodium diet was given to pregnant rats during the last week of gestation. This
diet diminished the maternal expansion of blood volume, the uterine arteries
diameter, and placental weight, when compared to their controls. Together, these
results suggest a lower placenta perfusion and a decreased output of nutrients to the
fetus. The offspring of these pregnant rats were born with an intra-uterine growth
retardation (IUGR). The fetal heart utilizes glucose through glycolysis as the major
cardiac energy substrate. At birth, the principal source of energy switches to the
oxidation of fatty acids, through B-oxydation. We hypothesized that within our IUGR
model, the fetal heart could respond to a diminished nutritional intake due to the
maternal input when a decreased cardiac energy metabolism was present. The
pregnant rats of both groups (controls and on the low sodium diet) were sacrificed on
day 22 of a 23 day gestation. The fetal hearts were then analyzed looking for signs of
the limiting proteins glycolysis and B-oxidation. The GLUT1, GLUT4, HK1, HK2, CPT2,
CPT1B, cytochrome c, PFK1, PKM1/2 proteins obtained through a Western
immunoblot method were similar between the hearts of the IUGR and their control
fetuses, whether they were male or female. The protein expression of CPTla was
lower only in female IUGR fetal hearts. There was no significant difference between
the groups with respect to the enzymatic activity of PKM1/2. Our results suggest that
the metabolic profile changes with regards to the fetus gender and could affect the
fetal cardiac metabolism, due to a lower maternal blood flow caused by a sodium
controlled diet, by diminishing its lipid metabolism and sparing glucose metabolism. To
characterize the energy metabolism, the enzymatic activity of the other principal
limiting enzymes glycolysis (HK1, HK2, PFK1), the intra-mitochondrial flux of acyl CoA

through the CPTs and the total quantity of acetyl CoA must also be analyzed.

Key words: intra-uterine growth retardation, glycolysis, fatty acid -oxidation, fetal
heart, apoptosis.
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1. INTRODUCTION




La restriction de croissance intra-utérine (RCIU) représente la cause de mortalité et

9,16,51 ey
=227 |l a été

morbidité prénatale la plus importante en touchant 7-15% des naissances
démontré que les individus nés avec une RCIU présentent une plus grande prévalence
au développement de conditions pathologiques a I’'age adulte dont la dyslipidémie, le
diabéte de type 2, 'hypertension artérielle, les maladies coronariennes et cardiaques
24 92 166 90 199 269 'Malgré sa grande prévalence et son implication importante en tant
gue cause pathologique, il existe peu de connaissances a ce jour abordant I'impact de
la RCIU sur le développement foetal. Afin d’élucider ce dernier, notre laboratoire a
élaboré un modele de RCIU en donnant une diete faible en sodium lors de la derniére
semaine de gestation a des rates gestantes. La diéte a pour effet d’empécher
I’expansion volumique sanguine maternelle normale. Ceci provoque une baisse de
perfusion placentaire et d’apport foetal en nutriments. Cette diminution d’apport
nutritionnel au feoetus peut affecter conséquemment [I'homéostasie et le
développement foetal normal. De plus, les femelles du modele développé au
laboratoire développent a I'age adulte un remodelage cardiaque. Ce dernier est
caractérisé par une hypertrophie liée a une augmentation de la largeur et du volume

des cardiomyocytes, une augmentation de la longueur des sarcomeéres, une diminution

de la contractilité des cardiomyocytes et une plus faible activité de I’aconitase !

Cette étude permettra de connaitre les effets in utero d’'une RCIU sur le métabolisme
énergétique cardiaque fcetal et de mieux comprendre ses conséquences pathologiques
a long terme. L’action du cceur, chez les organismes pluricellulaires, entraine la
propulsion de nutriments et d’oxygéne aux tissus qui les composent. Le métabolisme
énergétique cardiaque, a travers I'utilisation du glucose par la glycolyse et des acides
gras par la P-oxydation, est en étroite relation avec la fonction cardiaque de
contraction/expulsion. Cette derniére est primordiale au bon développement foetal.
Une altération du développement foetal peut avoir des conséquences a long terme sur

cet organe et I'ensemble de I'organisme via un changement de la fonction cardiaque.



La revue de la littérature est divisée en trois volets. Dans le premier volet sera abordé
la grossesse et la RCIU en tant que complication de cette derniére. Le réle du placenta
ainsi que le transfert des nutriments maternels au foetus seront également abordés. Le
second volet introduira les connaissances actuelles en termes de développement,
maturation et métabolisme énergétique cardiaques. Pour terminer, le troisieme volet
décrira les conditions pathologiques et les mécanismes impliqués dans la mort
cellulaire. La mort cellulaire est essentielle dans le processus de maturation cardiaque.
Elle constitue également une conséquence possible a un métabolisme énergétique

cardiaque altéré et fonctionnant inadéquatement.

1.1 Restriction de Croissance Intra-Utérine

La RCIU est une complication de grossesse provoquant des conséquences immédiates
sur le foetus et pouvant avoir des répercussions a long terme. A la suite d’une RCIU, les
nouveau-nés chez le rat et 'Homme sont hypotrophes et souvent hypoglycémiques *%
7014989 | 3 majorité des enfants RCIU montrent un rattrapage dans les 2 premiéres
années de vie et atteignent une stature finale dans la normale en accord avec leur
grandeur mi-parentale *®. Par contre, entre 10 et 40% de ces enfants RCIU n’y

parviennent pas 8112

1.1.1 Parametres de la Restriction de Croissance Intra-Utérine

La RCIU peut étre de type symétrique (proportionnelle) ou de type asymétrique
(disproportionnelle):

A) Le premier cas correspond a une grossesse a terme avec un enfant hypotrophe,
présentant une taille, un poids et un périmétre cranien réduits (microcéphalie)
de facon symétrique (proportionnel) associé a des problémes psychomoteurs
majeurs. Ces RCIU peuvent étre causées par des facteurs génétiques (trisomie

13 et 18, 21), toxiques (alcool, tabagisme, toxicomanie), médicamenteux



(antiépileptiques, hydantoides, immunosuppresseurs, corticoides) et infectieux
(rubéole, toxoplasmose, syphilis, parvovirus, entérovirus, herpeés, varicelle).

B) La RCIU disproportionnelle est associée a une redistribution du flot sanguin
foetal au profit du coeur et du cerveau, au détriment des reins. Ceci a pour
conséquence d’augmenter les ratios cerveau:poids total et cceur:poids total
sans affecter le ratio rein:poids total. Les causes probables de ce type de RCIU
sont souvent de nature pathologiques placentaires (lésion/atteinte/réduction)
affectant les échanges foeto-maternels. Ces causes comprennent un syndrome
vasculo-rénal primaire ou secondaire (a une hypertension, un lupus, un diabete
ou une néphropathie chronique préalable), une grossesse gémellaire
(monozygote et dizygote), des anomalies et insuffisances placentaires
(infarctus, chorioangiome, pathologie dysimmunitaire, insertion vélamenteuse,
nceuds). Ces RCIU peuvent aussi étre causées par une malnutrition maternelle
chronique ou une hypoxie chronique (anémie maternelle chronique, haute

altitude, cardiopathie maternelle) 7* 2° 11 140,

Des conditions de croissance inadéquates foetales telles qu’une malnutrition
maternelle, un espace utérin restreint, ou une perfusion placentaire réduite, limitent la
croissance feetale et résultent en un état hypotrophe sous le 10° percentile (sous le 3°

231 89 51

percentile pour une RCIU sévere) . Parmi toutes les causes possibles de RCIU,

231 . . .
31 Lors d’une RCIU provoquée par une insuffisance

30% sont de cause idiopathique
placentaire, le rythme cardiaque foetal diminue: c’est la décélération tardive. A ce jour,
les recherches ne peuvent établir si cette décélération est une cause ou une

17 17 ’apport en acides aminés transférés au foetus est

conséquence de la RCIU
significativement réduit dans les premieres étapes de la RCIU indépendamment de la
sévérité de cette derniere et de la présence ou non d’hypoxie. Elle est accompagnée
d’une diminution de I'activité des transporteurs d’acides aminés placentaires du
systéme A et du transporteur de leucine et taurine dans la membrane plasmique des

syncytiotrophoblastes. Cette diminution est associée a un catabolisme protéique fecetal



. < 152 149 121 177
proportionnellement augmenté > *°

. Une augmentation de la consommation
de glucose par le placenta lors d’'une RCIU avec insuffisance placentaire perturbe le
transfert glucidique a travers cette barriére foeto-maternelle *°. Les concentrations
sanguines foetales de glucose sont donc basses. Des études dans des modeles animaux
(brebis et rat) de RCIU montrent des augmentations de néoglucogenese foetale

T . N . T 143 93
pouvant agir a titre de processus compensatoire a cette baisse glucidique fcetale .
Les récepteurs aux lipoprotéines et les lipoprotéines lipases placentaires sont réduits

lors d’une RCIU. Ces altérations abaissent le transfert des acides gras au foetus *° 2%°

233 95 L'apport nutritionnel feetal est donc diminué lors d’une RCIU induite par une

insuffisance placentaire.

La perfusion materno-foetale diminuée par une insuffisance placentaire affecte
I'apport en nutriments et en oxygene au foetus. Les atteintes du flot sanguin foetal et
de I'apport en oxygene dépendent du type de restriction (hypoxie, asphyxie) et de la
cause de la réduction du flot ombilical et placentaire (compression de la veine
ombilicale, compression de |'aorte abdominale fcetale, blocage du cordon ombilical,
embolisation du lit vasculaire placentaire, anémie, prééclampsie, maladies du cceur, du

209123 par contre, la consommation feetale

rein et des poumons, hémoglobinopathie)
d’oxygene est assez constante. En effet, elle demeure stable sur un grand éventail de
perturbations de la circulation ombilicale et placentaire. Ceci est d(i a la centralisation
métabolique sanguine. Par ce phénomeéne, le corps redistribue le flot sanguin des
périphéries vers le centre de I'organisme. Le méme phénoméne se produit dans le
cerveau adulte lorsqu’il concentre son flot sanguin vers les noyaux centraux et les

ventricules aux détriments de ses périphéries lors d’une perturbation de la circulation

sanguine cérébrale 2.

1.1.2 Théorie de programmation foetale

La théorie de programmation foetale décrit le processus par lequel un stimulus ou une

atteinte a une période critique de développement aura des effets et répercussions a



24 246 212 199 136

long terme durant toute la vie de l'individu touché . Durant cette

période critique, le systeme est flexible (plasticité) et sensible a I'environnement 24 246
212 199 136 . . ;. N . . . ;.

. Les réponses immédiates a la sous-alimentation intra-utérine sont de natures
cataboliques: le feetus consomme ses propres substrats pour obtenir une source
d’énergie. La survie feetale dans de telles conditions est dépendante de la diminution
d’utilisation de ses substrats et de leur métabolisme, accompagnée d’une réduction de

2% DO a son adaptation in utero, un organe peut étre

ses dépenses métaboliques
vulnérable sans qu’une anomalie ne soit décelée a la naissance. Cependant, suite a un
stress plus tard dans la vie, les capacités d’adaptation de cet individu s’avérent

1 2 2 . : , . . N
36 230 269 yne croissance foetale inadéquate et un petit poids corporel a la

diminuées
naissance sont associés avec une augmentation du risque de mort par des maladies
adultes cardiaques ischémiques et coronariennes. De plus, ils sont également associés
a une plus grande prévalence du syndrome de résistance a l'insuline ou syndrome
métabolique (tolérance au glucose, hypertension, augmentation du taux de

triglycérides sérique, insulinorésistants, hyperinsulinémie) 24 92 20 199 269,

1.1.3 Modeles de Restriction de croissance Intra-Utérine

Plusieurs modeéles animaux ont été élaborés dans l'optique de comprendre les
mécanismes conduisant a une RCIU. lls different entre eux par leur méthode

d’induction de la RCIU.

1.1.3.1 Différents modéles
Lors d’une injection excessive de glucocorticoides a des femelles brebis gestantes, le
poids des cardiomyocytes foetaux ventriculaires est augmenté. Toutefois, il n’y a pas
de changement ni de la taille ni de I'état de maturation ni de la binucléation de ces
cellules. Les glucocorticoides affectent d’ailleurs le cycle cellulaire de ces
cardiomyocytes en stimulant leur réplication, ce qui provoque une augmentation du

100

nombre de cellules cardiaques post-traitement L’exposition excessive aux

glucocorticoides in utero par injection de dexaméthasone a des rates gestantes améne



une diminution du poids foetal a 21 jours **. Les rats de cette progéniture démontrent
une augmentation de l'expression des transporteurs de glucose cardiaques GLUT

134 . L.
% Dans le coeur, I’expression de la protéine

(transporteur de glucose) a I’age adulte
transmembranaire GLUT1 est augmentée en absence de modification de GLUT4 chez la
progéniture de rat male. La voie intracellulaire Akt/PKB (sérine/thréonine protéine
kinase spécifique / protéine kinase B) est d’ailleurs activée chez ces rats en plus de
I'augmentation des protéines PKC (protéine kinase C) ce qui pourrait expliquer les

changements d’expression des GLUTs %

De plus, la progéniture a I'age adulte
démontre une hyperinsulinémie, un niveau élevé de corticostérone, une hypertension,
une résistance a linsuline ainsi qu’une augmentation du risque de maladies

cardiovasculaires 13482 169178

Puisque chez I’humain, une corrélation a été observé entre le tabagisme et le petit
poids de naissance, il a été proposé qu’un état d’hypoxie secondaire a I'exposition au
CO, (dioxyde de carbone) en soit la cause %5 Ainsi, un modeéle animal a été développé
en infusant de la nicotine a des rates gestantes a une dose simulant les niveaux
maternels plasmatiques de nicotine retrouvés chez les femmes fumeuses. Les rats
exposés a la nicotine dans l'utérus ne reldchent pas les catécholamines en réponse a

213 L’hypoxie chronique

I’hypoxie et en ont une concentration cardiaque diminuée
gu’elle soit causée par des pressions en oxygéne diminuées, une anémie maternelle ou
par une atteinte de la perfusion placentaire, supprime la fonction cardiaque fcetale,
altére I'expression des génes cardiaques, augmente la densité et la synthése des
cytochromes mitochondriaux dont cytochrome c (lors d’une atteinte asymétrique) et

augmente |'apoptose des cardiomyocytes. Ceci résulte en une sortie prématurée des

cardiomyocytes de leur cycle cellulaire et a I'hypertrophie des myocytes 2*°.

Un autre modele de RCIU est induit en donnant a des rates gestantes une diete faible
en protéines (LPD). Cette diete a pour effet de diminuer le poids total de la

progéniture a la naissance ainsi que celui de leur cceur. Chez le rat, in utero, cette diete



est associée a une diminution de la croissance feetale ®*. En effet, a la naissance, cette
diéte réduit le nombre de cardiomyocytes dans le cceur des ratons RCIU, en activant

64 52

I'apoptose . Cette progéniture démontre aussi une augmentation d’environ 15%

142

du taux de fibrose interstitielle dans le ventricule gauche a I'age adulte *. Ces

altérations histologiques affectent la fonction cardiaque et prédispose ces individus a

développer une arythmie cardiaque et a des atteintes ischémiques 2°> **%.

Un dernier modele RCIU a été induit par une ligature bilatérale des arteres utérines au
jour 19 chez des rates gestantes Sprague-Dawley. Cette ligature inflige au foetus un
environnement de croissance défavorable caractérisé par de faibles niveaux d’'IGF

209 Ces

(somatomédine), d’insuline, de glucose, d’oxygéne et d’acides aminés
parametres reviennent a la normale chez ces ratons des la naissance. Cependant ces
derniers demeurent avec un poids corporel réduit comparativement au groupe
témoin. Chez cette progéniture, a 21 jours postpartum, le ratio NADH/NAD*
(nicotinamide adénine dinucléotide réduit / nicotinamide adénine dinucléotide) dans
le muscle squelettique est réduit, indiquant une atteinte du métabolisme énergétique

29 A 3 mois postpartum, ces rats affichent une

tissulaire de ces animaux
concentration sérique élevée en acides gras insaturés additionnée d'une
hyperinsulinémie. Ceci s’accompagne, au niveau du muscle squelettique, par une
diminution des réserves de glycogéne, de la phosphorylation oxydative mitochondriale
et de l'oxydation de plusieurs substrats énergétiques incluant le pyruvate, I'o-
cétoglutarate, le succinate et le glutamate. Ces diminutions sont associées a une
réduction de la production d’ATP. De plus, on note une diminution de I'activité de la
PDH (pyruvate déshydrogénase) et augmentation de I'expression de la PDK4 (PDH

209

kinase 4) . Un défaut dans la synthése et I'apport en ATP, débutant lors du pré-

diabete (3 mois postpartum), diminue le recrutement membranaire de GLUT4, le
transport de glucose intracellulaire et la synthése de glycogéne contribuant a la

209

résistance a l'insuline et a I’hyperglycémie du diabéte de type 2 . Les rats adultes de

cette progéniture développent, 6 mois apres la naissance, un diabéte type 2



caractérisé par une hyperglycémie et de hauts niveaux tissulaires de lactate dans le

muscle squelettique 2%°.

En résumé, ces modeles présentent tous une cause différente menant a la RCIU. De
plus, ils affichent des atteintes des cardiomyocytes (apoptose, hypertrophie), des
altérations du métabolisme énergétique (augmentation du potentiel glucidique,
diabéte type 2) et de la fonction cardiaque (fibrose). Dans le cadre de cette étude,
nous n’avons abordé que le profil métabolique cardiaque a I’age foetal du modéle RCIU
développé au laboratoire. Par contre, il serait intéressant, dans le futur, d’aborder
I’histologie des cardiomyocytes et la fonction cardiaque chez ces cceurs foetaux afin
d’apprécier les ressemblances/différences existants avec les autres modeles animaux
RCIU. La RCIU est provoquée par de multiples causes chez I’"humain. Chaque modele
animal présente un aspect causal particulier et relate les conséquences possibles de la

RCIU induite.

1.1.3.2 Le modéle RCIU développé au laboratoire
Le rat, au méme titre que la souris, a une cardiogenéese semblable a celle des humains.
En effet, les événements du développement et du modelage cardiaque sont
comparables allant du tube cardiaque primitif, en passant par la courbureen U eten S
ainsi gqu’au développement du systéme de conduction, jusqu’a la fermeture des

différentes chambres ventriculaires et auriculaires & 1%,

Une courte durée de 22 a 23 jours (selon la souche) de gestation chez le rat permet
une étude adaptée et facile des complications de grossesse. Notre laboratoire utilise la
souche de rat Sprague-Dawley car celle-ci démontre une plus grande variabilité
génétique comparativement a plusieurs souches consanguines, reflétant mieux la

grande diversité génique présente dans la population humaine.
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Figure 1. Comparaison des changements hémodynamiques qui surviennent lors de la

grossesse humaine et la gestation d’une rate.

La gestation chez le rat est associée a des changements hémodynamiques similaires a
la femme enceinte: augmentation du RAAS (systéeme rénine-angiotensine-
aldostérone), augmentation du volume sanguin, augmentation des estrogénes et
diminution de la pression artérielle. De ce fait, il constitue donc un modele adéquat
pour I'étude phénoménes liés a la grossesse (voir figure 1). La principale différence
entre les deux especes (murine et humaine) concerne le moment auquel ces
changements cardiovasculaires apparaissent au cours de la gestation. La majorité des
changements survient a la derniére des 3 semaines de gestation chez la rate et au 2e
trimestre chez la femme. Chez la rate comme chez I'humain, la gestation est
accompagnée d’une résistance aux effets des vasoconstricteurs, démontrée in vivo et

. . 48 158 216 14 26 27
in vitro 8158 216 6 .



11

| 97 245

Autant chez le rongeur que 'Homme, le placenta est hémochoria . Cependant,

chez le rongeur, le nombre de couches trophoblastiques est de trois comparativement

3 une chez 'Homme %" %8,

De plus, I'invasion du mur utérin de ces espéces par les trophoblastes positifs au
glycogéne montre le méme profil lors de la derniére période de gestation 2**. Lorsque
le placenta est completement fonctionnel, I'invasion interstitielle et endovasculaire du
mur utérin augmente a partir du jour 15 pour connaitre un pic de profondeur au jour
18 avant de régresser jusqu’a la parturition 2*°. Dans les grossesses avec RCIU chez
I’humain, les trophoblastes sont moins invasifs et plus prolifératifs. De plus, il y a
réduction des dimensions des placentas, causée par une croissance plus faible des
villosités et de la vasculature foetale. Une résistance utéroplacentaire se met alors en

place affectant la surface d’échange materno-feetale 160

. Le placenta labyrinthique des
rongeurs comparativement au placenta humain est caractérisé par plus
d’interconnections et d’arborescence des villosités. Le placenta des rongeurs possede
donc moins d’espaces intervillositaires ou se déverse le sang maternel, comme illustré

ala figure 2.
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Figure 2. Régions principales et différents types cellulaires du placenta a terme.
Adapté par Bibeau K. *® de Georgiades P. ¥’.
Placenta A) de I'humain et B) des muridés (rat ou souris) durant le troisieme trimestre
et la derniére semaine de gestation.
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Lors des sept a huit derniers jours de gestation chez le rat, les artéres utérines
subissent un remodelage vasculaire. Ce dernier est une réponse a |'expansion
considérable du volume sanguin maternel amenant I'accroissement de quinze a vingt
fois du flot artériel utérin 2%, Le modéle développé dans le laboratoire, induit par une
diete faible en sodium donnée a des rates lors de cette derniére semaine de gestation,
perturbe cette augmentation du flot sanguin et diminue le remodelage vasculaire des
artéres utérines 2%. Cette perturbation, en plus de créer une RCIU, peut affecter la
perfusion placentaire. En effet, la diminution du poids du placenta, de I'expansion
volumique sanguine maternelle et du diamétre des arteres utérines présente dans le
modeéle RCIU développé au laboratoire, suggerent une baisse de perfusion placentaire

33 208 Cette atteinte peut affecter I'apport en nutriments au foetus dans une période

201
1 Ces

ou ses besoins sont grandissants vu que sa croissance est a son apogée
altérations ont des effets sur les échanges sanguins mere-feetus pouvant affecter le
développement foetal. Le foetus s’adapte en redistribuant son flot sanguin au profit du
cceur et du cerveau mais au détriment entre autres des reins. Ce modele est en

203 200

conformité avec une RCIU idiopathique chez I'humain . Peu d’études a ce jour

explorent ces RCIU idiopathiques.

Chez les rats RCIU du laboratoire, les ratios foetaux du coeur au poids corporel et du
cerveau au poids corporel sont élevés comparativement au groupe témoin 2. De plus,
a I’dage de 12 semaines (rat adulte), la pression sanguine systolique est élevée chez les
males et les femelles RCIU *2. De surcroit, les femelles RCIU du laboratoire ont une plus
grande expression d’ARNm de I'ANP (peptide natriurétique de l'oreillette). Cette
derniere est associée avec un remodelage cardiaque caractérisé par une augmentation
de la largeur et du volume des cardiomyocytes, une augmentation de la longueur des
sarcomeres, une diminution de la contractilité des cardiomyocytes et une plus faible
activité de I'aconitase **. Les ratios de poids des organes sur le poids corporel total

démontrent que le modéle cause une RCIU asymétrique. Le ratio ventricule gauche au
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poids corporel a I'dge adulte est en concordance avec un remodelage cardiaque. Il est

élevé seulement chez les femelles RCIU 32,

1.2 Le placenta

1.2.1 Organogenese et morphologie générale
Le placenta humain comporte une face maternelle composée d’une caduque basale en
contact avec la muqueuse utérine et une face foetale qui borde la cavité amniotique
possédant un chorion embryonnaire 2*>. La morphologie de la face placentaire
maternelle est irréguliere et formée de 10 a 40 lobes ou lobules constituant les
cotylédons maternels. De petits vaisseaux sanguins émergent de I'utérus pour
rejoindre la face maternelle du placenta. La face foetale est raccordée dans la zone
d’implantation au cordon ombilical qui se ramifie en 3 vaisseaux; 2 artéres et une
veine. Ces derniers vaisseaux se ramifient a leur tour a la face foetale du placenta **.

La face feetale du placenta de I’humain est appelée zone labyrinthe chez les rongeurs

97

1.2.2 Transfert de nutriments et autres fonctions

Le placenta, I'organe barriére entre la mere et le foetus, devient fonctionnel a partir de
la fin du 3° mois de grossesse. Il joue un rdle endocrinien en synthétisant et sécrétant
des hormones protéiques et stéroidiennes. Il prend la releve du corps jaune pour
sécréter 'cestrogéne et la progestérone nécessaires a une grossesse normale en
maintenant 'endomeétre, préparant la lactation et la mére a I'accouchement **. A
partir de la 12° semaine, le placenta sécréte la corticolibérine (CRH), normalement
sécrétée par I’hypothalamus, stimulant la sécrétion de cortisol. Cette sécrétion permet
la maturation des poumons feetaux et leur production de surfactant . Le placenta de
rat est fonctionnel lors de la 3° semaine, le corps jaune demeurant présent tout au
long de la gestation **® ***. Le chorion, premiére partie de la face feetale du placenta,
sécréte plusieurs hormones dont le lactogene placentaire. Cette hormone stimule la

préparation a la lactation postnatale, diminue I'utilisation maternelle de glucose
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sanguin en augmentant la libération d’acides gras des tissus adipeux maternels. De

233

cette facon, le glucose sanguin disponible est préservé pour le foetus “*°. Des études in

vivo chez I’"humain montrent que la concentration en glucose dans la veine ombilicale

est directement proportionnelle au glucose sanguin maternel **" **°

. Lors de privation
nutritionnelle maternelle chez le rat, 'augmentation de la lipolyse dans les tissus
adipeux maternels, la néoglucogenese fcetale et rénale maternelle compensent le

mangue glucidique in utero 277,

Le placenta permet la diffusion de I'oxygene et des nutriments maternels au feetus et
I’élimination du CO, et déchets foetaux vers le sang maternel. Un apport réduit en
nutriments durant la période prénatale et postnatale interfére avec le taux de

multiplication cellulaire de plusieurs organes et cette délétion est plus prononcée pour

162 75

les organes a multiplication cellulaire rapide Le glucose est le principal substrat

2819 e foetus a

du métabolisme énergétique chez le foetus et le placenta humains
une production de glucose minimale donc la seule source significative de glucose
disponible pour lui est apportée par le transport placentaire par diffusion facilitée et

par ses GLUT1 a la membrane plasmique des syncytiotrophoblastes 2% 2

. L'apport
foetal en glucose est dépendant de plusieurs facteurs tels le flot sanguin placentaire,
I'aire d’échange, l'activité des transporteurs dans la barriere placentaire, les

concentrations plasmatiques maternelles et le métabolisme placentaire 149,

Cette barriere placentaire est indispensable pour I'élimination des toxines et déchets

foetaux. Il empéche de plus le transfert de substances (drogues, médicaments, alcool)

233 264 270 19

et microorganismes nuisibles au foetus . De surcroit, le placenta joue un role

dans le métabolisme des glucocorticoides via ses enzymes 11(3-HSD2 (11lbéta-
hydroxystéroide déshydrogénase type 2) convertissant les hormones stéroidiennes de

129 35

la forme active a la forme inactive . De tous ces réles assumés par le placenta,

nous ne nous concentrerons qu’a celui de transfert de nutriments.
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1.3 Le coeur

Le systeme cardiovasculaire est le premier systeme d’organes a se développer lors de
I'embryogénése et a assurer sa fonction définitive chez les vertébrés. Il est essentiel a
'apport en oxygéne et nutriments aux organes embryonnaires ® %, Le
développement du coeur humain est similaire a celui de tous les mammiféres incluant

. . N erf s 111
les souris mais avec des fenétres de temps différentes ® 11 1%,

1.3.1 Organogenése
A partir du 22° jour chez I'humain et du 9.5 jour chez le rat, le systéme cardiaque se
met en place et les contractions rythmiques débutent *° 2. Le coeur foetal humain bat
a 140-150 pulsations/minute. Les 4 cavités cardiaques sont bien délimitées a partir de

23

la 6° semaine 2**. Le développement cardiaque suivant compare principalement la

souris, le rat et 'humain a la période prénatale.

Le mésoderme cardiaque se met en place lors de la gastrulation par I'apparition des
tubes endocardiques qui fusionnent ensemble pour former le tube cardiaque primitif
(humain 21 a 23 jours; souris E8.5; rat E10.5) 6519 |3 courbure du tube cardiaque
prend la forme d’un S avant d’effectuer une rotation selon I'axe céphalo-caudal
(humain 26 jours; souris E10.5; rat 11.5-12.5) * '™ e cloisonnement
auriculoventriculaire (AV) est possible grace a I'expansion des appendices auriculaires
et des composantes apicales ventriculaires qui formeront des bourrelets par expansion

6510956 T4t dans

des cellules de I'endocarde (humain 6° semaine; souris E13; rat 14.5)
le développement, peu apres la formation des bourrelets endocardiques, le VEGF
(facteur de croissance de I'’endothélium vasculaire) est spécialement exprimé et crucial

103 167 | e cloisonnement des

pour la formation de la région AV du tube cardiaque
oreillettes primitives est possible grace a l'apposition de 2 septums (primum et

secundum), tous les 2 munis d’un orifice (humain 7° semaine; souris E18; rat 16.5). En
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prénatal, le sang peut passer a travers ces deux orifices par le foramen oval. En

postnatal, la pression artérielle grandissante provoque I’accolement de ces 2 septums

. . . . . . 1
fermant de ce fait la communication entre les oreillettes qui devient la fosse ovale **®

65 109

La fermeture de la communication interventriculaire embryonnaire (humain 6-7

semaines; souris E13; rat 14.5) est possible par la fusion du septum musculaire et du

I 65 109

septum spira . Cette étape permet au tronc artériel de former 'aorte, I'artere

pulmonaire et la région ventriculaire pres de ces vaisseaux. La veine cave supérieure et

65 109

la veine cave inférieure se développent a partir du sinus veineux . Dans le coeur

humain a 45 jours (souris E16; rat 18.5-19.5), les murs des ventricules épaississent
significativement sous contréle de signaux de prolifération (facteurs de croissance des
fibroblastes (FGF2 et son récepteur FGFR1), Wnts), l‘acide rétinoique et

65 165 188 222
. C

I’érythropoiétine qui émanent de la couche de ['épicarde et

épaississement nécessite, pour palier a la diffusion sanguine maintenant insuffisante,
la formation de la vasculature coronaire. Celle-ci est possible par I'accolement des
cellules endothéliales et des muscles lisses dérivant des cellules de I'épicarde "® *°% A
cette étape, dans les zones trabéculaires des ventricules se forment les muscles

papillaires des valves mitrale et tricuspide et la couche apicale du septum ventriculaire

109

Les principaux médiateurs du développement cardiaque chez les mammiféres sont des

facteurs de croissance polypeptidiques angiogéniques : le VEGF, le FGF, le facteur de

235

croissance des cellules endothéliales dérivé des plaquettes . L’hormone oxytocine

est responsable de la différenciation des cellules souches en cardiomyocytes t6t dans

188 plusieurs autres effecteurs

le développement cardiaque chez la souris (E2-E4)
hormonaux affectent le développement, la maturation et la fonction cardiaques

foetales a plus petite échelle: I'cestrogéne, la progestérone, l'androgene, les
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neurotransmetteurs (dont I'acétylcholine, la noradrénaline et I'adrénaline), I'IGF, le

glucagon, 'insuline, la théophylline, la tyramine, ’AMPc, ’ANP 23959,

1.3.2 Histologie
Durant les derniéres étapes de développement et la période postnatale, chez I’'humain
et la souris, le cardiomyocyte au départ sphéroide et immature s’allonge
graduellement pour conserver une forme arrondie aux extrémités affilées. ' 1,
Durant la croissance fecetale, les cardiomyocytes s’hyperplasient et s’hypertrophient
pour assurer la maturation myocardique, laissant place seulement a I’hypertrophie en
fin de gestation et au début de la vie postnatale sous controle de I'hormone

183 64 99

thyroidienne . Chez le rat, les cardiomyocytes montrent une augmentation

. . s 7 s . . s 4 12
rapide de cellules binucléées durant la période de croissance néo postnatale ®* . La
proportion de cellules binucléées a terme est en théorie entre 1-33% dans le coeur

161 126

humain . Chez I'"humain, les cardiomyocytes représentent 75% du volume total

126
. L

du myocarde, mais de 15 a 35% du nombre de cellules total (8% chez le rat) a

balance cellulaire est composée en majeure partie de fibroblastes *?°.

Les myocytes et les fibroblastes cardiaques sont intereliés et travaillent en symbiose.
Un modele de culture de cellules cardiaques néonatales de rats Sprague-Dawley a été
développé pour investiguer cette affirmation. Des fibroblastes cardiaques sont semés
au ratio de 1:4 myocytes cardiaques afin de voir I'effet des facteurs relachés

101 on ya

fibroblastiques (dosés par anticorps neutralisants) sur les cardiomyocytes
démontré que TGF-B1 (facteur béta 1 de croissance mitogeéne) et I'endothéline-1 sont
relachés par les fibroblastes en réponse a I’Ang Il (angiotensine 1l) et ainsi promeuvent
la croissance hypertrophique des myocytes cardiaques. Par contre, la susceptibilité a
divers stimuli différe entre les deux types cellulaires. En effet, dans un modele de rats

néonataux exposés a des concentrations élevées de peroxyde d’hydrogene (H,0, 100 a

800 M), les myocytes cardiaques montrent une plus grande fragmentation d’ADN
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(acide désoxyribonucléique) et une plus faible survie que les fibroblastes suggérant

leur plus grande vulnérabilité au stress oxydatif 27,

Les mitochondries occupent de 20 a 40 % du volume du cardiomyocyte. La proportion
de mitochondries dans les myocytes est corrélée directement au rythme cardiaque et
a la consommation d’oxygene des especes animales. Comparativement au coeur
adulte, le coeur foetal posséde moins de mitochondries, dont les dimensions plus
petites et la faible densité maturent a la fin de la gestation pour étre extrémement

productives a la naissance 214,

1.3.3. Substrats énergétiques
Les substrats énergétiques cardiaques sont: les acides gras, le glucose, le lactate, les
corps cétoniques. Le substrat énergétique primaire change en fonction du statut
développemental (période prénatale et postnatale), du contexte hormonal et
physiologique ou pathologique. Nous décrirons dans cette section |'utilisation des
substrats énergétiques cardiagues en fonction de la période développementale
étudiée. La figure 3 résume le changement de substrat énergétique en période

périnatale.
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Rat
Glucose
Lactate
Acides gras
_————-#"
v N
Naissance 14 jOurs

Figure 3. Substrats énergétiques en période périnatale chez le rat. (figure qualitative)
Adapté de Ascuitto R.J., 1996 *3; Drake A.J., 1980 ®*; Lavrentyev E.N., 2004 **’; Onay-
Besikci A., 2006 2.

Le foetus recoit des glucides et des acides aminés par le placenta, mais peu d’acides
gras (stockés dans le foie foetal et les tissus gras) ce qui réduit la B-oxydation. Les
lipides foetaux sont donc une combinaison de synthése endogéne et de transfert
d’acides gras libres de la mere par diffusion facilitée a travers le placenta 60218 140 A |4
fin de la gestation, le foetus accumule rapidement des acides gras sous forme de TAG
(triglycéride, triacylglycérol, triacylglycéride), du glucose sous forme de glycogene et
active la gluconéogenése afin de se pourvoir d’'une réserve énergétique pour palier a la
restriction nutritionnelle causée par I'accouchement et les premieres heures
postnatales *2*. A la naissance, la concentration de glucose plasmatique du nouveau-né
dépend de plusieurs facteurs tels le dernier repas maternel, la durée de
I'accouchement, le mode d’accouchement, et le type de liquide intraveineux

66 67

administré a la mere . Aprés la naissance, I'individu est dépendant des nutriments

contenus dans le lait maternel et sa capacité de néoglucogenése hépatique pour
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137

maintenir des concentrations sanguines normales de glucose ~°'. Le lait maternel de

rat contient (1) une molécule de lactose pour (10) dix molécules de gras dont 95% se

137 . Y .
3 . Le nouveau-né est considéré en transition entre 2

retrouvent sous forme de TAG
états nutritionnels (foetus et postnatal) et est vulnérable au déséquilibre en glucides.
Le maintien de la glycémie est spécialement difficile chez un nouveau-né malade et/ou

a faible poids .

En période prénatale, le glucose est le substrat énergétique prioritaire cardiaque car:

a) c’est le substrat sanguin le plus transféré par la mere;

b) il y a une inhibition de la B-oxydation par le malonyl CoA (CoA : coenzyme A),
métabolite de la glycolyse;

c) la concentration des LCFA (acides gras a longue chaine hydrocarbonée) est basse;

d) les niveaux de carnitine et des enzymes de la -oxydation des acides gras (dont
MCAD; déshydrogénase pour les acyl a moyenne chaine hydrocarbonée) dans le
myocarde sont bas et;

e) I'activité de la CPT1 (carnitine palmitoyl transférase 1) est réduite %230 181 137,

A la naissance, I'expression cardiaque des transporteurs et des enzymes du
métabolisme des acides gras (dont MCAD) est augmentée permettant aux acides gras
de devenir la source énergétique principale durant les deux premiéeres semaines de vie
17141137237 pyrant les 2 premiéres semaines en postnatal, I'expression cardiaque des
génes contrdlant le transport du glucose et de son oxydation est diminuée. De plus,
I'activité des enzymes HK (hexokinase) et PK (pyruvate kinase) de la glycolyse, est
diminuée de deux fois dans le coeur de rat comparativement au cceur feetal a 22 jours
13313137 pendant cette méme période, I'activité de la citrate synthase et de la malate
déshydrogénase, catalysant la premiere et la derniere étape du cycle de Krebs
respectivement, augmentent de deux a quatre fois dans le cceur de rat

12 13

comparativement au cceur foetal a 22 jours . L'activité des enzymes cytochromes

de la chaine respiratoire mitochondriale augmentent également de deux a quatre fois
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12 13 Ces

dans le coeur de rat a ce moment comparativement au coeur foetal a 22 jours
données attestent une biogenese mitochondriale importante en période périnatale.
L’oxydation des lipides en postnatal dépend des apports et dépenses en énergie, de la
quantité de glucose apportée, du ratio glucides/lipides, de I’age gestationnel et du
poids de I'enfant. La thyroide et le systeme nerveux sympathique sont impliqués dans
la maturation et la fonction du cceur. lls auraient également un réle a jouer dans le
changement de substrat énergétique primaire au début de la période postnatale 2*’.
Dans les myocytes cardiaques de rats néonataux, I’hormone thyroidienne tri-
iodothyronine et les agonistes -adrénergiques causent I'augmentation d’expression
en ARNm des UCP-2 (protéine de découplage 2) de la chaine respiratoire

mitochondriale **°

. Cette augmentation d’expression génique d’UCP-2 n’est possible
gu’en présence d’acides gras (acides palmitique et oléique) puisque ces derniers
lieront PPARO: (récepteur alpha au facteur activé de prolifération des peroxysomes)
pour induire la transcription génique d’UCP-2 entre autre **®. Par contre, ces niveaux
d’expression d’UCP-2 sont insensibles aux modulations des acides gras dans le coeur

adulte *38

. De plus, dans les ventricules de cceurs de rat néonataux et foetaux, les
hormones thyroidiennes augmentent la synthese des chaines lourdes o de la myosine
(unité contractile des sarcoméres). La hausse des chaines lourdes o de la myosine des
cardiomyocytes est responsable de leur hypertrophie normale en période périnatale

>*_Ce changement d’unité fonctionnelle modifie également le phénotype contractile

des cardiomyocytes.

Dans le cceur adulte normal, 95% de ses besoins en énergie sont obtenus par

I’oxydation des acides gras et des glucides: 60-90% de I'acétyl CoA provient de la B-

14

oxydation des acides gras et 10-40% de I'oxydation du pyruvate *°. En période

néonatale, le lactate plasmatique diminue drastiquement et les acides gras libres

augmentent grace a I'apport maternel en lait pour rejoindre les valeurs observées dans

164 13

un ceceur adulte . Le lactate est un substrat énergétique cardiaque a la fin de la
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. , , . . 13 84
gestation en prénatal et durant une période d’exercice en postnatal ** . Dans des
conditions normales, les acides aminés ne constituent pas une source énergétique

importante. Par contre, ils le deviennent lorsque I’environnement devient anaérobie.

A partir de la naissance, le substrat cardiaque prioritaire est le LCFA (14 & 24 carbones),
principalement I'acide oléique et I'acide palmitique **. Ces LCFA peuvent aussi étre
utilisés pour constituer la membrane plasmique. Les SCFA (acides gras a courte chaine
hydrocarbonée; 4 a 7 carbones) sont utilisés directement par le coeur en diffusant a
travers la membrane plasmique et la mitochondrie pour former de I'acétyl CoA et

n’entrent pas dans le cycle de la B-oxydation B

1.4 Métabolisme énergétique cardiaque
Le cceur posséde peu de réserves énergétiques, il est donc ultimement dépendant des
substrats sanguins. Le métabolisme énergétique cardiaque est influencé par la
disponibilité de ses substrats (voir figure 4 pour métabolisme énergétique cardiaque).
Le glucose est rapidement métabolisé et produit moins d’ATP par mole de substrat
que I'oxydation des acides gras (voir tableau 2). La fonction cardiaque est en rapport
étroit avec I'état hypoxique et le métabolisme énergétique de cet organe. Par
exemple, lors d’ischémie secondaire a un infarctus du myocarde, le coeur privilégie
I'utilisation du glucose par la voie de la glycolyse anaérobie. Cette situation provoque
I'accumulation de protons H' et de lactate dans les cardiomyocytes. Cette
accumulation de métabolites conduit a une acidose intracellulaire. Cette acidose
diminue la performance cardiaque. Au niveau cellulaire, ce changement de pH
provoque l'ouverture du pore transitoire de perméabilité (PTP) de la mitochondrie

induisant I'apoptose ™.

L’efficacité maximale cardiaque a transformer les substrats énergétiques en chaleur et
en travail de contraction est de I'ordre de 20 a 25% dans un coeur sain et 5 a 10% dans

un cceur défaillant. Le rapport de la consommation en oxygene du cceur (VO,) avec son
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travail mécanique (pression systolique, pression artérielle moyenne) constitue une

mesure de I'efficacité cardiaque et est proportionnelle a I'énergie chimique libérée

247
(ATP) 247,
Acides gras Glucose
L MalonylCoA €------==-ucx o
Acyl CoA o < Hexokinase 1 et 2
synthétase -~ _% Phosphofructokinase 1
Acyl CoA & Pyruvate kinase

NADH et FADH,

Figure 4. Vue d’ensemble du métabolisme énergétique cardiaque.

La glycolyse utilise du glucose dans le cytosol pour le métaboliser en pyruvate qui entre dans la
mitochondrie afin d’étre transformé en acétyl CoA. Les acides gras a longues chaines du cytosol sont
transformés en acyl CoA a longues chaines par 'acyl CoA synthétase avant d’étres transférés dans la
mitochondrie par le systéme CPT1-CACT-CPT2 afin d’entrer dans le cycle de la B-oxydation pour former
de I'acétyl CoA. L’acétyl CoA des 2 voies métaboliques entrent dans le cycle de Krebs afin de former du
NADH. Du NADH est formé par la glycolyse. Du NADH et du FADH, sont formés durant la B-oxydation.
Ces NADH et FADH, entrent dans la chaine de transport d’électrons en conjoncture avec la
phosphorylation pour ultimement former de I’ATP (adénosine triphosphate).

1.4.1 Glycolyse
Le glucose et le glycogéne constituent les principaux substrats de la glycolyse. Il existe
d’autres substrats hexoses potentiels a cette voie métabolique, utilisés une fois
métabolisé en glucose par le foie. En effet, le galactose (produit de I’hydrolyse du
lactose), le mannose (produit de polysaccharides et glycoprotéines) et le fructose
(produit direct des fruits ou de I'hydrolyse du saccharose) contribuent pour 20% de

tous les sucres absorbés de l'alimentation (80% glucose). lls sont transformés en
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glucose par le foie pour ainsi étre relachés dans la circulation sanguine et utilisés en

tant que substrats 3 cette voie métabolique **’

. Le métabolisme du glucose est
d’importance vitale pour le cardiomyocyte pour deux raisons. Premiérement, une
petite quantité d’ATP (adénosine triphosphate) peut étre obtenue du métabolisme du
glucose méme en absence d’oxygene par la production anaérobie de lactate, par
exemple pendant une ischémie. Clairement insuffisant pour assurer la fonction
cardiaque, cet ATP permet toutefois la survie des cardiomyocytes en attendant la
reperfusion. Deuxiemement, I’ATP obtenu de la glycolyse, alimente prioritairement les

pompes membranaires qui entretiennent les gradients de sodium (Na*), potassium (K*)

. 2+ > . 247
et calcium (Ca“*) a travers la membrane cellulaire “*.

1.4.1.1 Transport membranaire du glucose
A cause de sa nature hydrophilique, le glucose est incapable de passer la membrane
plasmique par diffusion simple et a donc besoin de transporteurs 2%, Il existe 2 familles
de transporteurs de glucose cardiaques: les protéines GLUT (transport facilité) et les
SGLT (protéine de transport sodium-glucose) 2!, La prise de glucose myocardique est
en premier lieu sous la gouverne des GLUT1 et GLUT4 234 217 34 119 278 215 Gl UT1 est le

transporteur basal de glucose et compte pour environ 30% de tous les transporteurs

234 91 138 204

de glucose a I'age adulte . L’expression génique cardiaque des GLUT1 atteint

234 204

son apogée chez le foetus . La contribution des GLUT1 au transport de glucose est

plus grande en fin de gestation et en période néonatale lorsque |'expression des

137 223

GLUT4 (contrélé par l'insuline) est basse . GLUT1 correspondent a l'isoforme

prédominante trouvée dans tous les tissus foetaux cependant elle perd sa priorité a la

naissance au profit des GLUT4 a la hausse, sous I'effet d’hormones thyroidiennes et de

181 193 50

I'insuline, rendant le coeur ainsi insulinodépendant . La hausse d’expression des

GLUT4 est due a I'activation de la voie des p38 MAPK/MEF2 (protéine kinase au

facteur activé mitogeéne / facteur 2 d’amplification des myocytes)

. Sp1, le facteur de
transcription de MCAD et GLUT1, est diminué aprés la naissance, mais augmenté dans

I’hypertrophie. Il est donc impliqué dans la diminution de I'expression de MCAD et
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204

GLUT1 a la naissance “~". Un traitement a long terme a l'insuline augmente aussi la

138

quantité de GLUT1 cardiaque . GLUT1 a seulement un site de liaison au glucose mais

a une trés grande affinité pour son substrat %.

Tel gu’illustré a la figure 5, GLUT4 est augmenté en réponse a l'insuline et a un

exercice physique 27 2!

. L'insuline suite a la liaison a son récepteur et a I'activation
successive d’IRS1-2 (signaux 1-2 du récepteur a l'insuline), induit la translocation de
GLUT4 via PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) qui stimule I'activité de PDK1/2
(pyruvate déshydrogénase kinase 1/2) et subséquemment de PKB et PKC. L’adrénaline
lié a son récepteur B-adrénergique couplé a une protéine G active I'adénylate cyclase
(AC) qui active subséguemment la glycogénolyse cardiaque et ce qui activera la PKA

269 27396 82 | 4 liaison de

(protéine kinase A) conduisant a I'apoptose du cardiomyocyte
I'insuline a son récepteur active aussi la voie des p38 MAPK ce qui augmente
I’efficacité des GLUT4 a la membrane. Il semblerait que I'exercice, via des vésicules
différentes a celles de l'insuline, influencerait directement le recrutement des GLUT4 a
la membrane en activant la voie de ’AMPK (AMP kinase) stimulant la voie des p38

MAPK 2%,
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Figure 5. Transport membranaire du glucose cardiaque.

Les SGLTs transportent une variété de substrats (sucres, inositol, iodide, urée, proline)
dans la cellule utilisant le gradient électrochimique des cations Na* 22, Les SGLT1 dans
les cardiomyocytes, colocalisent principalement avec les GLUT1 et les pompes Na*/K"
ATPase (un marqueur positionnel) au niveau du sarcolemme et dans une moindre
mesure avec les GLUT4 dans les vésicules intracellulaires *. L’administration aigue de
leptine a des souris augmente I'expression cardiaque des SGLT1 d’approximativement
sept fois 2. L’entrée cellulaire de glucose stimulée par I'insuline et la leptine est
inhibée par I'administration de la phlorizine, inhibiteur des SGLT1 2%, Uinsuline active
PKC qui lui phosphoryle les SGLT1 et ainsi active leur recrutement a la membrane

plasmique 21 Une étude avancerait qgu’il y a peu ou pas de SGLT1 exprimés dans le
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cceur de rat mais beaucoup chez les souris et I’lhumain (immunobuvardage de type

Northern non confirmé par réaction en chaine par polymérase en temps réel) %’2.

1.4.1.2 Glycolyse

Une fois dans le cytosol, le glucose entre directement soit dans la synthése de
glycogéne (glycogénogenese), soit dans son métabolisme catabolique (glycolyse), soit
dans la voie des pentoses phosphates (PPP) pour former des riboses (utilisés en tant
qu’acides ribonucléique dans la synthése protéique) **. La synthése de riboses est
normalement basse dans le myocarde adulte mais est élevée dans les tissus foetaux et
néonataux . La glycolyse en aérobie (figure 6) est caractérisée par 10 étapes séparées
en 2 phases: phase d’investissement (réactions 1 a 5) et phase de libération d’énergie
(réactions 6 a 10). A partir d’un glucose, a travers la glycolyse, il y a utilisation de 2 ATP
(étapes 1 et 3), génération de 4 ATP (étapes 7 et 10), production de 2 pyruvates (étape
10), 2 NADH (étape 6) et reldche de 2 H* (étape 6).
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Figure 6. Voie de la glycolyse
Adaptée de Tortora J.R., 2001

Le glucose passe par une phosphorylation par I'HK a I'étape 1 pour étre ensuite transformé en son
isomere le F-6-P (fructose-6-phosphate) a [I'étape 2 qui sera phosphorylé par la PFK
(phosphofructokinase) a I'étape 3. Le produit fructose-1,6-phosphate est scindé a |'étape 4 en 2
isomeéres pouvant passer de l'un a l'autre grace a la TIM (triose phosphate isomérase : étape 5). Par la
suite, le produit GAP (3-phosphoglycéraldéhyde) est oxydé et phosphorylé consécutivement par la
GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) a I'étape 6 pour ensuite étre oxydé en
groupement carboxyle a I'étape 7. L'étape 8 est caractérisée par un déplacement de groupement
phosphate et I'étape 9 par la formation d’une double liaison par une énolase. A I'étape 10, les PEP (acide
phosphoénolpyruvique) sont déphosphorylés en pyruvate par la pyruvate kinase.

1.4.1.3 Etapes limitantes de la glycolyse
Pour qu’une enzyme ait le qualificatif de limitante in vitro, elle doit générer une
réaction irréversible. Par ce principe, le produit synthétisé/transformé ne peut

retourner a sa forme substrat d’origine une fois la réaction enzymatique accomplie. De
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plus, ces réactions enzymatiques se produisent sous une vitesse limitante, c’est-a-dire
gue leur AG (variation d’énergie libre) de réaction est loin de I’équilibre déterminé par
les autres enzymes non-limitantes de la voie métabolique et que leur inhibition amene
une inhibition importante de cette méme voie métabolique 247 || existe 3 enzymes

149, Cependant, ce

limitantes glycolytiques: PFK (phosphofructokinase), PK et HK
principe d’enzymes limitantes ne demeure que purement théorique, ne s’appliquant
gue sous des conditions in vitro. Dans la plupart des cas, chaque enzyme est étudiée
individuellement, dans des tampons différents, ne prenant pas en compte la synergie

241

et I'équilibre pouvant s’établir “*". Lors de ces expériences, la cinétique des enzymes

242 Cette derniére demeure souvent non atteinte en

est étudiée a capacité maximale
conditions physiologiques in vivo. De plus, in vivo, la capacité maximale enzymatique
est affectée par la quantité disponible en substrat ainsi que par la composition en
macromolécule du milieu cytosolique 23 e métabolisme cellulaire est en constant
changement afin de maintenir ses fonctions cataboliques. En effet, la quantité
d’enzymes et d’intermédiaires est continuellement ajustée, utilisant de fagon optimale
les ressources intracellulaires. Ce réajustement est nécessaire afin de répondre aux
demandes métaboliques changeantes, assurant une stabilité de la voie métabolique
24 pour terminer, le principe d’enzymes limitantes dans la glycolyse n’est pas
applicable in vivo puisqu’il impliquerait une accumulation de substrats intermédiaires
en amont de ces enzymes. De plus, ce principe ne considére pas les voies métaboliques
adjacentes et complémentaires a celle de la glycolyse. Toutefois, dans le but de dresser

un profil du métabolisme cardiaque glycolytique, I'étude de la quantité protéique

totale des enzymes dites limitantes in vitro constituera le point de départ.

a) Hexokinase
L’hexokinase phosphoryle le glucose en G-6-P (glucose-6-phosphate), tel que décrit a la
figure 6 étape 1. Ce dernier est ensuite emprisonné dans la cellule, ne pouvant
retourner sous cette forme dans la circulation. Cette réaction permet de maintenir la

concentration de glucose intracellulaire basse créant le gradient de concentration
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nécessaire pour le flux continu de glucose dans les myocytes. Le produit G-6-P est un

inhibiteur allostérique d’HK 2.

L'HK utilise comme substrat secondaire un complexe
Mg?*-ATP, I’ATP seul inhibant la HK de fagon compétitive **’. Lorsque le substrat de la
glycolyse est un glucose provenant de la glycogénolyse plutdt qu’un glucose sanguin, la
HK n’intervient pas car ce dernier est déja sous sa forme phosphorylée (G-6-P). Le

cceur exprime 2 isoformes de HK: 1 et 2.

L’hexokinase dans le cceur subit une translocation a la mitochondrie **. La liaison a la
mitochondrie a plusieurs avantages biochimiques :

a) HK est moins susceptible a I'inhibition par son produit;

b) un acces préférentiel pour HK a I’ATP produit par la mitochondrie (via un canal
voltage dépendant anion-adénine nucléotide);

c) un acces direct pour la mitochondrie a I’ADP généré par HK (via un échangeur

;. . . 215 15 72
adénine nucléotide) **> ** 72 %8,

Cette liaison pourrait avoir certains autres avantages comme : réduire la libération
dans le cytosol des ROS (dérivés réactifs de I'oxygéne) mitochondriaux et prévenir

215 1768 153 187 £ conditions basales dans les coeurs de rats, la fraction de

I"apoptose
HK1 liée a la mitochondrie est 5 fois plus grande que celle de HK2. La liaison HK-
mitochondrie augmente sous stimulation par l'insuline ou I'ischémie (par 2 fois pour
HK1 et 4 fois pour HK2) 2*>. Ces événements sont spécifiques a I'isoforme suggérant
que HK1 et HK2 sont indépendamment contrélés. Ceci implique que les isoformes de
HK occupent des réles différents dans la régulation de la glycolyse cardiaque 2*°. HK1
serait impliqué dans le catabolisme tandis que HK2 serait impliqué dans I’anabolisme
215260 LK1 est associé avec GLUT1 et HK2 avec GLUT4 . En présence d’acide oléique
(conditions physiologiques) HK1 demeure relativement insensible a linsuline
suggérant que le catabolisme du glucose cardiaque n’est pas augmenté avec la hausse

. . 21 . A s
des concentrations sanguines de glucose **. Il existe deux roles proposés pour HK1:

maximiser la production de G-6-P en temps de besoin extréme et occuper les sites de



32

liaisons mitochondriaux qui seraient normalement occupés par Bax et Bak initiant

215

I'apoptose durant ou aprés une atteinte ischémique “°. HK1 est important dans le

coeur foetal tandis que HK2 est I'isoforme prédominante dans le coeur adulte >’ 2 2%,
L’augmentation d’expression des HK1 dans le coeur adulte correspond donc a un
retour vers un phénotype métabolique foetal. Ce phénoméne est présent lors

d’hypertrophie pathologique cardiaque ***.

b) Phosphofructokinase
La PFK est une enzyme tétramérique qui utilise comme substrat secondaire un
complexe Mg”*-ATP. Chaque sous-unité possede 2 sites de liaisons a I’ATP; un substrat
et un régulateur négatif. La PFK est présente sous 2 conformations: R et T 2°°.
Lorsqu’elle est sous sa conformation T, I’ATP ne peut lier le site régulateur mais peut
lier le site substrat tandis que la F-6-P (fructose-6-phosphate) ne peut lier la PFK qu’en

206

état R °. L’ATP devient donc un inhibiteur de la PFK car sa liaison en T inhibe le

changement de conformation de I’enzyme et I’affinité de cette derniere pour le F-6-P
247206 | 3 PFK module son activité en fonction du rapport ADP/ATP. L’activité de la PFK
est augmentée de fagon allostérique par 'AMP et I’ADP (en levant l'inhibition par
I’ATP). Elle est inhibée de facon allostérique par I’ATP (en plus d’étre un substrat de la
réaction), un pH élevé, de hautes concentrations en acides gras libres et le citrate
(provenant du cycle de Krebs soit par la glycolyse soit par la B-oxydation des acides

gras) ¥

. La surexpression de PFK affecte peu ou pas la vitesse de réaction. Ceci est
confirme la symbiose et I’équilibre des enzymes de la glycolyse, éliminant le concept
d’enzymes limitantes. Le contréle de la glycolyse est donc distribué a I'ensemble des
enzymes de cette voie puisqu’une augmentation ponctuelle de la PFK supposée étre
limitante n’a que peu d’effet sur la glycolyse en général. PFK a 2 isoformes : PFK1 et
PFK2. PFK2 contrairement a PFK1 catalyse une réaction enzymatique réversible. PFK1 a
une grande activité et est peu affectée par les régulateurs inhibiteurs dans le coeur

foetal comparativement a celui de I'adulte **. Le fructose-2,6-biphosphate (produit par

la PFK2 adjacente) est un stimulateur potentiel de la PFK1 en levant I'inhibition induite
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par un pH faible, des niveaux bas de citrate (produit du cycle de Krebs) et d’ATP ** %2,

La polymérisation de PFK1, c’est-a-dire la formation du tétramere, active grandement

247
I'enzyme “*.

c) Pyruvate Kinase
L’activité de la PK requiert des cations monovalents et divalents que sont K" et I\/Ig2+. La
PK catalyse le transfert d’un groupement phosphoryl du PEP vers I’ADP et est présente
sous 4 isozymes chez les mammiféres: L (liver), R (red blood cell), M1 et M2 (muscle)

5 Elles sont toutes tétramériques et allostériques a I'exception de M1 qui a une

115 116 175

cinétique enzymatique hyperbolique . M1 et M2 sont le produit d’un seul et

méme gene subissant un épissage alternatif et codant chez le rat pour 56 acides

. s . s \ s . . a1
aminés dont 21 sont différents correspondant a la région de contact intersous-unités *°

115 174 227.228 ‘11 est exprimée dans les organes trés énergivores que sont le muscle
squelettique, le coeur et le cerveau; M2 est présent dans les tissus embryonnaires et

115 116

tumoraux . Il existe donc un changement du patron d’expression des isoformes

M2 3 M1 dans le cceur a la naissance *° 1%

. PKM2 est moins sensible a I'inhibition par
'ATP que PKM1 ™ 2. Le pyruvate formé favorise la sortie de Ca®* du réticulum
sarcoplasmique. Lorsque la pyruvate kinase est phosphorylée par la PKA, son activité

est augmentée méme en absence de fructose-1,6-phosphate qui I’active normalement

191

1.4.1.4 Catabolisme du pyruvate dans la mitochondrie
La glycolyse aboutit a la formation du pyruvate qui est importé dans la mitochondrie
par un symporteur-proton K'. Les derniéres étapes de I'oxydation du glucose se
produisent dans la mitochondrie et permettent la production d’'une grande quantité
d’énergie. Ainsi le pyruvate est décarboxylé par le complexe enzymatique PDH en
NADH, FADH, (forme hydroquinone de FAD (dinucléotide adénine flavine)) et acétyl
CoA. Ce dernier est également produit par la B-oxydation des acides gras et sera utilisé

par le cycle de Krebs afin d’alimenter la chaine respiratoire mitochondriale en
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équivalents réduits (voir section 1.4.3). Le catabolisme du pyruvate dans le coeur de rat
est limité par I’état de phosphorylation de la PDH. En effet, la PDH est inhibé lorsque
phosphorylée par PDK (PDK: 1, 2 et 4 dans le coeur de rat adulte et plus -4 que -1 en

développement) (voir la figure 4) *°. Cette PDK est activée par le NADH et I'acétyl CoA,

40 134

mais le pyruvate supprime son activité La PDH est activée par sa

déphosphorylation par une pyruvate déshydrogénase phosphatase ou par une

augmentation du ratio acétyl CoA/CoA, du ratio NADH/NAD et de la concentration

2+ 13

intracellulaire de Ca . L’acétyl CoA dérivant de la B-oxydation des acides gras inhibe

la PDH : c’est le cycle Randle *°.

1.4.2 B-oxydation des acides gras
PPAR est le principal régulateur de transcription des enzymes de la B-oxydation des

acides gras et son expression génique développementale est corrélée avec I'expression

130 139 102 41

des génes des enzymes de la B-oxydation dans le coeur . Dans le ceceur,

MCFA (acides gras a moyenne chaine hydrocarbonée) et LCFA sont les principaux

ligands activateurs de PPARc. Les acides gras insaturés ont plus de potentiel a lier

130 131 144

PPAROL que les saturés . Il existe aussi d’autres ligands de PPARx tels les

P . .. . . 5N 1 146 102 114
métabolites des lipides que sont les eicosanoides et les leucotrienes 30 ¢ 10 .
L'expression de PPAR0. est augmentée en période postnatale et lors d’un jeline de
court terme, d’'un entrainement ou d’un exercice. L’expression de PPARo est diminuée

par I'hypertrophie causée par une surcharge de pression et une défaillance cardiaque

146
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Classe de protéines Protéine Définition de I'abréviation de la protéine cible
Cible
Transport, liaison FATP fatty acid transporter protein;
cytosolique et estérification protéine de transport des acides gras
des acides gras FAT/CD36 fatty acid transporter/cluster of differentiation type 36;
transporteur des acides gras/cluster de différenciation type 36
FABP fatty acid binding protein;
protéine de liaison des acides gras
Importation des acides gras  CPT1j carnitine palmitoyl transférase de type 1 béta
dans la mitochondrie
[-oxydation dans la MCAD déshydrogénase pour les acyls a moyenne chaine hydrocarbonée
mitochondrie LCAD déshydrogénase pour les acyls a longue chaine hydrocarbonée
VLCAD déshydrogénase pour les acyls a trés longue chaine hydrocarbonée
KT B-cétoacyl-CoA thiolase
B-oxydation dans le ACO acyl CoA oxydase
peroxysome
La chaine respiratoire MTE-1 mitochondrial thioesterase-1,;
mitochondriale thioestérase mitochondriale 1
UCP2 uncoupling protein 2;
protéine de découplage 2
UCP3 uncoupling protein 3;

protéine de découplage 3

Coactivateurs de PPARQ SRC-1 steroid receptor coactivator-1;

coactivateur 1 du récepteur stéroidien

CBP/p300  CREB (cAMP-response element-binding protein) binding protein; protéine de
liaison interagissant avec CREB (protéine élément de réponse se liant avec AMPc

PBP/ presenilin-binding protein [ thyroid hormone associated protein 220

TRAP220 protéine de liaison a la préseniline / protéine 220 associée a ’hormone
thyroidienne

PGC-1 peroxisome proliferator-activated receptor coactivator 1;
coactivateur 1 du récepteur au facteur activé de prolifération des peroxysomes

Tableau 1. Protéines cibles et coactivateurs de PPARq. 146 170 81 80 240 41 237 275 83 131 176

274

PPARx se lie a RXR (récepteur rétinoide X; hétérodimérisation activant PPARx) pour se
fixer ensuite au PPRE (élément de réponse de la prolifération des peroxysomes). Les
coactivateurs de PPAR« se lient au complexe ainsi formé pour stimuler la transcription
génique des protéines cibles via I'activité de HAT qui augmente |'acétylation des
histones et donc améliore I'acces a I’ADN. L’élément de réponse de PPARo. pour MCAD

est NRRE-1 et pour CPT1[ est FARE-1 (élément de réponse 1 aux acides gras) 79 268 41
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Le tableau 1 présente les principales protéines cibles de PPARo ainsi que les
coactivateurs de ce dernier. PPARQ lui-méme est contrélé par sa phosphorylation par

ERK (kinase régulée par des signaux extracellulaires) qui I'inactive 2.

PPARB/O (récepteur béta/delta au facteur activé de prolifération des peroxysomes)
sont ubiquitaires mais particulierement exprimés dans le cceur. lls ont plusieurs genes
cibles en commun avec PPARa. Ils augmentent I'expression de GLUT4 et des genes de

la B-oxydation des acides gras et de la glycolyse (PFK-1, CPT1, MCAD) 146 180 22

1.4.2.1 Transport membranaire des acides gras
Les acides gras libres dans le sang sont liés avec I'albumine, tandis que les TAG sont
sous forme de chylomicrons ou de VLDL (lipoprotéines de trés faible densité) % 20 23°,
La vitesse d’entrée des acides gras dans la cellule est déterminée principalement par
leur concentration plasmatique. Les LCFA entrent dans la cellule par les transporteurs
protéiques FATP (FATP6 est la primaire dans le coeur) ou par les translocases FAT/CD36
responsables de 50-60% du transport (déterminée par des études de

137205 6 132 147" 15 sont normalement présents dans les

délétions/inhibitions)
endosomes et subissent une translocation a la membrane du sarcolemme sous
I'influence de l'insuline et de la contraction (via I'action de I’AMPK). L’accumulation
d’acides gras dans la cellule augmente [l'ubiquitination des FAT/CD36 et leur

132 1% Dans le cytosol, les LCFA sont transportés par des

dégradation (rétrocontrole)
FABP pour étre ensuite estérifiés/activés par les LCAS (acyl CoA a longue chaine
synthétase) en acyl CoA a longues chaines afin d’étre transportés dans la mitochondrie
ou &tre transformés en TAG >’. Une proportion de 75% de tous ces acides gras libres
entrés dans la cellule sont immédiatement utilisés, la balance est métabolisée en TAG
261 146 ) os TAG sont scindés par la lipase en glycérol et acides gras. Ce processus de

lipolyse est amplifié par I'adrénaline, la noradrénaline, le cortisol, la somatomédine, les
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T . . s . . 232 . . ;
hormones thyroidiennes, et diminué par I'insuline **. La figure 7 suivante résume les

mécanismes d’entrée et de métabolisme cytosolique des acides gras et TAG.

Triacylglycérol ———
Acides gras (LCFA) -

e
Glycolyse
FAT/CD36
%5 FATP " ‘\-‘\___

@%\

Ny
+ Glycérol
Yy
; ) o *
Triacylglycérol N
os) A
£ )

3 acides gras

/

Y.

Liaison LCFA-FABP Acide gras

S

Coenzyme A

Acyl CoA synthétase

B
© O &) Y

H,0
acyl CoA

Figure 7. Transport membranaire des acides gras et TAG et formation d’acyl CoA

intracellulaire. Les acides gras et TAG entrent dans la cellule par les FAT/CD36 et les FATP. Les TAG
sont métabolisés en glycérol (utilisé dans la glycolyse) et en acides gras. Les LCFA sont transportées
dans le cytosol par des FABPs. Les acides gras sont estérifiés en acyl CoA par des acyl CoA synthétase.
Ces derniers seront transférés a I'intérieur de la mitochondrie vers la [3-oxydation par le systéme
CPT1-CACT-CPT2.

1.4.2.2 Transport mitochondrial de I’acyl CoA a longue chaine
Les acyl CoA a longues chaines ne peuvent diffuser seuls a travers la membrane
mitochondriale et sont donc dépendants d'une amine quaternaire largement
distribuée qu’est la carnitine, et d’un complexe CPT1-CACT-CPT2 décrit a la figure 8 .
Les acides gras de moins de 10 carbones sont oxydés indépendamment de ce systeme

de transport mitochondrial passant librement a travers la membrane mitochondriale
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17913 En présence de SCFA, comme le butyrate, le transport mitochondrial des LCFA

comme le palmitate est diminué 179,

Acyl CoA a longue chaine

Carnitine o Cytosol
Carnitine
n
CoA
Membrane externe mitechondriale
.| |

Espace intermembranaire mitochondriale

Acyl carnitine a longue chaine

Membrane interne mitochondriale

Acyl carnitine a longue chaine CPT2
Carnitine
CoA
Acyl CoA a longue chaine Mitochondrie
Carnitine

Figure 8. Transport des LCFA du cytosol vers l'intérieur de la mitochondrie par le

systéme CPT1-CACT-CPT2. La région acyle des acyl CoA a longues chaines est transférée a un

carnitine par transestérification libérant le CoA dans le cytosol. L'acyl carnitine ainsi formé est

transloqué dans la mitochondrie par le CPT1 et le CPT2. L’acyl carnitine va ensuite perdre son

groupement acyle qui se lie alors a un CoA intra-mitochondrial, le carnitine libéré rejoignant les
. . are 250

concentrations cytosoliques par le transporteur de carnitine (CACT) ~".

L'inhibition de CPT1 par le malonyl CoA (produit de la glycolyse) prévient I'entrée des
acides gras a longues chaines dans la mitochondrie résultant en une faible capacité
d’oxydation des acides gras . La phosphorylation de CPT1 empéche son inhibition
par le malonyl CoA et ainsi favorise son activité catabolique (in vitro) 127180 cpT1 est
activé par la phosphorylation par PKA alors qu’il est inhibé par celle de CAMKIII
(calmoduline kinase de type 3). Il existe 2 isoformes de CPT1: o et . CPTlo est

presqu’ubiquitaire (pas dans les adipocytes ni le muscle squelettique) tandis que
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CPT1p est exprimé dans le muscle squelettique, les adipocytes, et le cceur. L’activité de

CPT1a est principalement contrélée par I'action des hormones tandis que CPT1p est

régulé principalement par les concentrations d’acides gras intracellulaires ** 137 63 266

137 CPTlo. est beaucoup moins sensible & linhibition par malonyl-CoA que

CPT1PB. CPT1a est Iisoforme feetale tandis que CPT1p est Iisoforme adulte du coeur

représentant 90% des CPT1 a cet age ** *¥'.

Chez le rat, les changements de I'expression génique du métabolisme énergétique
suivent la disponibilité des nutriments durant la période périnatale. En effet, une
disponibilité en acides gras augmentée en concomitance avec une baisse de glucose
peut influencer I'oxydation cardiaque des acides gras. Dans ces circonstances, les
effets des facteurs qui affectent le contenu en malonyl-CoA sont alors diminués
favorisant ainsi la voie métabolique lipidique dans les cardiomyocytes **’. Les CPT1a

(CPT1liver) et CPT1PB (CPT1lmuscle) sont beaucoup exprimés avant la naissance et

29 137

augmentent encore plus a la naissance . CPT1lo est responsable de 60% du

transport des acyl CoA en prénatal pour ne correspondre qu’a 4% a I'age adulte dans

113 29 45 182 137

les coeurs de rat . Il'y a une apogée d’expression de CPT1 durant les 4

137

premiers jours postnatal di au lait maternel riche en acides gras ~’. Aprés la 2°

semaine de vie, CPT1o. diminue en-dessous des niveaux de CPT1B **’.

II'y a
augmentation d’utilisation des LCFA en postnatal attribuée a une hausse des niveaux
de carnitine qui permet un plus grand niveau de saturation de substrats pour CPT1

45 137

spécialement CPT1a . CPT2 est une protéine de 70 kDa qui reconvertit I'acyl CoA a

longue chaine et qui est moins sensible a I'inhibition par le malonyl CoA que le CPT1

146

1.4.2.3 B-oxydation intra-mitochondriale
La B-oxydation, ou hélice de Lynen, est une suite de réactions enzymatiques en spirale

qui produit a chaque tour un acide gras avec 2 carbones en moins, un NADH, un
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FADH,, un acétyl CoA ™. Cette spirale est composée de 4 étapes: oxydation,
hydratation, seconde oxydation et thiolyse(s). Chacune des enzymes de la -oxydation
est inhibée par son produit de réaction, ainsi que le NADH, le FADH,, et dans le cas de

148 Les acides gras a nombre de carbones pair entrent sans

la KT par l'acétyl CoA
difficulté dans la B-oxydation et sont dégradés compléetement apres plusieurs tours.
Les acides gras a nombre de carbones impair provenant des plantes et organismes
marins sont dégradés pour former au dernier tour un propionyl-CoA étant transformé
ensuite en succinyl CoA. Ce dernier devient un substrat au cycle de Krebs. La figure 9

suivante présente les étapes de la B-oxydation des acides gras.

Acyl CoA

Acyl déshydrogenase (AD)

Acétyl CoA

cyl CoA -2 Carbones trans—A?-Enoyl-CoA H,0

p-cétoacyl-CoA B'Oxydation

. .. Enoyl-CoA hydratase (EH)
thiokse (K1) (hélice de Lynen)

3-L-hydroxyacyl-CoA

CoASH -cé -
o p-cétoacyl-CoA (B-hydroxyacyl-CoA)

3-L-hydroxyacyl-CoA
NAD* | déshydrogénase (HAD)

Figure 9. Schéma de la B-oxydation des acides gras. L'acyl déshydrogénase (AD), forme du
trans—AZ-EnoyI-CoA et libére un FADH, a partir d’'un acyl CoA. La double liaison formée a I'étape
précédente est hydratée par I'énoyl-CoA hydratase (EH) pour former du 3-L-hydroxyacyl-CoA (j3-
hydroxyacyl-CoA) en utilisant un H,0. Le B-hydroxyacyl-CoA est ensuite déshydrogéné et oxydé par la 3-
L-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (HAD) en réduisant un NAD" en NADH' + H' et formant du P-
cétoacyl-CoA. La derniére étape fait intervenir une thiolase, la B-cétoacyl-CoA thiolase (KT), afin de
briser la liaison entre les carbones o et 3, en collaboration avec un groupement CoASH. Cette réaction
produit un acétyl CoA et un acyl CoA avec 2 carbones en moins que celui d’origine.
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Les mitochondries possédent 4 types d’AD catalysant la premiére étape de la B-
oxydation se différenciant entre elles par la longueur des chaines hydrocarbonées de
leur substrat. Ainsi on retrouve la VLCAD (12 a 18 carbones), LCAD (10 a 12 carbones),
MCAD (6 a 10 carbones), SCAD (4 a 6 carbones). Une déficience en MCAD, résultant en
un déséquilibre entre I'oxydation des glucoses et des acides gras, est présente chez
10% des nouveau-nés. Il a été proposé que cette déficience pourrait étre en partie

291 Les substrats de la B-

responsable du syndrome de la mort subite du nourrisson
oxydation ont aussi leur forme spécifique des enzymes EH, HAD et KT selon la longueur
de leur chaine hydrocarbonée. Par exemple, les LCFA sont pris en charge par leurs

enzymes spécifiques : LCEH, LCHAD, LCKT *"*

. Ces 3 derniéres enzymes sont regroupées
en complexe protéique octamérique trifonctionnelle mitochondriale (MTP) possédant
des sous-unités o et B (0i4P4) : LCEH et LCHAD se retrouvent dans les sous-unités o

2 s . s, 7 ; s ;
0 Une corrélation a été démontrée entre un défaut

tandis que LCKT est dans les 3
des enzymes de la B-oxydation des acides gras a longues chaines et une augmentation
de la morbidité foetale comprenant la prématurité et la RCIU . Les VLCFA (acide gras
a tres longue chaine hydrocarbonée avec plus de 22 carbones) sont métabolisés par les
peroxysomes afin de former des substrats plus courts (produits acyl esters de CoA)

pour la B-oxydation mitochondriale 24

1.4.3 Cycle de Krebs et Phosphorylation oxydative
Le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative sont des mécanismes énergétiques
communs aux voies de la glycolyse et de la B-oxydation, débutant avec I'utilisation de
I'acétyl CoA, molécule carrefour formée par ces 2 voies. L'acétyl CoA, par contre, a 2
destins: soit étre utilisé dans le cycle de Krebs comme spécifié, soit étre transformé en
corps cétoniques (acétoacétate/B-hydroxybutyrate/acétone) lorsque la concentration

en oxaloacétate est faible.
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Figure 10. Vue d’ensemble du cycle de Krebs
Adapté de Tortora G.J., 2001 **2

L’acétyl CoA ajoute son fragment a 2 carbones a I'oxaloacétate pour former du citrate (acide citrique)
dégageant le groupement coenzyme CoA grace a la citrate synthétase. Le citrate est déshydraté par une
lyase cis-aconitase en cis-aconitate en formant un H,0. Ce dernier est converti en son isomere
I'isocitrate (acide isocitrique) grace a une hydratation par I'aconitase utilisant une molécule de H,0.
L'isocitrate est ensuite oxydé par I'isocitrate déshydrogénase en oxalosuccinate, réduisant un NAD' en
NADH et H', réaction nécessitant un ion Mn>* ou Mg2+. L'oxalosuccinate est décarboxylé en «-
cétoglutarate (acide a-cétoglutarique) par I'isocitrate déshydrogénase dégageant un CO,, un NADH et
un H'. Lo-cétoglutarate subit une décarboxylation oxydative par le complexe multienzymatique (5
coenzymes en succession: le thiamine pyrophosphate (TPP), le lipoate, le NAD, le CoA, le FAD) o-
cétoglutarate déshydrogénase en succinyl CoA en liant un CoA, réduisant un second NAD" en NADH et
H*, dégageant un second CO,. Le succinyl CoA est transformé en succinate (acide succinique) par la
succinate thiokinase délogeant la CoA et formant un GTP (guanosine triphosphate) (un ATP par
extension). La succinate est oxydé en fumarate (acide fumarique) par la succinate déshydrogénase
formant un FADH, a partir du FAD. Le fumarate est hydrolysé en malate (acide malique) par la fumarase
en utilisant un H,0. Pour terminer le malate est oxydé par I'oxydoréductase malate déshydrogénase afin
de reformer de I'oxaloacétate (acide oxaloacétique) en réduisant un NAD" en NADH et H'.
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Le cycle de Krebs se compose de 8 étapes par tour (figure 10). Ce cycle de Krebs est
contr6lé majoritairement par la disponibilité des substrats. De plus, les enzymes de ce
cycle sont inhibées par leurs produits et autres intermédiaires du cycle, plus

298 e cycle de Krebs a chaque

particulierement I'acétyl CoA, I'oxaloacétate et le NADH
tour produit 2 CO,, 3 NADH, 1 FADH, et 1 GTP (par extension 1 ATP) 13 Ces 2 derniers
entreront dans la chaine respiratoire mitochondriale utilisant a la fois des ions H* et
réduisant ’ADP en ATP. Les concentrations de citrate refletent le statut lipidique

tissulaire.

La chaine de transport d’électrons mitochondriale (chaine respiratoire) comporte 9
éléments (protéines et coenzymes) passant de I'état oxydé a réduit, regroupés en 5
complexes (figure 11). Les 4 premiers complexes | a IV interviennent dans le transport
des électrons en expulsant des ions H* dans I'espace intermembranaire mitochondrial
créant un gradient de pH tandis que le dernier complexe V est responsable de la

synthese d’ATP.
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H* H*
ATP
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NAD* NADH
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ATP ADP + P,

Figure 11. Chimiosmose entre la chaine mitochondriale de transport d’électrons et la
phosphorylation oxydative.
Adapté de Brownlee M., 2001

Le complexe | est la NADH-ubiquinone réductase et est composé de la flavinemononucléide (FMN) et
d’une protéine Fe-S (contenant du soufre et du fer fermement liés). Le complexe Il est la succinate-
ubiquinone réductase et est composé d'une FAD et d’une protéine Fe:S. Le complexe Ill est
I"'ubiquinone-cytochrome C réductase et est formé des cytochromes b et c; et d’'une protéine FeS. Le
complexe IV est la cytochrome oxydase formée des cytochromes a et as;. Le complexe V est I'ATP
synthétase. La coenzyme Q et le cytochrome c lient respectivement les complexes | a lll et lll a IV
ensemble. Le dernier cytochrome a; du complexe IV cede ses électrons a I'oxygéne (% O,) et forme du
H,O en recueillant une paire de protons du milieu aqueux environnant. Les UCPs en faisant passer un H"
dans son port dégage de I'énergie essentielle au foetus et au nouvea-né. Le NADH et le H® cédent leurs
électrons au FMN du complexe | tandis que le FADH, céde ses électrons a une protéine Fe:S du
complexe lll et donc génére moins d’énergie par extension que le NADH. Le complexe V (ATP
synthétase) utilise le gradient électrochimique intermembranaire des protons pour synthétiser de I'ATP.
Les H" entrent dans le canal de ’ATP synthétase en direction de I'intérieur de la mitochondrie et par une
force protomotrice génerent une phosphorylation de I’ADP en ATP; on estime la nécessité de 3 protons

entrants pour former un ATP 9

L’ATP formé par ces complexes en chimiosmose sort de la mitochondrie par un anti-
port se dirigeant vers le cytosol. L'ADP entre dans la mitochondrie par ce méme anti-
port. Dans le cceur adulte normal, la réserve d’ATP du myocarde est changé/utilisé au

146

complet toutes les 10 secondes ™. Le tableau 2 démontre les différences quant a la

production énergétique selon le substrat glucidique ou lipidique utilisé.
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Apport énergétique total

Substrat Type de Substrat (par mole de substrat)
Palmitate (acide palmitique) Acide gras saturé (16 C) 129 ATP
Stéarate (acide stéarique) Acide gras saturé (18 C) 146 ATP
Oléate (acide oléique) Acide gras monoinsaturé (18 C) 144 ATP
Glucose du glycogéne Glucide 39 ATP + 1684 kJ en aérobie
Glucose libre Glucide 38 ATP + 1694 kJ en aérobie

2 ATP + 122 kJ/mol en anaérobie

Tableau 2. Bilan global de production énergétique selon le substrat utilisé.

La phosphorylation oxydative requiert un apport continu en oxygene par la circulation
coronaire, en protons et électrons provenant du cycle de Krebs et en ADP transportés
du cytosol a la mitochondrie par des translocases **. A la période prénatale, I'activité
des enzymes du cycle de Krebs et de la chaine respiratoire mitochondriale est faible
reflétant I'immaturité fonctionnelle mitochondriale dans le myocarde fcetal. Cette
activité augmente considérablement durant les 48 premieres heures postnatales dans

258 13 104

le foie et le coeur de rat . D’ailleurs, chez le rat, I'activité des complexes | a lll de

la chaine respiratoire mitochondriale commence a augmenter dans le cceur et le foie

133 |’activité du complexe Il de

durant le développement foetal du jour E16 a terme
ces cceurs augmente de trois fois de la naissance au jour 25 postpartum et devient

constante par la suite **>.

1.5 Insuffisance cardiaque et cardiomyopathie
Les conditions pathologiques a I'dge adulte sont causées par des prédispositions
génétiques et des facteurs de risque dus au style de vie apres la naissance. Plusieurs
études ont démontré qu’a ces causes s’ajoutait I’environnement feetal défavorable. Ce
dernier serait responsable d’altérations en état de dormance situées a divers niveaux

136 88 230

jusgu’a ce qu’un stimulus a I'age adulte déclenche leur réexpression . Dans le

modele utilisé au laboratoire ou une diete faible en sodium pendant la gestation induit
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une RCIU, un remodelage cardiaque caractérisé par une augmentation du volume des
cardiomyocytes a été observé chez la progéniture femelle a I’dge adulte *'. Plusieurs
conditions pathologiques cardiaques de I'dge adulte sont caractérisées par des
altérations du métabolisme énergétique. Cette section permettra de les mettre en

relief.

La fonction cardiaque dépend de I'apport continu en énergie. Le coeur adulte dont le
métabolisme ou ['hémodynamisme est touché, par exemple lors d’hypoxie,
hypertension, ischémie du myocarde, hypertrophie, atrophie, cardiomyopathies

| 1% En effet, plusieurs

diabétiques, revient a un profil d’expression génique foeta
protéines cardiaques voient leur patron d’expression modifié au profit de leur
isoforme foetale. Le métabolisme cardiaque revient donc a son état foetal avec une
prédominance d’utilisation des hydrates de carbone en tant que source énergétique

194

primaire ~". Ce phénomeéne adaptatif est aussi présent lors d’hibernation myocardique

194

Le cceur en insuffisance démontre une dysfonction mitochondriale: baisse de la
synthese d’ATP, augmentation de la production des ROS, augmentation des dommages
a I’ARNm (délétion, mutations ponctuelles), augmentation de la signalisation de mort
cellulaire, augmentation des atteintes structurales *’. Lors des stades précoces d’une
atteinte cardiaque, il n’y a pas présence de mort cellulaire, donc il n’y a pas présence
de marqueurs mitochondriaux. Par contre, il y a présence de dommages oxydatifs aux

mitochondries qui ne sont détectables que lorsqu’on inflige un stress ultérieur *>>.

Durant [I'hypoxie, HIF-1o. (régulée par I'O;), faisant partie d’'un complexe
hétérodimérique avec HIF-1B (constitutive), promouvoit I'activité glycolytique, en
augmentant le transport du glucose dans les cellules ainsi que I'activité des enzymes

glycolytiques. De plus, HIF-1o réduit le pH du milieu de culture résultant dans
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181 210 14 .
81 210 198 ne hausse de la concentration

I'augmentation de l'apoptose cellulaire
d’oxygeéne conduit a la voie d’ubiquitination pour la protéolyse d’HIF-1 tandis qu’une
baisse de la concentration d’oxygéne cause la dimérisation d’"HIF-1c et sa translocation
au noyau. En normoxémie, la PDH inhibe HIF1a. Durant I’hypoxie, les cellules
transitent vers un mode métabolique glycolytique primaire par augmentation de la
régulation des genes glycolytiques HIF-1 (facteur 1 inductible par [’hypoxie)

dépendants, comme GLUT1, PGK1 (phosphoglycérate kinase 1), HK1, HK2, etc 210 53 94

Le cobalt mime l'effet de I'hypoxie sur HIF1 184

. De plus, la diminution du pH
intracellulaire comme résultat de I'accumulation d’acide lactique cause une
accélération de la glycolyse 1“8 Le coeur feetal a une capacité, comparativement au
cceur adulte, a fonctionner sous conditions d’insuffisance en oxygéne; cette adaptation
cardiaque fecetale est une « hypoxie physiologique » B pailleurs le sang foetal est plus
hypoxique que celui de l'adulte. De plus, le foetus posséde un métabolisme

énergétique réduit comparativement a l'adulte puisqu’il n’a pas a dépenser de

I’énergie pour se réchauffer ni pour assurer un apport sanguin aux poumons.

Dans les conditions pathologiques comme la surcharge pressive, une tension artérielle
augmentée (hypertension) ou un infarctus du myocarde, les fibroblastes cardiaques
proliférent, les cardiomyocytes s’hypertrophient en augmentant leur volume individuel
ou meurent et les protéines de matrice extracellulaire s’accumulent

78 159 257

disproportionnellement et excessivement . L'accumulation de collagene | et llI

qui survient dans le coeur hypertrophié ou insuffisant, conduit au développement de la
fibrose, élément important du remodelage cardiaque. Ce processus appelé fibrose
réactive cardiague meéne a I'augmentation de |'épaisseur et de la masse ventriculaire,
puis diastolique et systolique, pour amener I’"hypertrophie cardiaque et la dysfonction

159 118

cardiaque . Une étude in vitro a démontré que I’hypertrophie cardiaque était

associée avec une augmentation de production de ROS et une diminution de I'activité

173

de I'aconitase ~°. Comme I'aconitase du cycle de Krebs est extrémement sensible aux

ROS, sa suppression peut servir, jusqu’a un certain point, de marqueur de stress
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106 31

oxydatif et d’hypertrophie cardiaque De plus, I'hypertrophie diminue

I'expression en ARNm des enzymes de la B-oxydation, dont MCAD, et le transport par

CPT1 des LCFA car il y a baisse des L-carnitine disponible au transporteur 2% > ¥/,

1.6 Mort cellulaire
Il existe deux types de mort cellulaire. Le premier est caractérisé par une implosion
menant a la mort de cellules, infectées, touchées, dysfonctionnelles au profit de la
survie des cellules saines environnantes. C'est I'apoptose. Le deuxiéme est caractérisé
par une explosion du bagage enzymatique intracellulaire menant a la mort de la cellule
touchée, affectant les cellules environnantes, les tuant ou altérant la matrice aux

alentours par I'apparition d’'une inflammation locale. C'est la nécrose.

a) Apoptose
L'apoptose est un processus clé durant I'organogenése. Elle est impliquée dans le
développement et la maturation morphologique des organes, a I'origine

s s . 1 2 2
génétiquement programmés > * 1%0 236 263

. Cette apoptose physiologique est un
processus important dans la maturation des cardiomyocytes, la morphologie des
orteils et des doigts (espace interdigital) la maturation cérébrale et neuronale et la

destruction des lymphocytes autoréactifs ou dysfonctionnels > 3 *%° 23 263

. Le processus
d’apoptose pathologique est enclenché dans les cardiomyocytes de mammiferes,
aprés une ischémie-reperfusion, ou lors d’une surcharge pressive **. Cette apoptose
pathologique est également présent, au niveau cérébral, lors du processus dégénératif

de la maladie d’Alzheimer.

Une perte inappropriée de cardiomyocytes a la période prénatale via I'apoptose
résulte en une réduction permanente du nombre d’unités fonctionnelles dans le
myocarde et mene a une variété de dysfonctions cardiaques chez I'enfant et I'adulte
105 120 269

. L’apoptose culmine en la formation de corps apoptotiques par extrapolation

de la membrane plasmique par zéiose (turgescence) a la suite de la condensation de la
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chromatine a la périphérie du noyau, la cassure du cytosquelette, la dissolution de
I'enveloppe nucléaire, la fragmentation de I’ADN comportant Iinactivation
protéolytique de la polymérase poly-ADP-ribose par le groupe de protéases cystéines
#3251 |’apoptose prend 2 heures a s’achever et peut étre prévenue par des inhibiteurs
de la synthese des cytokines (pentoxifylline), des antidépresseurs (sertraline) et un

25 2% || existe 2 voies possibles

inhibiteur de la Cox-2 (cyclooxygénase-2)
d’apoptose menant toutes 2 a la voie des caspases: la voie extrinseque (mort par
commande extérieure) et la voie intrinseque (mort par défaut en absence de signaux

anti-apoptotiques) 2%°.

Dans la voie d’apoptose extrinséque, une molécule adaptatrice FADD (domaine de
mort associé a Fas) se lie a Fas (fragment stimulant I'apoptose) par son domaine de
mort et aux procaspase 8 et 10 par un autre domaine complémentaire DED (domaine

172 220 Ces liaisons ont pour effet d’activer le clivage de la

effecteur de mort)
procaspase 8 et 10 en caspase 8 et 10 permettant I'activation de Bid par son clivage
(tBid). Ceci provoquera la translocation vers le cytosol de plusieurs facteurs
mitochondriaux, dont le cytochrome c de la chaine de transport d’électrons. Ce
dernier le lie a I’Apaf-1 (facteur 1 activateur de peptidases apoptotiques) stimulant le
clivage subséquent de la procaspase 3 en caspase 3 et son activation par le fait méme

conduisant a la catalyse des clivages protéolytiques induisant I'apoptose *>* #.
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Stress oxydatif

Signaux pro-apoptotiques: Phosphorylation Akt
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Figure 12. Voie intrinséque de I'apoptose suite a une stimulation pro-apoptotique
pouvant étre induit par un stress oxydatif.

La voie intrinséque, illustrée a la figure 12 ci-dessus, fait intervenir la famille des Bcl-2
comprenant 3 groupes: groupe | comprend des membres anti-apoptotiques [Bcl-2, Bcl-
x], groupe Il comprend des membres pro-apoptotiques [Bax, Bak], groupe Il

comprend des membres pro-apoptotiques [Bad, Bik, Bim, Bid, Blk] 221 251

. Une étape
cruciale avant que Bax (et autres membres proapoptotiques) puisse exercer son
activité pro-apoptotique est sa translocation du cytosol a la mitochondrie permettant
la formation d’un pore a travers la membrane mitochondriale externe et I'induction
subséquente de la relache cytosolique des molécules apoptogenes. Ces molécules

relachées dans le cytosol comprennent entre autres des cytochromes c, des caspases

2,3 et 9 et de P'AIF (facteur d’induction de I'apoptose) *®°. Ces protéines pro-
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apoptotiques peuvent également activer I'ouverture des PTP qui affecte le potentiel
transmembranaire mitochondrial. Cette perturbation induit un gonflement osmotique

74 . .
Par la suite, la formation d’un

de la mitochondrie et sa rupture possible
apoptosome avec la collaboration des cytochromes c, de I'ATP, d’Apaf-1 peut
s’amorcer et recruter la procaspase 9 pour la cliver et la fixer. Cet apoptosome
conséquemment activera la caspase 3 en la clivant de sa forme procaspase afin

d’induire la mort cellulaire .

Dans le cceur foetal de rat normal, a la fin de la gestation aucune apoptose n’est
détectable mais a partir de la naissance et jusqu’a 21 jours d’existence, il y a présence

125 ’absence d’apoptose cardiaque prénatale est due

d’apoptose des cardiomyocytes
a la forte expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 qui diminue rapidement lors
des jours 1 a 5 en postnatal, puis remonte progressivement des jours 11 a 21 125 Bcl-2
et Bax sont exprimés chez le coeur du rat, de la souris et de 'humain '8 # 141 264 269,
L’hypoxie chronique diminue les niveaux de Bcl-2 dans le coeur feetal de rat, sans
affecter les niveaux de Bax mais avec une augmentation dans la forme active et clivée

des caspases-3 et de leur activité *® 2%°.

L'entrée intracellulaire de glucose et I'augmentation de I'activité de la glycolyse
participent a la cardioprotection contre I'apoptose par la voie d’Akt/PKB dont les

. . - - 134 154
fonctions sont de promouvoir la survie cellulaire et bloquer I'apoptose ** %, L

es
cardiomyocytes foetaux humains montrent de plus faibles taux d’induction d’apoptose
suite a un stimulus a l'ischémie-reperfusion, a l'interleukine-6 recombinant et a la
staurosporine comparativement aux mémes cellules néonatales. Ces cellules

posseédent donc un phénotype résistant a I'ischémie protégeant ainsi le coeur foetal ©*.

b) Nécrose
Comme énoncé plus tot, la nécrose correspond a une explosion cellulaire suite a une

atteinte par dommages infligés (physique/chimique). La cellule et ses organites
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subissent un gonflement osmotique, leurs membranes abimées permettant I'entrée

251 | es mitochondries sont floculentes

accrue dans la cellule du milieu extracellulaire
et la chromatine se condense en amas. Par la suite, les enzymes lysosomiales digérent
les constituants intracellulaires. S’ensuit la lyse cellulaire dégageant le contenu
intracellulaire dans le milieu extracellulaire affectant les cellules saines environnantes.
Ce déversement contient des cytokines provoquant I'inflammation et le recrutement

de cellules phagocytaires et macrophages afin de phagocyter les résidus cellulaires.

1.5 Hypotheése de travail et objectifs
La grossesse est parfois accompagnée de complications dont la RCIU. Malgré cette
proportion importante d’enfants nés avec une RCIU, peu de renseignements sont
disponibles a ce jour sur leur devenir et les conséquences de cette condition. Barker a

étudié cette épineuse question pour élaborer sa théorie de programmation 2* %. P

ar
contre, la prédisposition au développement de conditions pathologiques a I’dge adulte,
encourue par la RCIU, demeure a étre confirmée expérimentalement. Le modele RCIU
développé au laboratoire causé par une diéte faible en sodium chez le rat, est
caractérisé par des changements subtils pouvant étre retrouvés lors d’'une RCIU
idiopathique chez I’humain. La baisse de perfusion placentaire présente chez nos rates
gestantes RCIU, attribuable a une diminution concomitante du diametre des artéres
utérines, de I'expansion volumique et du poids des placentas, pourrait étre a I'origine
d’une multitude d’atteintes foetales compensatoires. Notre hypothése de travail est
qu’a la suite de cette diminution de perfusion placentaire pouvant affecter I'apport
nutritionnel maternel, le coeur foetal s’adapterait en diminuant son métabolisme

énergétique. De plus, cette adaptation cardiaque foetale serait différente selon le sexe

du foetus.

L’objectif spécifique de cette étude est de dresser un profil métabolique général des
coeurs feetaux du modele RCIU élaboré au laboratoire en étudiant sommairement les

marqueurs de:
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1) La voie des glucides en quantifiant les transporteurs de glucose membranaires
et certaines enzymes de la glycolyse choisies pour leurs caractéristiques dites
« limitantes » in vitro;

2) La voie des acides gras en quantifiant les transporteurs mitochondriaux d’acyl
CoA.

L’atteinte du premier objectif sera possible en mesurant I'expression protéique par
immunobuvardage de type Western des transporteurs de glucose membranaires
GLUT1 et GLUT4 ainsi que des protéines enzymatiques limitantes de la glycolyse que
sont I'"hexokinase, la phosphofructokinase 1 et la pyruvate kinase. De plus, I'activité
enzymatique de la derniere enzyme de la voie métabolique des glucoses sera
guantifiée par colorimétrie. L’atteinte du second objectif sera possible en mesurant
I’expression protéique par immunobuvardarge de type Western des transporteurs
mitochondriaux d’acides gras représentant la premiére étape limitante de la voie
métabolique des lipides. Afin de vérifier I’homéostasie cardiaque et ainsi
I’augmentation ou non d’apoptose, le ratio apoptotique des protéines Bax/Bcl-2, le
clivage de la protéine caspase 3 seront quantifiés par immunobuvardarge de type
Western. Pour terminer, la protéine cytochrome c sera quantifiée en entier dans la
cellule (cytosol et mitochondries lysées) par immunobuvardarge de type Western car,
jusgqu’a un certain point, elle est indicatif de I'intégrité de la chaine mitochondriale et
de la présence d’hypoxie. Lors de cette étude du métabolisme cardiaque foetal visant
les objectifs ci-haut mentionnés, la présence d’un dimorphisme sexuel sera considérée.
Il a été démontré par le passé que le sexe de I'individu affectait les caractéristiques et
capacités cardiaques. Il a d’ailleurs été avancé que ces effets de dimorphisme sexuel
seraient dus entre autres a la présence d’cestrogéne chez la femme. En effet,
I'cestrogéne inhibe la prolifération des fibroblastes et stimule la néovascularisation
dans la bordure de la zone ischémique suite a un infarctus, limitant ainsi le remodelage
pathologique du myocarde ?**. cestrogéne agit également en inhibant I'action de
PPAR« sur le métabolisme lipidique et I'obésité a travers ses effets sur la régulation

7

PPARa-dépendante des génes cibles de cette voie **’. D’autres études subséquentes
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seront nécessaires afin de confirmer totalement I'hypothése de départ puisque ces

travaux ne dressent qu’un survol primaire des résultats attendus.

Ces altérations du métabolisme cardiaque fcetal pourraient étre a |'origine de
perturbations a long terme de I’hémodynamique du coeur pouvant conduire au
développement de pathologies et insuffisances cardiaques. D’ailleurs, lors d’études
antérieures sur notre modele RCIU, il a été montré qu’il y avait présence d’un
remodelage du ventricule gauche a I’'dge adulte (12 semaines), chez la progéniture
femelle seulement *'. En effet, les coeurs de ces rates montrent une plus grande
expression en ARNm d’ANP et de l'isoforme auriculaire de la chaine légére de la
myosine et de plus bas niveaux protéiques de la Na'-K'-ATPase B1 31 Ces coeurs
présentent également des cardiomyocytes plus larges, plus volumineux, avec une
contractilité réduite, des sarcomeéres plus longs accompagnés d’une activité de

I’aconitase diminuée 3.



2. Matériel et Méthodes
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2.1 Animaux

Les procédures expérimentales ont été révisées et approuvées par le comité
institutionnel de protection des animaux local (CIBPAR: comité institutionnel des
bonnes pratiques animales en recherche du Centre Hospitalier Université (CHU Sainte-
Justine) lequel est accrédité par le conseil canadien de protection des animaux (CCPA).
Des rates Sprague-Dawley (Charles-River Canada, St-Constant, Québec, Canada) pesant
de 225 a 250 grammes ont été accouplées avec des rats males fertiles. Le premier jour
de gestation est déterminé par la présence de spermatozoides dans les frottis
vaginaux. Les animaux sont hébergés dans un environnement contrélé de lumiere
(6:00AM a 6:00 PM) et de température (21 + 3°C). Les rates se voient assigner
aléatoirement une des deux diétes pour les 7 derniers jours de gestation. Le premier
groupe recoit une diéte normale contenant 0,2% de sodium (diete basale 5755 ; PMI
Feed, Ren’s Feed and Supplies, Oakville, Ontario, Canada) et de I'eau du robinet. Ces
rates portaient les foetus contrdles. Le deuxieme groupe regoit une diete contenant
0,03% de sodium (diéte faible en sodium 5881 ; PMI Feed) et de I'eau déminéralisée.
Leurs foetus forment le groupe RCIU. Au 22° jour de gestation (terme : 23 jours), les
rates gestantes sont tuées par décapitation (entre 9h00 et 9h30). Le coeur de chacun
de leurs foetus est prélevé. Les placentas RCIU sont réduits en dimensions et en poids.
Les foetus RCIU sont plus petits avec des ratios pondéraux cceur au poids total et
cerveau au poids total augmentés. Les tissus sont immédiatement gelés dans I'azote

liquide et entreposés a -80°C jusqu’a leur usage.

2.2 Extraction protéique

Les tissus gelés (4 coeurs foetaux de 22 jours d’'une méme portée =75 a 100 mg) sont
homogénéisés sur glace au polytron a vitesse maximale dans 1 ml de tampon de lyse
Tris (50 mM Tris-HCL pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0,25% sodium-

deoxycholate, 1X pastille de cocktail inhibiteur de protéases sans EDTA (Roche,
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Indianapolis, IN, Etats-Unis)). L’homogénat est ensuite centrifugé a 12 000 g (11 300
RPM) a 4°C pendant 30 minutes et le surnageant est prélevé et conservé pour le
dosage protéique. La méme procédure est suivie pour les contrdles positifs de foie
foetal, cerveau foetal, muscle de cuisse adulte, cerveau adulte, thymus et de placenta a

22 jours de gestation.

2.3 Dosage des protéines

La quantité de protéines dans le surnageant est déterminée a 'aide de la méthode de
Bradford (kit Biorad) avec une dilution totale de 1/1000. La courbe standard pour ce
dosage est effectuée a partir de différentes concentrations (en duplicata) de BSA

(Albumine de Sérum Bovin conservé a -20°C) allant de 0 a 15 ug/mL.

A chacun des tubes, 200 uL de réactif Bio-Rad (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) est
ajouté a l'aide de la pipette répétitive. Les tubes sont vortexés et ensuite la densité
optique de chacun est prise a 570 nm par spectrophotométrie. Le surnageant des
échantillons sont dilués d’un facteur 1:2 avec une quantité égale de tampon réducteur
Laemmli 2X (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada : 1.25 mL 0.5M Tris-HCl, pH 6.8, 1.15
mL 20% SDS, 0.5 mL [mercaptoéthanol, 1 mL glycérol, 6.1 mL H,O, 2 mg bleu
bromophénol). Ces échantillons ont été bouillis 5 minutes, avant d’étre conservés a

-20°C jusqu’a utilisation pour électrophorese et immunobuvardage de type Western.

2.4 Immunobuvardage de type Western

Les échantillons (conservés a basse température) de protéines de 10 portées
différentes pour chacun des groupes (femelles RCIU et témoins, males RCIU et

témoins) sont d’abord bouillis 5 minutes puis laissés sur la glace 5 minutes. Les
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échantillons de protéines cardiaques foetales (males et femelles RCIU et contrdles :
quantité déposée dépendante de la protéine (voir tableau 3)) sont déposés sur un gel
de SDS-polyacrylamide (5% pour le gel concentrateur : concentration du gel séparateur
dépendante du poids de la protéine: voir tableau 3). Un marqueur de poids
moléculaire « Bench Mark Pre-Stained protein ladder » (Invitrogen Canada Inc.,
Burlington, ON, Canada) ainsi que des contréles positifs sont déposés sur le gel. La
séparation de ces protéines est faite par électrophorese a 150 V pour le gel
concentration et 200 V pour le gel séparateur dans un tampon de migration (0,025M
de Tris, 0,192M de glycine, 0,1% SDS). Les protéines sont ensuite transférées sur une
membrane de nitrocellulose (NitroPure, Osmonics Inc., Gloucester, MA, Etats-Unis)
pendant 1h00 a 10 V, entre 0,3 et 2,0 A, en utilisant du tampon de transfert semi-sec

(25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% méthanol, pH 8.3).

Les sites non-spécifiques de la membrane de nitrocellulose sont bloqués 1 heure a
température piéce, sous agitation. Le blocage est possible par incubation avec un
tampon salin phosphate (PBS ; 2,74 M NaCl, 53,66 mM KCl, 200,06 mM Na,HPQ,, 35,27
mM KH,PQO,4, pH 7.4) -0,1% Tween 20 additionné soit de 5% d’Albumine de Sérum
Bovin (BSA : SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Allemagne) ou de 5% de lait. La membrane
est ensuite incubée avec I'anticorps primaire (voir tableau 3), durant toute la nuit a
4°C, sous agitation (2 nuits pour CPT1p). Elle subit 5 lavages de 5 minutes, sous
agitation, a température piéce, au PBS-Tween 20 0,1%. La membrane fat
subséguemment incubée avec l'anticorps secondaire (voir tableau 3) durant 45
minutes, a température piece, sous agitation. Elle subit de nouveau 5 lavages de 5

minutes, sous agitation, a température piece, au PBS-Tween 20 0,1%.

Les bandes immunoréactives sont visualisées grace a la trousse de détection de

chimioluminescence Amersham ECL™ (GE Healthcare, Buckinghamshire, Royaume-
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Unis : RPN2108) et I'exposition de la membrane au film a chimioluminescence haute
performance Amersham Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare, Buckinghamshire, Royaume-
Unis : 28906839). Les bandes immunoréactives sont quantifiées par le programme
Alpha Imager (Alpha Innotech Corporation). Ces valeurs sont ensuite exprimées en

unités densitométriques relatives a la GAPDH.
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Anticorps primaire

Anticorps secondaire

Quantité
Gel de A .
) . échantillon
Protéi séparation i Agent . . -,
rotéine chargée bloguant Provenance Concentration Provenance Concentration  Exposition
(%)
(ug)
Cell Signaling Ane ECL™ anti-IgG de lapin couplé 2 la
Bax 15 25 PBST-BSA 5% 1:5000 1:5000 13 minutes
#2772 peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA934V)
Cell Signaling Ane ECL™ anti-1gG de lapin couplé 2 la
Bcl-2 15 25 PBST-BSA 5% 1:2500 1:5000 13 minutes
#2876 peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA934V)
3 minutes
Cell Signaling Ane ECL™ anti-IgG de lapin couplé 2 la livé
Caspase 3 15 25 PBST-lait 5% 1:1000 1:5000 (non-clivée)
#9665 peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA934V) 13 mi
minutes
(clivée)
Cell Signaling Ane ECL™ anti-IgG de lapin couplé 3 la 15-30
Cytochrome C 15 25 PBST-BSA 5% 1:10 000 1:5000
#4280 peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA934V) secondes
Abcam Ane ECL™ anti-IgG de lapin couplé 2 la
GLUT1 12 80 PBST-lait 5% 1:5000 1:5000 15 minutes
ab15309 peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA934V)
Cell Signaling Mouton ECL™ anti-IgG de souris couplé 2 la
GLUT4 12 80 PBST-lait 5% 1:500 1:5000 1h30
#2213 peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA931V)



HK 1

HK 2

PFK1

PKM1/2

CPT1x

CPT1B

CPT2

8 25
8 25
8 25
8 25
8 50
8 50
8 50

PBST-lait 5%

PBST-lait 5%

PBST-lait 5%

PBST-lait 5%

PBST-lait 5%

PBST-lait 5%

PBST-lait 5%

Abcam

ab78420

Abcam

ab78259

Santa Cruz
Biotechnology
sc-166722

Cell Signaling
#3186

Santa Cruz
Biotechnology
sc-20669
Santa Cruz
Biotechnology
sc-20670
Santa Cruz
Biotechnology
sc-20671

1:50 000

1:10 000

1:5000

1:1000

1:5000

1:1000

1:10 000

Ane ECL™ anti-IgG de lapin couplé 2 la

peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA934V)

Ane ECL™ anti-IgG de lapin couplé a la

peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA934V)

Mouton ECL™ anti-IgG de souris couplé 2 la

peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA931V)

Ane ECL™ anti-IgG de lapin couplé a la

peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA934V)

Ane ECL™ anti-IgG de lapin couplé 2 la
peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA934V)

Ane ECL™ anti-IgG de lapin couplé 2 la
peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA934V)

Ane ECL™ anti-IgG de lapin couplé 3 la
peroxydase du raifort (GE Healthcare, NA934V)

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000
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5-10

secondes

1-2 minutes

2.5-5

minutes

10 minutes

45 minutes

20-40

minutes

2 minutes

Tableau 3. Paramétres et conditions optimaux pour la réalisation d’électrophorése et immunobuvardage de type Western des
divers protéines d’intérét.
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La méme technique est utilisée pour détecter la GAPDH du coeur feetal afin de
déterminer la présence relative des protéines d’intérét. Les membranes furent
bloguées 1 heure a température piéce, sous agitation, au PBST-lait 5%. La
concentration d’anticorps primaire monoclonal 1gG; de souris anti-GAPDH (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, Etats-Unis : 6C5, sc-32233) était de 1 : 50 000

dans du PBST-lait 5% et celle de I'anticorps secondaire de mouton ECL™

anti-1gG de
souris couplé a la peroxydase du raifort (GE Healthcare, Buckinghamshire,
Royaume-Unis : NA931V) 1: 5000 dans du PBST-lait 5%. L’exposition de la
membrane au film a chimioluminescence haute performance Amersham
Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare, Buckinghamshire, Royaume-Unis : 28906839) était

de 10 secondes seulement.

2.5 Activité enzymatique de la pyruvate kinase par colorimétrie
L’activité de la pyruvate kinase a été effectuée selon le protocole de la compagnie
Biovision (Biovision Research Products, Mountain View, CA, Etats-Unis : #K709-100).
Le Standard Pyruvate a 1 nmol/uL est dilué et bien mélangé en ajoutant 10 uL du
Standard a 990 pL du tampon d’essai. La préparation de 50 uL de mélange de

réaction pour chaque puits est nécessaire selon la recette suivante :
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Mesure Pyruvate Kinase Contrdle non-spécifique
pL uL
Tampon d’essai 44 46
Mélange substrat 2 —
Mélange enzyme 2 2
Amorce Oxired 2 2

Tableau 4. Composition de la réaction pour la mesure de I’activité de la
pyruvate kinase selon le protocole du fabricant Biovision

La préparation des échantillons est effectuée en diluant le tissu (2 cceurs foetaux)
avec 4 volumes de tampon d’essai. Ce mélange est ensuite centrifugé pour obtenir
des extraits clairs et 50 pL d’échantillon est déposé par puits (plaque de 96 puits).
Une courbe standard de 0 a 10 nmol pyruvate/puits est effectuée. Pour les puits de
contréle positif, 5 uL/puits de solution de contréle positif est complété de 45
uL/puits avec le tampon d’essai. Tous les tests d’échantillons sont effectués en
duplicatas/triplicatas pour assurer une lecture dans un intervalle linéaire. Pour
terminer, 50 uL de mélange de réaction est déposé dans chaque puits contenant le
standard pyruvate, les échantillons et les contréles. Il est nécessaire de bien remuer

et enlever les bulles pouvant fausser la lecture de densité optique.

La densité optique est mesurée a 570 nm au départ et a T, (temps 2) aprés
incubation de la réaction a 25 °C pour 10-20 minutes pour lire A, (absorbance 2) du
pyruvate oxydé. La plagque est protégée de la lumiere. L'augmentation de signal est
due au pyruvate généré par la pyruvate kinase et oxydé par la pyruvate oxydase,
AA = A, - A;. Pour le calcul de I'activité enzymatique, il est nécessaire de soustraire
les lectures des valeurs de fond des standards et des échantillons. Une fois la

courbe standard du pyruvate tracée, il faut appliquer le AA (différence
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d’absorbance) a la courbe standard pour obtenir B nmol de pyruvate généré entre

T, et T, par PK dans les puits de réaction. Le calcul de PK est effectué ainsi:

PKactivits = B X facteur de dilution de I’échantillon = nmol/min/mL =
mU/mL
(T1-To) XV

B = quantité de pyruvate de la courbe standard (en nmol)

T1 = temps de la premiére lecture (A1) (en min)

T, = temps de la deuxieme lecture (A;) (en min)

V = volume de I'échantillon ajouté au puits de réaction (en mL)

Une unité d’activité de pyruvate kinase est la quantité de transfert par I'enzyme de
groupe phosphate du PEP a ’ADP, avec un rendement de 1.0 umol de pyruvate par
minute a 25 °C.

2.6  Analyse Statistique

La photodensitométrie relative de chacun des échantillons fit mesurée pour la
GAPDH et les protéines d’intérét (Caspase 3 clivée/non-clivée, Bax, Bcl-2,
cytochrome C, PFK1, PKM1/2, HK1, HK2, CPT1la, CPT1B3, CPT2). Ces valeurs sont
exprimées en moyenne + erreur type de la moyenne (Standard error mean ;
S.E.M.). Les résultats d’expression protéique et d’activité enzymatique furent
comparées en utilisant un test ANOVA (analyse factorielle de variance) a 2 critéres
de classification, soient le sexe et la présence/absence d’une RCIU, calculé par le
logiciel Graph Pad PRISM (Graph Pad Prism version 4.00 pour Windows, Graph Pad

Software, San Diego, CA, Etats-Unis, www.graphpad.com). Le post-test Newman-

Keuls est utilisé sauf dans le cas d’interaction entre les facteurs; dans ce cas, un test
t de Student est utilisé comme post-test. Une probabilité P < 0,05 ft assumée

comme statistiquement significative.



3. Résultats
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3.1 METABOLISME ENERGETIQUE CARDIAQUE DES GLUCIDES

3.1.1 Expression protéique du transport du glucose et des
enzymes limitantes
La premiere étape de la voie glycolyse dans les cellules cardiaques est I'entrée de
glucose intracellulaire. Celle-ci est possible principalement par I'action des

protéines GLUT1 et GLUT4 234 217 34 119 278 215

A) Gel représentatif
GLUT4 45 kDa

GLUT1 55 kDa -

GAPDH 37 kDa

B) Transporteur GLUT1 T

3 Témoins
R RCIU

_i

GLUT1 / GAPDH
(valeurs arbitraires)

o
L

Males Femelles

C) Transporteur GLUT4

e

~

o
1

[ Témoins
M RCIU

o

<

=1
1

0.25-

GLUT4 / GAPDH
(valeurs arbitraires)

0.00-

Males Femelles

Figure 13. Expression protéique des transporteurs membranaires de glucose
GLUT1 et GLUT4 dans les cceurs foetaux d’animaux témoins et RCIU. A) Un gel
représentatif d’immunobuvardage de type Western. Chaque représentant de
chaque groupe est représenté au-dessus de leur colonne respective. B) et C)
Histogramme illustrant I'expression protéique de GLUT1 et GLUT4 respectivement.
Les barres noires correspondent aux groupes RCIU tandis que les barres blanches,
aux groupes témoins. Les valeurs de densitométrie obtenues sont reportées sur
I’expression relative de la protéine GAPDH. Les résultats sont exprimés moyenne +
SEM (n=10 portées par groupe; n=1 correspond a 4 cceurs foetaux de méme sexe
d’une méme portée). T p<0.001 ANOVA 2 facteurs, effet du sexe.



67

Tel gu’illustré a la figure 13B et C, il n'y a pas de différence significative entre les
groupes RCIU et témoins quant a I’expression totale des protéines. Nous voyons
que I'expression protéique de GLUT1 (figure 13B) est plus élevée chez les femelles
gue chez les males (Anova 2 facteurs, p<0.001). Cependant, le test post-hoc ne
permet pas de déterminer un seuil significatif groupe par groupe. Dans le cadre de
cette étude, le recrutement des GLUT4 a la membrane plasmique n’a pas été
vérifié. En effet, seule la quantité protéique totale a été considérée reflétant la
capacité de transport maximale de cette protéine. Cependant, une étude
approfondie est nécessaire afin de vérifier I'effet de la RCIU sur le transport de
glucose. En effet, la mesure directe du transport membranaire ainsi que la

translocation membranaire des GLUT4 devront étre quantifiées.

Le glucose une fois dans la cellule entre dans la voie de la glycolyse afin de former
du pyruvate. Cette voie est controlée en partie par |'expression et l'activité
d’enzymes dites «limitantes» in vitro: hexokinase 1, hexokinase 2,
phosphofructokinase 1, pyruvate kinase M1/2. L’expression protéique de ces
enzymes reflete de facon générale |'état capacitaire du métabolisme des glucides

sans donner d’indication sur sa fonctionnalité 1*° 24/,
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Figure 14. Expression protéique des enzymes limitantes déterminantes de la voie
métabolique de la glycolyse, dans les cceurs foetaux d’animaux témoins et RCIU.
A), B), C) et D) Histogramme illustrant la I'expression protéique de hexokinase 1,
hexokinase 2, phosphofructokinase 1 et pyruvate kinase M1/2 respectivement. Une
illustration d’un gel représentatif d’immunobuvardage de type Western est
présente au-dessus de chacun des histogrammes. Chaque représentant de chaque
groupe est représenté au-dessus de leur colonne respective. Les barres noires
correspondent aux groupes RCIU tandis que les barres blanches, aux groupes
témoins. Les valeurs de densitométrie obtenues sont reportées sur I'expression
relative de la protéine GAPDH. Les résultats sont exprimés moyenne + SEM (n=10
portées par groupe; n=1 correspond a 4 cceurs foetaux de méme sexe d’'une méme
portée). T p<0.01 ANOVA 2 facteurs, effet du sexe; p p<0.05 ANOVA 2 facteurs,
effet du sexe.

La figure 14 illustre qu’ il n’y a pas de différence significative entre les groupes RCIU
et témoins quant a l'expression des protéines hexokinase 1, hexokinase 2,
phosphofructokinase 1 et pyruvate kinase M1/2. Il existe toutefois un effet du sexe

pour les protéines PFK1 et PKM1/2 par ANOVA 2 facteurs. L’expression protéique
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de PFK1 et PKM1/2 a une tendance a étre plus élevée chez les femelles que les
males (p<0,01 et p<0,05 respectivement). Cependant, le test post-hoc ne permet

pas de déterminer un seuil significatif.

Les résultats des figures 13 et 14 suggéerent qu’il n’existerait pas d’altération quant
a la capacité protéique du transport de glucose membranaire et de la voie de la
glycolyse dans le cceur des foetus RCIU. Afin d’évaluer la voie glycolytique en entier,
d’autres expérimentations sur les capacités enzymatique et du transport de glucose
sont nécessaires. De plus, des expériences supplémentaires sont nécessaires afin
de quantifier les flux métaboliques des substrats et métabolites primaires,

intermédiaires et finaux.

3.1.2 Activité enzymatique de la Pyruvate Kinase
La pyruvate kinase correspond a la derniere enzyme de la voie de la glycolyse
cytosolique. La mesure de son activité permet de renseigner sur la cinétique
maximale de I'enzyme. Cependant, une mesure du flux glycolytique est nécessaire
afin de bien évaluer cette voie et de sa fonctionnalité enzymatique globale. Cette
enzyme permet la formation de pyruvate qui sera transféré dans la mitochondrie
afin d’entrer dans le cycle de Krebs sous forme d’acétyl CoA (transformé par la
PDH) 11> 16 175149 ) 3 figure 15 ci-dessous illustre la capacité de I'enzyme pyruvate
kinase a former du pyruvate par unité de temps. La figure 15A représente I'activité
enzymatique de pyruvate kinase aprés 5 minutes tandis que la figure 15B
représente I'activité enzymatique aprés 10 minutes. A 5 minutes, les mesures se
trouvent dans la portion linéaire de la courbe hyperbolique d’activité de cette
enzyme. Par contre, a 10 minutes, I'activité est dans la portion plafonnée, ol la

réaction est limitée par le substrat. Une unité de pyruvate kinase (mU/mL) est la

guantité de transfert par I'enzyme de groupe phosphate du PEP a I’ADP.
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Figure 15. Activité enzymatique de la pyruvate kinase dans les coeurs foetaux
d’animaux témoins et RCIU. A) et B) Histogramme illustrant les résultats pour
I'activité enzymatique de la pyruvate kinase a 5 et 10 minutes respectivement.
Chaque groupe comprend 4 portées, avec 2 cceurs par portée. Les barres noires
correspondent aux groupes RCIU tandis que les barres blanches, aux groupes
témoins. Les résultats sont exprimés moyenne + SEM (n=4 portées par groupe; n=1
correspond a 2 coeurs foetaux de méme sexe d’une méme portée).

La figure 15 démontre qu’il n’existe aucun effet du sexe ni du modeéle animal RCIU
sur l'activité de cette protéine. En effet, autant |'activité dans la portion linéaire de
la courbe hyperbolique a 5 minutes que le plafond d’activité a 10 minutes ne

different entre les groupes RCIU et témoins, males et femelles.

Ces résultats permettent d’affirmer que le modéle développé au laboratoire

induisant une RCIU et une insuffisance placentaire suggérée n’a pas d’effet sur la
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cinétique d’activité enzymatique de la voie des glucides dans les cellules cardiaques

foetales.

3.2 METABOLISME ENERGETIQUE CARDIAQUE DES ACIDES GRAS

Transport intra-mitochondrial

La figure 16 ci-dessous illustre I'expression des protéines CPTs effectuant le
transport des acyls CoA a longues chaines constituant le complexe CPT1-CACT-
CPT2. Les figures 16A et 16B représentent |'expression protéique du transport du
cytosol vers I'espace intermembranaire mitochondrial de ces acyls CoA a longues
chaines par les CPT1a et B respectivement. Quant a la figure 16C, elle représente
I’expression protéique du transport des acylcarnitines a longues chaines de I'espace
intermembranaire mitochondrial vers la matrice mitochondriale par CPT2. Ces
transporteurs constituent la premiere étape importante du métabolisme des acides
gras affectant I'entrée des LCFAs, constituant les principaux combustibles lipidiques

cardiaques, dans la mitochondrie **7 180 182

. Ces CPTs sont donc des marqueurs de la
voie de B-oxydation des acides gras étudiée dans le cadre du profil métabolique

général.
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Figure 16. Expression protéique des CPTs, principaux déterminants de la B-
oxydation des acides gras, dans les cceurs feetaux d’animaux témoins et RCIU. A),
B) et C) Histogramme illustrant I'expression protéique de CPT1lc, CPT1P et CPT2
respectivement. Une illustration d’'un gel représentatif d’‘immunobuvardage de
type Western est présente au-dessus de chacun des histogrammes. Chaque
représentant de chaque groupe est représenté au-dessus de leur colonne
respective. Les barres noires correspondent aux groupes RCIU tandis que les barres
blanches, aux groupes témoins. Les valeurs de densitométrie obtenues sont
reportées sur |'expression relative de la protéine GAPDH. Les résultats sont
exprimés moyenne + SEM (n=10 portées par groupe; n=1 correspond a 4 coeurs
foetaux de méme sexe d’une méme portée). ** p<0.01 vs témoins du méme sexe. T
p<0.01 ANOVA 2 facteurs, effet du sexe p p<0.05 ANOVA 2 facteurs, effet
d’interaction.
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Tel gu'’illustré a la figure 16B et C, il n'y a pas de différence significative entre les
groupes RCIU et témoins quant a I'expression des protéines CPT1B et CPT2.
L’expression protéique de CPT1o a la figure 16A est diminuée (p<0.01) dans les
cceurs de foetus de femelles RCIU comparativement a leurs témoins. L'interaction
montre que les groupes ne répondent pas de la méme maniére a I'atteinte quant a
I'expression de CPT1a. Les femelles répondent par une diminution de CPT1a tandis

que les males présentent l'inverse.

Cette réduction d’expression protéique de CPTlo suggéere que le modele
affecterait, au niveau cardiaque foetal, le transport en acides gras dans la
mitochondrie de maniere spécifique au sexe. L'impact de cette altération sur le
métabolisme lipidique cardiaque devra étre investigué plus en profondeur puisque

cette étude n’a dressé qu’un profil métabolique général du modele.

3.3 METABOLISME ENERGETIQUE CARDIAQUE

Chaine mitochondriale de transport d’électrons

Le cytochrome c est une composante importante de la chaine respiratoire
mitochondriale, passant les électrons du complexe Ill au IV. Son activité, son
expression et sa localisation sont touchés par de multiples conditions. En effet, lors
d’apoptose, il subit une translocation au cytosol pour former un apoptosome. De

plus, lors d’hypoxie chronique, sa densité et son expression sont augmentées 269 L

a
guantification de son expression protéique constitue donc un indice de la présence

ou non d’une atteinte a I'intégrité de la chaine mitochondriale.
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Figure 17. Expression protéique du cytochrome c¢ dans les coeurs foetaux
d’animaux témoins et RCIU. A) lllustration d'un gel représentatif
d’'immunobuvardage de type Western. Chaque représentant de chaque groupe est
représenté au-dessus de leur colonne respective. B) Histogramme illustrant
I'expression protéique du cytochrome c. Les barres noires correspondent aux
groupes RCIU tandis que les barres blanches, aux groupes témoins. Les valeurs de
densitométrie obtenues sont reportées sur I'expression relative de la protéine
GAPDH. Les résultats sont exprimés moyenne + SEM (n=10 portées par groupe; n=1
correspond a 4 coeurs foetaux de méme sexe d’une méme portée).

Tel gu’illustré a la figure 17B, il n'y a pas de différence significative entre les
groupes RCIU et témoins quant a I'expression protéique totale du cytochrome c.
Ceci indique gu’il n’existe aucun effet du sexe ni du modeéle animal RCIU sur
I'expression de cette protéine. Ces résultats suggerent que ces coeurs foetaux ne
présenteraient pas d’hypoxie chronique ni d’altération d’intégrité de la chaine
mitochondriale. Par contre, il n’est possible de poser aucune conclusion avec une
seule composante mineure de cette chaine respiratoire mitochondriale. Une étude
approfondie de cette composante fonctionnelle essentielle de la mitochondrie

devra étre effectuée pour confirmer ces affirmations.
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34 MORT CELLULAIRE : APOPTOSE

Les protéines Bax sont pro-apoptotiques et Bcl-2 anti-apoptotiques. Le ratio de ces
protéines permet d’étudier sommairement I'index de balance entre les voies pro-
et anti-apoptotiques relatives a la mitochondrie permettant de donner un indice

18 4 141 264 269 ) 3 caspase 3 est clivée lors de

sur I'état apoptotique cellulaire
I'apoptose, autant en voie intrinséque qu’extrinseque. En déterminant les
proportions de clivage de cette protéine, une comparaison peut étre faite entre les
différents groupes afin de vérifier les niveaux apoptotiques de chacun ’ *® 2%,
L’apoptose est donc mesurée par I'expression du ratio protéique Bax/Bcl-2 et du

clivage de la protéine caspase 3 (clivée/non-clivée).
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Figure 18. Expression protéique de Bax et Bcl-2 dans les coeurs foetaux d’animaux
témoins et RCIU. A) lllustration d’un gel représentatif d'immunobuvardage de type
Western. Chaque représentant de chaque groupe est représenté au-dessus de leur
colonne respective. B) et C) Histogramme illustrant I’expression protéique de Bax et
Bcl-2respectivement. D) Histogramme représentant la moyenne des ratios Bax/Bcl-
2. Les barres noires correspondent aux groupes RCIU tandis que les barres
blanches, aux groupes témoins. Les valeurs de densitométrie obtenues sont
reportées sur l'expression relative de la protéine GAPDH. Les résultats sont
exprimés moyenne + SEM (n=10 portées par groupe; n=1 correspond a 4 coeurs
feetaux de méme sexe d’'une méme portée).

Tel gu’illustré a la figure 18B et C, il n'y a pas de différence significative entre les
groupes RCIU et témoins quant a I'expression des protéines Bax et Bcl-2. Le ratio
Bax/Bcl-2 (figure 18D) n’est pas différent non plus entre les groupes. Ceci indique
gu’il n’existe aucun effet du sexe ni du modéle animal RCIU sur I'expression de ces

protéines individuelles ni sur leur ratio respectif.

[ Témoins
W RCIU
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Figure 19. Expression protéique de la caspase 3 clivée et non-clivée dans les
coeurs feetaux d’animaux témoins et RCIU. A) lllustration d’un gel représentatif
d’'immunobuvardage de type Western. Chaque représentant de chaque groupe est
représenté au-dessus de leur colonne respective. B) et C) Histogramme illustrant
I'expression protéique de la caspase 3 clivée et non-clivée respectivement. D)
Histrogramme représentation la moyenne des ratios caspase 3 clivée/non-clivée.
Les barres noires correspondent aux groupes RCIU tandis que les barres blanches,
aux groupes témoins. Les valeurs de densitométrie obtenues sont reportées sur
I’expression relative de la protéine GAPDH. Les résultats sont exprimés + moyenne
SEM (n=10 portées par groupe; n=1 correspond a 4 coeurs foetaux de méme sexe
d’'une méme portée).

Les figures 19B et C ne montrent aucune différence significative entre les groupes
RCIU et témoins quant a I'expression des fractions clivées et non-clivées de la
caspase 3. Le ratio de clivage de la caspase 3 (figure 19D) n’est pas différent non

plus entre les groupes. Ceci suggére qu’il n’existe aucun effet du sexe ni du modeéle

[ Témoins
m RCIU
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animal RCIU sur I'expression de ces protéines individuelles ni sur leur ratio

respectif.

Les résultats présentés dans les figures 18 et 19 suggérent que la diminution de la
perfusion placentaire conduisant au modele RCIU ne semble pas entrainer de
différence apoptotique dans les cceurs foetaux RCIU comparativement a leurs
témoins respectifs. En effet, le rapport Bax/Bcl-2 inchangé représente un index de
balance entre les signalisations pro-apoptotique et anti-apoptotique dans la voie
intrinséque normalement stimulée de facon physiologique en période périnatale.
De son co6té, le rapport de clivage de la caspase 3 inchangé est une mesure
culminante des voies intrinseque et extrinseque apoptotiques. Cependant, ces
résultats doivent étre confirmés par d’autres méthodes comme celle de TUNEL par

exemple.

Il est possible de résumer les résultats notés ci-dessus dans le tableau 5. Les
résultats d’effets du sexe observés quant a GLUT1, PFK1 et PKM1/2 de la voie
métabolique de la glycolyse démontre qu’il y a un effet lorsqu’on met tous les
groupes ensemble mais il n’est pas possible de dire quels groupes sont différents
suite au post-test Newman-Keuls. L'unique changement significatif est observé
réside au niveau du métabolisme énergétique des acides gras, plus spécifiguement
du transporteur CPT1o marqué a la baisse chez les femelles RCIU seulement

comparativement aux femelles témoins.
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Coeur foetal
v C n e
- ; . cg 5§ 3¢ :
E: 2 g B S § 2 2 c =
3 i e 2 33
x 1
Apoptose -
Bax = — — = = = -— 10
Bcl-2 — — — — — - — 10
Bax/Bcl-2 — — -— — == == — 10
Caspase 3 clivee — — — — — — — 10
Caspase 3 non-<livee —- — — == = —_ — 10
Caspase 3 civee/non<livée — — — — — - — 10
MMétabolisme énergétigue :
Glycolyse o
GLUTL —- R — — — — — 10
GLUT4 — — = — — — — 10
Hexokinase 1 — — — == = —- — 10
Hexokinase 2 — — — == — — — 10
PFEL = = — = = = -— 10
Pyruvate Kinase (PEML1/2) —- * — -— — = — 10
Métabolisme énergétique :
P-oxydation
CPT1oy * = * = = b NE 10
CPTLR = = — = = — — 10
CPT2 = - = = = = -— 10
Métabolisme énergétique :
Chaine de transport d'électrons
mitochondriale
Cytochrome Ctotal —- — = — — _ — 10

P=0.05 —
P<0.05 *

P<0.01 i
P<0.001

Tableau 5. Tableau récapitulatif des résultats des analyses statistiques des
immunobuvardages de type Western. Chaque groupe comprend 10 portées, avec 4
coeurs par portée. Les valeurs sont reportées sur |'expression relative de la protéine
GAPDH. A gauche, les résultats de TANOVA 2 facteurs sont présentés en jaune-orangé. A
droite, les résultats post-test Newman-Keuls sont présentés en jaune pale. Seule
I’expression protéique du transporteur CPT1ol change entre les groupes de facon
significative chez les femelles RCIU seulement. L’interaction présente pour CPT1a montre
que les groupes ne répondent pas de la méme maniere a |'atteinte quant a I'expression de
cette protéine. Les femelles répondent par une diminution de tandis que les males
présentent I'inverse. L’expression des protéines de la voie de la glycolyse GLUT1, PFK1 et
PKM1/2 est affectée par le sexe du foetus sans toutefois présenter une différence
significative chez un groupe en particulier.




4. Discussion
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Les rates gestantes du modele RCIU développé au laboratoire présentent une
diminution de perfusion placentaire en réponse a une diéte faible en sodium
absorbée lors de la derniere semaine de gestation. Nous avons observé chez les

foetus un jour avant le terme que:

1) I'expression protéique des GLUT-1, de la phosphofructokinase-1 et celle de la
pyruvate kinase M1/2 sont plus grandes dans les cceurs de femelles

comparativement aux males;

2) I'expression protéique de CPT1la est diminuée dans le coeur des foetus RCIU et

atteint un seuil significatif (post-hoc test) chez les femelles seulement;

3) en regard des indicateurs apoptotiques que sont les ratios Bax/Bcl-2 et caspase 3
clivée/non-clivée, aucune différence en termes d’apoptose n’est décelable entre les

coeurs de feetus RCIU ou témoins, males ou femelles.

L’hypothese de départ voulant qu’«a la suite d’une diminution de perfusion

placentaire pouvant affecter |'apport nutritionnel maternel, le coeur feetal

s’adapterait en diminuant son métabolisme énergétique selon le sexe du

foetus» n’est donc qu’en partie confirmée.

Les effets sur le métabolisme énergétique cardiaque foetal d’une diminution de
perfusion placentaire causant une RCIU, n‘ont été qu’a peine étudiés et sont peu
compris a ce jour. A la naissance, la baisse d’expression des enzymes de la glycolyse
au profit de la hausse d’expression des composantes du métabolisme des acides
gras suggerent que les substrats énergétiques primaires difféerent passant du

192 171 181 41 137.237 1) 3 fin de la gestation demeure donc un

glucose aux acides gras
moment clé de la mise en place de ces modulations du métabolisme cardiaque et
explique le choix de cette période d’étude dans le coeur afin d’en dresser un profil

métabolique général appréciable. Chez le rat, la derniére semaine de gestation
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coincide aussi avec I’expansion du volume sanguin maternel, la croissance
hypertrophique et hyperplasique ainsi que la maturation de la majorité des organes

chez le foetus ** 2° 27 183 &4

. Une perturbation lors de cette période de maturation
pourrait avoir un effet important sur le métabolisme énergétique cardiaque foetal

en plein remaniement.

Le profil du métabolisme énergétique cardiaque foetal en regard de la voie
glycolytique, n’a été effectué qu’en se fiant aux enzymes de cette voie dites
limitantes in vitro. Dans le modele développé au laboratoire, le potentiel protéique
du métabolisme énergétique cardiaque fecetal des glucides semble augmenté dans
les coeurs femelles comparativement aux males (sans passer le post-hoc) sans avoir
d’effet de la RCIU. D’ailleurs, il a été démontré que la concentration sérique de
glucose est la méme entre les feetus et meres, témoins et RCIU (Bibeau et Brochu,
informations personnelles). Cette stabilité glucidique dans le sérum foetal est
possiblement due a une néoglucogenése rénale et hépatique compensatoire %> *.
Dans une étude comparant des placentas humains a terme et préterme avec des
controles respectifs de grossesse normale, |'expression protéique de Ila
phosphofructokinase (PFK), de la pyruvate kinase (PK) et I’hexokinase (HK) ainsi que
I'activité enzymatique de PK et HK ne sont pas différents entre les groupes témoins
et RCIU. Par contre, I'activité de PFK est diminuée de 32% chez les RCIU **. Le
placenta représente la barriere principale restreignant I'apport nutritionnel feetal.
Une diminution du métabolisme glycolytique placentaire par la réduction de
I'activité de la PFK induit une altération dans le transfert de nutriments au foetus
99 Ces résultats suggeérent que méme si la protéine est exprimée de la méme fagon
dans les tissus témoins et RCIU, I'activité peut étre modifiée. Dans la poursuite de
nos travauy, il serait donc d’intérét de vérifier, en plus de I'activité enzymatique de

PK déja établie, celle de HK1 et 2 ainsi que celle de PFK1. Il faudrait également

déterminer quels sont les effecteurs activateurs ou inhibiteurs impliqués dans les
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changements possibles d’activité enzymatique. De plus, il est possible qu’une
différence d’expression ou d’activité existe au niveau des autres protéines de cette
voie métabolique. Une étude approfondie de toutes les enzymes de la glycolyse est
nécessaire afin de confirmer cette affirmation. Pour terminer, I’étude des flux
métaboliques des substrats, métabolites intermédiaires et finaux de cette voie
glycolytique serait nécessaire afin d’évaluer la fonctionnalité réelle in vivo chez les

coeurs foeetaux de ce modele RCIU.

Tel que décrit dans le paragraphe précédent, la concentration de glucose sérique
foetale et maternelle n’est pas différente entre les témoins et les RCIU. Malgré que
ces concentrations glucidiques semblent demeurer stables, il est possible que le
ratio sanguin glucides/lipides soit affecté. Ce dernier pourrait influencer
I'expression protéique et I'activité des transporteurs mitochondriaux CPT1 par la

180195 prailleurs des défauts dans le

disponibilité relative de chacun des substrats
transfert materno-feetal en acides gras et en acides aminés ont déja été
caractérisés dans différents modeles RCIU. En effet, il a été démontré que le
transfert de LCFA, particulierement les polyinsaturés, était réduit dans les placentas
humains RCIU du troisiéme trimestre comparativement aux témoins 2 149 121 177,
Le transfert nutritionnel de glucose, acides gras et acides aminés n’a pas été
mesuré a ce jour dans le modele RCIU développé au laboratoire. Il serait
intéressant de vérifier dans le futur le niveau de transfert des nutriments (acides
aminés, acides gras et glucose), du sang maternel vers le foetus, par I'utilisation de

substrats radiomarqués. Ces nouvelles données permettront d’étoffer le profil

métabolique débuté lors de cette étude.

Chez des rats dont la mere a recu une diete restreinte en calories pour toute la

période de gestation et de lactation, 'activité des CPTs et leur susceptibilité a
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I'inhibition par le malonyl CoA étaient inchangées dans le coeur de la progéniture a

113

I’age adulte “*°. L’étude a pu démontrer une diminution normale de |'utilisation du

113 Cette étude va a I'encontre

glucose a I'age adulte sans atteinte du systeme CPT
de nos résultats observés a I'dge foetal dans les coeurs de rats RCIU. Toutefois, les
isoformes des CPT1 different entre I'age adulte et feetal. En effet, CPT1q, isoforme
moins sensible a I'inhibition par le malonyl CoA que CPT1p, est responsable de 60%
de la B-oxydation en prénatal pour ne correspondre qu’a 4% a I’age adulte dans les

113 29 45 182 137
coeurs de rat 11329 4> 18213

. Une étude approfondie du systeme CPT1-CT-CPT2 par la
quantification du flux intra-mitochondrial des acides gras permettrait de compléter
le profil du métabolisme lipidique cardiaque foetal débuté dans le cadre de ce

projet.

Dans le modele développé au laboratoire, la réponse a divers stimuli varie en
fonction du sexe; une sorte de dimorphisme sexuel est présent. En effet,
I'expression cardiaque fecetale protéique de GLUT-1, de la PFK 1 et celle de la
PKM1/2 sont plus grandes chez les femelles comparativement aux males. De plus,
I’expression cardiaque foetale protéique de CPT1lo est diminuée chez les RCIU en
atteignant un seuil significatif (post-hoc test) chez les femelles seulement. Les
dimorphismes cardiaques sont plus évidents a I'dge adulte. Par exemple, la
progression de I"hypertrophie vers la défaillance est plus rapide chez les rats males
avec insuffisance cardiaque hypertensive spontanée comparativement aux
femelles. Ceci corréle avec une longueur plus courte des cardiomyocytes femelles
18939 De plus, la contractilité des muscles papillaires cardiaques de rats Wistar est
plus grande chez les femelles que chez les males. Ceci correle avec une largeur
relative plus grande chez les cardiomyocytes femelles . Le ventricule gauche de la
femme a une plus grande capacité de raccourcissement, un plus petit volume et
une plus petite taille ventriculaires en fin de systole. Celui-ci généere aussi plus de

pression que le ventricule gauche de I’homme. Les femmes ont donc de meilleures
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chances de survie a la sténose aortique versus les hommes qui en souffrent *°. Les
différences spécifiques au sexe pourraient étre dues en partie aux différences

267

hormonales sexuelles surtout a I'age adulte . D’ailleurs, il a été démontré que la

gonadectomie altére la performance contractile de cceurs femelles et males 39,
Chez des souris dont le gene pour PPARo (-/-) est supprimé, un traitement a
I’etomoxir, blogqueur des CPT, n’entraine pas d’augmentation, normalement
attendue, d’expression des transporteurs CPT et des enzymes de la B-oxydation.
Cela suggére donc un role pour PPARa dans I'activation des CPTs. Dans ce modele
de souris, l'inhibition du flux d’acides gras intra-mitochondrial a comme résultat
une accumulation de lipides dans le cceur et le foie plus marquée et sévere chez les
males comparativement aux femelles. Le sexe aurait donc aussi un effet sur le
métabolisme des lipides du coeur en provoquant, de facon plus marquée chez les
males, I'abolition de la réponse compensatoire homéostatique normale. D’ailleurs,
les taux de mortalité induits par le modele, sont chez les males de 100%
comparativement a 25% chez les femelles. Les taux de mortalité des males et
femelles sont par contre équivalent (25%) lorsque les males sont traités au 17f3-

|8O 81

estradio . Une recherche a évalué le dimorphisme sexuel existant quant aux

réponses neuroendocriniennes, cardiovasculaires et métaboliques lors de périodes

% Cette étude a démontré que durant I'exercice, les

d’exercice chez I’humain
hommes ont de plus grandes réponses du systtme nerveux autonome
(épinéphrine, norépinéphrine, polypeptide pancréatique), cardiovasculaire
(pressions systolique et artérielle moyenne) et du métabolisme de I'oxydation des
hydrates de carbone comparativement aux femmes *. Les femmes, quant a elles,
répondraient a la diminution d’activité de leur systeme nerveux sympathique
durant I'exercice en augmentant les réponses lypolytiques (glycérol et acides gras
non-estérifiés) . Cette étude, tout comme le profil métabolique élaboré au

laboratoire, démontre une altération du métabolisme lipidique cardiaque

spécifique au genre féminin.
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Les résultats d’expression du rapport Bax/Bcl-2 et de clivage de la caspase 3 obtenu
par le rapport caspase 3 clivée/non-clivée se sont avérés semblables entre les
groupes RCIU et témoins, males et femelles. Ceci nous indique que les cceurs
foetaux du modele développé au laboratoire ne semblent pas démontrer de
différence apoptotique comparativement a leurs témoins respectifs. Ces cosurs ne
seraient donc pas en état de défaillance mais plutét en adaptation suite a I’atteinte
maternelle induite par la diete faible en sodium. Afin de palier au déficit
énergétique et préserver la survie cellulaire, les coeurs adultes en état
d’hypoxie/ischémie, aprés plusieurs minutes, remanient leur métabolisme
énergétique en retournant a un profil prénatal ou la glycolyse devient la voie
métabolique énergétique primaire. Sans ces changements adaptatifs rapides, une
dysfonction contractile apparaitrait et ultimement, cette défaillance conduirait a la

73194 | e profil métabolique dressé dans le cadre de

mort des cellules cardiaques
ces travaux a démontré qu’il y a altération possible du métabolisme énergétique
cardiaque des coeurs foetaux des femelles RCIU. Cette réponse adaptative a un état
nutritionnel possiblement diminué pourrait étre a l'origine de I'absence de
différence apoptotique entre les groupes. Par contre, une confirmation de
I’'absence de différence apoptotique entre les groupes par la méthode de TUNEL ou
par l'activité du pore PTP mitochondrial s’'impose. L'apoptose physiologique
constitue une étape obligatoire dans le cadre de la maturation cardiaque. Il est
possible que lors de cette étude, la fenétre de temps observée ne soit pas
adéquate pour apprécier la mise en place de cette apoptose physiologique. Dans ce

cas, il serait intéressant de reprendre les manipulations sur des cceurs nataux et

postnataux.
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La diminution de I'expansion du volume sanguin maternel est induite par la diete
faible en sodium chez des rates gestantes. Cette réduction sanguine est en
corollaire avec la perfusion placentaire et les nutriments transférés de la mere au

201 Cette condition semble affecter le métabolisme énergétique cardiaque

foetus
foetal tel que démontré dans le cadre de ce profil métabolique. La réponse
adaptative du cceur fcetal ne semble pas étre due au manque de transfert
d’oxygene au foetus. Comme stipulé plus t6t, le manque d’oxygéne ameéne
I'augmentation de I'expression des génes régulés par HIF-1 (tel GLUT1) '8! 210 148
De plus, I'hypoxie chronique augmente le ratio Bax/Bcl-2, en diminuant I’expression

18269 cependant, dans les cceurs

de Bcl-2, et active le clivage de la caspase 3
foetaux, le modele RCIU n’affecte pas I'expression protéique ni de GLUT1 ni des
ratios Bax/Bcl-2 et de clivage de la caspase 3. De plus, le coeur foetal posséde de
meilleures tolérance et adaptation au manque en oxygéne que le coeur adulte. Il
est donc moins susceptible de démontrer la présence de marqueurs hypoxiques.
Pour renchérir, lors d’'une atteinte asymétrique hypoxique, il y a augmentation de
la synthése des cytochromes mitochondriaux dont le cytochrome ¢ 2®°. Par contre,
les coeurs foetaux du modéle RCIU développé au laboratoire ne démontraient pas
de différence significative quant a la quantité totale de cytochrome c
comparativement aux groupes témoins. Ces données réunies démontrent que les
cceurs foetaux RCIU étudiés ne sont pas assujettis a une atteinte hypoxique. La
mesure du flux en oxygene materno-feetal et la quantification d’autres marqueurs
hypoxiques, tel la dimérisation et la translocation au noyau d’HIF-1c, sont
nécessaires afin de confirmer ou infirmer I'absence d’hypoxie dans les cceurs du
modele RCIU. De plus, étant donné que la quantité protéique de cytochromes c
demeure semblable entre les différents groupes, la chaine respiratoire
mitochondriale ne semble pas affectée dans son intégrité. Cependant, cette
protéine n’a qu’une contribution minime a la chaine respiratoire mitochondriale.

Ceci implique que les autres composantes des différents complexes protéiques
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doivent étre étudiées avant de pouvoir porter des conclusions sur 'intégrité de

cette chaine fonctionnelle.

Le modele développé au laboratoire représente une RCIU asymétrique démontrée
par une redistribution du flot sanguin foetal au profit du cceur et du cerveau 't ° !
8. Les résultats obtenus lors de cette étude semblent démontrer un faible effet de
la baisse de perfusion placentaire sur le métabolisme énergétique cardiaque feetal,
ce qui est en soit tres positif pour le devenir de cet étre. Les foetus RCIU du modéle
de diete faible en sodium s’adaptent en redistribuant leur flot sanguin, en
modifiant leur métabolisme énergétique cardiague et en augmentant leur

néoglucogenése rénale (travaux d’Etienne Khoury non publiés) leur permettant

ainsi d’éviter des atteintes majeures.

Nos recherches portent sur un type particulier de RCIU asymétrique de nature
idiopathique présent lors de 30% des cas de cette complication gestationnelle. Les
résultats ne peuvent pas étre reportés a I'ensemble des RCIU. lls apportent
toutefois une piste quant a ce type particulier de RCIU chez I'"humain puisque le
modele de rat développé au laboratoire est adéquat. L’étude a ciblé des protéines
enzymatiques et transporteurs particuliers afin de caractériser des voies
métaboliques globales et d’en obtenir un profil métabolique cardiaque foetal. Une
étude exhaustive complete de toutes les protéines présentes dans ces voies
métaboliques, afin d’avoir une vision plus large, est toutefois essentielle. En effet,
les protéines ciblées sont dites limitantes seulement dans le cadre d’études in vitro.
Par contre, lorsque ces expériences sont transposées dans un modele in vivo,
aucune enzyme ne ressort comme étant limitante de la voie métabolique; elles
fonctionnent en symbiose, en équilibre. Une étude compléte des voies

métaboliques est donc nécessaire afin de confirmer les résultats obtenus lors de ce
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profil métabolique. En effet, il est possible que certains changements ne soient pas

décelés par I'approche expérimentale utilisée dans le cadre de cette étude.

Une limite du projet tient a la récolte de données sur les voies métaboliques
obtenue seulement par immunobuvardages de type Western sans support
d’activité enzymatique (outre la pyruvate kinase) ni de flux métabolique. Méme si
I’expression protéique des enzymes et transporteurs étudiés demeure inchangée, il
se peut que leur activité enzymatique soit altérée. En effet, des phosphorylations,
des altérations de la conformation tridimensionnelle, un changement dans la
disponibilité des substrats, des rétrocontrbéles inhibiteurs/activateurs, des
ubiquitinations et autres cofacteurs peuvent, entre autres, affecter le pouvoir
enzymatique des protéines étudiées. Il est donc d’intérét d’étudier la fonctionnalité
protéique par la mesure des activités enzymatiques et du transport des différentes

composantes des voies métaboliques.

Cette étude a permis d’investiguer les réponses du métabolisme énergétique
cardiaque fecetal face a une atteinte maternelle entrainant une diminution de la
perfusion placentaire et donc de I'apport en nutriments au feetus. Cependant,
beaucoup de parametres doivent encore étre évalués afin d’étre en mesure
d’intervenir aupres des individus souffrant d’'une RCIU et ainsi de prévenir le
développement futur de conditions pathologiques a I’age adulte induites par cette
atteinte prénatale. Il est d’intérét de quantifier la molécule carrefour des voies
métaboliques énergétiques cardiaques qu’est I'acétyl CoA. Cette mesure permettra
d’avoir une confirmation directe de la diminution du métabolisme énergétique
cardiaque global. Bien que la quantité protéique des CPT1a soit diminuée, le flux
des acyls CoA a longues chaines vers l'intérieur de la mitochondrie doit étre vérifié.

En effet, en plus de leur expression protéique, la capacité de ces transporteurs
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pourrait étre altérée, par exemple, par leur inhibition par le malonyl CoA. Cette
dernieére protéine devrait d’ailleurs étre quantifiée afin d’évaluer son pouvoir
d’inhibition. Le flux de pyruvate du cytosol vers l'intérieur de la mitochondrie par le
symporteur pyruvate-H® doit étre évalué. En effet, sans son entrée dans la
mitochondrie sous forme de pyruvate, le glucose ne peut pas dégager I'essentiel de
son énergie constitutionnelle. Le rapport entre la production et la consommation
d’énergie doit étre évalué pour bien caractériser le métabolisme énergétique
général cardiaque foetal lors d’une RCIU. Ce rapport est donné par la quantité

d’ATP produite sur la quantité d’ADP totale *¢ 2%

. Ce ratio diminuant en temps
d’ischémie, de dysfonction et de défaillance cardiaques, est représentatif de Ila
détresse cardiaque induite. || demeure par contre inchangé lorsque le coeur est
dans un état de dysfonction du myocarde réversible (hibernation cardiaque,

211

adaptation) “*~. Ces données réunies permettraient de confirmer irrémédiablement

les résultats obtenus lors de cette étude.

Une altération épigénétique du patron de méthylation de I'ADN (acide

166 Cette

désoxyribonucléique) des cellules cardiaques est possiblement présente
méthylation des cytosines de ’ADN en 5-méthylcytosines peut étre appliquée a un
géne en entier ou simplement a un locus. Elle induit une diminution de la
transcription du gene en ARNm. Si la méthylation se trouve dans la région
promoteur, c’est le geéne en aval qui est réprimé. La plupart des méthylations de

I’ADN sont réversibles (traitables) méme si elles se transmettent lors de la mitose *®

77107 ces altérations épigénétiques pourraient &tre en cause dans la dormance des
atteintes induites (théorie de programmation foetale). Elles réactiveraient ces
dernieres lors d’un stress ultérieur a I’dge adulte. Il a d’ailleurs été proposé que la
méthylation de I'ADN soit responsable du développement de phénotypes
particuliers causant des conditions pathologiques et atteintes comportementales

225183 Comme stipulé plus tot, cette programmation feetale pourrait aussi étre due



91

a un dommage mitochondrial en dormance détectable seulement lorsque I'on

13 Donc, il est d’intérét de vérifier les atteintes

inflige un stress ultérieur
mitochondriales possibles. De plus, il serait d’intérét de poursuivre I'étude de fagon
longitudinale, c’est-a-dire en vérifiant ces mémes protéines des voies métaboliques
a 5 semaines (puberté chez le rat), 12 semaines (jeune adulte chez le rat) et a 40
semaines (adulte avancé chez le rat). Il serait, en effet, intéressant de vérifier a ces
différentes périodes de la vie de I'animal, en infligeant un stress, par exemple par
ischémie-reperfusion, si les atteintes foetales s’expriment de nouveau. Ceci
permettrait de confirmer la théorie de programmation foetale, les atteintes
mitochondriales dormantes et les patrons de méthylations inhibiteurs. L’expression
et I'activité fonctionnelle des protéines ciblées dans I'étude devraient étre évaluées
en période postnatale immédiate et lors des deux premiéres semaines de vie. Ceci
permettrait d’évaluer si les altérations du métabolisme énergétique cardiaque

observées a I'dge feetal sont toujours présentes, si elles sont rattrapées (catch-up;

compensées, corrigées) ou si elles entrent en dormance.

En conclusion, cette étude constitue la premiére, a notre connaissance,
s’'intéressant aux réponses métaboliques énergétiques cardiaques chez le feetus en
fin de gestation suite a une atteinte maternelle causant une RCIU asymétrique de
type idiopathique. Notre étude, dressant un profil métabolique, a permis de
conclure que l'insuffisance placentaire induite par la diete faible en sodium semble
causer une altération adaptative du métabolisme énergétique cardiaque feetal
caractérisée par un dimorphisme sexuel. Ainsi, malgré une baisse de |’expansion
volumique et de perfusion placentaire, le foetus luttant pour sa survie parait
s’adapter rapidement a une baisse possible de nutriments maternels. Ces
changements sont subtils mais n’en demeurent pas moins présents et
considérables. lls deviennent d’ailleurs importants a long terme induisant une

prédisposition au développement de pathologies a I'dge adulte tel I’"hypertension
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artérielle, le syndrome X, le diabete de type 2, la dyslipidémie, les maladies

coronariennes.

Nos travaux sont donc prometteurs ouvrant ainsi la porte a une meilleure
compréhension de la réponse adaptative énergétique cardiaque de ces individus
RCIU. Cette étude permet de faire le pont entre la RCIU et les atteintes
cardiovasculaires prédisposées. Les maladies cardiovasculaires sont responsables
au Québec de plus de 26% des déces, constituant la deuxiéme cause de mortalité

2 La qualité de vie des individus prédisposés a ces

apres les tumeurs malignes
conditions pathologiques pourrait se voir améliorée et les dépenses

gouvernementales liées aux soins de santé seraient amoindries.
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Nombre de Saturé Insaturé
carbone
32 Acide dotriacontanoique (lacéroique)
31 Acide hentriacontanoique
30 Acide triacontanoique (mélissique)
VLCEA 29 Acide nonacosan(z'l'que .
28 Acide octacosanoique (montanique)
27 Acide heptacosanoique
26 Acide hexacosanoique (cérotique)
25 Acide pentacosanoique
24 Acide tétracosanoique (lignocérique) Acide nervonique (24:1)
23 Acide tricosanoique
22 Acide docosanoique (béhénique) Acide érucique (22:1)
Docosahexanoique (22:6)
21 Acide hénéicosanoique
20 Acide eicosanoique (arachidique) Acide di-homo-y-linolénique (20:3)
Acide arachidonique (20:4)
Acide éicosapentaénoique (20:5)
LCFA 19 Acide nonadécanoique (nonadécylique)
18 Acide octodécanoique (stéarique) Acide oléique (18:1)
Acide linoléique (18:2)
Acide a-linolénique (18:3)
Acide y-linolénique (18:3)
17 Acide heptadécanoique (margarique)
16 Acide hexadécanoique (palmitique) Acide palmitoléique (16:1)
15 Acide pentadécanoique (pentadécylique)
14 Acide tétradécanoique (myristique)
13 Acide tridécanoique (tridécylique)
12 Acide dodécanoique (laurique)
MCEA 11 Acide undécanoique (undécylique)
10 Acide décanoique (caprique)
9 Acide nonanoique (pélargonique)
8 Acide octanoique (caprylique)
7 Acide heptanoique (énanthique)
6 Acide hexanoique (caproique)
5 Acide pentanoique (valérique)
SCFA 4 Acide butanoique (butyrique)
3 Acide propanoique (propionique)
2 Acide éthanoique (acétique)
1 Acide méthanoique (formique)
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