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SOMMAIRE ET MOTS-CLES EN FRANGAIS

Un modele animal de restriction de croissance intra-utérine (RCIU) a été développé en donnant une
diete faible en sodium a des rates au cours du dernier ters de gestation (jours 15 4 22). Ce traitement
empéche Pexpansion volémique maternelle et augmentaton du diametre des artéres utérines
associées 2 la gestation normale, indiquant une réduction de la perfusion utéro-placentaire a 'origine
de la diminution du poids des placentas et de la redistribution du flot sanguin observée chez les feetus
RCIU. Chez les animaux RCIU adultes, diverses atteintes systémiques menant au développement de
facteurs de nsque des maladies cardiovasculaires ont été révélées (pression artérelle augmentée,
dysfonction rénale, altérations du systéme rénine-angiotensine-aldostérone, remodelage cardiaque
hypertrophique, réponse altérée au sel). Chez le rat, 'invasion trophoblastique permettant la mise en
place d’une circulation utéro-placentaire fonctionnelle s’amorce au 13° jour de gestation. De plus, le
développement de la surrénale débute au méme moment et se poursuit jusqu’au terme de la gestation.
Considérant 'ensemble de ces éléments, nous avons formulé 'hypothese que la RCIU observée dans
notre modele serait associée a une hypoxie placentaire entrainant une programmation fonctionnelle
de la surrénale feetale par des modifications de la stéroidogenése et de la synthese des catécholamines.
Dans les placentas RCIU, une augmentation du taux d’apoptose a été observée, pouvant expliquer la
diminution de leur poids. L’augmentation de Pexpression du VEGF, particuliérement dans la zone
labyrinthe ou se produisent les échanges feeto-maternels, et du VEGFR1 laisse supposer que
Passemblage de vaisseaux sanguins est favonsé de maniére a compenser la diminution de perfusion
utéro-placentaire. L’augmentation protéique de eNOS présume une dilatation vasculaire. Cependant,
cette compensation ne suffit pas a subvenir aux besoms en oxygene des feetus RCIU puisque Panalyse
d’expression génique par microréseau produite 4 partir de surrénales feetales de femelles révele une
hypoxie chez ces animaux. De ce fait, la surrénale feetale présente de nombreuses altérations au
niveau de Pexpression de génes participant, entre autres, a la stéroidogenése et a la synthése des
catécholamines. 1l est possible que ces changements sotent a Porigine de réponses adaptatives du
feetus en regard de son environnement, entrainant des modifications permanentes et néfastes de son
organisme ct de ses systemes biologiques qui se manifesteront lors de la vie adulie par le
développement de facteurs de risque des maladies cardiovasculaires tel qu’observés chez les animaux
RCIU de 12 semaines.

Mots-clés : programmation feetale, restricion de croissance intra-utérine, placenta, surrénale,

hypoxie, apoptose, stéroidogenese, catécholamines
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SOMMAIRE ET MOTS-CLES EN ANGILAIS

An animal model of intrauterine growth restricion (IUGR) has been developed by giving a low
sodium diet to rats over the last third of gestation (days 15 to 22). This treatment prevents maternal
circulating volume expansion and the inctease in utetine arteries diameter associated with normal
gestation, indicating a reduction in uteroplacental perfusion that led to a decrease in placental weight
and a blood flow redistribution in IUGR fetuses. In adult IUGR animals, vatious systemic alterations
leading to the development of risk factors for cardiovascular diseases have been revealed (increased
blood pressure, renal dysfunction, renin-angiotensin-aldosterone system alterations, cardiac
hypertrophic remodeling, altered response to salt). In rats, trophoblast invasion enabling the
establishment of a functional uteroplacental circulation begins at 13" day of gestation. In addition,
adrenal development is initiated at the same time and continues untl term. Considering all these
factors, we have hypothesized that IUGR obsetved in our model is associated with placental hypoxia
leading to functional programming of the fetal adrenal through alterations of steroidogenesis and
catecholamine synthesis. In TUGR placentas, we observed an increased rate of apoptosis that may
explain the decreased placental weight. The increased expression of VIEGF, especially in the labyrinth
where fetomaternal exchanges occur, and of VIEGFR1 suggests that blood vessels assembly is
enhanced in order to compensate the decreased uteroplacental perfusion. The increase eNOS protein
level presumed vascular dilatation. However, this compensation is not enough to support oxygen
supply to TUGR fetuses because gene expression by microarray performed on female fetal adrenals
reveals hypoxia in these animals. As a result, the fetal adrenal presents many alterations in the
expression of genes involved in steroidogenesis and catecholamine synthesis. It is possible that these
changes are at the origin of adaptive responses of the fetus next to its environment, causing
permanent and damaging changes to its organism and biological systems that will become apparent
during adult life through the development of risk factors for cardiovascular diseases as seen in 12-
week-old IUGR animals.

Key words: fetal programming, intra-uterine growth restriction, placenta, adrenal, hypoxia, apoptosis,

steroidogenesis, catecholamines
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION



Dans les sciences, le chemin est plus important que le but. Les sciences n'ont pas de fin.

— Erwin Chargaff, biocfumiste américain —

Un régime alimentaire inadéquat, un mode de vie sédentaire, un environnement néfaste
{consommation d’alcool et de tabac, pollution) et un bagage génétique associé a une histoire familiale
sont des facteurs de rsque reconnus des maladies associées au vieillissement (diabéte de type 2,
maladies cardiovasculaires et autres). Toutefois, la publication d’études postant sur la relation entre le
faible poids de naissance a terme, ou la restriction de croissance intra-utérine (RCIU), et I'incidence de
ces maladies a également mus en lumiere Pimportance de la qualité de Penvironnement intra-utérin.
Elaboré par le professeur David Barker au début des années 1990, ce concept connu sous le nom
d'origine feetale des maladies de Padulte propose que la malnuaiton pendant la période feetale
entraine des altérations permanentes au sein de l'organisme en développement, ces changements
devenant déléteres et conduisant a la maladie lorsque lenvironnement postnatal differe de
Penvironnement intra-utérin. Des travaux ultérieurs ayant démontré que la nutrition et la croissance
au cours de la période néonatale et 'enfance influencent Je risque de développement de ces maladies,

on patle désormais de P'origine développementale des maladies de 'adulte.

Le fait que la RCIU soit reconnue comme un facteur de risque des maladies chroniques de I'age
adulte souléve la nécessité d’'améliorer les conditions physiologiques qui supportent le développement
etla croissance du feetus. De nos jours, Iincidence de RCIU est estimée a 5% au sein de la population
obstétricale générale, représentant plus de 4000 enfants au Québec. La RCIU n’étant pas une maladie
en elle-méme, mais plutét la manifestation de certains désordres émanant de la mére comme du
feetus, sa pathophysiologie est complexe. Ainsi, sa compréhension repose en parte sur la recherche
fondamentale a I'aide, entre autres, de modéles animaux. Jusqu’a récemment, Pintérét principal des
¢tudes était de définir les conséquences phénotypiques (cardiovasculaires, métaboliques,
endocriniennes et comportementales) d’un environnement intra-utérin défavorable. A ce titre, nous
nous sommes attardés a la caractérisation de la surrénale feetale dans un modéle animal de RCIU
élaboré par notre laboratoire. Les résultats découlant de ces expériences nous ont permis de préparer
deux manuscrits, dont un a été soumis récemment. Dans la littérature, 'accent est maintenant mis sur
la détermination des mécanismes par lesquels 'environnement feetal entraine ces dysfonctions. Ce
champ d’intérét a pris beaucoup d’ampleur, incluant méme des études concernant I'environnement

nutritionnel de Pembryon afin de cemer les effets de la manipulation des gametes et des embryons



dans le cadre des techniques de reproduction assistée sur la santé a Jong terme. Dans ce contexte,
nous avons entreptis des travaux, qui font Pobjet d’un article en préparation, nous permettant
d’examiner ''mplication potentielle de Thypoxie placentaire dans la RCIU observée dans notte

modele animal.

‘( 1. L.A GROSSESSE

La grossesse est un état physiologique particulier qui entraine plusieurs modificatons de
homéostasie maternelle. I’adaptation de P'organisme maternel a cette condition est primordiale afin
d’assurer le développement et la croissance du feetus par un apport approprié en oxygene et en.
nutriments. A ce titre, le placenta, de par sa responsabilité dans les échanges entre la mére et son
feetus, joue un role essentiel au bon déroulement de la grossesse. Il armive toutefois que la grossesse
soit compliquée par certaines situations telles que ’hypertension (prééclampsie) ou la RCIU qui sont
dimportantes causes de morbidité et de mortalité périnatales. Cette demiere condition est de plus
associée a un risque accru de développement perturbé ou de maladies. liées a I'age adulte (maladies

coronariennes, hypertension, diabete de type 2, syndrome métabolique, athérosclérose et autres).

1.1 LA PHYSIOLOGIE MATERNELLE AU COURS DE LA GROSSESSE

Des adaptations maternelles majeures sur les plans anatomique, physiologique, métabolique et
biochimique sont requises au maintien du développement et de la croissance du feetus. Ces
modifications affectent profondément pratquement tous les systemes et organes matemels et
s'amorcent peu apres la fécondation pour se poursuivre tout au long de la période gestationnelle. La
plupart de ces adaptations surviennent en réponse a des sumuli physiologiques fournis par le feetus et

sont donc complétement réversibles suite a 'accouchement.

1.1.1 Chez la femme

Les principales modifications hémodynamiques induites par la grossesse sont une augmentation
du débit cardiaque ainsi qu’une rétention d’eau et de sel menant & une expansion volémique. De plus,
une diminution de la résistance vasculaire périphérique et de la pression artérielle est observée. Ces
changements s’amorcent précocement au cours de la grossesse, atteignent leur maximum au cours du

second trimestre et demeurent relativement stables jusqu’a 'accouchement [111].



Le débit cardiaque est fonction de la fréquence cardiaque et du volume d’éjection systolique. Etant
donné Paugmentation modérée de la fréquence cardiaque, la majeure partie de P'accroissement du
débit cardiaque matemel est due a la varaton du volume d’éjection systolique qui augmente
graduellement a partir de la 8° semaine de grossesse. Ces modifications entrainent une hausse majeure
d’environ 304 50% du débit cardiaque des le premier trimestre de la grossesse, assurant ainsi
Paugmentation du  débit utéro-placentaire indispensable 4 la croissance foetale [58;78;124).
Parrallelement, TPaccroissement du débit cardiaque est associé a une expansion volémique
d'approximativement 40% pendant Ja grossesse qui est principalement conséquente a une rétention
accrue de sodium et d’eau par les tubules rénaux en raison de la suractivaton du systeme rénine-
angiotensine (SRA) et de importante production d’aldostérone qui s’ensuit. Les cestrogenes et la
gonadotrophine chotionique humaine (buman dhorionic gonadotrgpliin : hCG) d’origine placentaire sont
impliqués dans ce phénomene. La réabsorpton sodée demeure cependant physiologiquement
régulée, car un apport sodique supplémentaire ne produit pas d’expansion volémique additionnelle.

Par ailleurs, Pexpansion volémique est étroitement corrélée au poids du feetus [78;111;262].

La pression artérielle est le produit du débit cardiaque et de la résistance vasculaire périphérique.
Malgré Pimportante augmentation du débit cardiaque, la pression artédelle diminue au cours du
premier trimestre de grossesse pour atteindre son nadir entre les 24° et 32° semaines. Cecl est possible
en raison d’une réduction de la résistance vasculaire périphérique. Les mécanismes sous-jacents a ce
concept sont cependant peu connus. 1l est toutefois accepté que les hormones d’origine ovarienne et
placentaire jouent un réle dans ces changements. Il est entre autres question des cestrogenes, de la
progestérone, des prostaglandines et du monoxyde d’azote (utic oxide: NO') dont les actions
dilatatrices sur les vaisseaux sanguins matemnels contribueraient a la diminution de la résistance
vasculaire périphérique. Par ailleurs, Ja réduction de Ja résistance périphérique serait en partie due au
fait que les vaisseaux maternels sont réfractaires aux effets presseurs de certaines hormones
constrictrices comme Pangiotensine I (AIl) et les catécholamines (épinéphrine et norépinéphrine) et
ce, malgré 'importante activation du SRA et du systéme nerveux autonome sympathique. La création
d’un circuit de faible résistance dans utérus gravide, la circulaton utéro-placentaire, influencerait
également la résistance vasculaire périphérique en agissant comme un shunt vasculaire a la circulation
maternelle. En effet, les vaisseaux sanguins utérins dont la croissance s’effectue par un remodelage
cellulaire hypertrophique et hyperplasique de la paroi artésielle [57] sont moins sensibles aux agents

presseurs et aux changements de actvité du systeme nerveux autonome. L’absence de régulation a



ce niveau permet de maintenur le flot sanguin nécessaire 4 la croissance ¢t au bien-Ctre du foctus

1225:262].

1.1.2 La rate comme modéle de la grossesse chez ’humain

Le rat cst Pun des modeles animaux les plus fréquemment ualisés pour I'érude de la grossesse cher,
Phumain. Ceci est du au fait que Ia gestaton chez la rate est accompagnée de changements similaires a
ceux observés chez la femme, notamment par rapport a I'expansion volémique er aux modificagons
hormonales et hémodynamiques cardiaques er rénales |23;75). La période de gestation relativement
courte, pres de trois semaines, cn fair ¢galement un modele attravant. De fagon générale, les

grossesse chez la femme se

<

adaprations physiologiques survenant au cours du second trimestre de la

produisent pendant la demiére semaine de gestation chez la rate (Figure 1).
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Figure 1. Comparaison de la grossesse chez la femme et de la gestation chez la rate,
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1.2 LE DEVELOPPEMENT DU PLACENTA

Le placenta est un organe transitoite dont Pun des principaux roles est d’assurer les échanges
physiologiques entre Ja mere et son faetus. Pour ce faire, les circulations feetale et maternelle s’y
trouvent dans une situation d'étroite proximité, mais demeurent séparées par la barriére placentaire
qui sert d’interface aux échanges. Le placenta agit également comme glande endocrine par la sécrédon

d’hormones qui sont normalement d’origine ovanenne, hypophysaire et hypothalamique.
q £l » NYT ¥ ¥

1.2.1 La chronologie du développement placentaire

Limplantadon du blastocyste dans la paroi utérine est une éuape fondamentale et cruciale du
développement embryonnaire. Chez la femme, ce processus s’étend du 6°-7° jour de développement
embryonnaire au moment de I'éclosion du blastocyste jusqu'a I'ébauche de la circulation placentaire
primitve au milieu de la seconde semaine de développement. La nidavon de Fembryon humain est
dite intesstitielle, le blastocyste étant completement enfoui dans la muqueuse utésine, Cecl permet
Iisolement de 'embryon par rapport au monde extérieur, mais assure également son étrojt contact
avec 'organisme matemel qui garandt Papport nutridf indispensable 2 son développement. Chez la
rate, le blastocyste se forme tout juste avant son attachement et son implantation survenant autour du
5%jour de gestation (G). Puisque le blastocyste continue de saillir de fagon plus ou moins marquée

dans Ja cavité utérine, 'implantadon est qualifiée d’excentrique [135].

La placentaton définit la création du placenta — osgane unique puisqu’ll est temporaire et issu de
deux organismes différents — mais aussi les modificadons anatomiques et morphologiques des tssus
maternels qui supportent le développement placentaire. De type hémochogal, le placenta chez la
femme est construé d’une seule couche de cellules trophoblastques alors que chez la rate, il en existe
trois. Il n’existe cependant aucune indicaton en faveur d’une relation entre le nombre de couches
tissulaires séparant les circulations matemelle et feerale et Pefficacité du transfert placentaire. Chez la
femme comme chez la rate, ces deux crculations sont en contact étroit, I'érosion des vaisseaux

maternels permettant 'immersion des cellules trophoblastques dans le sang maternel [135].
P p q g ]

En plus de la courte période de gestaton des rongeurs, ces similarités font de Ja rate un modéle

animal de choix pour I'étude de la grossesse et de ses complications [45;269].



1.2.1.1 Chez Ia fermme

Dans la cavité utérne, le blastocyste — composé de deux populations cellulaires distinctes, les
trophoblastes et I'embryoblaste —se libére de la zone pellucide et interagit directement avec
I'endometre matemel auquel il sappose et adheére par un systeme dlinterpénétration entre les
microvillosités de la surface apicale des cellules trophoblasuques les plus extemes et celles des cellules
épithéliales utérines (Figure 2). Les cellules wophoblastques entament alors leur prolifération et
forment deux couches cellulaires, le cytowophoblaste et le syncytiotrophoblaste. En profondeur, le
cytotrophoblaste, siege d’une activité mitotique intense, consiste en une couche inteme irréguliere de
cellules mononuclées. En pénphétie, le syncytotrophoblaste forme une couche muldnuclée sans
limite cellulaire distncte, le syncygum, qui provient de la fusion des cellules extemes du
cytotrophoblaste. Le syncytotrophoblaste posséde des capacités enzymatiques lytiques et sécréte des
facteurs qui lui permettent d'induire 'apoptose des cellules épithéliales de la muqueuse utérine, de
traverset la lame basale ainsi que de pénétrer dans le stroma sous-jacent et ses composantes (glandes
endomériales et capillaires uténns). Parallelement, la muqueuse uténne se modifie sous I'influence de
ces divers facteurs et subit la réacton déciduale. Au cours de la seconde semaine post-fécondation, de
larges lacunes initalement gorgées de fluides tissulaires et de sécrétions utérines apparaissent dans le
syncytiotrophoblaste (Figure 2). Par confluence, elles se fusionnent et se remplissent de sang maternel
suite a I’érosion progressive des capillaires utérins par le syncytiotrophoblaste, achevant la mise en

place de la circulation utéro-placentaire primitve [135;173;233;263].

Pendant la seconde semaine post-fécondation, une premiére vague de proliféradon des cellules du
cytotrophoblaste s'insinue dans les travées de syncytiotrophoblaste, créant 'ébauche des villosités
chorioniques (villosités primaires) qui sancrent dans Putérus. A leur tour, les colonnes de cellules du
cytotrophoblaste sont envahies par une prolifération mésenchymateuse d’origine embryonnaire,
assurant la croissance et l'arborisation des villosités (villosités secondaires). Parallelement, des
vaisseaux sanguins se développent a Iintérieur de I'axe mésenchymateux des villosités (villosités
tertiaires) et se connectent avec ceux de Iembryon. Ainsi, la constitution définitive des villosités
choriales et la fonctionnalité de la circulaton feeto-placentaire apparaissent environ trois semaines
apres la fécondaton. Les villosités peuvent étre flottantes au sein des chambres intervilleuses dérivées
de 'anastomose des lacunes du syncytiotrophoblaste ou anctées dans 'utérus matemel, servant alots

de villosités crampons (Figure 3). les circuladons matemnelle et feetale, bien qu’en étroite relation,
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demeurent séparces par la barriere placentaire constituée de 'endothélium des capillaires placentaires,
du mésenchyme qui les entoure, du cvtotrophoblaste villeux — qui se résorbera avec la progression de
la grossesse — et du syncytiotrophoblaste (villosités a terme). Ce dernier, en contact direct avec le sang
maternel, consttue la principale intertace feeto-matemelle et possede de nombreuses fonctions
sécrétrices et endocrines indispensables au dévcloppement de 'unité feeto-placentaire [171]. Les
ccllules du cytotrophoblaste situces a la base des villosités crampons, le cytotrophoblaste extravilleus,
conservent leur potenticl prolifératif et migratoire, conduisant la scconde vague d’invasion
trophoblastique. Elles colonisent alors la décidua ainsi que le premier ters du myométre et persistent
dans la paroi utérine ou elles se différencient en cellules géantes bi- ou trinuclées (invasion
interstitelle) ou migrent de fagon spécifique vers la paroi des artcres utérines spiralées ou clles
deviennent endovasculaires (invasion endovasculaire). Survenant entre les 6% et 18° semaines post-
fécondaton, linvasion endovasculaire (Figure 4) est responsable de la transformaton de la tunique
¢lastique des arteres utérines spiralées en une paroi fibreuse qui offre peu de résistance au flux

maternel [9;144;211]. Ce remodelage permet la création de la circulaton utéro-placentaire définitive.

Cellules musculaires
lisscs
Cellules endochéliales

&——1Lindomctre dicidualisg —0 O

Figure 4. L’invasion endovasculaire.
Adaptée de [233].

Le développement du placenta se poursuit tout au long de la gestaton pour sadapter aux besoins
métaboliques de I'embryon en croissance. En fait, il natteint sa maturité que vers la moitié de la
grossessc ou 1l fonctionne alors a pleine capacité. Ainsi, la placentation implique le dévcloppement de
deux régions physiologiquement et anatomiquement distinctes, la plaque chorionique et la plaque
basale. La plaque chorionique contient les villosités placentaires baignant dans les espaces intervilleux

gorgés de sang materncl. Bordant la surface matemclle de la plaque chotonique, la plaque basale est
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formée de la décidua basilaire et du myometre décidualisé qui sont traversés par les vaisseaux

maternels se déversant dans les espaces intervilleux [107;144;233].

1.2.1.2 Chez Ia rate

Une fois fécondés, les ovocytes de la rate se transforment en blastocystes a G4 ou ils atteignent la
cavité utérine. A Pimage du blastocyste humain, le blastocyste de rat est constitué d'une couche
extemne de cellules trophoblastiques tapissant une cavité dans laquelle se trouve 'embryoblaste. Grace
aux contractions du myometre de chacune des deux cornes utérines, les blastocystes s’y dispersent a
intervalles réguliers et s’y implantent a G5. Déja, le stroma de Jendométre montre certaines
caractérisuques de la réaction déciduale. Chaque comne utérine présente deux cétés, la face
mésométriale ot se développe le placenta et la face and-mésométriale ot s'implante le blastocyste.
Ainsi, contrairement a I'implantation du blastocyste humain au cours de laquelle les cellules
trophoblastques du pole embryonnaire proliférent et envahissent 'endometre, ce sont plutot les
cellules trophoblastiques du pole mésométral du blastocyste de rat qui se divisent et pénetrent la
muqueuse utérine (Figure 5). Cette invasion trophoblastique est prancipalement orientée vers le
trangle mésométrial, une région utérine riche en vaisseaux sanguins dont le réle ultime est de fournir
les nutiments 4 Punité feeto-placentaire. A G8, Pinvasion de cellules trophoblastiques initie le
développement d'un cone préplacentaire, le Triger, induisant la formaton du placenta. A peu pres
simultanément, des cellules trophoblastuques géantes ainsi que des cellules du cytotrophoblaste et du
syncytiotrophoblaste apparaissent a la pénphérie de ce cone qui s’effacera completement de 'ébauche
placentaire 2 G12. Gréce a leur actvité phagocytaire, les cellules trophoblastiques géantes envahissent
la décidua. Elles migrent par la suite latéralement et vers la face anti-mésométriale de maniére a
former, a G11, une couche cellulaire qui enrobe enticrement 'embryon jusqu’au terme de Ia gestation.
Parallelement, des lacunes remplies de sang se forment au milieu des cellules du cytotrophoblaste et
du syncytiotrophobaste a partir desquelles se développe désormais le placenta. Par ailleurs, la réaction

déciduale s’étend progressivement au myométse uténin [29;75].

Ainsi, a G12, les couches cellulaires qui forment le placenta sont déja définies, donnant au placenta
une structure quil conservera jusqu’au terme de la gestaton |75]. Cing couches morphologiquement
distinctes sont identifiables : (1) le myometre utérin décidualisé et (2) la décidua mésométriale, (3) les

cellules trophoblastiques géantes situées a I'interface utéro-placentaire et (4) le spongiotrophoblaste
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qui forment ensemble la zone de joncton et finalement, (5) le labyrinthe localisé a interface feetale.
Ce dernier est constitué de cellules souches capables de se différencier en cellules trophoblastiques
géantes ou de fusionner pour former le syncytiotrophoblaste. Analogue 2 la plaque chorionique chez
la femme, le labyrinthe chez la rate est responsable des échanges entre la meére et son feetus puisque
les villosités chorioniques qui le composent baignent dans des lacunes de sang maternel (Figure 6).
Ces villosités sont toutefois plus arborisées que celles présentes dans le placenta humain [107].
L'ultrastructure du labyrinthe de la rate est cependant quelque peu différente de celle de la plaque
chorionique chez la femme en ce sens que les villosités chorioniques du labyrinthe sont recouvertes
de trois couches de cellules trophoblastiques (placenta trichorial) contrairement a 'unique couche de
syncytotrophoblaste (placenta monochorial) qui tapisse celles de la plaque chorionique. Ainsi, les
trophoblastes qui se situent a interface du sang maternel ne forment pas un syncytium, mais
consistent plutot en une couche de cytotrophoblaste. Cette couche est suivie de deux couches de
syncytiotrophoblaste (syncytiotrophoblaste I et I1), souvent per¢ues comme une structure unique en
raison de leur étroite juxtaposition par des jonctions communicantes permettant un contact direct
entre les cytoplasmes respectfs [107]. De plus, le labyrinthe du placenta de rat ne posséde aucune
actvité endoctinienne contrairement au syncytotrophoblaste du placenta humain, la production
hormonale étant principalement assurée par les cellules trophoblastiques géantes de la zone de

jonction [171].

Comme chez l'humain, linvasion trophoblasique prend deux formes, interstuelle et
endovasculaire. Le processus est cependant inversé, C’est-a-dire que 'invasion endovasculaire précede
Iinvasion interstidelle [210]. L'invasion endovasculaire dans le triangle mésométrial samorce aux
alentours de G13 [45] alors que invasion interstiielle débute a G15 avec la pénétraton des cellules
du trophoblaste dans la décidua et le triangle mésométrial. Elle atteint son zénith a G18 apres lequel

elle décline, coincidant avec la régression du site d’implantation vers la fin de la gestaton [269].

1.2.2 Un survol des éléments impliqués dans le développement du placenta

Un apport adéquat en oxygene est crucial au développement normal du feetus. Ainsi, la formation
et le développement de vatsseaux sanguins au sein de Iunité feeto-placentaire et Padaptation de la
vasculature de I'utérus grice a une importante dilataion sont nécessaires a 'assouvissement des

besoins du feetus. Le systeme vasculaire placentaire se développe par deux processus distincts et
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subséquents : (1) la vasculogenese ou il y a formadon de now de vaisseaux a partir de cellules
précurseures, les hémangioblastes —les cellules précurseures, entre auttes, des cellules endothéliales
feetales — et (2) P'angiogenese qui assure la croissance de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux
préexistants [77;290]. L’oxygene apparait comme un facteur primordial de la régulaton de ces
processus-clés [50] en raison du contréle qu'il exerce sur la transcription de plusieurs génes. A ce titre,
le taux d’oxygene a été mis en cause dans la genese de certaines complicatons de la grossesse, entre
autres de la pré-éclampsie et de la RCIU [151]. Par ailleurs, le placenta est un tissu en constant
remodelage ou la prolifération et la différenciation des cellules cotoient I'apoptose qui joue un role
essentie] au développement normal du placenta par son implication, entre autres, dans I'invasion et la
différenciadon trophoblastque ainsi que dans la transformation des artéres utérines spiralées [255].
Lots de la pré-éclampsie et de la RCIU, une augmentation de 'apoptose placentaire a été mise en
évidence, indiquant que l'altération de sa réguladon peut contribuer a la pathophysiologie de ces
complicatons [125;255]. De nombreuses autres molécules interviennent également dans la régulaton
du développement placentaire, incluant le NO' et les especes réactives dérivées de 'oxygene (reactive
oxygen species : ROS) et de azote (reaatrve mitrogen species : RNS), de par leur r6le dans le maintien d’un
circuit de faible résistance au niveau des circulatons foeto-placentaire et utéro-placentaire ainsi que

dans I'invasion trophoblastique et le remodelage des artéres utérines spiralées [193;268].

1.2.2.1 La vasculogenése et langiogenése

Chez 'humain, la croissance vasculaire du placenta samorce autour du 21° jour post-fécondation
et se poursuit tout au long de la grossesse [145;290]. Les premiers signes de vasculogenese sont
observables au stade précoce des villosités tertaires ou des amas de cellules hémangioblastques se
disanguent du tissu mésenchymateux environnant [52]. Vers le 32°jour post-fécondaton, le réseau
vasculaire du placenta poursuit son développement par angiogenése avec I'élongation, la ramification,
Parborisation et le bourgeonnement des capillaires primiufs au sein des villosités chorioniques
|52;145]. Plusieurs facteurs de croissance angiogéniques participent au développement et 2 'extension
de ce résean vasculaire, notamment le facteur de croissance vasculaire endothéliale (vascrdar endothelral
growth factor : VEGE) et le facteur de croissance placentaire (placental growth factor : PIGF) ainsi que leurs
récepteurs [52]. La teneur locale en oxygene dans les chambres intervilleuses du placenta joue
également un réle important dans le développement de la vasculature placentaire [5;50]. En effet, au

cours du premier trimestre de grossesse, celut-ci prend place dans un environnement relatvement
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pauvre en oxygene en raison de Pabsence dune circulaton utéro-placentaire bien établie. Le
remodelage des arteres utérines spiralées lors de invasion trophoblastque endovasculaire entraine
Pétablissement d’un flot sanguin continu, permettant une augmentation du niveau d’oxygene dans les
chambres intervilleuses du placenta. Il a été proposé que cette élévation du taux d’oxygene soit pergue
comme un signal permettant aux trophoblastes de passer de leur état prolifératif qui prévalait en
condition hypoxique a un caractére invasif assurant la seconde vague d’invasion trophoblastique [5].
De plus, Poxygeéne controlant expression de certains genes, incluant ceux du VEGF et du PIGF, il
intervient également dans la régulation de la vasculogenese et de 'angiogenése qui prennent place

dans les villosités chorioniques placentaires.

Les facteurs de croissance vasculaire endothéliale. 1.es membres de la famille du VEGF — les

seuls détectables dans le placenta étant le VEGF-A (ou VEGF) et le PIGF [52] — sont des mitogenes
hautement spécifiques des cellules endothéliales vasculaires [227]. Les deux principaux récepteurs des
membres de la famille du VEGF (vaseular endotheral growth factor receptor : VIEGFR) sont des récepteurs
tyrosines kinases —le VEGFER1 fixant le VEGF et le PIGF et le VEGFR2 liant le VEGF —qui
stimulent diverses voies de signalisation intracellulaires, responsables de la survie, de la prolifération et
de la migration cellulaire ainsi que de la perméabilité et de la dilatation vasculaire [227]. Le VEGFR1
existe également sous forme soluble (so/nble vascnlar endothekal growth factor receptor 1 : sSVEGER1), résultat
d’un épissage alternadf [149]. Le sVEGFR1 est formé du domaine extracellulaire, ce qui en fait un
inhibiteur de I'activité due au VEGF/PIGF. Dans tous les cas, le VEGFR2 demeure le principal
récepteur par lequel Je VEGF assure ses actions (Figure 7), le VEGEFR1 étant davantage pergu
comme un partenaire de dimérisation ou une éwpe intermédiaire dans Pactivaton du VEGFR2
plutot qu’un inducteur direct des voies de signalisation [227]. Le principal mécanisme de régulation de
Pexpression du VEGF est hypoxie par la liaison du facteur inductible par hypoxie (hyposxia-inducible
Jactor: HIF) a Pélément de réponse a Thypoxie (hypoxua response element : HRE) présent dans le
promoteur du VEGE. 1l existe cependant d’autres régulateurs de I'expression du VEGF tels que de
nombreux facteurs de croissance, des cytokines inflammatoires et certaines hormones [227].
L'expression du PIGF est également inductible par des simuli proinflammatoires et par un
environnement hypoxique, faisant toutefois intervenir un complexe de transcription différent de HIF
[67]. Ainsi, dans le placenta humain [5;52] et de rat [56;197], le VEGF et le PIGF sont sécrétés par les
trophoblastes. e VEGF est également produit par les cellules déciduales de 'endomeétre maternel.

[280]. Alors que le VEGERT et le VEGFR2 se retrouvent a la surface des cellules endothéliales



vasculaires, seuls le VEGFRT et sa forme soluble sont exprimés par les trophoblastes du placenta
humain [5;52] et de sours |82]. Dc plus, des ¢rudes s mfm ont démontré que les trophoblastes
humains répondent a 'hvpoxic en acovant Pexpression du VEGE et de ses récepteurs, mais cn

réduisant celle du PIGE [159].
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| Figure 7. Diagramme illustrant les voies de signalisation induites par la liaison du VEGF et du PIGF a
leurs récepteurs.
Adaptée de [257).

Leur implication dans le développement du placenta. I ’expression adéquate du VEEGT et de ses

récepteurs est essenticlle a la formaton et au développement de la vasculature lors de Pembryogenese
puisque inactivation de 'un de ces génes chez la souris entraine une mort embryonnaire vers la mi-
gestation [47;89;92,239]. En fait, la mutaton nulle du TE:GFRZ chez Pembryon de souris |239]
résulte en un défaut de la diff¢renciaton des hémangioblastes en leurs lignées cellulaires subséquentes
alors que Tembrvon de sourts déficient en [ 'EGFRT présente des lacunes dans la formagon ct
Passemblage des vaisseaux sanguins [92]. 1l apparait ainsi que le VEGF par le VEGFR2 jouc un role
précoce dans la différenciation des cellules précurseures alots que les effets du VEGEFRI sont plus

tardifs et interviennent dans 'assemblage du réseau vasculaire du placenta [3]. Ces observations sont




supportées par les patrons d’expression du VEGI, du PIGF et de Jeurs récepteurs dans le placenta
humain. En effet, Pimmunoréactivité du VEGE et du VEGIER2 est tees intense en début de grossesse

et décline avec sa progression alors que celle du PIGFF et du VEGFRI augmente jusqu’au terme de la

119] et du PIGF

Ny

grossesse |5]. Chez le rat, une augrmentaton progressive de Iexpression du VEGE

[56] a cependant été démontrée dans le placenta, indiquant un réle foncuonnel pour ces deux facteurs
dans le développement placentare. Plusieurs travaux ont mis en évidence une dysfoncton de la
réguladon moléculaire de la vasculogenese et de angiogenése dans diverses complications de la
grossesse, notamment dans la RCIU, expliquant les différences morphologiques et les patrons
d’expression du VEGF, du PIGF et de leurs récepteurs dans ces placentas [179]. Par ailleurs, il a éé
suggéré que le VIZGT participe a linvasion trophoblastique en agissant a dtre de facteur: ateeacuf [3], le
VEGFRT étant expnmé par les trophoblastes [52] et le VEGT, par les cellules déciduales de

Pendometre matemel [280)].

1.2.2.2 L’apoprose

L’apoptose est un processus physiologique finement régulé et essentiel au développement et au
maintien du fonctionnement adéquat de tout organisme vivant. Chez Jes mammiféres, plusieurs
signaux externes peuvent acuver deux voies d’induction de Papoptose, la voie intrnseque {ou
mitochondriale) et la voie extrinseque (ou des récepteurs de mort). Ces voies semblent discantes, mais
convergent et des interactions entre elles par certaines protéines (p53, Bid et autres) ont été
rapportées. La cascade apoptouque nécessite l'intervention de plusieurs éléments dont les principaux
sont les caspases synthétisées sous forme de zymogenes, les procaspases. Suite a I'inducton de
I'apoptose, le zymogene est clivé par protéolyse, permettant ’homodiménsation de la caspase et son
acuvation compléte. Il existe deux groupes de caspases partcipant a la cascade apoptodque, les
caspases Ininatrices (2, 8,9 et 10) et effectnices (3,6et7). Ces demieres sont tesponsables de
I'acavaton/Jinhibition de différents substrats a J'origine des modifications cellulaires caractéristques
de I'apoptose (formaton de protubérances membranaires, perte de volume cellulaire, condensauon
de la chromatine et fragmentadon de PADN, inversion des feuillets membranaires sans perte
d'intégnité, dégradation des protéines, formation de cotps apoptotiques) et représentent le point de
convergence des voies d’induction de I'apoptose [134;255]. Au cours de Ia grossesse, 'apoptose joue
un ole important aussi bien lors de I'apposition et de Padhésion du blastocyste 4 la muqueuse utérine

qu'au moment de I'invasion et de la différenciation trophoblasaques [125;255].



La voie des récepteurs de mort (voie extrnséque). actvation de la vole exoinseque (Figure 8)
est assurée par la sutmulaton de récepteurs membranaires, les récepreurs de mort, par leur ligand
respectt, les membres de la famille du facteur de nécrose tumorale (fumor necrosis fuctor : TNI) quu
comprend notamment e TNF-, le ["as ligand et le ligand apparcnté au TNE indwsant I'apoprose
(frunor neernsis factor-reluted apoptosis indncing hgand : TRAIL). Afin d'induwire une réponsc intracellulaire
inigant la cascade apoptouque, les récepteurs de mort possédent dans leur porgon cvtoplasmique un
domaine de mort qui permer Pinteraction avee des protéines adaptatrices contenant a la fois un
domaine de mort ¢t un domaine cffecteur de mort. Ainsi, la fixadon du ligand a son réeepreur résulte
cn Poligoménsation du complexe ligand-récepteur, favorsant le recrutement de  molceules
adaptatrices capables de licr les procaspases iutdatrices 8 ou 10. La formation de ce complexe nommé
complexe de signalisation induisant la mort (death-inducing sisnalbng complex : DISC) inite Pactivaton

enzymatique de Papoptose par la stimulatgon des caspascs effectrices [134;255].
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Figure 8. Voies extrinséque et intrinséque d’induction de apoptose.
Adaptée de |169].

La voie mitochondriale (voie intrinséque). ’activaton de la voie intrinscque (Figure 8) cst

assur¢e par des signaux de stress cellulaire (diminution de Papport en nutriments, accumulation de
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ROS/RNS, déséquilibre ionique, désorganisation du cytosquelette, ADN endommaggé, carence en
facteurs de croissance et autres) qui convergent vers la mitochondrie. La relache des protéines
présentes dans Pespace intermembranaire de la mitochondrie, surtout du cytochrome ¢, suite a la
perméabilisation de la membrane externe est pergue comme 'une des étapes majeures de 'induction
de cette voie. La perméabilisation de la membrane externe est principalement controlée par les
membres de la famille Bcl-2. Cette famille de protéines est divisée en plusieurs groupes, incluant les
protéines possédant une action ant-apoptotque (Bcl-2, Bel-X; et autres) et celles dont P'action est
pro-apoptotique (Bax, Bak et autres). Le relarguage du cytochrome ¢ dans le cytosol permet sa liaison
au facteur activant les protéases apoptotiques (apgplosis protease-activating factor 1: Apaf-1) et a la
procaspase 9, générant un complexe appelé apoptosome qui recrute et active les caspases effectrices
[134;255]. Par ailleurs, le rédculum endoplasmique peut participer a apoptose induite par voie
intrinséque ou les principaux sumuli sont le mauvais assemblage ou repliement des protéines et la

perturbation de Fhoméostasie calcique [134].

Son implication dans le développement du placenta. Des études indiquent que le remodelage
des artéres utérines spiralées est assuré par Papoptose des cellules qui les composent. IEn effet, il a été
montré que la culture de tophoblastes dans la lumiére d’artéres spiralées isolées non modifiées
entraine la perte de 'endothélium [16] et des cellules du musle lisse vasculaire [115] par un mécanisme
apoptotque, révélant la participation active des trophoblastes dans le remodelage des artéres utérines.
L’apoptose participe aussi a la différenciation et au renouvellement des cellules trophoblastiques du
placenta. Le pourcentage de trophoblastes en apoptose augmente avec la progression de la grossesse,
suggérant une régulation développementale de ce phénomene [246]. Plusieurs composantes de la
cascade apoptotuque sont exprimées différentiellement dans le cytotrophoblaste et le
syncytiotrophoblaste.  En  fait, 1 apparait que la cascade apoptotique est initée dans le
cytotrophoblaste et est complétée dans le syncytiotrophoblaste, indiquant que P'apoptose et la
différenciaton des trophoblastes sont des événements interdépendants. Ainsi, Pinitation de
Papoptose dans les cellules du cytotrophoblaste stmulerait leur différenciation et leur fusion afin de
former le syncytiotrophoblaste alors que I'exécution de Papoptose au sein du syncytiotrophoblaste

permettrait son constant renouvellement [125;255].
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1.2.2.3 Le monoxyde d’azote

Le NO', une RNS produite par les synthases du NO' (s oxade synthase : NOS), est un important
modulateur des réponses cellulaires dans une variété de tissus, incluant ceux du systeme reproducteut.
Dans le placenta, le NO’, par ses effets dilatateurs, contbuerait au maintien d’un lit vasculaire de
faible résistance au niveau des circulations utéro-placentaire [195] et feeto-placentaire [213]. I semble
que le NO' participe aussi a 'angiogenése ainsi qu’a I'invasion trophoblastique et au remodelage des
arteres utérines spiralées [268]. Des études ont d’ailleurs démonué une dérégulation de Pexpression

des NOS dans les placentas de grossesses compliquées par la pré-éclampsie ou une RCIU [194;232].

La synthése du monoxyde d’azote. Le NO' est généré lors de la conversion de la L-arginine en L-
g gl

citrulline par les NOS. 1l en existe trois isoformes qui différent de par leur structure et leur fonction.
Exprimées constitutivement dans différents types cellulaires, la NOS endothéliale (endothelal mitric oxide
synthase : eNOS) et la NOS neuronale (newronal nitric oxide synthase : nNOS) sont des enzymes
dépendantes de la concentration calcique environnante. La NOS inductble (mnaucible nitvic oxide
nythase : INOS) est quant a elle exprimée a des miveaux plus élevés lors de sa sumulation par des
cytokines ou d’autres molécules inflaimmatoires et son activité est indépendante du calcium. Les
mécanismes de régulation et d’activation des NOS font entre autres intervenir différentes hormones,
la phosphorylation de résidus spécifiques ainsi que leur sensibilité au calcium [11]. Plusieurs études ont
mis en évidence l'expression de la eNOS dans le placenta humain, plus particubérement dans les
syncytiotrophoblastes et les cellules endothéliales feetales [44;65;192], et dans le placenta de rat
[224;259]. Alors que les premiers travaux semblaient indiquer I'absence d’expression de la INOS dans
le placenta humain [106;156;230], une étude plus récente démontre quelle est détectable dans les
trophoblastes [232] comme dans le placenta de rat [43;214;224;259]. La présence de nNOS dans le
placenta demeure controversée, certaines équipes ne parvenant pas a la détecter [6;224] alors que

d’autres la localisent dans les cellules trophoblastiques [230].

Son _implication dans la circulation placentaire et Pinvasion trophoblastique. 1e NO'

participerait au développement d’un circuit de faible résistance au niveau de la drculation utéro-
placentaire en promouvant Pinvasion endovasculaire et Je remodelage des artéres utérines spiralées
[268]. Ce r6le demeure néanmoins controversé en raison d’études qui démontrent Pabsence [167;168]

ou la présence [174] dexpression de la eNOS dans les cellules invasives du cytotrophoblaste
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extravilleux. Dans tous les cas, le NO™ produit par Je placenta prévient 'adhésion et 'aggrégation
plaquettaire dans les chambres intervilleuses [268]. Par ailleurs, le fait que la synthése de NO' soit
couplée a la signalisaton du VEGF par l'intermédiaire de la eNOS ou de la INOS [154] laisse

présager une fonction du NO' dans I'angiogenese placentaire [268].

1.2.2.4 Le stress oxydatif et nitrosatif

Le stress oxydatif (causé par les ROS) et nitrosadf (engendré par les RNS) résulte d’un déséquilibre
entre la production d’especes réactives et la capacité des systémes antoxydants de les éliminer. La
présence en trop grande quantité de ces espéces réactives affecte plusieurs composantes cellulaires

majeutes, incluant les lipides, les protéines et PADN [72].

La grossesse en elle-méme est pergue comme un état de stress oxydatf, conséquence d’une
actvité métabolique mitochondrtiale accrue — en raison de la multiplication des mitochondries avec
Iaccroissement de la masse placentaire — et de affaiblissement du pouvoir des systemes antioxydants
maternels. Néanmoins, Penvironnement placentaire tente de compenser cet état en induisant ses
propres mécanismes de protection contre les especes réactives au fur et a mesure que progresse la
grossesse [49]. Aussi, un stress oxydatif/nitrosatif supérieur a celui normalement présent chez la
femme enceinte est lié a des complications majeures de la grossesse telles'que la pré-éclampsie, le
diabete gestationnel et la RCIU. Ces conditions affectent la fonction placentaire, tant au niveau de la

prolifération et de I'apoptose des trophoblastes quau niveau de 'angiogenése placentaire [193].

Les espéces réactives dérivées de 'oxveene et de Pazote et leurs dégdts cellulaires. 1.a ROS la

plus commune dans P'organisme est 'anion superoxyde (O, ), principalement généré par la fuite
délectrons (environ 1-2%) au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale, mais aussi par certaines
enzymes comme les oxydases membranaires (nicotinamide adénine dinucléotide phoshate [NADPH]
oxydase, xanthine oxydase et autres) et les cytochromes P450 (CYP) dépendants du NADPH. La
réactvité de 'O, lui est conférée par sa paire d’électrons libres, permettant la production d’autres
ROS, incluant le peroxyde d’hydrogene (H,0,) et le sadical hydroxyl (OH). 'O, peut également
interagir avec d’autres espéces réactives comme Je NO', formant alors le peroxynitite (ONOO™). Le
NO' et le ONOO™ font a présent partie de ce qui est appelé Jes RNS. Alors que la formation

controlée d’especes réactives par la cellule joue un réle important dans la modulation de plusieurs
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fonctions physiologiques, y compris de Pexpression des genes et de la signalisation intracellulaire, la
production non maiuisée de ces molécules menent a une sére d’événements visant Paltération
aléatoire des protéines, des lipides et de PADN [72;193;265]. L’existence dun stress oxydatf
/nitrosatif placentaire est maintenant reconnue [193]. Il apparait que la NAPDH oxydase et la chaine
respiratoire mitochondriale contribuent de fagon significatve a la formation 'O, " dans le placenta.
Par ailleurs, certains travaux révelent une augmentation [64], sinon un maintien [259], de la synthése
de NO’ avec la progression de la gestation chez le rat. Cette disponibilité en NO' jumelée a la
production accrue d'O,” favorise la formadon de ONOO™ qui devient détectable dans le placenta

[193;268].

Les systémes antioxydants. Afin de protéger la cellule et les tssus des effets toxiques d’une

importante génération d’espéces réactives, il existe plusieurs systemes anuoxydants, incluant la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase ainsi que la glutathion peroxydase et la glutathion réductase
[72]. Ta SOD —dont trois isoformes ont été identifiés chez humain: la SOD (cuivre/zinc)
cytosolique, la SOD (manganése) mitochondmale et Ja SOD extracellulaire — représente la premiére
ligne de défense contre les ROS. Elle est responsable de I'inactivavon rapide de I'O,™ en H,O, [176].
Sl est voué a la dégradation, le H,O, est converti en eau par la catalase ou par la glutathion
peroxydase, cette derniére étant regénérée par la glutathion réductase [72;166]. Ces différents systemes
antoxydants, parmi les plus connus, sont tous présents dans le placenta [193] ou leur expression est
différentielle selon — probablement —le degré d’oxygénation du ussu, la région centrale du placenta

étant bien oxygénée et riche en antioxydants par rapport a la périphéne [118].

Le réle du stress oxvdatit/nitrosatif dans le _développement placentaire. 1es cellules du

cytotrophoblaste répondent a des changements de la teneur en oxygene en modifiant leur
comportement. Elles présentent en effet un caractere prolifératf en situaton d’hypoxie, condition qui
prévaut lors du premier trimestre de grossesse, alors quelles démontrent des propnétés invasives
lorsque la teneur en oxygene augmente au moment de la mise en place de la circulaton utéro-
placentaire défimitive [5;193]. Des wavaux ont montré que Pexpression de certains systémes
antioxydants, notamment de la SOD mitochondriale, est diminuée pendant le premier trimestre de
grossesse [120], révélant une production accrue d’especes réacoves. Ainsi, la présence d’hypoxie et de
stress oxydatif pendant la grossesse précoce aurait pour cffet de potentialiser la prolifératon des

cytotrophoblastes [193]. Ce contexte d’hypoxie placentaire entrainant un stress oxydatf favorserait
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I'angiogenése par I'intermédiaire du VEGF [193]. Par ailleurs, la génération d’espéces réactives [190] et
Ihypoxie [127] possédent le potentiel d’induire 'apoptose des trophoblastes en culture, révélant
Pimplication de ces mécanismes dans la régulation de la différencitation et du renouvellement des
cellules trophoblastiques. Néanmoins, 'apoptose est augmentée dans les placentas issus de grossesses
compliquées par la pré-éclampsie ou la RCIU [125;255] et des études démontrent que ce phénomene
serait conséquent a un stress oxydadf plus élevé [131] ou a une hypoxie qui se prolonge au-dela du

premier trimestre |71].

1.2.3 Les échanges feto-maternels : le transport du glucose

Le placenta est un tssu métaboliquement acuf qui extrait P'oxygene et les nutriments fournis par la
arculation utérine (1) par diffusion passive limitée par le flot sanguin placentaire et la susface
d’échange, (2) par diffusion facilitée par une protéine de transport selon un gradient de concentration,
(3) par transport actif par une protéine de transport, contre un gradient de concentration requérant
une consommation d’énergie ou (4) par transport vésiculaire impliquant les processus d’exocytose et
d’endocytose [27;233]. Le transfert placentaire augmente avec la progression de la grossesse de

manicre a supporter la croissance feetale [245].

Le glucose représente le substrat primaire du métabolisme oxydatif du feetus et donc, sa principale
source d’énergie. Ainsi, Pefficacité du transfert placentire de glucose est cruciale au soutien du
développement feetal et a sa survie 2 #tero puisque le feetus ne synthétise des quantités appréciables de
glucose que vers la fin de la grossesse, voire méme apses la naissance, chez 'humain comme chez le

rat [141].

Le transfert placentaire du glucose s’effectue par diffusion facilitée et est donc assuré par une
famille de protéines de twansport, les transporteurs de glucose (ghewse transporter : GLUT) dont les 14
membres identfiés jusqu’a maintenant sont divisés en trois sous-familles selon les similitudes de leur
séquence génomique [231]. Chez ’humain, les isoformes 1,3 et 4 sont exprimés dans le placenta
[126] alors que seuls les GILUTT et 3 sont présents dans le placenta de rat [243]. Chez ’humain, il
apparait que le transport du glucose est pnncipalement assuré par le GLUT1 dont Pexpression est
majoritaire dans le syncytiotrophoblaste au sein duquel il est préférentiellement localisé dans la

membrane apicale pourvue de microvillosités baignant dans le sang matemel. Le GLUT1 est
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Figure 9. Les voies du transport du glucose dans le placenta humain et de rat.
Adaptée de |126;258].

sazzégalement retrouvé dans les cytotrophoblastes. Les cellules endothéliales de la vasculature feetale
expriment quant a elles les isoformes 1et3. Le GLUT4 est détecté dans les cellules stromales
présentes dans le tissu mésenchymateux. Ainsi, chez ’humain (Figure 9), le glucose présent dans les
lacunes de sang maternel franchit ]a membrane apicale du syncytotrophoblaste par le GLUTT,
traverse le cytoplasme du syncytiotrophoblaste par diffusion passive et passe au travers la membrane
basale du syncytiotrophoblaste par Je GLUT1. Le glucose pénétre finalement la circulation feetale par
les GLUT1 et 3 [126;258]. Chez le rat, expression des GLUTT et 3 est Jocalisée a la membrane
apicale du syncytiotrophoblaste I contigué aux tissus matemels alors que la membrane du
syncytiotrophoblaste I adjacente au syncytiotrophoblaste I n’exprime que le GLUT3 et que la
membrane basale du syncytiotrophoblaste II juxtaposant les capillaires feetaux ne contient que du
GLUT1 [243]. De plus, les deux couches de syncytiotrophoblaste sont liées entre elles par des
jonctions communicantes formées par la connexine 26 [244], permettant I'unification des cytoplasmes
de maniére A constituer une seule couche fonctionnelle, A partr de ces observations, un schéma

expliquant le transfert placentaire du glucose chez le rat a été proposé (Figure 9). Ainsi, le glucose
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diffuse librement au travers des cytotrophoblastes grace aux nombreux pores qui percent leur cytosol
et pénetre dans le syncytiotrophoblaste I par les GLUTT et 3 présents a la membrane apicale. Le
glucose est transféré dans Je syncytiotrophoblaste I1 par les jonctions composées de connexine 26 et
quitte le syncytiotrophoblaste II par le GLUT1 localisé 2 la membrane basale. Ie glucose gagne
finalement Ja circulaton feetale par diffusion passive au travers Pendothélium fenestré des capillaires
feetaux [243]. De cette fagon, I'associaton de GLUT1 et de la connexine 26 servirait de machinerie
fonctionnelle au transfert adéquat du glucose au travers de la barriere placentaire chez le rat. La
présence du  GLUT3 dans Jla membrane du syncytiotrophoblaste II  adjacente  au
syncytiotrophoblaste I demeure toutefois encore obscure. Néanmoins, sa distribution asymétrique
pourrait étre primordiale pour prévenir la fuite de glucose dans les cas d’hypoglycémie maternelle,

fournissant alors un milieu stable pour le feetus en développement [243].

1.2.4 Les fonctions endocrines du placenta

Bien que la principale fonction du placenta réside dans le fait quil assure le transport de Poxygene
et des nutments entre la mére et son feetus, il est également un important producteur d’hormones et
agit a ce titre de glande endocrine. Ainsi, le placenta humain sécrete des hormones stéroidiennes,
principalement de la progestérone et des cestrogénes, et des hormones peptidiques, notamment la
hCG et Phormone lactogene placentaire humaine (buman placental lactggen - hPL), mais également des
facteurs de croissance et des cytokines. Chez le rat, le placenta ne possede pas vraiment d’activité

stéroidogénique, mais produit plusieurs hormones peptdiques (Figure 10).

Les hormmones stéroidiennes. Chez plusieurs mammiferes comme humain et le rat, la

progestérone et les cestrogenes sont essentiels a 'établissement et au mainten de la grossesse ainsi
quau développement et a la croissance embryonnaire [205]. D’abord ovanenne par le corps lutéal
maintenu par la hCG, la synthése d’hormones stéroidiennes est progressivement supportée par le
placenta chez ’humain. Le placenta ne possede toutefois pas toute la machinerie nécessaire a la
stéroidogenese et dépend donc de précurseurs et d’intermédiaires maternels et feetaux [202]. Ainsi, le
syncytiotrophoblaste synthétise Ja progestérone a partir du cholestérol majositairement foumi par le
sang maternel et aromatise les androgenes produits par les surrénales de la mere et de son feetus en
produits  cestrogéniques — estriol, estrone et estradiol — révélant  Iétroite  collaboraton  des

compartiments placentaire et feetal au cours de la grossesse [86;202]. Chez le rat, la synthése des
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Figure 10. Comparaison des fonctions endocrines du placenta humain et de rat.

Adaptée de [171].
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hormones stéroidiennes est plutot assurée par les ovaires pendant toute la durée de la gestation [28],
meéme si le placenta, particulierement les cellules trophoblastiques géantes, contribue de fagon minime
a la production de progestérone [28;172;177). La fonction du cotps lutéal est d’abord maintenue par
la production de prolactine par hypophyse maternelle et dés la seconde semaine des gestation, par la
biosynthése de 'hormone lactogéne placentaire de rat (raz placental lactogen : tPL) par les cellules

trophoblastiques géantes [171;247].

Les hormones peptdiques. Chez 'humain, le premier marqueur de la différenciation

trophoblastique et la premiere hormone produite par le syncytiotrophoblaste est la hCG. La chaine o
de la hCG est identique a la chaine a de la thyrotrophine (thyrvid-stimmjating hormone : TSH) et des
hormones folliculostimulante (fo/icle-stimutating hormone : FSH) et lutéinisante (bteiniging hormone : LH),
toutes trois d’ongine hypophysaire, et sa chaine 8 partage une forte homologie de séquence avec la
chaine 3 de la LH [260]. Ces caracténistiques structurelles sont révélatrices du rdle de la hCG au cours
de la grossesse. En effet, la hCG, au méme titre que Ja LH, prolonge la vie du corps lutéal ovarien qui
synthétise des quantités croissantes de stéroides sexuels jusqu’a ce que le placenta soit en mesure d’en
assurer le relats [78;86;260]. Une faible proporton de hCG placentaire est tout de méme sécrétée dans
la circulation feetale ou elle est impliquée dans le développement, la croissance et la fonction des
gonades et des surrénales [78;164;260]. De plus, des travaux suggerent un role de la hCG dans la
placentation ou elle simule la différenciation des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblastes [68;242].
Chez les rongeurs, aucun gene codant pour les chaines a et 3 de la CG n’a été détecté [48;175;261],
méme si diverses études proposent lexistence dune hormone aux propriétés struturales [162] et
fonctionnelles [32;48] similaires a la hCG. Le développement de la masse placentaire du
syncytiotrophoblaste entraine la production croissante de hPL dont Paction physiologique demeure
controversée [171]. Tl apparait en outre que le hPL participe a 'adaptation de 'organisme maternel 4 la
grossesse par la modulation de son métabolisme intermédiaire et au développement et a la croissance
du feetus par la stimulation de la production d’autres hormones telles que Iinsuline, les facteurs de
croissance similaires a linsuline (zsubin-like growth factor : 1GF) et les corticostéroides [114]. Par ailleurs,
le hPL est appuyée dans ses fonctions par une hommone de croissance (growrh hormone : GH),
également sécrétée par le syncytiotrophoblaste, qu s’appatente fortement a la GH hypophysaire
[86;171]. Chez le rat, les cellules trophoblastiques géantes et les spongiotrophoblastes de la zone de
jonction produisent plusieurs membres de la famille génique de la prolactine dont le fPL de

type I et II qui semblent jouer le(s) méme(s) £dle(s) que le hPL, mais ne synthétisent pas de GH [247].
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1.3 L’ENVIRONNEMENT INTRA-UTERIN ET SES REPERCUSSIONS

Les maladies chroniques surviennent avec I'age. Depuis Jongtemps, les scientifiques expliquent le
développement de ces maladies par des prédispositions génétiques, des facteurs environnementaux et
les modes de vie. Cependant, un autre facteur de risque émerge, Ienvironnement intra-utérin
défavorable. En effet, des études épidémiologiques ont mis en évidence une association entre le faible
poids de naissance, ou RCIU, et Papparition de ces maladies chroniques, la RCIU étant considérée
comme un indice de la qualité de Penvironnement intra-utérin. Ces travaux sont a origine d’une

théore : Pongine développementale des maladies de 'adulte.

1.3.1 La restriction de croissance intra-utérine

Selon la définition employée, la RCIU est une complication de la grossesse qui affecte avec une
sévérité vanable environ 5% de la population obstétricale générale. Ces retards sont a origine d’une
importante mortalité et morbidité périnatale, arrivant derriere la prématurité [101;204]. Ses causes
étant nombreuses, la physiopathologie de la RCIU est complexe [108]. Il importe cependant de
comprendre les mécanismes sous-jacents a cette complication, la RCIU étant reconnue comme un

facteur de risque du développement des maladies chroniques [181].

1.3.1.1 La définition

Aux Etats-Unis, un nouveau-né qui souffre de RCIU est un nourrisson dont le poids de naissance
se situe sous le 10° percentile pour Page gestationnel par rapport aux courbes pondérales dune
population témoin [222]. Cette définition doit toutefois étre nuancée puisquelle englobe aussi les
bébés considérés petits pour leur age gestationnel (swall for gestational age), un terme descriptif qui
signifie que la taille du feetus et son poids de naissance se trouvent sous les limites prévues. Il a en
effet été estimé qu'environ 50 2 70% des poupons dont le poids est inférieur au 10° percentile pour
I'age gestationnel sont constitutivement petits, mais présentent une croissance feetale appropriée pour
la taille et 'appartenance ethnique de leurs parents. De ce fait, cette condition s’appatente davantage a
une grossesse normale [7].

La RCIU est divisée en deux catégories: symétrique ou asymétrique. La RCIU symétrique
regroupe les feetus possédant un faible taux de croissance réparti de fagon égale au niveau de la téte,

de Jabdomen et des os Jongs indiquant Ja survenue précoce dune insulte intrinseque (facteurs
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généuques, anomalies chromosomiques, infections virales ou autres) déréglant la croissance feetale,
C’est-a-dire au moment ot la croissance résulte principalement de la division cellulaire. A Ja naissance,
ces enfants sont de faible poids et de longueur moindre et une récupération du poids lors de la
poussée de croissance post-natale est rarement observée. La RCIU asymétrique réfere aux feetus dont
la téte et les os longs sont épargnés par rapport a 'abdomen et aux viscéres ; le poids est donc faible,
mais la Jongueur est conservée. Ce type de RCIU, principalement conséquente a des facteurs
extrinséques (disponibilité inadéquate de substrats et autres), survient au cours du demier nimestre de
la grossesse, au moment ou la croissance feetale découle d’une augmentaton de la talle des cellules
plutét que de leur nombre. Une phase de récupératon lors de la poussée de croissance post-natale est

généralement observée chez ces enfants [142;222].

1.3.1.2 Les étiologies

La croissance feetale dépend du potentiel de croissance prédéterminé génétiquement, mais
également de sa modulation par des facteurs d'origine feetale, maternelle, placentaire et exteme. LEn
fait, les facteurs génétiques (malformations congénitales, aberrations chromosomiques) sont
responsables du ders des variatons du poids de naissance alors que les deux ders restants sont
déterminés par des facteurs environnementaux [142], regroupant des conditons matemelles
(hypertension  chronique, pré-éclampsie, diabéte), extrinseques (milieu  socio-économique,
malnutation, consommation de cigarettes, de drogues et/ou d’alcool, infections) et placentaires
(diminution de la perfusion utéro-placentaire, placentation anormale) [222;267]. Cependant, prés de
40% des cas de RCIU sont d’étiologie inconnue [142]. Toutefois, la diminution, voire absence, de
Iexpansion volémique normalement associée a la grossesse documente une certaine proportion des

cas idiopathiques de RCIU onservés en clinique [83;226;229].

1.3.1.3 Les conséquences a court et long terme

Dans une grande majorité des cas, les enfants nés avec une RCIU connaissent une croissance
normale au cours de Penfance et de I'adolescence, méme si pres d’un ders d’entre eux n’atteindront
jamais une taille normale [204]. Les conséquences de la RCIU sont aussi nombreuses qu’il existe de
causes a ce déficit de croissance, les complications étant différentes selon le moment au cours duquel
se produit Pinsulte [222]. Depuis maintenant une quinzaine d’années, des études tant chez ’homme

que chez 'animal ont proposé Iidée que la RCIU soit associée a des conséquences a long terme sur le
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développement cardiovasculaire, métabolique, endocrinien, reproducteur, neurologique, respiratoire

et squelettique [22;94].

1.3.2 L’origine développementale des maladies de 'adulte

Des études menées par le professeur Barker au début des années 1990 ont mis en évidence le réle
de Penvironnement feetal dans le développement des maladies chroniques liées a Page adulte
[19;20,22]. Depuis I'avenement de ces travaux, un nombre croissant d’études epidémiologiques,
cliniques et expérimentales démontrant 'implication de Penvironnement feetal dans le développement

de ces maladies sont venues étayer les observations du professeur Barker [73;80;122;178;199;284].

Dans sa formulation initale, I'hypothése de origine feetale des maladies de P'adule proposait que
des facteurs environnementaus, partculierement Ja nutrition, agissaient haivement au cours de la vie
n utero et programmaient Je risque d’un développement précoce des maladies cardiovasculaires et
métaboliques lors de la vie ex wrew [22). Des études ayant démontré que la période néonatale et
Penfance sont sujettes a la programmation, on parde maintenant de Porigine développementale des
maladies de Iadulte [21]. Ainsi, dans un contexte d’environnement périnatal ou la nutrition serait
sous-optimale, des mécanismes favorisant le développement et la croissance des organes ainsi que la
maturation des systemes biologiques seraient mis en place afin d’assurer une survie tant immédiate
que future. Cependant, dﬁns Péventualité d’un  environnement postnatal ou les conditions
nutritionnelles seraient supérieures a celles de la pénode périnatale, cette réponse adaptative de
Porganisme deviendrait délétere et serait responsable du développement des maladies chroniques. Le
concept sous-jacent a cette réponse adaptative est conforme a la définition de la programmation [166]
qui fait intervenir Ja notion de périodes sensibles ou crtques lors du développement et de la
croissance de I'organisme. Récemment, il a été proposé que le terme programmaton soit remplacé
par Pexpression « plasticité développementale » qui définit Phabileté que posséde un génotype unique
de produire plusieurs phénotypes au niveau de la forme, de la structure et de Pétat physiologique ou
comportemental adopté par I'organisme en réponse aux conditions environnementales [21]. Ainsi,
dans les limites imposées par son bagage génédque et les contraintes mécaniques, chaque individu
possede toute une gamme d’options lui permettant de définir la forme et les fonctions ultimes

adoptées par son organisme [181].
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1.3.2.1 Un apergu des modéles animaux

Etant donné la longévité de Phumain et Finfluence de nombreux facteurs incontrolables (hérédité,
tabagisme, régime alimentaire et autres), le phénomene de 'origine développementale des maladies de
Padulte est difficile a étudier au sein de la population. Pour ces raisons, des efforts substantels ont été
fournis au cours des demiéres années pour établir des modéles ou les animaux développent des
maladies chroniques subséquentes a un environnement feetal défavorable. Dans la mesure ou la
physiopathologie de la RCIU et de ses conséquences est similaire aux conditions observées chez
Phumain, Tétude et la compréhension des mécanismes gouvernant la croissance feetale et le
développement des maladies chroniques a I'aide de ces modéles animaux permettent assurément de

faire progresser les connaissances scientfiques sur le sujet.

Il existe plusieurs approches expérimentales permettant dlinduire un environnement feetal
défavorable et par conséquent, une RCIU. Les sites d’intervention peuvent étre classifiés selon qu’ils
solent maternels, placentaires ou feetaux, avec des manipulations spécifiques a chacun de ces niveaux.
Cette classificaton permet de diviser les expériences en deux grandes catégories, celles ou la
disponibilité des substrats est manipulée et celles ou la croissance feetale est directement perturbée
[234]). La chaine assurant Papport adéquat en oxygene et en nutnments au feetus peut étre
interrompue en de nombreux endroits. Il est entre autres possible d’altérer la disponibilité des
substrats pour le feetus par la manipulation de Ja nutriton maternelle, la création d’un environnement
maternel hypoxique, induction d’une hypertension de grossesse, la réduction de la croissance/masse
placentaire ou encore linterférence au niveau de la citculation tant utéro-placentaire que feeto-
placentaire. De plus en plus, Papproche consistant a influencer les mécanismes de contrdle de la
croissance feetale est favorisée pour mettre en évidence implication directe de certaines substances.
Pour ce faire, plusieurs techniques sont employées, que 'on pense a Iinfusion d’hormones ou de
substrats dans la circulation feetale, a la destruction ou méme I'ablation des glandes sécrétant des
hormones d’intérét ou encore a la délédon/surexpression des genes impliqués dans la régulation de la

croissance feetale.

Dans les pays industrialisés, la majorité des cas de RCIU sont attbuables a une dysfonction de la
perfusion utéro-placentaire [30], donnant ainsi toute sa pertinence aux modeles animaux dans lesquels

la RCIU est induite par une insuffisance placentaire conséquente a la ligature [273] ou locclusion
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[117] de Partere utérine, a la réduction da la masse placentaire [136] ou a une embolie de Tartére
ombilicale [33]. Cependant, la diminution du flot sanguin maternel et/ou feetal est souvent
accompagnée d’un certain degré d’hypoxie et d’une restriction de Ja disponibilité en substrats, rendant
difficile Isolation des facteurs susceptibles d’étre impliqués dans la RCIU. De plus, le recours a la
chirurgie rend lourd les protocoles d’utilisation de ces modéles animaux ou des pertes feetales sont

parfois observées [12;234].

La manipulation de la nutrition maternelle est connue pour entrainer une programmation des
différents systemes de I'organisme en développement. I2n effet, au milieu des années 1960, Winick et
collegues [276] avaient déja démontré que la malnutrition au cours de la gestation chez le rat diminuait
de fagon irtéversible le nombre de cellules dans certains tissus tels que le pancréas. 1l existe plusieurs
stratégies permettant d’interférer sur la croissance feetale par la diéte matemelle telles qu’une
déficience en un nutriment spécifique comme le fer [69] et Ia sous-nutrition par une déficience
calorique [278] ou protéique [158]. Les éwmdes utlisant ce type de modele animal adheérent
généralement a un protocole ol la quantité de protéines est réduite de 50% dans la dicte maternelle,
mais de nombreuses autres options existent. De plus, le moment choisi pour donner la diete ainsi que
la durée du traitement varient considérablement au sein des différentes équipes travaillant sur le sujet.
Bien que la plupart de ces travaux visent a simuler une RCIU et les conséquences qui en résultent,
peu d’érudes parviennent a I'atteindre, entrainant une importante variation des phénotypes observés a
Iage adulte. La restriction calorique ou protéique mime les conditions auxquelles font face les nations
des pays en développement et sous-développés [12;30], mais n’est pas représentatve des dietes
hypercaloriques caractéristiques des pays occidentaux. Dés lors, plusteurs laboratoires ont choisi
d’'investiguer les effets d'un régime nche en gras ou en cholestérol [109] pour comprendre les

mécanismes potentiels sous-jacents au développement des maladies cardiovasculaires.

Par ailleurs, 1 a été observé que I'administration matemelle de glucocorticoides synthéuques au
cours de la grossesse tant chez ’lhomme que chez I'animal était associée a une réduction du poids de
naissance [221]. Lenzyme qui métabolise les glucocorticoides en produits inactfs au niveau
placentaire, la 113 hydroxystéroide déshydrogénase de type 2 (11BHSD2), a été proposée comme
principale responsable de la surexposition du feetus a ces hormones dorigine maternelle [84]. Cet
exces de glucocorucoides entraine non seulement une RCIU chez les feetus, mais est également hiée a

une variété de phénotypes observables chez lPadulte, allant des maladies cardiovasculaires,
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métaboliques ou endocriniennes aux modificaions comportementales [236]. Ces données sont
d’'autant plus intéressantes que le traitement a I'aide de glucocorticoides synthétiques est recommandé
par les Instituts Natonaux de la Santé (National Institutes of Health : NIH) pour toutes les femmes
présentant un tisque d’accouchement pré-terme, soit environ 12% de toutes les naissances

américaines en 2005 [113], afin de réduire Ja morbidité néonatale et la fréquence des complications [1].

Dans tous les cas, les études a 'aide de modeles animaux ont démontré que la programmation des
systemes biologiques pouvait éue initiée sans méme que le poids de naissance soit affecté. Cea
signifie que la programmation des fonctions physiologiques post-natales peut se produire parmi toute
la gamme normale de poids de naissance, mais est davantage présente aux extrémités ou Jes

pronostics sont généralement Jes plus mauvais [94].

1.3.2.2 Notre modéle : Ia restriction sodique

Notre laboratoire a créé un environnement feetal défavorable en donnant une diete faible en
sodium a des rates au cours du demier ters de gestation. Ce traitement est a I'origine de modificanons
au niveau de I'adaptation de I'organisme maternel a I'état gestationnel. Entre autres, il a été remarqué
que Pexpansion volémique [23] et Paugmentaton du diamétre des vaisseaux utérins [251] qui
accompagnent normalement la gestation sont réduites chez les femelles recevant la diéte faible en
sodium [228;252]. Puisque prés du quart de accroissement du volume sanguin est dirigé vers la
arculaton utéro-placentaire [78], ces sésultats semblent indiquer une diminution de la perfusion
utéro-placentaire. La réduction du poids des placentas |228] appuie d’ailleurs cette hypothése et
suggere une altération du développement et de la croissance du placenta. Ceci est dautant plus
probable que la diete faible en sodium est donnée aux rates a G15, moment ou. linvasion
trophoblastique prend place chez le rat [45;269). Des suites de cet environnement feetal défavorable,
les ratons naissent petits (en poids et en longueur) par rapport aux ratons témoins, révélant une RCIU
|228]. 1l a déja été rapporté en clinique qu'une expansion volémique inadéquate au couts de la
grossesse peut expliquer une portion des cas idiopathiques de RCIU [83;226;229]. Notre modéle
animal représente donc un oual simple pour Pétude de la relation entre le volume plasmatque

maternel et la croissance feetale [228].
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Une étude développementale conduite par Battista et collegues [26] montre que le cceur et le
cerveau des feetus RCIU sont de poids similaire 2 ceux des feetus normaux alors que les reins sont de
poids inférieur. Ces observations sont en accord avec les données de la littérature suggérant que, lors
d’un environnement intra-utérin défavorable, le flot sanguin destné aux organes périphériques tel que
le rein est redistribué vers des organes nobles comme le cerveau, le cceur et la surrénale [132],

supportant I'idée d’'une diminution de la perfusion utéro-placentaire dans notre modele animal.

Différents parameétres ont été évalués chez les jeunes adultes de 12 semaines afin de vérifier la
reladon entre le poids de naissance et Papparition de maladies chroniques tel que le suggere I'origine
développementale des maladies de 'adulte. La pression artérielle systolique des animaux RCIU est
plus élevée que celle des animaux témoins (~9 mmHg 4 12 semaines) [26]. La régulation de la
pression artédelle fait intervenir la participation de plusieurs organes et systémes dont certains
sécrétent des hormones qui influencent le débit cardiaque et la résistance vasculaire périphérique
comme Je SRA par la production d’All. Chez les animaux RCIU, il a été démonué que Pactvité
rénine plasmatique est augmentée [26]. La rénine étant 'enzyme limitante du SRA, il est possible que
la concentration élevée d’All qui s’ensuit contribue a 'augmentation de la pression artérielle systolique
chez ces animaux. Par ailleurs, en donnant un supplément sodique (0.9% de chlorure de sodium dans
Peau de breuvage) aux animaux RCIU pendant 6 semaines suivant la puberté, nous avons remarqué
que Pinhibition du SRA chez les femelles RCIU était moindre par rapport aux femelles du groupe
témoin, dénotant une réponse altérée au sel suite a un environnement feetal défavorable (Bibeau et

collégues, manusctit en préparation).

Bien que les animaux RCIU présentent une pression artérielle plus élevée, on ne patle toutefois
pas d’hypertension. Néanmoins, comme 35 a 50% des patents souffrant d’hypertension essentielle
voient leur pression artérielle corrigée par une diete faible en sodium [41], Phypertension semble étre
la conséquence d’un déréglement des différents systemes impliqués dans le contréle de la pression
artérielle et plus particulierement, ceux intesvenant dans équilibre du sodium comme la fonction
rénale. Ainsi, des études concernant le sein ont été enteprises dans le laboratoire. A 12 semaines, les
animaux RCIU présentent des concentrations plasmatiques augmentées d’urée et de créatinine,
suggérant une diminution de la filtration glomérulaire. Toutefois, ni le nombre de glomérules ni la
surface qu'ils occupent ne peuvent documenter cette altération [26]. En donnant un supplément

sodique a ces animaux, nous avons démontré que lhyperfitration normalement associée a
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Paugmentation de la consommation de sel ne semblait pas suffisante au mainten de 'homéostasie
plasmatque chez les femelles, témoignant encore une fois d’une altératon de la réponse au sel chez

les animaux RCIU (Bibeau et collégues, manuscrit en préparagon).

Chez les femelles RCTU agées de 12 semaines, une hypertrophie ventriculaire gauche a été décelée
par Iélévation du ratio poids du ventncule cardiaque gauche : poids total. Certe observatuon a été
confirmée par une augmentation de Pexpression du peptide nauiurétque de loreillette (atial natriuretic
peptide - ANP). Les mesures histologiques ont toutefois échoué a démontrer une hypertrophie des
cardiomyocytes [26]. Depws, Phypertophie cardiaque observée chez ces tfemelles a é€ caracténisée
aux niveaux génique, cellulaire et métabolique [25]. Ces travaux démontrent qu’un environnement
feetal défavorable réactive des génes du programme faetal d’expression génique, tels que PANP et a
chaine légere de la myosine de I'attium (anzal zyosin fight chain 7 : aMLC-1). Alors que PANP semble
compensatoire a I'hypertrophie observée, 'aMLC-1 serait associée 4 Paugmentation de la longueur
des sarcomeres, unités contractiles des cellules cardiaques. Une augmentation de I'épaisseur des
cardiomyocytes, modifiant A la hausse le volume cellulaire et confirmant Phypertrophie au niveau
cellulaire, est également remarquée. La diminution de I'expression de la pompe Na™/K™/ATPase
poutrait étre impliquée dans le déficit de contracalité des cardiomyocytes présent dans notre modéle.
Au point de vue métabolique, la diminution de I'activité de I'aconitase, une enzyme du cycle de Krebs,

suggere une implication du stress oxydaaf dans 'hypertrophie cardiaque.

Alnsi, toutes les études produites a I'aide de notre modele animal de RCIU indiquent que les
phénotypes observés chez les ratons devenus adultes demeurent discrets. Cea serait en partie da au
fait que 12 semaines dans la vie d’un rongeur correspondent a un jeune adulte d'une trentaine
d’années chez 'humain [215] et que, par conséquent, la période que nous étudions coincide davantage
avec Ja muse en place des mécanismes condwsant a Ja maladie, plutét qua celle ot Panimal est
réellement atteint. Néanmoins, nos travaux révélent des différences au niveau de certains mécanismes
de contidle et de régulaton. Dans tous les cas, 1l n’en demeure pas moins que augmentation de la
pression artérielle, la dysfonction rénale, le remodelage cardiaque hypestrophique et la réponse altérée
au sel constituent tous des facteurs de risque du développement des maladies cardiovasculaires. Ces
résultats supportent donc la relation entre la RCIU et le développement subséquent de maladies
associées au vielllissement, confirmant la pertinence de notre modéle pour Pétude de la

programmaton feetale.
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1.3.2.3 Les mécanismes sous-jacents de la plasticité développementale

La programmation intra-utérine peut se produire a tous les niveaux de I'organisme et impliquer
des changements structuraux et foncdonnels des génes, des cellules, des assus et méme, des organes
complets. Ces modifications peuvent étre isolées ou répandues avec des effets discrets ou cumulaufs
sur le développement selon la nature et Ja synchronisation du samulus ininant le phénoméne de

programmation [181].

Génes. [association entre la RCIU et le nsque ultéreur de maladies chroniques serait due a un lien
généoque direct entre la croissance feetale et la suscepublité a ces maladies hénitée au moment de la
concepton. Il a en effet été proposé que certains des effets déléeres a long terme observés suite a un
environnement feetal défavorable auraient leurs origines au niveau des génes soumis a 'empreinte
parentale [285]. Ces génes sont expiimés de fagon préférentelle selon qu'ils soient transmis par le pére

ou par la mére. Chez humain [185] et la souns [61], plusieuss des genes soumis a empreinte jouent

un s6le prépondérant dans la croissance placentaire et foetale [218]. Parallélement, des observatons
faites chez les jumeaux monozygouques, a savoir le nsque discordant de maladies chroniques quand
les poids de nassance sont différents comparativernent a un risque similaire Jossque les poids de
naissance sont semblables, indiquent que deux phénotypes adultes divergents peuvent se développer
a parur d’'un génotype unique lorsque la croissance intra-utérine est compromise [209]. Des études
récentes ont souligné le rdle des mécanismes épigénétiques, et plus particulierement de la méthylation
de PADN, comme cause potentielle de ces discordances. De fagon intéressante, des travaux ont mis
en évidence que, bien que les jumeaux monozygotes soient épigénétiquement indistinguables pendant
les premieres années de leur vie, ils acquicrent des différences remarquables a ce niveau avec Page [95].
Ces différences peuvent entre autres étre expliquées par les effets de nature transitoire ou permanente
[139] des facteurs environnementaux tels que les habitudes de vie, Factivité et les facteurs nutritionnels
(nutnments, restriction calorique, stress et autres) sur les mécanismes régissant les phénomeénes
épigénéuques [130]. Cette moduladon pourtait potenuellement déclencher le développement de
certaines maladies [39] telles que le cancer [88]. Etant donné que la plasticité développementale
confére a Porganisme en développement Ihabileté de modifier de fagon irréversible sa structure et ses
foncnons en réponse a des changements de envitonnement dans Jequel il évolue |21], il est de plus
en plus accepté que I'épigénétique représente un des mécanismes moléculaires permettant de relier les

genes, environnement prénatal, la croissance intra-utérine et la susceptibilité aux maladies chroniques
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[94]. Depuis, des études chez le rat en période néonatale ont démontré qu'une nsuffisance utéro-
placentaire est associée a une hypométhylaton de PADN et a une hyperacétylation des histones dans
différents dssus {35;96;146;170,208]. Alors que la restricdon protéique au cours de la gestation
entraine des altérations de la méthylation de PADN et des anomalies cardiovasculaires chez les ratons
devenus adultes, 'ajout de nutriments dont le métabolisme génere des groupements méthyl comme la
glycine [128] et le folate [165] a la diete maternelle permet de restaurer le pawon normal de

méthylation de FADN et de prévenir les dysfoncaons observées chez les arimaux adultes.

Cellules. Des changements de l'activité wanscriptionnelle das, par exemple, a une modulation
épigénétque induite par des modifications de enviconnement peuvent mener a la perturbation de la
synthése et de I'abondance des protéines cellulaires (récepteurs, canaux, transporteurs, enzymes,
facteurs de croissance ou hormones, protéines de structure ou de liaison, composantes des voies de
signalisation intracellulaire et autres). Ces changements altérent le métabolisme et la croissance des
cellules et en modifient la sensibilité face a leur environnement. les cellules étant particulierement
vulnérables lors de la formation des lignées et de leur différencitation subséquente, des condigons
intra-utérines sous-optimales peuvent induire des changements au niveau du nombre, de la grosseur
et de la fonction des cellules par la modulaton de leur prolifération et du remodelage apoptouque
qu'elles subissent [94]. Par exemple, I'équipe de Pham et collegues [208] a démontré quune
insuffisance utéro-placentaire induite par la ligature des areres uténnes et la RCIU qui en résulte sont
associées a une hypométhylation de certaines régions du gene de p53, une protéine impliquée dans la
régulation de Papoptose, permettant ainsi une augmentaton de son expression dans le rein feetal.
Cette altératon affecte a son tour Pexpression d'autres molécules-clés de I'apoptose et meéne a une
hausse de Pactivité apoptotique qui pourrait contribuer 4 la diminunon du nombre de néphrons

observée chez ces animaux.

Tissus et organes. Les modifications de la structure et de la foncton des cellules peuvent a leur tour

altérer la morphologie et la physiologie des tissus et méme, des organes entiers. Dans le cas oa
I'insulte est produite au cours de organogeneése, les changements observés sont souvent sévéres et
peuvent conduire a un déficit développemental permanent. La composition cellulaire de certains
tissus peut également étre modifiée, perturbant alors Ja fonction physiologique du tissu en question,
Les conditions intra-utérines défavorables provoquées par une insuffisance utéro-placentaire, par une

surexposition aux glucocorticoides maternels ou par la manipulation de la nutsition maternelle sont
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entre autres reliées a une réduction permanente de la population de néphrons [287] et de la masse de
cellules pancréatiques séctétrices d’insuline [223]. Ces déficits fonctionnels pourraient étre a Porigine
du développement des maladies chroniques, notamment de hypertension et du diabéte de type 2,

dans ces modeéles de plasticité développementale.

Systémes. Les anomalies physiologiques qui découlent d'un environnement feetal défavorable sont
P Z1ques g
multfactotielles. Ainsi, Ja sévérité du phénotype est déterminée par Pétendue des organes et des
systemes affectés par la nature et la durée de insulte intra-uténine en relaton avec le stade de
développement feetal au cours duquel elle survient [94]. Chez la brebis, 'adnunistration maternelle de
P q ) )
glucocorticoides synthéaques en début de gestaton na pas deffet sur la fonction de laxe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien chez la progéniture devenue adulte, mais entraine une
) Ypoph £ )
hypertension. Par contre, le méme traitement en fin de gestation est accompagné d’une augmentation
de P'activité de cet axe ainsi que d'une intolérance au glucose chez 'animal devenu adulte [93;94]. Par
ailleurs, certains phénotypes nécessitent un second samulus pendant la vie extra-utérine pour devenir
) I P P P
apparents. En effet, plusieurs études révelent un dimorphisme sexuel quant a la programmation des
foncdons et des systémes biologiques et s’entendent sur le fait que les conséquences d’un
3 &1q q q
environnement intra-uténn défavorable deviennent plus évidentes avec le vicillissement, au fur et a

mesute que les adaptations compensatoires des autres tissus et systemes deviennent inefficaces [181].
q P ) !

2. LASURRENALE

La surrénale est composée de deux régions dont les caractémstiques structurales et fonctionnelles
sont disunctes : le cortex situé en périphétie qui se développe a partir du mésoderme et la portion
centrale, J]a médulla, qui dérive de I'ectoderme. Le cortex produit des hormones stéroidiennes qui sont
essentielles 2 la vie, leur absence entrainant la mort par déshydratation et déséquilibre électrolytique
alors que l]a médullosurrénale libere des catécholamines impliquées dans la réponse au stress. Afin de
maintenir une homéostasie systémique, la sécrétion de ces hormones nécessite Pinterventon de

différents mécanismes de régulation.
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Le cortex surrénalien est fonctionnellement défini par la présence de trois zones cellulaires

distinctes qui se caractérisent par I'expression spécifique denzymes de la stéroidogenese et par

Phabileté a répondre a un stimulus en particulier (Tableau 1) [14;143;148;203].

Tableau 1. Les zones fonctionnelles de la corticosurrénale mature chez ’humain.

Adaptée de [148].

Zona glomerulosa

Zona fasciculata

Zona reticularis

Laocalisation Externe Centrale Interne
Stimulus All, K* et ACTH ACTH ACTH
Récepreur AT MC2R MC2R
membranaire
Enzyme CYP11B2 CYP17/CYP11B1 CYP17
Sécrétion Minéralocorricoides Glucocorticoides Androgénes
(aldostérone) (cortisol) (DHEA)
Fonction Equilibre Métabolisme du glucose/ Incertaine

électrolytque Mobilisation des

réserves énergétiques

La porton externe du cortex est la zona glomerulosa (ZG). L’expression exclusive du CYP
aldostérone synthase (CYP11B2) lui permet de sécréter des minéralocorticoides (aldostérone) qu
sont responsables du maintgen de Péquilibre hydro-électrolytique. La régulation de la sécrétion des
minéralocosticoides passe par le SRA et son effecteur, PAIL, par la concentration plasmatique de
potassium et dans une moindre mesure, par la corticotrophine (adrenrocorticotropic hormone : ACTH).
L’All sumule la production d’aldostérone par son récepteur (arngotensin 11 recepior: AT) de type 1 2 la
surface des cellules glomérulées tandis que le potassium en induit la dépolarisation [63]. La zona
fasciculata (ZF) est la portion centrale du cortex. Elle synthétise des glucocorticoides (cortisol) sous
Paction des CYP 17o-hydroxylase/17,20 lyase (CYP17) et 11B-hydroxylase (CYP11B1). Les
glucocortcoides interviennent dans le métabolisme du glucose et la mobilisation des réserves
énergétiques, particulierement en situation de stress. L’ACTH libérée par Padénohypophyse régule
lear production par le récepteur de la mélanotrophine de type 2 (melanocortin 2 receptor : MC2R). La
portion inteme du cortex, la zona reuculams (ZR), sécréte des stéroides a acton androgéne

(déhydroépiandrostérone [DHEA], DHEA-sulfate, androstenedione) sous I'action du CYP17. Les
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androgenes d’origine surrénalienne servent de précurseurs a la conversion périphérique pour la
production d’hormones androgéniques actives (testostérone, dihydrotestostérone). La production

d’androgenes est sous la dépendance de PACTH et de son récepteur, le MC2R.

La médullosurrénale qui occupe la portion centrale de la surrénale est responsable de la synthese
des catécholamines. Alors que la norépinéphrine est le principal neurotransmetteur de Ja branche
sympathique du systéme nerveux autonome, la médullosurrénale sécréte principalement de
Pépinéphrine grace a la phényléthanolamine-N-méthyltransférase  (PNMT) qui convertit la
norépinéphiine en épinéphrine. La fonction des catécholamines dorigine surrénalienne est
d’amplifier les effets du systéme nerveux sympathique, la médullosurrénale érant innervée par des

branches de ce systeme [90;143].

2.2 LES FONCTIONS ENDOCRINES DE LA SURRENALE

Les hormones de la corticosurrénale sont des stéroides dérivés du cholestérol et sont synthétisées
dans le réticulum endoplasmique lisse et la mitochondrie. les enzymes intervenant dans leur
biosynthese sont responsables des modifications de la structure du noyau de cholestérol. Ces
hormones liposolubles diffusent a travers les bicouches lipidiques et se fixent a leur récepteur a
I'ntérieur de la cellule cible. Les catécholamines produites par la médullosurrénale dérivent de la
décarboxylation et de la modification de la tyrosine. Le récepteur de ces hormones est une protéine
membranaire faisant face au milieu extracellulaire et la liaison des catécholamines entraine la libératon

d’un second messager dans le milieu intracellulaire pour initer la réponse hormonale.

2.2.1 La stéroidogeneése surrénalienne

Chez les mammiferes, la biosynthese des hormones stéroidiennes samorce avec le cholestérol
comme précurseur commun. Un apport constant en cholestérol doit étre disponible dans les cellules
afin d’iniver et de maintenir la stéroidogenese [253]. Le cholestérol nécessaire provient de trois
sources potentielles (Figure 11); il peut étre (1) synthéusé e o par la 3-hydroxy-3-méthylglutary]
coenzyme A (HMG-CoA) réductase du réticulum endoplasmique a partir de Pacétyl CoA; (2) tiré de
la circulaton sanguine par la captation des lipoprotéines de faible (dw-density lipoprotein : LIDL) et de
haute (bigh-density lpaprotern : HDL) densité qui sont rches en cholestérol libre et esténifié ou (3)

mobilisé a partit des réserves intracellulaires de cholestérol estérifié. Ces tréserves dérivent de la
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captation des lipoprotéines plasmatiques et de la synthese endogene de cholestérol {18]. Pour étre
emmagasiné sous forme de gouttelettes lipidiques, le cholestérol libre doit étre estérifié par acyl-CoA
cholestérol acyl transférase (ACAT) [152]. Bien que nécessaire a la réponse surrénalienne aigué, la
mobilisation des réserves d'esters de cholestérol n’est pas suffisante pour soutenir la producton
maximale d’hormones stéroidiennes suite a une stmulation prolongée. Ainsi, les cellules de la
corticosurrénale se reposent sur la captation des lipoprotéines plasmatiques pour assouvir leurs
besoins en cholestérol [271]. Le cholestérol dérivé des lipoprotéines est obtenu par endocytose des
LDL par le récepteur des LIDL [40] ou par la captation sélective des HDL par le récepteur
d’épuration classe B type 1 (saavenger recepror class B type 1 : SR-BI) [18]. Chez les rongeurs, il apparait que
cette voie sélectve délivre quanutauvement plus de cholestérol que la voie d’endocytose suite a une

sumulation de la surrénale [153;275].

Lors d’une stimulaton de la susrénale, les esters de cholestérol sont hydrolysés en cholestérol libre
avant d’étre acheminés vers la mitochondrie ou se déroule la premiere étape de la stéroidogenese.
Cette réaction se produit sous I'action dune cholestérol ester hydrolase neutre (newntral cholesterol ester
hydrolase : nCEH) dont Pactivité releve principalement de la lipase hormono-sensible (bormwone sensitive-
hpase : HSL) [152]. Des travaux 1écents ont permis identification dun groupe de quinze protéines, les
StarD, contenant chacune un domaine START (stervidogenic acute regulatory protein (StAR )-related lhpid
transfer) responsable de leur liaison aux lipides [248]. Ces protéines sont impliquées dans le contréle de
plusieurs aspects de la biologie des lipides tels que le trafic intracellulaire du cholestérol ainsi que son
métabolisme [8]. Certaines des protéines StarD ne possédant pas de séquences les ciblant a une
localisation spécifique au niveau subcellulaire, elles apparaissent comme des protéines cytoplasmiques
qui transportent les lipides dans le cytosol [184]. Ainsi, 1l a été proposé que la sous-famille de protéines
StarDD4 — StarD4, StarD5 et StarlD6 — serait responsable de la livraison du cholestérol en provenance
de diverses localisations cellulaires (gouttelettes lipidiques, réticulum endoplasmique) vers la
membrane externe de la mitochondrie [8]. Une fois présent a cette membrane, le cholestérol est
transféré par la protéine de transport StarD1 (ou StAR) [8;254] a I'intérieur de la mitochondtie ou
sicge le CYPIIA (cptochrome P450 dlestero! side-chain cleavage), premiere érape enzymatique de la
stéroidogenese. Dans la surrénale, ce processus est finement régulé et est considéré comme limitant
dans la mesure ou I'absence ou la mutaton du gene codant pour la StAR entraine un déficit total de la
synthese des hormones stéroidiennes, hyperplasie congénitale lipoide des surrénales [55]. La StAR

serait appuyée dans sa fonction par la protéine de translocaton mitochondriale (wzrochondrial transtocator
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proteinn : mitoTSPO), aussi nommée PBR (peripheral-type benzodiazepine recepton), faisant elle-méme parte

d’un vaste complexe mulumérique [201].

Les enzymes de la stéroidogénese sont classées en deux catégories de protéines (Tableau 2) : les
CYP et les hydroxystéroides déshydrogénases (bydroxystervid debydrogenase - HSD) [203]. Les CYP sont
des protéines associées a la membrane des mitochondries (CYP11A, CYP11B1, CYP11B2) ou du
réticulum endoplasmique (CYP17, CYP 21-hydroxylase [CYP21]) qui catalysent Phydroxylation et le
clivage des substrats stéroidiens par l'uulisation d’oxygene et le transfert d’une paire d’électrons
provenant du NADPH. Dans le cas des CYP mitochondriaux, le transport des électrons implique la
participation de 'adrénodoxine réductase et de 'adrénodoxine. Le transfert des électrons au niveau du
réticulum n’implique que le CYP oxydoréductase. La classe des HSD, incluant les 3HSD et les
178HSD, ne compte quun membre actif dans le cas de la stéroidogenése surrénalienne, la
3BHSD/isomérase de type Il (3BHSDII) qui est liée a la membrane des mitochondres et du
réticulum  endoplasmique. Les HSD sont impliquées dans l'oxydo-réduction des hormones

stéroidiennes, réaction qui requiert la participation du NADPH.

Tableau 2. Les enzymes impliquées dans la stéroidogenése surrénalienne chez 'lhumain.

Adaptée de [203).
Protéine Localisation
Gene (poids moléculaire) Nom cellulaire Expression
aYP11Al CYPI1A P4350 cholesierol side-chain mitochondrie - 2G,ZF et ZR
(56kDa) dlearage (P450scc)
CYPr1B1 CYP11B1] P450 11f-hydroxylase mitochondrie ZF et ZR
(50KDa) (P450113)
CYP11B2 CYP11B2 P450 aldostérone mitochondrie G
(48.5kDa) synthase
(P450aldo)
CYPr7 CYPI17 17a-hvdroxylase/ réticulum ZF et ZR
(57kDa) 17,20 lyase
(P450c17)
CYP21B CYP21 21-hydroxylase réticulum 2G,ZF et ZR
(56kDa) (P450c21)
HSD3B2 3BHSDII 3Bhydroxystéroide mitochondrie Z2G,ZF et ZR
(42kDa) déshydrogénase/ réticulum

isomérase type 11

(3BHSDILL)
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La premiete étape enzymatique de la biosynthese de tous les stéroides est catalysée par le CYP11A
qui assure le clivage de la chaine latérale du cholestérol (Figure 12). Cette réaction produit la
prégneénolone, une molécule a 21 atomes de carbone (C). Lexpression du CYPT1A est détectable
dans les trois zones du cortex surrénalien. La prégnénolone est ensuite métabolisée par deux enzymes
complémentaires, le CYP17 et la 3BHSDIL Le CYP17 est responsable de la 17a-hydroxylation des
stéroides a 21C desquels il clive le lien C17-20 pour produire des stéroides a 19C. Détectée dans tous
les tissus stéroidogéniques, expression du CYP17 differe selon espece. Par exemple, chez le rat et la
soutis, son expression est indétectable dans la surrénale, rendant la synthése de corusol impossible.
Ainsi, ces animaux produisent de la cortucostérone, un stéroide intermédiaire de la syntheése de
Paldostérone. Parallélement au CYP17, la 3BHSDII convertit les A*3B-hydroxystéroides en A'-3p-

kétostéroides. Chez le rat, Ja 3BHSDII est présente dans toutes les zones de la corticosurrénale.

Cholestérol

Cholestérol

Glomerulosa Fasciculata Reticularis

CYP17 CYP17

Déhydroépiandrostérone

Androsténedione

Prégnénolone

Progestérone

17-hydroxypregnénolone

3BHSDH
CYP17 N4 CYP17

18 -
i
JiEliER

17-hvdroxyprogestérone

CYP21 CYP21
( Deoxycorticostérone 11-Deoxveortisol
@ CYP11B1
Corticostérone v

Cortisol
CYP11B2< @ 0Ortiso.

18-Hydroxycorticostérone

4

Aldostérone

Figure 12. La stéroidogenése surrénalienne chez ’humain.
Adaptée de [148;203].
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Le CYP21 catalyse I’hydroxylation en C21 de la progestérone et de la 17a-hydroxyprogestérone
pour former la 11-désoxycorucostérone et le 11-désoxvcortisol. Dans le cas des rongeurs, seule la
progestérone sert de substrat au CYP21 en raison de I'absence du CYP17. Cette hydroxylation
représente I'étape catalytique déterminante de la biosynthése des hormones stéroidiennes spécifiques

de la surrénale, les glucocorticoides et les minéralocorticoides.

La synthese des minésalocorticoides est limitée a la ZG en raison de la présence exclusive du
CYP11B2. Cette enzyme catalyse la formation de 'aldostérone a parur de la 11-désoxycorticostérone.
Llexpression du CYP11B1 s'étend aux ZF/ZR ou a licu la producton de glucocorticoides. Bien
qu’elle possede la capacité d’hydroxyler le C18 de la 11-désoxycorticostérone ou de la corticostérone
pour former la 18-hydroxycorticostérone, certe enzyme ne peut catalyser I'oxydadon du groupement
C18-hydroxyl nécessaire a la formadon de I'aldostérone. Pour ces raisons, le CYP11B1 assure la

synthése spéaifique des glucocorticoides.

2.2.2 Les fonctions des hormones de la corticosurrénale

Les récepteurs des hormones stéroidiennes font partie de la famille des récepteurs nucléaires. En
absence d’aldostérone et de cortisol, le récepteur des minéralocorticoides (naneratocorticoid receptor : MR)
et des glucocorticoides (gleocorticoid receptor: GR) est localisé dans le cytosol, chacun formant un
complexe hétéro-oligomérique avec entre autres des protéines thermolabiles (beat shock protein : hsp).
Lacavaton du récepteur par la liaison de 'hormone entraine des changements conformatonnels de
la structure du récepreur, menant a sa dissociatgon des hsp et a I'exposition des sites de localisaton
nucléaire. ILe complexe hormone-récepteur est alors pris en charge par des protéines de translocation
qui assurent son transport au noyau ou il shomodiménse et interagit avec une séquence spécfique
d’ADN, I'édlément de réponse aux stéroides, située au niveau de geénes cibles. Le complexe actif
hormone-récepteur agit comme facteur de transcripgon et active/ réprime Pexpression de ces genes. 1]
peut également intervenir 4 ttre de modulateur de activité transcriptionnelle et ce, sans liaison directe

a PADN, par son interacton avec d’autres facteurs de transcripdon [63;182;289].

2.2.2.1 Les minéralocorticoides

A Pongine, Il était pensé que la spécificité de la réponse a I'aldostérone était fournie par la présence

ou I'absence du MR au sein des tissus. Ainsi, la distrbuton restreinte du MR aux dssus épithéliaux
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(rein, cOlon) et vasculaires limitait le champ d’action de P'aldostérone alors que Pexpression ubiquitaire
du GR assurait un effet systémique au cortisol. Des études ultérieures ont toutefois démontré que le
MR lie Paldostérone et les glucocorticoides avec une affinité comparable et initie une réponse
intracellulaire. Ce manque de spécificité du MR pour son ligand associé au fait que les concentrations
plasmatiques de glucocorticoides sont une centaine de fois supérieures a celles de Ialdostérone
suggéraient une occupation prédominante du MR par les glucocorticoides et donc, Pexistence d’un

mécanisme alternatif assurant la réponse spécifique aux minéralocorticoides |63].

Une partie de lexplication est venue avec la découverte dune protéine dont I'expression
colocalisait avec celle du MR dans les tissus épithéliaux et vasculaires, la 118HSD2 [100]. Cette
enzyme qui catalyse la conversion des glucocorticoides actfs en métabolites inactfs ayant peu
d’affinité pour le MR protége le récepteur de la liaison inopportune des glucocorticoides. Néanmoins,
ce mécarusme ne peut a lui seul enrayer complétement Pacavadon du MR par les glucocorticoides et
n’explique pas la spécificité de la réponse a I'aldostérone dans les tissus ou Pexpression de 113HSD2
est faible, voire absente. Depuis, d’autres mécanismes au mainden de la spécificité de la réponse
minéralocorticoide ont été proposés tels que 'importance de la stabilité de interaction entre le ligand
et son récepteur par rapport aux propriétés de transactivaion du complexe [87] et la dépendance

envers le statut rédox de la cellule [98].

e mécanisme classique d’action de 'aldostérone a été mis en évidence dans les cellules épithéliales
du néphron. La stmulation des cellules principales, localisées dans les tubules distal, connecteur et
collecteur du néphron, inite une réponse en deux phases: une phase précoce dont les effets sont
observables dans les quatre a six heures suivant la sumuladon et une phase tardive [63;180]. La
protéine kinase 1 induite par le sérum et par les glucocortcoides (serwm- and glucocorticoid-induced
kanase 1 : SGK1) représente le médiateur-clé de la réponse a l'aldostérone [63;180;266]. Une fois
activée, la SGK1 régule une variété de transporteurs ioniques tels que le canal sodique épithélial
(epethelral sodinm channel: ENaC) et le canal potassique de la médulla externe du rein (reial outer medullary
potassium channel : ROMK) qui se situent a la membrane apicale des cellules principales ainsi que la
pompe Na'/K*/ATPase, trouvée 2 la membrane basolatérale. Ainsi, suite cette réabsorption de
sodium, un plus grand volume d’eau est retouné vers le liquide extracellulaire et le sang. L'excrétion
de potassium par le ROMK et de protons est également favorisée en raison de augmentation de la

différence de potentiel électrique entre les cellules et la lumiere du tubule [81;143;266].



48

Le MR est également localisé dans des tssus non-épithéliaux, notamment dans les systemes
cardiovasculaire et nerveux central. Toutefois, malgré des propriétés similaires au MR classique, sa
liaison a Paldostérone dans le cceur, les vaisseaux sanguins ou le cerveau est associée a des
conséquences vanées. [Dans le systéme cardiovasculaire, I'aldostésone promeut I'hypertrophie
cardiaque, induit une fibrose et altére la foncton vasculaire endothéliale alors qu’elle intervient dans la
régulation de la pression artérelle, de Pappéut pour le salé et du tonus sympathique au niveau du
systeme nerveux central. Par ailleurs, il apparait que les effets de I'aldostérone dans ces dssus sont
rapides, dans les 15 minutes suivant une sumuladon, par rapport aux actons génomiques connues du
MR, indiquant que le MR peut médier des effets non génomiques, mais suggérant aussi 'existence

d’un récepteur membranaire [63;99].

2.2.2.2 Les glucocorticoides

Les glucocortcoides régulent plusieurs processus biologiques essendels comme la croissance, le
développement, le métabolisme et le comportement [14;143]. Au cours de la croissance et du
développement du feetus, ils sont importants pour la maturation de certains organes et systemes
biologiques, entre autres, des poumons et de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. De fagon
générale, dans 'organisme mature, les glucocortcoides inhibent la synthese des protéines et accélerent
leur catabolisme, a P'exception du foie ou ils sumulent la synthese des acides nucléiques et des
protéines. Bien que ces actions fournissent les substrats nécessaires au métabolisme intermédiaire,
elles sont responsables des effets délétéres sur le muscle squelettique, les os et les tissus conjonctifs et
lymphatiques. Ainsi, les glucocorticoides contribuent au maintien du taux plasmatique de glucose par
Paugmentation de la gluconéogenése hépatique, de la déposition de glycogene et de la relache de
substrats au niveau pénphérique par différents mécanismes. Dans le muscle, il y a une diminutdon de
la syntheése des protéines et de l'utlisation/entrée du glucose accompagnée d’une augmentation de la
dégradation des protéines afin de contribuer a la relache d’acides aminés dans le sang et il y a
samulation de la lipolyse dans le dssu adipeux afin de permettre la mobilisation des acides gras et du
glycérol. Les glucocorticoides agissent également sur d’autres ussus et systemes. Par exemple, ils
favorisent la sécréuon d’épinéphrine par la médullosurrénale, ils augmentent la contracdlité cardiaque
et la réponse des vaisseaux sanguins aux agents vasoconstricteurs pour mantenir la fonction
cardiovasculaire et ils sont responsables de la suppression des réactions immunitaires/ inflammatoires

pat, entre autres, I'inhibidon de la synthese des molécules pro-inflammatoires (cytokines) [14].
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La plupart de ces actions, voise toutes, sont assurées par le GR dont la distribution est ubiquitaire.
Les mécanismes de Ja fagon dont une hormone pat Pintermédiaire de son récepteur module une telle
diversité de fonctions sont en grande partie inconnus. Cependant, des études suggerent que cette
variété de réponses soit le résultat de multiples isoformes du GR, le fruit d'un épissage alternatif de
PARN et du déclenchement alternatif de la traduction de FARNm. De plus, les différents isoformes
du GR seraient sujets a des modificatons post-traductionnelles qui moduleraient la stabilité et la
fonction du GR. Ainsi, il est spéculé que la composition et Ja proportion de chacun des isoformes du
GR exprimés dans un type cellulaire donné soient responsables de la diversité de réponses dues aux
glucocorticoides, de maniére a établir une régle selon laquelle la régulation de Pexpression génique de

type cellule-spécifique est assurée par un facteur de transcription unique [289).

2.2.3 La synthése des catécholamines

La voie de synthése des catécholamines (Figure 13) s’amorce par hydroxylaton de la tyrosine
captée dans le milieu extracellulaire par un systéme de transport actf. La tyrosine dérive de I'ingestion
de nourriture ou d’une synthése hépatique a partir de la phénylalanine et est transportée activement
dans les cellules chromaffines de la médullosurrénale ou elle est converte en dihydroxyphénylalanine
(DOPA) par la tyrosine-hydroxvlase (TH) qui constitue Iétape limitante de la biosynthese des
catécholamines. La DOPA est décarboxviée en dopamine par une décarboxylase spécifique des
acides aminés aromatiques. L.a dopamine entre dans les granules de sécrédon pour étre hydroxylée en
nogépinéphrine sous P'acdon de la dopamine B hydroxylase (DBH). Emmagasinée dans ces granules,
la norépinéphrine peut étre sécrétée par exocytose lors d'une stimulation nerveuse sympathique.
Toutefois, une bonne partie de la norépinéphsine diffuse hors des granules vers le cytoplasme ou elle

est convertie en épinéphrine par la PNMT [90].

2.2.4 Les fonctions des hormones de 1a médullosurrénale

Les récepteurs adrénergiques sont des récepteurs a sept passages transmembranaires couplés aux
protéines G (G protein-coupled receptor : GPCR). Suite a la fixation de 'hormone, le récepteur adopte une
conformation Jui permettant d’interagir avec un hétérotmmere spécifique de protéines G.

L’interaction provoque la liaison de la guanosine triphosphate (GTP) a la sous-unité «, sa dissociation

des sous-unités By et sa liaison a un effecteur spécifique induisant la relache de seconds messagers et la
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Figure 13. La biosynthése des catécholamines.
Adaptée de |283].

réponse cellulaire [182]. Les récepteurs o- et B-adrénergiques sont largement distribués au niveau
systémique. lls se subdivisent en sous-classes (x,, o, By, B, By selon les effets qu’ils produisent et Jes
substances qui les activent/inhibent. Alors que le récepteur o,-adrénergique fait appel a I'inositol 1,4,5-
tnphosphate (IP,) et au diacylglycérol IDAG) comme seconds messagers, les autres sous-types de
récepteurs assurent leur réponse intracellulaire par I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc). A
quelques exceptions pres, Pactvation des récepteurs o- et B3;-adrénergiques engendre Pexcitation
tandis que les récepteurs a,- et B,-adrénergiques provoquent une inhibition. Ainsi, la spécificité de
réponses est fournie par le mouf d’expression des récepteurs adrénergiques sur les organes et les

tissus cibles [90;143].

2.31.A REGULATION DE LA SECRETION HORMONALE

La régulation de la sécrétion hormonale est régie par des signaux du systtme nerveux, des
fluctuations des composantes chimiques du sang et d’autres hormones. Dans le cas de la surrénale, ce
sont des influx nerveux du systeme nerveux autonome sympathique qui régulent la production de
catécholamines alors que la libération des corticostéroides fait intervenir différents mécanismes de
controle tels que la concentration sanguine de potassium pour la sécréton des minéralocorticoides et

PACTH générée par 'adénohypophyse pour la production de glucocorticoides [14].
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2.3.1 Le cortex surrénalien

De nombreux facteurs sont connus pour influencer la synthese de I'aldostérone, incluant les
catécholamines [36], la sérotonine [161], la vasopressine (VP) [102], Pendothéline |217], le dssu
adipeux [155], la dopamine [212] et PANP [196]. Néanmoins, les principaux régulateurs de cette
sécrétion demeurent ATl produite par activité du SRA, Ia concentration extracellulaire de potassium
et PACTH [63]. La synthése et la sécrétion de glucocorticoides est quant a elle régulée par un
mécanisme de rétro-inhibition classique auquel partcipent Phypothalamus par la libération de
cortcolibérine (cwrticotraphin releasing hormone : CRH) et de VP et hypophyse par la sécréaon ACTH
[3;:272].

2.3.1.1 La zona glomerulosa : Pangiotensine 11, Je potassium et Ja corticotrophine

1l est possible de diviser la régulaton de la biosynthese de I'aldostérone en deux phases. Dans les
minutes ou les heures suivant une sumulaton (réponse aigué), la sécrétion d’aldostérone est sous le
contrdle des niveaux cellulaires de la StAR. Dans le cas d’une stimulation chronique (des heures a des

jours), la production d’aldostérone devient plutét dépendante de Pexpression du CYP11B2 [24].

Le systéme rénine-angirotensine. 1.a biosynthese de P'aldostérone dans la ZG est principalement le

fait de lactivité du SRA. La rénine est synthétsée par les cellules juxtaglomérulaires du rein en
réponse a des changements de la composition sanguine, a une sumulation du systéme nerveux
sympathique ou a Pactivatgon des barorécepteurs rénaux. Elle est libérée dans la circulation sanguine
ou elle rencontre son substrat, 'angiotensinogene (AGT) qu’elle transforme en angiotensine 1 (AT).
Cette caractérstique fait de la rénine Penzyme lmitante du SRA [46;207]. L’Al est rapidement
convertie en All par son clivage par I'enzyme de conversion de I'angiotensine (angiotensin converting
engymee : ACE) présente, entre autres, dans les poumons et le ussu vasculaite [46;200]. ALl le pepude
actf le plus important du SRA, est un sumulus efficace de la sécrétion d’aldestérone par la ZG et un

agent vasoconstricteur puissant.

Les actions de Al sont assurées par les récepteurs AT, et AT,, des GPCR qui stimulent un
éventail de voles de signalisation intracellulaire responsables de la diversité de réponses a PAIL [74;79].

Chez 'humain, le récepteur AT, est largement distribué au sein de 'organisme adulte, se retrouvant
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ptincipalement dans les vaisseaux, le cceur, le rein, la surténale et le cerveau. Deux isoformes du
récepteur AT, ont été caractérisés chez le rongeur, le récepteur AT, qui est présent dans la majonité
des tissus et le récepteur AT, dont Pexpression est limitée a la surrénale et Thypophyse. Bien que
ubiquitaire dans les tissus feetaux, le récepteur AT, n'est présent chez I'adulte que dans le cerveau, les
vaisseaus, le cceur, la surrénale, le rein et les tssus reproducteurs [46;206]. Virtuellement, tous les réles
proposés de ’All sont associés a sa liaison avec le récepteur AT, le réle foncuonnel du récepteur AT,
nétant que partiellement élucidé [79]. Toutefois, Je récepteur AT, peut se lier directement au
récepteur AT, pour former un hétérodimere, bloquant les voies de signalisation et les fonctions du
récepteur AT par la stabilisation de sa structure, prévenant ainsi les changements conformationnels

assurant I'activation des protéines G [2].

La biosynthese de P'aldostérone par Ja ZG induite par PAII est assurée par son récepteur AT, par
Pactivation de la phospholipase C (PLC), résultant en une augmentation de la production
intracellulaire d'IP; et de DAG [24;63]. Cette voie mene a une mobilisaton des pools intracellulaires
de calcium ainsi qu’a la phosphorylaton de facteurs de transcription. L’augmentation des niveaux
intracellulaires de calcium est assurée par I'IP; par la stimulaton de la relache de calcium par les
réserves intfaceﬂulajres et Pouverture de canaux calciques a la membrane, favorisant un influx de
calcium extracellulaire [59]. Par ailleurs, I'IP, active la voie de la calmoduline (CaM) et des protéines
kinases calcium/CaM-dépendante (cakinm/ calmodnlin-dependant protan kinase : CCaMK) alors que le
DAG stimule la protéine kinase C (PKC). Par phosphorylation, les protéines kinases activent a leur
tour des facteurs de transcription qui initient Ja transcription de genes cibles tels que la S24R |60] et le

CYP11B2[63].

Certains tissus possedent toute la machinerie nécessaire a la producton d’All et a sa téponse,
incluant la surrénale, les vaisseaux, le cceur, les reins et le placenta. Chacun de ces SRA locaux
participerait 2 une fonction particuliere au sein du tissu ou il se trouve, la production locale d’All

ayant le potentiel de médier des actions autocrines et/ou paractines [46;160].

Le potassium. Les cellules de la ZG sont extrémement sensibles a d’infimes vagations de la
concentration extracellulaire de potassium, faisant de ce parametre un déterminant-clé de la sécrétion
d’aldostérone [249]. Cette caractéristique est due a la présence de canaux potassiques a deux

domaines, les canaux TASK (tandew: of P domains in a weak inwardly rectifying potassinm channel (TWIK)-
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related acid-sensitive potassium channel), qui génerent des conductances de fond, contrdlent le potentel de
repos des cellules et contribuent a la perméabilité de repos élevée face au potassium [70;110]. Ainsi,
Paugmentation de la concentration extracellulaire de potassium sumule Ja sécrétdon d’aldostérone par
une dépolarisation de Ja cellule menant a Pouverture des canaux calciques voltage-dépendant de type
L et T et a I'élévation rapide de la concentration intracellulaire de calcium. Cette hausse de calaum
intracellulaire active Ja CaM et les CCaMK qui phosphorylent des facteurs de transcription afin de

promouvoir la transcription du geéne de la S24R [60] et du CYP771B82 [63].

La corticotrophine. 11 a été démontré que les souris privées du géne de la pro-opiomélanocortine

POMCQC), le précurseur immature de PACTH, présentent une morphologie anormale de la
corticosurrénale et une diminution marquée, mais détectable, des niveaux d’aldostérone, révélant
Pimportance de FACTH pour la sécrénon d’aldostérone [62]. Toutefois, bien que la simulaton aigué
des cellules de la ZG par PACTH induise la production d’aldostérone, un exces chronique ’ACTH
en supprime les concentratons circulantes [63]. Les mécanismes sous-jacents a cette réponse
demeutent obscurs, mais impliqueraient les concentratons intacellulaires ’AMPc générées par

Facuvagon du MC2R |24;63], présent dans toutes les zones de la corticosurrénale [281].

2.3.1.2 Les zona fasciculata et reticularis : la corticotrophine et Ia vasopressine

La régulaton de la synthése des glucocorticoides par les cellules de la ZF et des androgenes par les
cellules de la ZR est sous la régulaton des hormones dénvées de 'axe hypothalamo-hypophysaire
[14], méme si d’autres facteurs tels que les neurotransmetteurs [133], les cytokines [129] et certains

(neuro)pepudes [198] peuvent y jouer un role.

La fonction hypothalamique est régulée par des signaux d’origine hormonale qui reposent sur le
phénomene de rétro-inhibiton ainsi que sur les influx neuronaux [13]. De cette maniere, la relache de
CRH et de VP par le noyau paraventriculaire (paraventricular mmclens : PVN) de Phypothalamus dans le
systeme porte hypothalamo-hypophysaire est sumulée par des influx en provenance des systemes
nerveux central et périphérique en réponse, le plus souvent, a une situation de stress physique ou
psychologique |235;272], mais inhibée par de fortes concentrations plasmatiques de glucocorticoides
par le GR présent a ce niveau [129;272]. En fait, la VP serait impliquée dans la sensibilisation de
Padénohypophyse a de nouveaux sumuli ainsi que dans le maintien de la réponse corticotrope au

cours d’un stress chronique par, entre autres, la potentalisaton des effets simulants de Ja CRH sur la
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sécrétion d’ACTH, Ja VP seule érant un faible simulus de l'actvité corticotrope [4;272]. Dans

'adénohypophyse, plus particulicrement dans les cellules corticotrophes, la CRH se fixe a son
récepteur membranaire de type 1 (type 7 corticotrophin releasing hormone recgpror : CRHRT), un GPCR dont
la signalisation intracellulaire est assurée par la voie de I'adénylate cyclase/AMPc/ protéine kinase A
(PKA) [3]. De la méme maniere, la VP se lie 2 un GPCR, le récepteur VIb ou V3, dont la
signalisation est couplée a la PLC [272]. Dans les deux cas, cette haison active la production de
POMC ainsi que la relache ’ACTH et de B-endorphine par protéolyse de la POMC [235]. Par
allleurs, les GR présents dans les cellules corticotrophes permettent aux hormones stéroidiennes
d’exercer un rétro-controle négadf sur la synthese de POMC et la relache ’ACTH [129]. Une fois
libérée dans le sang, PACTH rejoint les cellules des ZF/ZR ou elle actve la biosynthese des
glucocorticoides et des androgeénes par sa liaison au MC2R. La signalisation du MC2R par la voie de
Padénylate cyclae/AMPc/PKA entraine augmentation de Pactivité de Ja nCEH [14] ainsi que de la

transcription génique des enzymes de la synthese des glucocorticoides [238].

2.3.2 La médulla surrénalienne

La sécréton des hormones de la médullosurrénale est principalement assurée par la relache
d’acétylcholine par les terminaisons des fibres préganglionnaires du systéme nerveux autonome
sympathique [90]. Au point de vue développemental, la médullosurrénale s'apparente a un ganglion
sympathique, les cellules chromaffines ressemblant a des neurones postganglionnaires sympathiques.
Cependant, les cellules chromaffines libérent leurs hormones dans la circulation sanguine.
Néanmoins, d’autres facteurs comme Iactivine A [147] et les glucocorticoides [121] possedent la
capacité de moduler la biosynthése et la sécrétion des catécholamines.

La séquence d’événements sous-jacents a I'nduction de la relache de catécholamines par la
médullosurrénale en réponse a un stimulus est encore obscure. Il est toutefois connu que la
simulation de la médullosurrénale par les neurones préganglionnaires, eux-mémes activés par des
simuli tels que Pexercice, 'hypoglycémie ou Phypoxie, provoque la dépolansaton des cellules
chromaffines par Pentrée de sodium causée par I'actvaton des récepteurs de Pacétylcholine, les
récepteurs nicotiniques [90;103]. Ces récepteurs font partie dun groupe de canaux ioniques
transmembranaires dont Pouverture est dépendante de la liaison dun messager chimique, les
récepteurs lonotropes. La dépolarisation des cellules chromaffines entraine Pouverture de canaux

calciques dépendants du voltage, assurant une augmentation intracellulaire de calcium qui sumule la
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synthese et le relarguage des catécholamines par des mécanismes de sécrétion comme I'exocytose
[103]. En effet, Pélévation intracellulaire de calcium acave des protéines kinases, dont la PKC, qui
phosphorylent la TH sur des résidus sérine, augmentant ainsi son actvité et la synthese des
catécholamines [34]. Cette phosphorylation de la TH assure la biosyntheése des catécholamines en
réponse a une sumulation aigu€, mais doit étre supportée par une synthése protéique de la TH dans
les cas de stimulation chronique |34]. Par ailleuss, la PKC peut induire la voie des protéines kinases
activées par un mitogene (mtogen-acivated protein kinase : MAPK) qui interviendrait dans la régulaton de

la relache des catécholamines [66].

2.4 LE DEVELOPPEMENT DE LA SURRENALE

La surrénale adulte se compose de deux tssus d’origine embryonnaire distincte, le cortex et la
médulla. Les cellules de la médulla proviennent des crétes neurales alors que les cellules de la zone
corticale dénivent du tissu mésodermique. La morphologie et la fonctionalité de la surrénale adulte
sont bien conservées entre les especes. Toutefois, sonvdéveloppement et sa croissance chez 'humain

et les pnimates en général different nettement de ceux des autres especes telles que Je rat.

2.4.1 Chez ’humain

Sucheston et collegues |256] ont défini cinq étapes importantes dans la croissance surrénalienne :
(1) la condensation de Pépithélium ccelomique autour de la 3°4° semaine de grossesse formant
Pébauche de la surrénale; (2) la prolifération et la migration des cellules épithéliales ceelomiques vers la
5 semaine de grossesse; (3) la différenciaion morphologique des cellules corticales en deux zones
distinctes entre les 8-10° semaines de grossesse définissant les zones feetale et définitive; (4) le déclin
et la disparition de la zone feetale dans les mois suivants la naissance et (5) Iétablissement et la

stabilisation de la zonation adulte vers 'age de 10-20 ans [183].

2.4.1.1 La corticosurrénale

A partir de la 8° semaine, le feetus possede une surrénale dont le cortex, bien que rudimentaire, se
divise en deux zones distinctes, la zone feetale et la zone définitive. Vers la 9° semaine, une capsule se
forme autour de la corticosurrénale et 'enveloppe complétement. Au méme moment, un vaste réseau

de capillaires se développe entre les cordons cellulaires de la zone feetale. Cette vascularisaton, requise
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pour la libération des hormones, prédomine dans la portion centrale de la zone feetale et persiste tout

au long de la vie feetale [183].

La croissance rapide de la corticosurrénale s’amorce vers la 10° semaine et se poursuit jusqu’au
terme de la grossesse. Toutefois, aprés 10-12 semaines, la morphologie de la corticosurrénale
demeure reladvement constante [91;183]. Vers la moitié de la grossesse, la zone feetale représente pres
de 80-90% du cortex surrénalien et ses cellules possédent les caracténstiques ultrastructurales d’une
actvité stéroidogénique (liposomes, nombreuses mitochondries, rédculum endoplasmique lisse tres
développé). La croissance de la zone feetale se produit principalement par hypertrophie cellulaire et
est dépendante de la sécrétion d’ACTH par 'hypophyse feetale. La zone définive, mince et
superficielle, est formée d’une quinzaine de cellules qui exhibent les propriétés struturales de Iétat
prolifératf (faible volume cytoplasmique, ribosomes libres, mitochondries petites et denses). Bien que
pauvres en lipides a la mi-grossesse, les cellules en accumulent et commencent a ressembler a des
cellules stéroidogéniques actives avec la progression de la grossesse. De ce fait, les cellules de la zone
définigve s’apparentent aux cellules de la ZG adulte vers la fin de la grossesse. Au cours du second
trimestre de la grossesse, une troisiéme zone devient identifiable. Située entre les zones définitive et
feetale, il s’agirait d'une zone de transition/différenciaton pourvue de cellules analogues aux cellules
de la ZF de I'adulte. Ainsi, vers la 30° semaine de grossesse, les zones définitive et transitoire exhibent
respectivement les caractérisiques morphologiques des ZG et ZF et donnent au costex Paspect

élémentaire de la corticosurrénale adulte.

Dans les mois suivant la naissance, la corticosurrénale subit un important remodelage impliquant
- Patrophie par apoptose de la zone feetale [250] par le récepteur AT, [51] et une vague de
différenciaton menant au développement des ZG et ZF. La ZR correspondrait quant a elle a Ia
dégénérescence de la zone feetale [183]. 1l existe deux courants de pensée en rapport avec la
croissance et la différenciaton qui prennent place dans la corticosurrénale feetale et meénent a la
zonation foncuonnelle définiuve [277]. La théorie de la zonation (Figure 14, scénario A) émet
I’hypothése que chacune des zones se développe indépendamment les unes des autres. Cette théorie
est basée sur I'observation de cellules en mitose dans chacune des trois zones cortcales. Chez le rat,
Pexpression précoce du CYP11B1 dans les ZF/ZR suivie par Pappandon du CYP11B2 dans les
cellules sous-jacentes a la capsule en fin de gestauon supporte ce concept [279]. Le modéle de la

L : L ) . , , P
migraton (Figure 14, scénario B1) propose Pexistence d’'une populaton de cellules précurseures sous
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Figure 14. Les modéles expliquant la formation des zones corticales de la surrénale.
Adaptée de |277)].

la capsule de la surrénale. Ces cellules se différencieraient d’abord en cellules de la ZG et changeraient
de phénotype au fur et a2 mesure de leur migration centripéte vers les ZF/ZR ou elles mourraient.
Cette théorie repose sur des observations-clés : les études d'incorporation de thymidine tritiée révele
une migration centripéte des cellules corticales de la zone exteme vers la zone inteme [286]; 1l existe
une intense prolifération sous-capsulaire résultant de Pénucléaton (ablation de la médulla et du cortex
interne sans atteinte de la ZG) permettant la croissance centtipete et la zonation de la surrénale a
partr des cellules précurseures [85] et des analyses du profil d’expression d’un transgene du CYP21
suggerent une origine clonale commune aux lignées cellulaires des zones de la corticosurrénale [191].
Ainsi, ces travaux supposent la présence dune zone de cellules pluripotentes capables de se
différencier et de former les trois types cellulaires de la corticosurrénale. De plus, des érudes
immunohistochimiques, a I'aide de marqueurs spécifiques des ZG (CYP11B2) et ZF (CYP11B1),
révelent Pexistence chez le rat d’une zone de cellules indifférenciées n’exprimant aucun des deux
marqueurs [188]. Située entre les ZG et ZF plutdt que sous la capsule, les cellules de cette zone
intermédiaire migreraient vers I'extéieur pour alimenter la ZG et vers linténeur pour repeupler la ZF

(Figure 14, scénario B2).
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2.4.1.2 L’ontogénie des enzymes stéroidogéniques

La surrénale feetale joue un réle fondamental dans le mainten de 'homéostasie intra-utérine et
dans Iinduction de la maturation fonctionnelle de plusieurs organes pour préparer le feetus a sa
(sur)vie extra-utérine. Pour assumer ces fonctions, la surrénale feetale sécrete des hormones stéroides,

en particulier du DHEA et son dénivé sulfaté ainsi que du cortsol.

Tres tot pendant le développement, les cellules de la zone feetale expriment Jes CYPT1A et
CYP17 permettant la synthese en grande quantité de DHEA et de DHEA-sulfate, les substrats des
cestrogénes placentaires. Toutefois, 'absence de 3BHSDII dans ces cellules les rend incapables de
produire des minéralocorticoides ou des glucocorticoides a partir de la prégnénolone, et ce, malgré
Iexpression du CYP21. ’augmentation des cestrogenes dans la circulation maternelle autour de la
12" semaine de grossesse coincide avec la croissance hypertrophique de la zone feetale et la

production ?’ACTH par 'hypophyse feetale [183].

Bien que les CYP11A, CYP17, CYP21 et CYP11B (CYP11B1/2 confondus) soient détectés dans
les zones définitive et de transition des la mi-grossesse, ce n’est que vers la fin de la gestation que les
cellules de ces zones acquierent la capacité de produire ¢e 7o de Paldostérone et du cortisol par
Pexpression de la 3BHSDII [183]. Ainsi, la synthese de minéralocorticoides par la surrénale feetale est
tres faible en début de gestation. Apres la 16° semaine, les cellules de la zone définitve expriment
néanmoins les récepteurs AT, et AT, a leur surface [38] dénotant que la synthése minimale
d’aldostérone est due autant a P'absence de réponse a 'All qua la carence de I'expression de la
3BHSDIL A terme, pres de 80% de la concentration sanguine feetale d’aldostérone provient d’une
synthese surrénalienne par le feetus. L'ontogénie de la sécrétion de cortisol pat la corticosurrénale
feetale est toutefois plus nébuleuse. D’aprés des observations cliniques et des études z wi a partir de
tssu feetal, la surrénale doit produire du cortsol de fagon précoce pendant la grossesse afin d’exercer
un controle négatif sur la sécrétion ’ACTH par 'hypophyse du feetus. Sa synthese de now n’a été mise
en évidence que récemment par le groupe de Goto et collegues [112]. Leurs travaux démontrent la
présence transitoire de la 3BHSDII, expression qui est cotrélée avec la biosynthese de cortsol dont la

concentration atteint un maximum a 8-9 semaines de grossesse.



Ces observations indiquent que chacune des zones de la corticosurrénale feetale possede un
rythme de maturaton fonctionnelle qui dépend de Pontogénie de Pexpression des enzymes de la
stéroidogenese. De cette maniere, la corticosurrénale feetale se compose de trois zones disctinctes
autant du point de vue morphologique que fonctionnel : (1) la zone définitive sapparente a la ZG de
la surrénale adulte par P'acquisiton de sa capacité a synthétiser des minéralocorticoides en fin de
grossesse; (2) la zone de transiton analogue a la ZF ou a lieu la producton des glucocorticoides par

Pexpression des enzymes spécifiques a leur synthese et (3) la zone feetale qui produit de fagon précoce

d’importantes quantités de DHIEA et de DHEA-sulfate [183).

2.4.1.3 La médullosurrénale

Le systeme nerveux sympathique dérive des sympathogonies de la créte neurale. Aux environs de
la 5° semaine de grossesse, les sympathogonies migrent vers la région thoracique ou elles forment les
chaines sympathiques de part et dautre de la colonne vertébrale et se différencient en cellules
catécholaminergiques. Par la suite, une certaine population de ces cellules migre vers la région ventrale
et envahisse la corticosurrénale ou elles forment une médulla rudimentaire, mais détectable des la
8 semaine. En fait, la médulla est virtellement absente de la surrénale feetale en ce sens qu'elle ne
représente qu'une structure discréte de petits flots de cellules chromaffines immatures dispersés dans
la surrénale. En étroite associaton avec les cellules de la corticosurténale, les cellules
catécholaminergiques se différencient en cellules chromaffines dans lesquelles des granules de
sécrétdon sont décelables autour de la 12°semaine. Dans cet environnement, les cellules
catécholaminergiques sécrétrices de norépinéphrne se transforment en cellules chromaffines
productrices d’épinéphrine. Suite a Iinvolution de la zone feetale au cours des premicres semaines
post-natales, les cellules chromaffines se regroupent et se fusionnnent autour de la veine centrale.
Vers la 4° semaine de vie post-natale, la majorité des cellules sont regroupées au centre de la glande.
Ce n’est toutefois qu'apres 12-18 mois suivant la naissance que la médulla prend Papparence qu’elle

possede au sein de la surrénale mature [90;123;140;183).

2.4.1.4 L’ontogénie des enzymes cathécolaminergiques

La relache de catécholamines par la médullosurrénale joue un réle vital dans la préparaton et

Padaptation de I'organisme feetal 4 sa (sur)vie extra-utérine. Toutefois, peu d’études témoignent de
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Pontogénie des enzymes responsables de leur biosynthése. Les cellules chromaffines acquierent
précocément leur phénotype adulte en exprimant dés la 7° semaine de grossesse les génes de la TH
[189] et de la DFH [288] et plus tardivement, de la PNMT [288]. Le contenu en catécholamines de la
surrénale feetale est donc détectable autour de la 10%-16° semaine selon la sensibilité de la technique

utlisée (chromatographie liquide de haute performance »s radioimmunoessai) [104;274].

2.4.2 Chez le tat

Chez le rat, 'ébauche de la surrénale, visible a4 G13 [200], dérive du tissu mésenchymateux adjacent
a Pépithélium ceelomique présent dans les crétes génitales [186]. La surénale apparait vers G16
comme une masse encapsulée dans laquelle se trouvent des cellules destinées a la formation du cortex
surrénalien [138;282]. Wotus et collegues [279] ont démontré que les phénotypes cellulaires associés
aux ZG et ZF/ZR sont présents dés G16 et qu'ils sont fonctionnellent compétents puisqull existe
une biosyntheése d’aldostérone et de corticostérone par Pexpression des CYP11A, CYP21 et CYP11B
[186]. Néanmoins, la zonation définitive du cortex surrénalien tel qu’il apparait chez ’adulte, a savoir
une ZG externe et une ZF/ZR intemne, ne survient qu’a G18 [186;187;279]. Par ailleurs, la synthése
de stéroides par la corticosurrénale feetale serait déja soumise a une régulation par PAll et FACTH

puisque les récepteurs AT, et AT, [186;240;241] et MC2R [54] sont exprimés a partr de G16.

Les cellules de la médullosurrénale proviennent de la créte neurale [279] a partir de laquelle elles
migrent vers I'ébauche corticale entre G13-G15 |282]. Ces cellules précurseures qui expriment le géne
de la TH [270;282] s’accumulent a 'extérieur du primordium pour ensuite s’y infiltrer [200;279]. Leur
migraton a l'intérieur de ébauche prend fin a G17 [282]. Les cellules précurseures acquicrent la
capacité de produite de I'épinéphiine par P'expression génique de la PNMT a G16 [237] ou G18 [270]
en se différenciant en cellules chromaffines. Des travaux suggérent que cette différenciation serait
dépendante des glucocorticoides et de la fonctionnalité du GR dont la présence est détectable a2 G17
[237). Toutefois, Kennedy et collegues [150] ont plutdt démontré que Pexpression initiale de la
PNMT dans les cellules chromaffines est indépendante des glucocorticoides, mais que la présence du
GR permet une synthése accrue d’épinéphrine. Il apparait que la conversion complete des cellules
précurseures en cellules chromaffines donne a la médullosurrénale sa forme definitive des G19 [10],

méme s’ existe une dispersion des cellules positives pour la TH au sein du cortex surrénalien
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jusqu’aux premiers jours de la vie post-natale [186;187), indiquant une maturation tardive de la

médullosurrénale.

3. HYPOTHESE ET OBJECTIFS DE TRAVAIL

La croissance feetale résulte de Pinteraction de nombreux facteurs, incluant entre autres des
facteurs matemels (age et talle maternel, capacité pelvienne et utérine, état respiratoire et
cardiocirculatoire, condition nutritionnelle, statut hormonal), le bagage génétique du feetus et des
facteurs environnementaux (classe sociale, guerre). Issu du feetus, mais étroitement lié a la mere, le
placenta joue également un réle primordial dans la modulation du développement intra-utérin et de la
croissance feetale par ses fonctions sécrétoires (hormones stéroidiennes, facteurs de croissance,

cytokines) et ses capacités d’échanges (oxygene, nutriments, déchets).

Le placenta est supporté dans ses activités par les importantes modifications de ’homéostasie
maternelle, incluant Pexpansion volémique, et de la circulation utérine au cours de la grossesse. IZ
fait, chez la rate, le diametre des arteres utérines double en fin de gestation [251]. Cependant,
lorsqu'une dicte faible en sodium est donnée a des rates au cours du demier ters de gestation,
Pexpansion volémique maternelle [228] et Paugmentation du diametre des artéres utérines [252] sont
considérablement réduites. Ces observations sont associées a une diminution du poids du placenta
ainsi qua une RCIU chez les foetus [228]. D’apres une étude comportementale conduite chez ces
animaux, ces changements sont accompagnés d’une redistribution du flot sanguin vers les organes
nobles (cerveau, cceur, surrénale) au détament des organes et tissus périphériques du feetus (rein) [26).
11 appardit ainsi que la dicte faible en sodium chez la rate gestante serait associée a une perturbation de
la circulation utéro-placentaire.

Par ailleurs, des travaux ont démontré que Iinvasion endovasculaire — nécessaire au remodelage
des arteres de la vasculature utérine et a I’établissement de la circulation utéro-placentaire — se produit
autour de G13 chez la rate [45], laissant présager une interférence de la diéte faible en sodium avec le
développement du placenta dans notre modeéle animal de RCIU. De plus, d’autres études indiquent
que le développement et Ja maturation de la surrénale feetale surviennent au cours de la derniere
semaine de gestation chez le rat [186;279;282], suggérant cette fois encore un effet de la diete faible en

sodium sur la croissance de cette glande.
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Ainsi, ces différents travaux jumelés aux observations produites a partir de notre modele animal de

RCIU nous ont amenés a formuler deux hypotheses, a savoir :

| A) La RCIU observée chez les feetus de rates recevant une restriction sodique au cours de la

derniére semaine de gestation est associée a une hypoxie placentaire.

B) La stéroidogenése surrénalienne et la synthése des catécholamines sont modifiées chez

les feetus RCIU, influengant la sécrétion hormonale.
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RESUME EN FRANCAIS DU MANUSCRIT 1

Hypoxie placentaire dans un modéle de restriction de croissance intra-utétine induite par

une diéte faible en sodium chez le rat

Nous avons développé un modéle animal de restriction de croissance intra-utérine (RCIU) en
donnant une diéte faible en sodium a des rates au cours de la demiére semaine de gestation. Ce
traitement empéche I'expansion volémique matemelle et I'augmentation du diametre des arteres
utérines et conduit a une diminution du poids des placentas par rapport a la gestation normale,
suggérant une moditicaton de la perfusion utéro-placentaire. Nous proposons que la RCIU observée
dans notre modéle soit associée a une hyvpoxte placentaire. Au cours de la demiére semaine de
gestation, la moitié des rates a regu une diete faible en sodium. Au jour 22 (terme=23jours), les rates
ont été sacrifiées et les placentas ont été prélevés et congelés. L'expression génique du facteur de
croissance vasculaire endothéliale (VEGF) et de ses récepteurs amnsi que des transporteurs de glucose
(GLUT) a été évaluée par transcription inverse-réaction de polyménsation en chaine (PCR) tandis
que l'expression protéique du VIEGF, des synthases du monoxyde d'azote (NOS) et des GLUT a éié
mesuré par ELISA ou immunobuvardage de type Westemn. La localisaton du VEGF a éié effectuée
par immunohistochimie. L'acavité de la catalase et superoxyde dismutase a été évaluée par des tests
colorimétriques. Les nitrotyrosines ont été détectées par «.sior biot». L'expression protéique des
protéines pro-apoptotiques (Bax, p53) et anu-apoptotques (Bcl-2, Bd-X;) a été mesurée par
immunobuvardage de type Western. La méthylation du promoteur de p53 a été évaluée par PCR.
Nous avons observé dans les placentas RCIU une diminution de I'expression génique du VEGF,
mais une augmentagon de sa protéine, en particulier dans la zone labyiinthe, des niveaux plus élevés
de PARNm du VEGFR1, une augmentation protéique de la NOS endothéliale et une augmentation
de l'index apoptouque et de la protéine p53. Nos résultats démontrent que la restriction de croissance
placentaire et fcetale observée dans notre modéle est médiée, en partie, par une hypoxie et une
apoptose placentaires.

Mots-clés : facteur de croissance vasculaiwe endothéliale, synthase du monoxyde d’azote,

transporteur de glucose, apoptose
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ABSTRACT

We have developed an animal model of intrauterine growth restricion (IUGR) by giving a low-
sodium diet to dams over the last week of gestation. This treatment prevents the expansion of
maternal circulating volume and the increase in uterine artery diameter and leads to reduced placental
welght compared to normal gestation, suggesting an altered uteroplacental perfusion. We proposed
that IUGR seen in our model is associated with placental hypoxia. During the last week of gestation,
half of the dams received a low-sodium diet. On day 22 (term=23 days), rats were sacrificed and
placentas were collected and snap frozen. Gene expression of vascular endothelial growth factor
(VEGF) and its receptors as well as glucose transposters (GLUT) was evaluated by reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (PCR) whereas the protein expression of VEGF, nitric oxide
synthases (NOS) and GLUT was measured by ELISA or Western blot. VEGF localisation was
performed by immunohistochemistry. The activity of superoxide dismutase and catalase were
evaluated by colorimetic assays. Nitrotyrosine proteins wete detected by slot blot. Protein expression
of pro-apoptosis proteins (Bax, p53) and ant-apoptosis proteins (Bcl-2, Bel-X,) was measured by
Western blot. p53 promoter methylation was evaluated by PCR. We observed in IUGR placentas a
decreased VIEGF gene expression, but an increase in its protein levels, particularly in the labyrinth
zone, higher levels of VIEGFRT mRNA, an augmentation in endothelial NOS protein expression and
an increased apoptotic index and p53 protein expression. Our data suggest that reduced placental and
foetal growth observed in our model might be mediated, in part, through placental hypoxia and
apoptosis.

Key terms: vascular endothelial growth factor, nitric oxide synthase, glucose transporter, apoptosis
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INTRODUCTION

The actology of abnormal foetal growth ie. intrauterine growth restriction IUGR) is not
well understood, around 40% of TUGR cases being idiopathic [1]. Clinical and basic research data
suggest that TUGR results from maladaptation and malinvasion of uteroplacental arteries, which
increase uteroplacental vascular resistance and may compromise uteroplacental perfusion as well as
maternal-foetal transport of oxygen (O,) and nutrients |2]. In the placenta, O, is supplied by the
maternal blood flow and simultancously extracted by the foetal blood stream. Thus, alterations at one
or both ends lead to O, tension changes within the placenta and impair. the balance of the intervillous

Q, pressure.

Adaptations to decreased O, levels are mainly mediated by the hypoxia-inducible
transcription factor (HIF). Upon hypoxic stabilizadon, HIF wransactvates O,-regulated genes, such as
the vascular endothelial growth factor (VEGE), the induable nitric oxide synthase (iINOS) and the
facilitauve glucose transporters (GLUTSs). GLUTs upregulaton is required to maintain energy levels
via the switch to anaetobic metabolism [3]. INOS through NO' generation regulates vascular tone by
mediating endothelium-dependant vascular relaxation and thus, increasing local blood flow [4].
Similatly, VEGF promotes new blood vessel growth to enhance blood flow and the amount of O,
delivered to the hypoxic ussue [5]. VEGF binds to two distinct receptor tyrosine kinases termed
VEGF receptor-1 and -2 (VEGIEFRT and 2) [6]. VEGF can induce upregulation of both endothelial
NOS (eNOS) and INOS in endothelial cells via VEGFR2, further supporting the role of NO' in
hypoxic-mediated endothelial functon and angiogenesis |7]. However, NO' has also negative
propertes as a member of the reactive nitrogen spedies. Indeed, under certain conditions, NO' can
react with reactive oxygen species (ROS), and be converted in more reactive redox derivatives that

can attack proteins, lipids and DNA [8].

ROS released during hypoxia has been proposed as a signalling pathway in the detection of
O, surrounding levels [9]. The primary defence against ROS is the superoxide dismutase (SOD). This
enzyme rapidly converts the superoxide anion (O,7) into hydrogen peroxide (H,0,), which is
transformed Into water by the enzymes catalase and glutathione peroxidase [8]. In cases of O,”
accumulation or increases in NO' concentratons, NO' competes with SOD for the removal of O,
by forming the peroxynittite anion (ONOG"). ONOO" is commonly implicated as a mediator of

tyrosine nitration and oxidation, a process that can alter protein functions [8].



69

Whereas severe and prolonged hypoxia can initiate apoptosis, cells often adapt to acute or
mild hypoxia and survive [10]. Depending upon the stimuli, apoptosis can be initiated by two
interrelated signalling pathways: the death receptor-mediated pathway induced by ligands such as
TNFa and the mitochondsial pathway. In the latter, apoptosis is triggered by exogenous stimuli like
DNA damage or hypoxia and the death signal is transmitted through the mitochondsia. This pathway

involves alterations in the expression of p53 and members of the Bel-2 family [11].

Studies on rat placental development have shown that trophoblast invasion is initiated
around day 13, increased and reached a peak on day 18 [12;13]. We reported that giving a Jow-sodium
diet to rats for the last week of gestation results in the birth of IUGR pups [14]. The reduced maternal
circulating volume expansion accompanied by the decreased uterine arcuate artery diameter and
placental weight compared to normal gestation, indicate poor placental perfusion which could be
involved in the IUGR seen in our model [14;15]. Lower plasma volume expansion has been observed
in women with idiopathic IUGR [16;17], making our IUGR model relevant to the human condition.
In view of these, we have hypothesized that IUGR observed in our animal mode] could be associated
with placental hypoxia. The aim of the cutrent study was to evaluate the exptession of hypoxia-
inducible genes (VEGF, NOS, GLUT), oxidative/nitrosative stress markers (SOD, catalase,
nitrotyrosines) as well as pro- (Bax, p53) and ant-apoptotic (Bcl-2, Bcl-X,) proteins in normal and
TUGR term-placentas. Moreover, we examined foetal JUGR kidneys in order to look for foetal

hypoxia by evaluating VEGF expression and apoptosis-related markers.
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MATERIALS AND METHODS
Amimals

This study was approved by the local Animal Care Committee, which is accredited by the
Canadian Council on Animal Care. Female Sprague-Dawley rats (Charles River Canada, St-Constant,
Québec, Canada) weighing 225-250 g were mated with a known fertile male. Day 1 of pregnancy was
determined by the presence of spermatozoa in morning vaginal smears. All animals were housed
under controlled lighting (GAM-6PM) and temperature (21£3°C). The dams were randomly assigned
to 1of 2 diets for the last 7 days of gestaton (term=day 23). One group was fed a normal diet
containing 0.2% sodium (normal diet 5755, PMI Feed Inc, Ren’s Feed and Supplies, Oakville,
Ontario, Canada) and tap water. Their fetuses comprised the control group. The second group
received a 0.03% sodium diet (low-sodium diet 5882; PMI Feed Inc)) and demineralized water. Their
foetuses suffered from IUGR (JUGR s control: male: 4.7 + 0.5 g #r 5.2 £ 0.5 g, P<0.001 and female:
44+ 05gs49 %04 g, P<0.001) as previously shown [14].

Tissue collection

On day 22 of gestation, animals were sactificed (BAM-9AM) by decapitaton. Placentas (n=1
is 3-4 placentas per dam) and sex-separated foetal kidneys (n=1 is 3-4 pooled kidneys per sex per
litter) were quickly removed and snap-frozen in liquid nitrogen. For histology and
immunohistochemistry, placentas and foetal kidneys were immediately immersed in 10% formaline
and then embedded in paraffin. Trunk blood of mothers as well as of their male and female foetuses
was rapidly collected after decapitation in plain tube (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) and
centrifuged at 1,550 ¢ for 20 min at 4°C. Serum was stored at —80°C unul its use to measure glucose

by potentiometry (n=15 dams or sex-pooled litters per group).

DNA isolation and p53 promoter methylation

Total DNA from frozen placentas (n=6/group) was extracted by DNeasy tissue kit (Qiagen
Sciences, Mississauga, Ontario, Canada) according to the procedure detailed by the manufacturer.
Undl use, final DNA eluates were stored at —80°C. DNA concentragons were determined by
absorbance measurement at a wavelength of 260 nm and the integrity of samples was determined by
the 260/280 nm ratio.

The methylaton status of the p53 promoter region was determined as described by Pogribny

et al. [18]. Buefly, control and TUGR placental DNA were treated with the methylation-sensiove
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restriction enzymes HinP1I, Acil and BstUI according to the procedure detailed by the manufacturer
(New England Biolabs, Beverly, MA). Conventional PCR was then performed in a total volume of
50 ul where each PCR reaction contained 0.5 pg of DNA (with or without restricion enzyme pre-
treatment), 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM of each deoxynucleotide triphosphate, 25 pM of each primer and
2.5 units of Taq DNA polymerase (Invitrogen Canada Inc., Burlington, Ontario, Canada). A DNA
segment from the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene that contains no
CpGs was amplified and used as an internal control. Negative control containing no DNA was done.
Cycle parameters consisted of an initial denaturation step at 95°C for 7 min, followed by 30 cycles of
denaturation at 95°C for 30's, primers (Table 1) annealing at 54°C for 60 s and extension at 72°C for
90s. Then, 10 pl of each PCR product were then applied on a 1.5% agarose gel, electrophoresed,
visualized by ethidium bromide (EBr) staining and quantfied by Alpha Imager software (Alpha

Innotech Corporation, San Leandro, CA).

RINA dsolation and reverse transcriptase;polymerase chain reaction (RT-PCR)

Total RNA from control and TUGR placentas (n=6/group) and foetal kidneys (n=6/group)
was extracted by TRIlzol reagent (Invitrogen Canada Inc.). Final RNA pellets were dissolved in an
appropriate volume of diethylpyrocarbonate water and stored at —80°C. RNA concentraton was
established by absorbance measurement at a wavelength of 260 nm, integrity of the samples was
ascertained by the 260/280 nm ratio, and quality was verified by EtBr fluorescence.

PCR primers specific for genes of interest (Table 1) were designed with PRIMER3

(www.genome.wi.mit.edu/ cgi—bjn/primer/ prmet3 www.cg) based on sequence data from the

National Center for Biotechnology Information. Single-stranded ¢cDNA was created by RT
(SuperScript™ I RNase H-Reverse Transcriptase, Invitrogen Canada Inc) and PCR (Tag DNA
Polymerase, Invitrogen Canada Inc.), employing the procedure detailed by the manufacturer. The
annealing step was cared out for 1 min at temperatures established for each gene in placentas and
foetal kidneys (Table 1). The extension step was performed at 72°C for 1 min. PCR results were
collected in the middle of the exponential phase. The number of cycles needed for amplification was
established for each gene in each tissue (Table 1). To ensure that genomic DNA was not amplified,
RT was performed without enzyme and PCR done as previously described. PCR products were
electrophoresed on 1% agarose gels, visualized by EtBr staining and quantfied by Alpha Imager
software (Alpha Innotech Corporation). The procedure was conducted on triplicate samples. The

results are reported on GAPDH as internal control.
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VEGEF immmnolistochenistyy

Whole placentas (9 control placentas from 3 different litters and 11 IUGR placentas from 4
ditterent litters) and foetal kidneys (12 kidneys per sex per group from 3 ditterent litters) were treated
with incremental concentrations of alcohol, followed by xylene and paraffin. Slices of 6 um thickness
were prepared and immunohistochemical analysis were performed to asses the presence of VEGF.
Sections were deparaffinized in xylene and hydrated in ethanol. After blocking of endogenous H,0,
and nonspecific antibodies, the slices were treated serially with the primary rabbit ant-VEGF
antibody (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Craz, CA), the secondary biotinylated goat anti-rabbit
antbody (Vector Laboratores, Burlingame, CA), incubated with avidin/biotn complex (ABC kit,
Vector Laboratosies), treated with 3-3-diaminobenzidine chromogen substrat (DAB kit, Vector
aboratofies) and, finally counterstuned with haematoxylin and mounted. Immunolabelling was
acquited using an Olympus microscope BX-60 equipped with QImaging Reuga 2000R camera
(Olympus, Markham, Ontario, Canada) and quantfied by Image Pro 6.1 plus (MediaCybemetics,
Silver Sprng, MD).

VVEGE, GLUT1, GLUT3, eNOS, iNOS, Bax, Bc-2, Bd-X, and p33 protein expression

Frozen placentas (n=10/group) or foetal kidneys (n=10/group) were homogenized in a
commercial lysis buffer (1:4 w/v) and centrifuge at 12,000 ¢ for 15 min at 4°C. Supernatants were
used to determine VEGF protein concentratons by an ELISA commercial kit according to the
procedure detailed by the manufacturer (RayBio® Rat VEGF Elisa kit, RayBiotech, Inc., Norcross,
GA).

Frozen placentas (n=6 or 12 [for GLUTS|/group) or foetl kidneys (n=6/group) were
homogenized in Tus buffer (1:4 w/v) containing 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 150 mM NaCl,
1mM EDTA, 1% NP-40, 0.25% sodium deoxycholate and 1X complete EDTA-free protease
inhibitor cocktail tablet (Roche, Indianapolis, IN) and centrifuged at 12,000 ¢ for 30 min at 4°C. The
supernatants were collected and protein concentrations were determined with the Bio-Rad assay kit
(Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada), with bovine serum albumin (BSA) as standard. The
supemmatants were then resuspended in Laemmli buffer. For comparative purposes, equal amounts of
protens were separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamude gel electrophoresis and then
transferred electrophoretically to nitrocellulose membranes (Fisher Scientific, Nepean, Ontatio,
Canada). Non-specific sites on membranes were blocked in 5% dded milk or BSA (for Bcl-2) in
phosphate-buffered saline (PBS; 1.4 M NaCl, 2.7 mM KCl, 100 mM Na,HPO,, 17.6 mM IKH,PO,,
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pH 7.4)/0.1% Tween 20. For protein detection, nitrocellulose membranes wete incubated in the
antibodies to rabbit ang-GLUT1 (1:2,000; Santa Cruz Biotechnology Inc.), rabbit ant-GLUT3
(1:250; Santa Cruz Biotechnology Inc.), mouse ant-eNOS (1:500; BD Biosciences, Mississauga,
Ontario, Canada), mouse anti-iINOS (1:1,000; BD Biosciences), rabbit ant-Bax (1:2,000 for placentas
and 1:1,000 for foetal kidneys; Cell Signalling Technology Inc., Danvers, MA), rabbit ang-Bdl-2 (1:500
for placentas and 1:1,000 for foetal kidneys; Cell Signalling Technology Inc.), mouse ant-Bel-X
(1:2,000; BD Biosciences) and rabbit and-p53 (1:1,000; Cell Signalling Technology Inc.). Membranes
were then washed, and incubated with horseradish peroxidase-conjugated sheep anti-mouse or ant-
rabbit IgG (1:5,000; Amersham, Buckinghamshire, United Kingdom). Equal protein loading was
determined on the same membrane by mouse anti-B-actin primary antdbody (1:100,000; Novus
Biologicals Inc., Litdeton, CO). Immunoreactive bands were visualized with the ECL Westem
blotting analysis system (GE HealthCare Biosciences Inc., Montréal, Québec, Canada) and quantified
by Alpha Imager software (Alpha Innotech Corporation). The results are expressed as densitometric

units relative to B-actin.

SOD and catalase activity

Frozen placentas (n=10/group) were homogenized (1:4 w/v) in either 50 mM KH,PO, and
1 mM EDTA, pH 7.4 (for catalase) or 20 mM HIEPES, pH 7.2, containing 1 mM EGTA, 210 mM
mannitol and 7mM sucrose (for SOD) and centifuge at either 10,000¢ for 15 min at 4°C (for
catalase) or 1,500 g for 5 min at 4°C (for SOD). Supernatants were used to measure enzyme activity
by commercial kits according to the procedure detailed by the manufacturer (Cayman Chemical, Ann

Arbor, MI).

Protein nitration assay

Tyrosine nitration was quantified by slot-blot as described by Beauchamp et al. [19]. Briefly,
frozen placentas (n=6/group) were homogenized Ttis buffer (1:4 w/v) containing 50 mM Tris-HCl
buffer (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0.25% sodium deoxycholate and 1X
complete EDTA-free protease inhibitor cocktail tablet (Roche). The homogenates were centrifuged
at 12,000 ¢ at 4°C for 30 min, and the supematants were collected. Protein concentrations were
determined with the Bio-Rad assay kit (Bio-Rad). For comparative purposes, equal amounts of
protein (10 pg/lane) were loaded in a final volume of 100 pL in PBS. Nitrocellulose membrane was
placed in a Hybni-Slot manifold apparatus (Bethesda Research Laboratories, Bethesda, MD) and
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washed with PBS; 100 ul. of PBS-diluted protein solution were allowed to passively diffuse for 30
min and then washed with PBS. The membrane was removed from the apparatus, washed briefly
with PBS, and blocked with PBS/0.1% Tween 20 containing 5% died mik for 1h at room
temperature. The membrane was incubated overnight at 4°C with ant-nitrotyrosine polyclonal
antibody (1:5000, Upstate, Lake Placid, NY), washed, and then incubated with hotsesadish
peroxidase-conjugated sheep anu-rabbit 1gG (1:5,000; Amersham) for 30 min at room temperatute.
Jmmunoteactive bands were visualized with the enhanced ECL chemoluminescence detection
system (GE HealthCare Biosciences Inc.) and quantified by Alpha Imager software (Alpha Innotech

Corporation). The membrane was finally incubated with Ponceau-S to normalize for loading,

Statistical analysis
All results are expressed as mean = SE and compared using Student's # test. Stadstical

significance was assumed with a value of P<0.05.
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RESULTS
Sagns of placental hypoxia

In order to investigate the presence of hypoxia in JUGR placentas, VEGF, NOS and GLUT
expression, all known as hypoxia-induced genes, was determined [3;4;6]. Compared to control
placentas, VEGF mRNA expression in IUGR ones was reduced (Fig. 1A). However, protein
expression determined by ELISA (Fig. 1B) and by immunohistochemistry (Fig. 1C, D) showed that
VEGF protein levels were higher in IUGR placentas, in particular in the labyrinth zone. These
changes were accompanied by an increase in VEGFR1 gene expression (Fig. 1E). VEGFR2 mRNA
levels were similar in the two groups (Fig. 11). As shown in Fig. 2, eNOS protein expression was
increased in TUGR placentas, but iNOS protein expression was similar in JTUGR placental samples
compated to controls. GLUTT and GLUT3 mRNA (Fig, 3A) and protein (Fig. 3B) expression were
decreased in TUGR placentas but a statistical significance was only reached for GLUTT mRNA
levels. At term, serum glucose levels (mmol/I) were similar between low-sodium pregnant rats
(5.4 + 1.0) and their controls (5.6 * 0.6) as well as between TUGR (male: 4.5 * 1.1; female: 4.4 £0.9)
and control (male: 4.7 + 0.5; female: 4.0 £0.6) fetuses.

Also, in an attempt to check for the presence of NO™induced oxidatve damages, SOD and
catalase activity, the primary defences against ROS, and nitrotyrosine protein abundance, a biomarker
of NO'-dependent oxidative stress, were determined [8]. The enzymatic actvity of SOD (IUGR:
45109; contol 42 10.6 U/mL) and  catalase (TUGR: 103+ 0.8; control
8.9 £0.7 mmol/min/mL) as well as nitrotyrosine protein abundance TUGR: 0.9 * 0.1; control:
0.9 £0.4 arbitrary units) were unchanged in IUGR placentas compared to control ones.

Hypoxia can initate apoptosis via alterations in the expression of p53 and members of the
Bcl-2 family {10]. In JUGR placentas, Bax (Fig. 4A), Bcl-2 (Fig. 4B) and Bcl-X, (Fig. 4C) protein
expression was not significantly different between ITUGR placentas and their controls. However,
ratios of Bax/Bdl-2 (Fig. 4F) and Bax/Bd-X, (Fig. 4F) were higher in TUGR placental samples, but
reached a statistical significance for the Bax/Bcl-X; rato only, suggesting the presence of a greater
apoptosis in this group. CpG methylation was slightly reduced at all restriction sites studied in the
TUGR placentas when compared to controls, but no one reached a stadstcal difference (Fig. 5A). p53
protein levels were augmented in TUGR placentas (Fig. 5B). This result emphasizes the previous

finding of increased placental apoptosis.
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Sagns of foetal hypoxia

VEGF gene expression was similar in the kidneys from IUGR male or female foetuses and
their controls (Fig. 6A). However, in IUGR male foetuses, VEGF protein levels measured by ELISA
(Fig. 6B) and immunohistochemistry (Fig. 6C, D) were reduced.

Kidneys from TUGR male and female foetuses did not present any differences in Bax

(Fig. 7A) and Bcl-2 (Fig. 7B) protein expression, and the resulting Bax/Bcl-2 ratio was unchanged
(Fig. 70).
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DISCUSSION

In this study, we showed in IUGR placentas 1) a decreased VEGF gene expression with an
increase in its protein levels, particulaly in the Jabyrinth zone, 2) higher levels of VEGFR1 mRNA, 3)
an increased eNOS protein expression, 4) an elevated apoptotic index and 5) an augmented p53
protein expression. In kidneys from JUGR foetuses, a decreased VEGF protein expression was

found in males.

VEGEF expression is regulated by a diversity of stimuli among which hypoxia is a well-known
major inducer. Indeed, in conditions of low O, levels, the transcriptional activator HIF binds to the
hypoxic response element found in the VEGF gene promoter region to stimulate its transcription.
Also, different mechanisms participate in the post-transctiptional regulation of VEGF synthesis, with
hypoxia increasing the efficiency of translaton for example [6]. The existence of such regulatory
points could account for the discordance between VEGEF mRNA and protein levels that we
observed in growth-restricted placentas. Nevertheless, we found in IUGR placentas compared to
control ones an increase in VEGF protein expression accompanied by higher mRNA levels of
VEGFR1. Immunohistochemistry analysis revealed that this increase in VEGF expression is mainly
localized in the labyrinth zone which is the site of foetomaternal exchanges over the last third of
gestation in rats and thus, an extensive vasculatised zone. These results suggest the presence of
placental hypoxia in our IUGR animal model. To our knowledge, only one study measured VEGF
placental levels in a rat model of ITUGR. Indeed, Hewitt et al. have shown that glucocorticoid excess
during foetal life prevented the normal gestational increase in VIEGF expression, indicating that
glucocorticoid-induced placental and foetal growth restriction in this model was partly mediated
through an inhibition of VEGF expression and the consequent reduced placental vascularisation [20].
In TUGR human placentas, studies reported inconsistencies about the levels of VEGF, some
describing higher [21], unaltered [22] or lower [23] expression, but overall available data indicate that
placental VEGEF mRNA expression may be up-regulated in cases of IUGR where placental hypoxia
is present [24]. Also, as studies on the homozygous disruption of VEGFR1 revealed that this
receptor is involved in the assembly of placental blood vessels in a vast network [25], the increased in

its expression found in IUGR placentas further support the notion of placental hypoxia.

In humans and animals, glucose is the main source of energy for the foetus and the placenta,

which both depend on the mother for their supply of glucose |26]. Glucose transpott is carried out by
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GLUTs found on the maternal and foetal sides of the trophoblast and foetal endothelial cells, and is
achieved by both GLUT1 and GLUT3 isoforms in the rat placenta |27]. Under hypoxic conditions,
transcription of GILLUTS is up-regulated [3]. However, in our IUGR model, this was not the case. In
fact, GLUTT mRNA levels were even Jower in growth-restricted placentas compared to control
ones. Similar findings have been obtained from human high altitude pregnancies in which there is a
chronic placental hypoxia and a reduced birth weight. This indicates that, iz, hypoxia is not the
main factor regulating GILUTT levels. Probably, some growth factors such as insulin modulate its
expression [28]. Nevertheless, glucose content being unaltered in maternal as well as in foetal serum
in our JUGR animal model, these results are consistent with the absence of significant changes in

protein expression of both GLUT1 and GLUT3.

The production of NO™ via NOS is thought to cause dilataton of placental vasculature as
well as to participate to endovascular invasion and vessel remodelling of the developing placenta,
which are both necessary to the establishment of a functonal uteroplacental circuladon [29]. In our
JUGR model, placental growth restriction is associated with higher eNOS protein levels without
changes in protein expression of iINOS. These data might indicate that placental oxygenation levels
are sufficient to escape to INOS hypoxia-induced up-regulaton or that the higher NO production
subsequent to the elevated eNOS expression maintains an adequate placental vasodilatation to
support foetal oxygenation. Using pregnant mice subjected to severe systemic hypoxia, Schaffer et al.
have obtained comparable results, i.e. an up-regulation of eNOS, but not iINOS, in the placental
labyrinth and have demonstrated that this was associated with a preserved tissue perfusion, suggesting
that NO’ synthesis is an effective protective mechanism to maintain placental oxygenaton during
chronic hypoxia [30]. Also, in the rat placenta, VEGF expression has been shown to increase
specifically in the labyrinth zone over the last week of gestation, and this change coincided with a
marked elevation of the vascularisation in this zone [20)]. This augmentation has been proposed as an
expected change to enhance the efficiency of foetomatemal transport to support the greater demands
of the foetus during late gestation |20]. From this point of view, the elevated eNOS protein
expression found in growth-restricted placentas from our animal model compared to control ones,
parallel to the increased placental labyrinth VEGF expression, further supports the hypothesis of
placental hypoxia. However, increased NO' concentrations can be detrimental as NO' competes with
SOD for the removal of O, by forming ONOQO', which has the potential to cause protein damages

[8]. We showed in IUGR placentas that SOD and catalase activities as well as nitrotyrosine protein
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abundance were similar to those observed in normal placentas in spite of the increased eNOS
expression and the plausible NO production. These data propose that NO” levels do not overwhelm
placental SOD and that NO™ is used to induce biological responses instead of generating NO-

dependent oxidative cellular damages.

Apoptosis is necessary to the normal placental development through its participation in
endovascular invasion and blood vessel remodelling [11]. However, an increase in trophoblast
apoptosis was found in TUGR placentas in humans [31;32] and rats [33;34]. In the present IUGR
model, we found heightened Bax/Bcl-2 and Bax/Bcl-X, ratos, revealing that apoptosis is increased
in growth-restricted placentas. This is supported by the higher p53 protein expression, possibly due
the slight decrease in its promoter methylation. It has been shown in human cultared trophoblasts
that hypoxia enhances apoptosis through an increase in p53 and Bax expression and a lower
expression of Bcl-2 [35]. Similatly, apoptosis was found to be higher in human placental villi from
JUGR pregnancies in association with an increased expression of p53 without changes in levels of
members of the Bcl-2 family [36]. Thus, placentas in our IUGR model exhibit more apoptosis and
this could be related to hypoxia. Moreover, this increased in apoptosis might be associated with the

reduction in placental mass which could contribute to foetal IUGR.

During late gestation, hypoxia induces profound changes in the normal distribution of foetal
blood flow in order to preserve O, requirements for essential organs, such as the brain, the heart and
the adrenals; this phenomenon is called the brain-sparing effect [37]. In the IUGR model, previous
works suggest that uteroplacental perfusion is impaired [14;15;38]. In cases of uterine blood flow
reductions, renal blood flow is diminished and O, delivery declines [37], indicating that foetal kidneys
are susceptible to hypoxia. Thus, in order to investigate the presence of foetal hypoxia, we have
looked to VEGF expression in foetal kidneys. Results indicate that kidneys from IUGR foetuses are
unlikely to be hypoxic and suggest that reduced O, levels found in placentas is not sufficient to
compromise foetal O, supply to the kidneys. However, microarray analysis performed on fetal
adrenals revealed that IUGR foetuses are subjected to hypoxia with an upregulation of a number of
direct hypoxia target genes (unpublished observatons). These results also point out that renal VEGF

expression might not be a good hypoxic marker in this precise context.
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In summaty, our data indicate that reduced placental and foetal growth observed in this
animal model induced by a matemnal low-sodium diet over the last week of gestaton might be
mediated, at least in patt, thyough placental hypoxia and apoptosis. These events are accompanied by
a redistribution of blood flow in TUGR foetuses, causing fetal hypoxia. Longitudinal studies will be

undertaken to determine the primary events that lead to this placental and foetal growth restriction.
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Figure legends

Figure 1: VEGF and VEGFRs expression in day 22 control (open bars) and IUGR (hatched
bars) placentas. Respectively, 6 and 10 dams per group were used to evaluate expression of VEGF
mRNA (A) and protein (B). Immunodetection of VEGF (C) was pesformed on pasaffin-embedded
sections of rat placentas that were processed for immunohistochemistry labelling as described in
Materials and Methods. Images were taken with a 10X objective and are shown as representative
illustrations of 9 control and 11 TUGR placentas. Semi-quantitative analyses were done on VEGF
immunodetection (D). mRINA expression of both VEGEFRs (I5) was determined using 6 animals per
group. The results are expressed as means = SE. IUGR group significantly different from control
animals are indicated by *P<0.05 and **P<0.01. BZ, basal zone and LB, labyrinth zone.

Figure 2: Expression of eNOS and iNOS protein in day 22 control (open bars) and IUGR
(hatched bars) placentas. Representative immunoblots for eNOS and iNOS and cotresponding
densitometric analyses are shown. Human endothelial cell lysate (BD Biosciences, Mississaﬁga,
Ontario, Canada) for eNOS and mouse macrophage + INFy/LPS cell lysate for INOS (BD
Biosciences) serve as positive controls. Densitometric data represent means * SE from 6 dams per

group. ITUGR group significantly different from control animals are indicated by *P<0.05.

Figure 3: Expression of GLUT1 and GLUT3 mRNA (A) and protein (B) in day 22 control
(open bars) and IUGR (hatched bars) placentas. Representative immunoblots are shown and
data from densitometric analyses are expressed in arbitrary units relatve to B-actin for GLUT1 and
GLUT3 (B). H4 cell lysate (Santa Cruz Biotechnology Inc.) for GLUT1 and rat brain lysate for
GLUT3 serve as positive controls. Bax/Bd-2 ratio (C) is represented using arbitrary units from
densitometric analyses. The results are expressed as means £ SE from 12 dams per group. IUGR

group significandy different from control animals are indicated by *P<0.05.

Figure 4: Levels of the pro-apoptotic protein Bax (A) and the anti-apoptotic proteins Bcl-2
(B) and Bcl-X, (C) as well as the resulting apoptotic indexes of Bax/Bcl-2 (D) and Bax/Bcl-
X, (E) in day 22 control (open bars) and IUGR (hatched bars) placentas. Representative

immunoblots are shown and data from densitometric analyses are expressed in arbitrary units relative

to P-actin for Bax (A), Bel-2 B) and Bd-X; (C). Rat thymus lysate serves as positive control.
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Bax/Bcl-2 (D) and Bax/Bcl-X, (E) ratos are sepresented using arbitrary units from densitometric
analyses. The results are expressed as means T SE from 6 dams per group. IUGR group significantly

different from control animals are indicated by *P<0.05.

- Figure 5: Methylation of the p53 promoter at the HinPI 1, Aci I, BstU I sites (A) and p53
protein expression (B) in day 22 control (open bars) and IUGR (hatched bars) placentas.
Representative immunoblot is shown and data from densitometric analyses are expressed in arbitrary
units relative to PB-actin. A431 (Human epithelial carcinoma cell line) whole cell lysate serves as
positive control. Results are expressed as means £ SE from 6 dams per group. IUGR group

significandy different from control animals are indicated by *P<0.05.

Figure 6: VEGF expression in the kidneys from day 22 control (open bars) and IUGR (solid
bars) fetuses. Respectively, 6 and 10 litters per group were used to evaluate expression of VEGF
mRNA (A) and protein (B). Immunodetection of VEGE (C) was performed on paraffin-embedded
sections of fetal rat kidneys that were processed for immunohistochemistry labelling as described in
Material and Methods. Images were taken with a 2X objectve and are shown as representative
illustratons of 12 complete fetal kidneys from 3 different litters per group. Semi-quantitatve analyses
were done on VEGI immunodetection (D). The results are expressed as means £ SE. ITUGR groups

significanty different from control animals are indicated by *P<0.05.

Figure 7: Fetal kidney levels of the pro-apoptotic protein Bax (A) and the anti-apoptotic
protein Bcl-2 (B) and the resulting apoptotic index (C) in day 22 control (open bats) and
TUGR (solid bars) fetuses. Representative immunoblots are shown and data from densitometric
analyses are expressed in arbitrary units relative to 3-actn for Bax (A) and Bcl-2 (B). Rat thymus lysate
serves as positive control. Bax/Bcl-2 ratio (C) is represented using arbitrary units from densitomettic

analyses. Data for all densitomettic analyses depicted represent means * SE from 6 litters per group.



Table 1. PCR primers designed (by alpha DNA) for genes of interest
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Gene - gene number

FP: Forward Pamer (5— 3" Product size

) A Tissue Optimal conditions
RP: Reverse Pramer (5— 3) (bp)
Temperature Cycle
o) (number)

For p53 promoter methylation status:
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) - NM_017008

FP: TACCAGGGCTGCCITCTICTI 178 Placenta 54 2

RP: GAAGATGGTGATGGGTYICC B een
P53 - m26863, primcers from Progtibny er al

FP: GTTTCAAAAAGCCAAAAAGA

RP: GCAAGGAAAGTCCCAATG 418 Placenta 54 28
For gene expression :
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDIT) - NM_017008

FP: GGTGATGCIGGTGCITGAGTA 369 Placenta 7 20

RP: GGATGCAGGGATGATGTICT > Kidney 36 22
VYascular endothelial growth factor (VEGF) - NM_031836

FP: TGCACCCACGACAGAAGGGGA s S0 Piacenta 67 77

RP: TCACCGCCTTGGCTTGTCACAT ’360 ) Kidney 62 30
VYascular endothelial growth factor receptor type 1 (VEGFR1) - NM_019306

FP: GAGATTCCTCCGTGGTCAAA o . ¢

RP: CGATGCTTCACGCTGATAAA 27 Placents > %
Vascular endothelial growth factor receptor type 2 (VEGFRZ2) - NM_013062

FP: AAGGACCTCAGACGCAAGAA ; 5 ,

RP: CATCCCAACACACAAAGCAC 2 Flacenia > 2
Facilitated glucose transporter type 1 (GLUTT) - NM_1368827

FP: ACCACACTCACCACACTCTIG a9

. 22 2 5¢ 2

RP: GCCACAGTACACTCCAATGA 8 Placenta ? g
Facilitated glucose transporner type 3 (GLUT3) - NM_017102

FP: CICAGGTCTTITGGTTTGGAC 286 Placenta 59 24

RP: GGAGACTTGAAGAGCTCCAG
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Figure 7.

A + Control IUGR B + Control 1UGR
Male Male
Bax | ‘ Bel-2 i i Ty Wy 5 y B
(20kDa) [ W (28KkDa) J b 4
p-actin ‘ [, e e e o ‘ B-actin N S e e
(42kDa) = o Nt Yoo s i G G W S e g (42kDa) EDE Ay e :
Female Female
Bax B R ——_ Bel-2 .
(20kDa) i . P et il
B-actin B-actin |&-“n-’—--—v~—~—--—-"-—‘
(42kDa) (42kDa)
1.6 1.4
—~
z e 2
£E 5%
c = g =
< [
; 0.7
& E 0.8 e L
= = N =
< L E
© < i
= Z
= 00 0.0
Male Female Male Female
C
2.2
-~ =7
)
1.1
ssf
AR
ST =
[==]
et

0.0

Male Female



CHAPITRE 3. MANUSCRIT 2

REDUCED FETAL GLUCOCORTICOIDS IN A RAT MODEL OF FETAL PROGRAMMING

OF ADULT DISEASES
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RESUME EN FRANGAIS DU MANUSCRIT 2

Réduction des glucocorticoides feetaux dans un modéle de rat de programmation feetale des

maladies de ’adulte

Les glucocorticoides pendant la pésiode périnatale sont impliqués dans le développement et la
maturation des organes et des systémes biologiques. Dans la circulation feetale, les glucocorticoides
proviennent du transfert maternel et de la synthése par les surrénales feetales par le cytochrome P450
11B-hydroxylase  (P450118). La 11B-hydroxystéroide déshydrogénase de type2 (113HSD2)
placentaire catalyse la conversion des glucocorticoides actifs en leurs produits inertes. En donnant une
dicte faible en sodium a des rates pour la derniere semaine de gestation, les feetus naissent avec une
restriction de croissance intra-utérine (RCIU) et développent 4 I'age adulte une pression artérielle
élevée et une dysfonction rénale. e but du présent rapport était d'étudier la contributon de la
11BHSD2 placentaire et du P450118 surrénalien aux concentrations sériques de glucocortdcoides
chez ces feetus RCIU. Des rates témoins et expérimentales ont été sacrifiés au jour 22 (terme=23
jours). Les niveaux sériques de corticostérone ont été mesurés par radioimmunoessai. L'expression
génique et protéique de la 11BHSD2 placentaire et du P450113 surrénalien ont été évaluées par
transctiption inverse-réaction de polymérisation en chaine semi-quantitative et immunobuvardage de
type Western, respectivement. LLes niveaux maternels de corticostérone et I'expression placentaire de
la 11BHSD2 n'étaient pas différents entre les 2 groupes. Les concentrations sériques de corticostérone
étaient inférieures chez les foetus RCIU. L'expression protéique du P450113 surrénalien était réduite
chez les feerus RCIU sans diminution significative des niveaux d’ ARNm. La réduction des niveaux de
corticostérone indique que la stéroidogenese surrénalienne est modifiée chez les feetus RCIU. Cea
pourrait étre lié a un défaut dans la maturation des systémes biologiques foetaux menant au phénotype
observé a I'age adulte.

Mots-clés : placenta, 113-hydroxystéroide déshydrogénase de type 2, surrénale, cytochrome P450
113-hydroxylase
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ABSTRACT

Glucocorticoids during the perinatal period are implicated in the development and maturation of
organs and biological systems. In the fetal circulation, glucocorticoids come from maternal transfer
and from synthesis by the fetal adrenal glands via cytochrome P450 118-hydroxylase (P450118).
Placental enzyme 113-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (118HSD2) catalyses the conversion of
active glucocorticoids into their inert products. By giving a low-sodium diet to rats for the last week of
gestation, pups were born with JUGR and developed high blood pressure and renal dysfunction as
adults. The aim of the present report was to investigate the contribution of placental 11HSD2 and
of fetal adrenal P45011f in fetal serum glucocorticoid levels in these IUGR animals. Experimental
and control dams were sacrificed on day 22 (term=23 days). Serum corticosterone levels were
measured by radioimmunoassay. Placental 113HSD2 and fetal adrenal P450118 gene and protein
expression were evaluated by semi-quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction and
Western blotting. Matetnal corticosterone levels and placental 118HSD2 expression were not
different between the 2 groups. Serum corticosterone concentrations were lower in JTUGR fetuses.
Adrenal P450118 protein exptession was reduced in the IUGR fetuses without significant decrease of
mRNA levels. The lowered corticosterone levels revealed altered adrenal steroidogenesis in the
TUGR group. This could be related to a defect in fetal biological systems maturation leading to the
phenotype seen in adulthood.

Key words: placenta, 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 2, adrenal, cytochrome P450 118-
hydroxylase
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INTRODUCTION

Epidemiological studies indicate that low birthweight at term is a risk factor for the
development of several diseases during adult life, including cardiovascular diseases, type 2 diabetes
and their predisposing condiuons: dyslipidemia, impaised glucose tolerance, vascular endothelial
dysfunction and hypertension (McMillen and Robinson, 2005). This associaton between intrauterine
growth restricion (IUGR) and adult chronic diseases led to the hypothesis of the developmental
origin of adult diseases, which proposes that unfavorable environmental factors, particularly nutrition,
durng fetal life increase tisks for the early onset of cardiovascular and metabolic diseases in adult life
Barker et al,, 1989). Further evidence supporting the hypothesis was provided by animal studies, in
which the fetal environment was manipulated through altered matemal dietary intake or modificaton
of uterine artery blood flow (Bertram and Hanson, 2001). These works suggested that poor nutrition
and oxygenation during intrauterine life are the primary factors implicated in the programming of
adult diseases (Murphy et al., 2006). However, some hormones have also been investigated as

programming signals (Murphy et al., 2006).

Glucocorticoids produced by the adrenal cortex zona fasciculata via cytochrome P450 118-
hydroxylase (P450118) are required for the development and maturation of fetal organs and
biological systems in view of the extrauterine survival. Moreover, observations in humans and sheep
indicate that they play a role in labor initiadon (Murphy et al., 2006). This reveals the importance of
these steroids in fetal life. Nevertheless, it has been shown that increased fetal glucocorticoid exposure
through elevated matemal glucocorticoid levels is associated with growth inhibinon (Murphy et al,
2006) and the subsequent development of adverse adult cardiovascular, metabolic, neuroendocrine
and behavioral phenotypes (Seckl, 2004). However, it has also been shown that a low fetal
corticosterone environment is associated with long-term health effects (Lesage et al,, 2004; Blondeau
et al, 2001). In fact, it has been demonstrated that the development of pancreatic insulin-producing
B-cells 1s sensitive to glucocorticoids (Blondeau et al., 2001), with glucocorticoid underexposure
promoting the size of B-cell islets while overexposure having the opposite effect, decreasing 3-cell
mass. The glucose Intolerance observed in adulthood after TUGR can thus result from
glucocorticoid-induced alterations in fetal B-cell development (Lesage et al., 2004; Blondeau et al,
2001). Since excessive or diminished quantities might be detimental, the fine-tuned regulation of fetal

glucocortcoids is essential.
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During gestation, circulating fetal glucocorticoid (cortisol in humans, corticosterone in rats)
levels are low compared to matemal concentrations. This difference is maintained by the presence of
a placental enzyme, 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type2 (118HSD2), which catalyzes the
conversion of active glucocorticoids into inert 11-keto products (Waddell et al., 1998). Therefore,
11BHSD2 is a key step limiting fetal exposure to high concentrations of endogenous maternal
glucocorticoids, even though the barier is apparendy incomplete, as a proportion of maternal
glucocorticoids (10-20%) crosses intact into the fetus (Seckl, 2004). By late gestation, the rat fetal
adrenal cortex matures under the trophic influence of adrenocorticotropin (ACTH) (Chatelain et al,,
1980) and becomes the primary source of glucocorticoids in the fetus (Arishima et al, 1977).
However, it has been shown that placental 118HSID2 acuvity is reduced during late gestation in
humans (Murphy et al.,, 2006) and rats (Waddell et al., 1998), suggesting that an increasing proportion
of glucocorucoids might be of maternal origin. Therefore, regulaton of 118HSD2 actvity is

extremely important for adequate fetus development and maturaton.

We have reported (Roy-Clavel et al, 1999) that giving a low-sodium diet to female rats for
the last week of gestation induces the birth of TUGR pups. The reduction of maternal circulating
volume expansion, accompanied by decreased uterine arcuate artery diameter and placental weight
compared to pregnant rats on a normal diet, indicates poor placental perfusion (Roy-Clavel et al.,
1999;St-Louis et al., 2006). Diminished plasma volume expansion is observed in women with
idiopathic IUGR (Rosso et al., 1993; Salas et al,, 1993; Duvekot et al, 1995), making our JIUGR
mode] relevant to the human condition. As adults, these IUGR animals develop higher systolic blood
pressure (Battista et al., 2002) and present renin-angiotensin-aldosterone system alterations (Battista et
al,, 2002), renal dysfunction (Battista et al.,, 2002), hypertrophic cardiac remodelling (Batusta et al.,
2005) and altered response to salt (Bibeau et al., unpublished results), all of which represent risk
factors for the onset of cardiovascular diseases. Using our model for the study of fetal programming,
we postulated that a defect of fetal glucocorticoid levels could be involved in the alteratdons
encountered in adult life. Thus, the aim of the present report was to investigate the contributon of

placental 118HSD2 and of fetal adrenal P450118 in fetal serum glucocorticoid levels.
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MATERIALS AND METHODS
Animals

This study was approved by the local Animal Care Committee, which is accredited by the
Canadian Council on Animal Care. Female Sprague-Dawley rats (Chatles River Canada, St-Constant,
Québec, Canada) weighing 225-250 g were mated with a known fertile male. Day 1 of pregnancy was
determined by the presence of spermatozoa in morning vaginal smears. All animals were housed
under controlled illuminaton on a 12h light-dark cycle under ambient temperature (21£3°C). The
dams were randomly assigned to 1 of 2 diets for the last 7 days of gestaton (term=day 23). One
group was fed a normal diet containing 0.2% sodium (normal diet 5755; PMI Feed Inc., Ren’s Feed
and Supplies, Oakville, Ontario, Canada) and tap water. Their fetuses comprised the control group.
The second group received a 0.03% sodium diet (Jow-sodium diet 5882; PMI Feed Inc.) and
demineralized water. Their fetuses suffered from IUGR (IUGR #s control: male: 472 05¢g v
521 0.5g, P<0.001 and female: 4.4 £ 0.5g »r 4.9 £ 0.4 g, P<0.001) as previously shown (Battista et
al., 2002). On day 22 of gestation, the animals were sacrificed by decapitadon (8AM-9AM). Rapidly,
trunk blood from the mothers as well as from their male and female fetuses was collected in plain
tubes (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) and centrifuged at 1,550 g for 20 min at 4°C. Serum
samples were then stored at -80°C untl their use. Placentas and sex-separated fetal adrenals were

quickly removed and snap frozen in liquid nitrogen.

Sersms corticosterone
Corticosterone was measured directly from serum with commercial radioimmunoassay kits

(Medicorp, Monuéal, Québec, Canada).

RINA ssolation

Total cellular RNA from frozen placentas (3-4 placentas/rat) or fetal adrenals (sex-pooled
adrenals from 1-2 litters) was extracted using TRIzol reagent (Invitrogen Canada Inc., Burlington,
Ontario, Canada) as described elsewhere (Batusta et al., 2005). Final RNA pellets were dissolved in an
appropriate volume of diethylpyrocarbonate (DEPC) water and stored at -80°C. RNA concentration
was measured by absorbance at a wavelength of 260 nm, the integrity of the samples was evaluated

by 260/280 nm ratio, and quality was verified by ethidium bromide fluorescence.
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RT-PCR
PCR  primers specific for genes of interest were designed with PRIMER3

(www.genome.wi.mitedu /cnji-bin/ primcr/ primer3 www.cgl) according to sequence data from the

National Center for Biotechnology Information (Table 1).

T™

Single-stranded cIDNA was created by RT (SuperScript™ IT RNase H-Reverse Transcriptase,
Invitrogen) and PCR (Taq DNA Polymerase, Invitrogen), employing the procedure detailed by the
manufacturer. The annealing step was carried out for 1 min at temperatures determined for each gene
in the placenta and fetal adrenals (Table 1). The extension step was performed at 72°C for 1 min. The
PCR results were recorded durng the exponential phase. The number of cycles needed for
amplification was established for each gene in each tssue (Table 1). PCR products were
electrophoresed on 1% agarose gels and quantified by ethidium bromide fluorescence. Amplification
products were quantified by Alpha Imager software (Alpha Innotech Corporation, San Leandro,

CA). The procedure was performed on wiplicate samples. The results were reported on

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

11BHSD2 and P450118 protein expression

Frozen placentas (3-4 placentas/rat) or fetal adrenals (sex-pooled adrenals from 1-2 litters)
were homogenized in lysis buffer (1:4 w/v) containing 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet >-40, 0.25% sodium deoxycholate and 1X complete EDTA-free
protease inhibitor cocktail tablet (Roche, Indianapolis, IN), and centtifuged at 12,000 g for 30 min.
Supernatants wete collected and then resuspended in Laemmli buffer. For comparative purposes,
equal amounts of protein (40 pg placenta/lane for 11BHSD2 and 25 pg adrenal/lane for P450118)
were separated by sodium dodecy! sulfate-polyactylamide (resolving: 15% for 118HSD2 and 10% for
P45011B; stacking: 5%) gel electrophoresis, then transferred electrophoretically to nitrocellulose
membranes (Fisher Scientific, Nepean, Ontario, Canada). Non specific sites on the membranes were
blocked for 1 h at room temperature in 5% skim milk phosphate-buffered saline (1.4 M NaCl,
27mM KCl, 100mM Na,HPO,, 17.6mM KH,PO, pH 7.4)/0.1% Tween 20. Overnight
incubation at 4°C was undertaken with either sheep ang-118HSD2 (1/1,000; Chemicon, Temecula,
CA) or mouse ana-P450118 (1/1,000; Chemicon). The membranes were then washed and incubated
with horseradish peroxidase-conjugated anti-sheep (1/5,000; Bochtinger, Mannheim, West
Germany) or anti-mouse IgG (1/5,000; Amersham, Buckinghamshire, United Kingdom) for 45 min

at room temperature. I2qual protein loading was determined on the same membrane with mouse
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anti-B-actin primary antibody (1/100,000; Novus Biologicals, Inc., Litdeton, CO). Immunoreactive
bands were visualized with the ECL Western blotting analysis system (GE HealthCare Biosciences
Inc., Montréal, Québec, Canada). The bands were quantfied by Alpha Imager software (Alpha

Innotech Corporation). The results are expressed as densitometric units relative to B-actin.

Statistical analysis.
All results are expressed as mean £ SEM and compared by Student's t test. Statistical

significance was assumed with values of P<0.05.
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RESULTS
Cortigosterone levels

At term-pregnancy, serum cortcosterone concentration was not different between sodium-
restricted dams and their controls (TFig. 1A). In fetuses, serum corticosterone levels were decreased

(Fig. 1B) in IUGR males (P<0.05) and females (P<0.001) compared to their controls.

Plasental 115HSD2 gene and proter expression
118HSD2 mRNA levels (Fig. 2A) and protein expression (Fig. 2B) were similar in term-

placentas trom Jow-sodium and control dams.

Adrenal P450115 gene and protein expression

P450118 mRNA expression (Fig. 3A) was not different in adrenals from TUGR fetuses
compared to their controls. However, as shown in Fig. 3B, P450118 immunoreactive band intensity
was slightly reduced in adrenal samples from JUGR male and female fetuses in comparison to the
controls. P450118 protein expression (when converted to arbitrary units by densitometric analyses)
was decreased in the adrenals from IUGR compared 1o control fetuses (Fig. 3B), but the difference

reached statistcal significance only in males (P<0.01).
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DISCUSSION

This study investigated the possibility that fetal glucocorticoids could be responsible for the
induction of the cardiovascular and renal alterations in adult TUGR rats bomn from mothers receiving
a low-sodium diet during the last week of gestaton. We found decreased expression of the fetal
adrenal enzyme P450118 leading to reduced circulating corticosterone concentrations at day 22 in
TUGR fetuses without significant differences in maternal corticosterone levels and in placental

11BHSD2 expression.

Glucocortcoids are thought to play a role in the developmental origins of adult diseases.
Adverse, long-lasting health consequences of fetal glucocorticoid excess in adulthood, namely
hypertension, hyperglycemia, hyperinsulinemia and altered behavior have been demonstrated (Seckl,
2004) in different animal models and procedures, such as matemal synthetic glucocorticoid treatment
(Benediktsson et al,, 1993), 113HSD2 inhibitor administradon (Lindsay et al, 1996) and maternal
stress (Lesage et al,, 2004). In these studies, however, the fetal glucocorticoid environment was
directly manipulated. Nevertheless, similar findings were reported in IUGR animal models induced
by matemal low-protein diet (Langley-Evans et al,, 1996) or undemutnition (Lesage et al,, 2001).
Placental 11BHSD2 was reduced in these experiments. Recently, a key role of 118HSD2 in prenatal
glucocorticoid programming was provided by knocking out fetoplacental 118HSD2, resulting in
TUGR mice that exhibited greater anxiety as adults (Holmes et al.,, 2006). Our results of unchanged
maternal corticosterone concentrations and placental 118HSD2 expression indicate that the IUGR in

our model is not associated with increased fetal glucocorticoid exposure.

Interestingly, we observed decreased corticosterone levels in IUGR fetuses. In rats, adrenal
development begins around embryonic day (E) 13 (Yamamoto et al., 2004), and adrenal maturation
occurs in late gestation under the trophic influence of pituitary ACTH (Chatelain et al., 1980) as well
as hypothalamic corticotropin-releasing hormone (CRH) (Boudouresque et al, 1988). Adrenal
P450118 expression is detectable as early as E16 (Wotus et al, 1998; Mitani et al., 1999), and
corticosterone concentrations have been reported to peak in the adrenals around E18-1219 and in the
plasma on E19 with a significant drop thereafter (Chatelain et al., 1980; Dupouy et al., 1975; Wotus et
al, 1998). It is only around delivery that plasma corticosterone levels in fetal rats fise abruptly,
originating mainly from the fetal adrenals (Arishima et al., 1977). Maturation of the hypothalamo-

pituitary-adrenal (HPA) axis occurs in late gestation, around 1217 in rodent fetuses, ACTH and



107

corticosterone secretion being regulated by CRH (Boudouresque et al., 1988) and negative feedback
regulation of the HPA axis being established by glucocorticoids (Reichardt and Schutz, 1996). The
fetal HPA axis is thus sensitive to the glucocorticoid environment, and many studies have pointed to
the detimental long-term health effects, including hypertension and metabolic syndrome, of a
disturbed fetal glucocorticoid environment on the HPA axis (Seckl, 2004; Murphy et al,, 2006).
However, factors other than fetal exposure to excess glucocorticoids are important in programming
of the HPA axis. Indeed, it has been shown in sheep that maternal undernutition in the absence of
high maternal cortisol concentrations leads to premature maturation of the fetal HPA axis. It should
be remained that in the present work, the IUGR pups were obtained by giving low-sodium diet to
rats from E15 through E22. Knowing this, the decreased placental perfusion indicated by the
reduction in maternal circulating volume, utenine arcuate artery diameter and placental weight in low-
sodium pregnant rats (Roy-Clavel et al, 1999; St-Louis et al., 2006) might interfere with HPA axis
development and maturation. Indeed, the reduced P450118 expression and corticosterone
concentrations seen in our IUGR fetuses reveal adrenal steroidogenesis alteratons following adverse
intrauterine conditions and, thus, might be related to the subsequent development of cardiovascular

ask factors, as we have documented in other studies (Battista et al., 2002; Battista et al,, 2005).

In conclusion, in our IUGR model induced by low-sodium diet during the last week of
gestation, fetal adrenal steroidogenesis is altered without maternal glucocorticoid overexposure. This
suggests that a defect of fetal adrenal development and maturation could be linked to the

cardiovascular nsk factors in adult life.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Serum corticosterone levels in A) mothers and B) their fetuses on day 22 of
gestation

The results are expressed as means £ SEM from 15 dams or littess per group. Open bars represent
control dams in (A) and control fetuses in (B), and solid bars represent low-sodium diet dams in (A)
and JUGR fetuses in (B). Values significandy different from control animals are indicated by *P<0.05

and **P<0.001.

Figure 2: 11BHSD2 mRINA (A) and protein (B) expression in term-placentas from control
rats (open bars) and dams of the IUGR model (solid bars)

Densitometric analyses of data are expressed in arbitary units relagve to GAPDH in (A) and to B-
acun in (B). Rat kidney RNA (for RT-PCR) and rat kidney lysates (for Western blotting) serve as
posiuve control. The data are means £ SEM from 6 (for gene expression) or 12 (for protein

expression) animals per group.

Figure 3: P450113 mRNA (A) and protein (B) expression in fetal adrenals from IUGR rats
(solid bars) and their controls (open bars)

Densitometric analyses of the data are expressed in arbitrary units relative to GAPDH in (A) and to
B-actin in (B). The results are means £ SEM from 6 litters per group. Values significantly different

from control animals are indicated by **P<0.01.



Table 1. PCR primers designed (by alpha DNA) for genes of interest
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Gene - gene number

FP: Forward Prmer (5—> 3) Productsize  Tissue Optimal conditions
RP: Reverse Primer (5= 3) (bp)
Temperanare Cycle
(9] {(number)

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) - NM_017008

FP: GGTGATGCTGGTGCTGAGTA 369 Placenta 57 20

RP: GGATGCAGGGATGATGTTCT Adrenal 55 20
118-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (118HSD2) - NM_017081

FP: GCCCTGGTGCTCTAGAACTG 184 Placenta @ 28

RP: AGTTCCACATCGGCCACTAC aeen
Cytochrome P450 118-hydroxylase (P450118) - XM _343262

FP: TCATATCCGAGATGGTAGCA 399 Adrenal 54 20

RP: GCTCAGGTCTTGGGAACAC
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RESUME EN FRANCAIS DU MANUSCRIT 3

Altérations des fonctions surrénaliennes feetales dans un modéle de programmation feetale

des maladies de ’adulte chez le rat

En donnant une diete faible en sodium a des rates au cours du dernier tiets de gestation, nous avons
développé un modéle animal de restriction de croissance intra-utérine (RCTU). A Page adulte, les
animaux RCIU présentent une augmentaton de la pression artérielle systolique, des altérations du
systeme rénine-angiotensine-aldostérone, une dysfonction rénale et un remodelage cardiaque
hypertrophique. Puisque le développement et la maturation de la surrénale feetale surviennent en fin
de la gestation chez le rat, I'objectif de la présente étude était d'évaluer I'exptression de protéines et
d'enzymes impliquées dans la stéroidogénése et la synthése des catécholamines dans les surrénales de
teetus RCIU. De plus, une analyse d’expression génique par microréseau a été faite pour examiner les
meécanismes modifiés pouvant conduire au développement de facteurs de risque cardiovasculaires tels
quobservés chez ces animaux. L’augmentation sérique d’aldostérone chez les feetus RCIU est
associée a une augmentation des niveaux surrénaliens d'ARNm du récepteur de l'angiotensine II (AT)
de type 1 et du cytochrome P450 aldostérone synthase. D'autre part, une diminution des
concentrations sériques de corticostérone chez ces foetus peut s'expliquer par des altérations de
l'expression des genes impliqués dans le métabolisme du cholestérol et de la stéroidogénese, lesquelles
tavorisent le stockage de cholestérol plutot que la biosynthese de corticostérone. L'augmentation de
Pexpression du récepteur AT, et la présence d'hypoxie suggérée par I'augmentation de PARNm du
facteur de croissance vasculaire endothéliale et par le microréseau correlent avec I'induction des genes
des enzymes impliquées dans la synthése des catécholamines. Ceci peut également étre associé a la
simulation de génes participant 4 la réponse inflammatoire aigué. Toutes ces modifications
pourraient entrainer des effets 4 long terme sur la santé, et donc, étre impliquées dans la pathogenése
de I'augmentation de pression artérielle et du remodelage cardiaque hypertrophique observés chez les
animaux RCIU adultes.

Mots-clés : programmation feetale, modele de rat, diete faible en sodium
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ABSTRACT

By giving a low-sodium diet to dams over the last third of gestation, we have developed an animal
model of intrauterine growth restriction (IUGR). As adults, IUGR offspring were shown to manifest
a significant increase in systolic blood pressure, renin-angiotensin-aldosterone system alterations, a
renal dysfunction and a cardiac hypertrophic remodeling. Given that fetal adrenal development and
maturation occur by late gestation in rats, the aim of the present study was to evaluate the expression
of proteins and enzymes involved in steroidogenesis and catecholamine synthesis in adrenals from
TUGR fetuses. Moreover, a gene microarray was done to screen for altered pathways that could lead
to the development of cardiovascular risk factors observed in these animals. Increased aldosterone
serum levels in IUGR fetuses was associated with an increased mRNA adrenal levels of angiotensin
IT receptor (AT) type 1 and cytochrome P450 aldosterone synthase. On the other hand, reduced
serum corticosterone concentrations In these fetuses could be explained by alteratons in gene
expression involved in cholesterol metabolism and steroidogenesis, which promote cholesterol
storage rather than corticosterone biosynthesis. The increased AT, receptor expression and the
presence of hypoxia suggested by the increased vascular endothelial growth factor mRNA levels and
by the microarray could explain the increased gene expression of the enzymes implicated in
catecholamine synthesis. This might also be associated with the induction of genes involved in the
inflammation-related acute-phase response. All of these modifications might have long-lasting health
effects and thus, could be implicated in the pathogenesis of high blood pressure and cardiac
hypertrophy observed in these TUGR adult animals.

Key terms: fetal programming, rat model, low sodium diet
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INTRODUCTION

The rat adrenal glands are composed of two tissues with distinct embryological origin,
namely the cortex and medulla. The adrenal medulla consists of catecholamine-producing chromaffin
cells denived from the neuroectoderm, whereas cortical cells are mesodermally denived and produce
steroid hormones. Around embryonic day (E) 13, the adrenal cortex primordium appears within the
urogenital ridges (21) while medullary cells begin to migrate from the neural crest into the
primordium (40). As early as E16, both zona glomerulosa (ZG) and zona fasciculata/reticularis
(ZFR) cell phenotypes are present in the adrenal glands as confirmed by the expression of
aldosterone synthase (P450aldo) and 11B-hydroxylase (P450118) cytochrome P450, respecuvely (39).
Moreover, aldosterone and corticosterone has been measured in the dssue (39) suggesting the
steroidogenic activity of the fetal gland. Receptors of the main regulators of steroidogenesis,
angiotensin 11 (All) receptor subtypes (AT, and AT,) (31; 32) and melanocortn type 2 receptor (7),
are also expressed. However, the adult-like zonation in the adrenal cortex only appears at around the
time of birth (17). BExpression of tyrosine hydroxylase (TH), the rate-limiting step in catecholamine
synthesis, is already detectable in the medullary cell precursors found in the neural crest (37), but the
capacity to synthesize epinephrine is only acquired by E16-E18 with the appearance of
phenylethanolamine N-methyltransferase (PNMT) (29). Even if the conversion of the medullary cell
precursors into chromaffin cells occurs before bitth (40), some TH positive cells within the adrenal
cortex are still present undl the first days of postnatal life, indicating a Jate maturation of the adrenal
medulla (17). The morphologic and functional relative immaturity of rat adrenals during late gestation
might render these glands more sensitive to adverse intrauterine environmental conditions, which

could alter the processes of development and maturation.

It has been shown in a rat model of intrauterine growth restriction (TUGR) induced by
prenatal hypoxia that there is a delay in the maturation of the adrenal medulla that persist from the
end of gestation untl the first 2 weeks of postnatal life, and even into adulthood (15). Placental
restriction in sheep results in IUGR fetuses that present an increased relative adrenal growth
associated with higher circulating fetal cortisol levels (22) probably due to the enhanced cholesterol
side-chain cleavage cytochrome P450 as suggested by an increase of its mRNA (24). Adrenal

functions can though be programmed by the intrauterine environment.
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We have reported (25) that giving a low-sodium diet to female rats for the last week of
gestation induces the birth of TUGR pups. The reduction of maternal circulating volume expansion
(25), accompanied by decreased uterine arcuate artery diameter (33) and placental weight (25)
compared to pregnant rats on a normal diet, indicates poor placental perfusion which could be
involved in the JUGR seen in our model. Diminished plasma volume expansion is observed in
women with idiopathic TUGR (8; 27), making our model relevant to the human conditon.
Epidemiological and animal studies indicate that low birthweight at term is a risk factor for the
development of several diseases during adult life, including cardiovascular diseases, type 2 diabetes
and their predisposing conditions: dyslipidemia, glucose intolerance, vascular endothelial dysfunction
and hypertension (16). This association between JUGR and adult chronic diseases led to the
hypothesis of the developmental ongin of adult diseases, which proposes that unfavorable
environmental factors, particularly nutrition, during fetal life increase risks for the early onset of
cardiovascular and metabolic diseases in adult life (2). In our model, TUGR animals develop, as adults,
higher systolic blood pressure (4) and present renin-angiotensin-aldosterone system alterations (4),
renal dysfunction (4), hypertrophic cardiac remodeling (3) and altered response to salt (Bibeau ef 4/,
unpublished observations), all of which represent nisk factors for the onset of cardiovascular diseases.
Moreover, these phenotypes are related to sex since females of our model are more suscepuble to the
long-term adverse consequences of JUGR than males (4); (Bibeau e o/, unpublished obsetvations).
These results support the link between IUGR and the development of adult diseases, confirming our
model as a good paradigm for the study of fetal programming. In this model, the adverse
environment is induced from 15 until term, corresponding to the development and maturation of
the adrenals. Thus, the aims of the present report were first to evaluate the expression of proteins and
enzymes that are involved in adrenal steroidogenesis and catecholamine synthesis, then to investigate
the presence of hypoxia and cellular apoptosis. To better characterize the results obtained for the first
two aims, a screening for genes that are differendally expressed in adrenals from ITUGR fetuses and
their controls was done using microarray analysis. This could lead to identfy pathways that might be

implicated in the development of cardiovascular risk factors observed in adulthood of IUGR animals.
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MATERIALS AND METHODS
Animals

This study was approved by the local Animal Care Commuttee, which is accredited by the
Canadian Council on Animal Care. Female Sprague-Dawley rats (Charles River Canada, St-Constant,
Québec, Canada) weighing 225-250 g were mated with a known fertle male. Day 1 of pregnancy was
determined by the presence of spermatozoa in morning vaginal smears. All animals were housed
under controlled lighting (6AM-6PM) and temperature (21 £ 3°C). The dams were randomly
assigned to 1 of 2 diets for the last 7 days of gestation (term=day 23). One group was fed a normal
diet containing 0.2% sodium (normal diet 5755; PMI Feed Inc., Ren’s Feed and Supplies, Oakville,
Ontario, Canada) and tap water. Their fetuses comptised the control group. The second group
received a 0.03% sodium diet (ow-sodium diet 5882; PMI Feed Inc.) and demineralized water. Their
fetuses suffered from JUGR (IUGR s control: male: 4.7 £ 0.5 g o5 5.2 £ 0.5 g, P<0.001 and female:
441 0.5gw49 £ 0.4 g P<0.001) as previously shown (25).

Tissue collectron

On day 22 of gestation, animals were sactificed (BAM-9AM) by decapitation and sex-
separated fetal adrenals (n=1 is sex-pooled adrenals from 1 litter per group) were quickly removed
and snap-frozen in liquid nitrogen. Rapidly, trunk blood from male and female fetuses was collected
in plain tubes (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) and centifuged at 1,550 g for 20 min at 4°C.
Serum samples were then stored at -80°C until their use to measure sodium and potassium
concentrations with specific electrodes as well as aldosterone and corticosterone with a commercial
radioimmunoassay kit (aldosterone: Intermedico, Montréal, Québec, Canada; cordcosterone:

Medicorp, Montréal, Québec, Canada).

RNA isolation

Total RNA from adrenals was extracted by TRIzol reagent (Invitrogen Canada Inc.,
Burlington, Ontario, Canada). Final RNA pellets were dissolved in an approprate volume of
diethylpyrocarbonate water and stored at —80°C. RNA concentration was established by absorbance
measurement at a wavelength of 260 nm, integrity of the samples was ascertained by the 260/280 nm
ratio, and quality was venfied by ethidium bromide fluorescence. For reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR), adrenals from 1 litter were pooled by sex and 6 litters per group

were used. Since our results on mRNA expression revealed statistical differences in fetal adrenals
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mainly from females, microarray analysis was conducted on female fetuses only. For this experiment,

adrenals from 2 litters per group were pooled.

RT-PCR
PCR primers specific for genes of interest (Table 1) were designed with PRIMER3

(www.genome.wimitedu/cgi-bin/primer/ptimer3 www.cgi) based on sequence data from the

Natonal Center for Biotechnology Information. Single-stranded ¢cDNA was created by RT
(SuperScript™ I RNase H-Reverse Transcriptase, Invitrogen) and PCR (Tag DNA Polymerase,
Invitrogen), employing the procedure detailed by the manufacturer. The annealing step was carried
out for 1 min at temperatures established for each gene in fetal adrenals (Table 1). The extension step
was performed at 72°C for 1 min. To ensure that results were collected in the exponential phase, a
cycle gradient was established for each gene, and optumal cycle number was determined (Table 1). To
make sure that genomic DNA was not amplified, RT was performed without enzyme and PCR done
as previously described PCR products were electrophoresed on 1% agarose gels and quanufied by
ethidium bromide fluorescence. Amplification products were quantified by Alpha Imager software
(Alpha Innotech Corporation). The procedure was conducted on triplicate samples. The results are

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

Gene expression microaray

Gene expression was done as previously described (3). In brief, fragmented cRNA (15 mg)
was hybridized to U34A genechip (Affymetnx, Santa Clara, CA). The microarray was processed in
an Affymetrix GeneChip Fluidic Station 400. The results were analyzed as described elsewhere (28).
Genes were considered to be present at 95% confidence (P<0.05) for their expression, and
differendally expressed when at least a 2-fold (arbitrary cut-off) difference between IUGR and

control values was evident.

Veascular endothelial gronth factor (VEGE), Bax and Bd-2 protein expression

Frozen adrenals (n=10/group) were homogenized in a commercial lysis buffer (1:4 w/v) and
centrifuge at 12,000 g for 15 min at 4°C. Supernatants were collected and used to determine VEGF
protein concentrations with an ELISA commercial kit (commercial kit from RayBio® Rat VEGF

Elisa kit, RayBiotech, Inc., Notcross, GA) according to the procedure detailed by the manufacturer.
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Frozen adrenals (n=6/group) were homogenized in lysis buffer (1:4 w/v) containing 50 mM
Tris-HCI buffer (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0.25% sodium deoxycholate
and 1X complete EDTA-free protease inhibitor cocktail tablet (Roche, Indianapolis, IN) and
centrifuged at 12,000 ¢ for 30 min at 4°C. Supernatants were collected and then resuspended in
Laemmli buffer. For comparative purposes, 25 g were separated by sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis, and then transferred electrophoretically to nitrocellulose
membranes (Fisher Scientdfic, Nepean, Ontario, Canada). Non specific sites on the membranes were
blocked for 1h at room temperature in 5% skim milk (Bax) or bovine seram albumin (Bcl-2)
phosphate-buffered saline (1.4 M NaCl, 2.7 mM KCI, 100 mM Na,HPO,, 17.6 mM KH,PO,, pH
7.4)/0.1% Tween 20. Ovemight incubation at 4°C was undertaken with rabbit and-Bax (1/1,000;
Cell Signalling Technology Inc., Danvers, MA) or rabbit ant-Bcl-2 (1/1,000; Cell Signalling
Technology Inc.). The membranes were then washed and incubated with horseradish peroxidase-
conjugated sheep ant-rabbit IgG (1/5,000; Amersham, Buckinghamshire, United Kingdom) for
45 min at room temperature. Equal protein loading was determined on the same membrane with
mouse anti-B-actin primary antdbody (1/100,000; Novus Biologicals, Inc., Littdeton, CO) and with
horseradish peroxidase-conjugated sheep ant-mouse 1gG (1/5,000; Amersham). Immunoreactive
bands were visualized with the ECL Western blottng analysis system (GE HealthCare Biosciences
Inc.,, Montréal, Québec, Canada). The bands were quantified by Alpha Imager software (Alpha

Innotech Corporation). The results are expressed as densitometric units relative to B-actn.

Statistical analysis
All results are expressed as mean £ SEM and compared by Student's 7 test. No statistical
analysis has been performed between sexes. Statistical significance was assumed with values of

P<0.05.
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RESULTS
Fetal adrenal steroidogenesis

At term, serum aldosterone levels (pmol/L) were markedly elevated in TUGR fetuses
compared to their sex-matched controls (male: 7.1 + 1.2 25 1.0 £ 0.3, P<0.001; female: 7.3 + 1.5 2
0.9 £ 0.2, P<0.001). Serum corticosterone concentragons (nmol/mL) were decteased in TUGR male
(IUGR 2 control: 0.92 £ 0.04 25 1.06 £ 0.04, P<0.05) and female JUGR 2 control: 0.80 = 0.03 vs
1.10 £ 0.06, P<0.001) fetuses. Potassium and sodium concentradons are 2 known sumulators of
adrenal steroidogenesis. Serum potassium levels (mmol/L) were similar between TUGR fetuses and
their ICSPCCI].‘VC controls (male: 9.2 * 1.8 2 9.3 £ 0.9; female: 9.9 + 1.8 » 9.8 £ 1.6). Sodium content
(mmol/L) was reduced in serum from IUGR fetuses compared to their controls (male: 130 + 4 2
136 £ 2, P<0.001; female 132+ 4 2 140 £ 2, P<0.001). This reflects what was obtained in the
plasma from low-sodium pregnant rats (25) and could account for the huge increase in aldosterone
secretion observed in IUGR fetuses.

To better characterize the mechanisms leading to the different corticosteroid production
observed between IUGR and control fetuses, gene expression of components playing a role in these
pathways was measured. The AT, receptor mRNA expression (Fig. 1A), a main regulator of
steroidogenesis, was increased in the adrenals from IUGR fetuses compared to the control ones, but
this reached a statistical significance only in females. This was accompanied in the adrenals from
TUGR fetuses of both sexes by higher mRNA levels of P450aldo (Fig. 1C), the key-enzyme of
aldosterone synthesis. It has been proposed that cytochrome b5, which is present in the rat ZG,
participates in aldosterone biosynthesis following Al stimulaton (18). However, there were no
differences in the mRNA expression of cytochrome b5 in the adrenals from IUGR fetuses compared
to controls (data not shown). Steroidogenic acute regulatory protein (StAR) mediates the transfer of
cholesterol from the outer to the inner membrane of the mitochondria and, thus, is implicated in the
rate-limiting step of steroidogenesis. Its mRNA level was decreased in adrenals from IUGR fetuses
compared to control ones, but this did not reach statistical significance (Fig. 1B). The same
observation has been done for mRNA levels of P450118 (Fig. 1D), the enzyme involved in
corticosterone synthesis. In cell cultures, it has been shown that Cx43 gap junctions, which are mainly
expressed in the ZFR, are associated with steroidogenesis (19). Cx43 mRNA exptession was similar

between adrenals from IUGR and control fetuses of both sexes (date not shown).
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Catecholanunergic engymees in adrenals from IUGR fetuses

In order to estimate the potential of the adrenal gland to produce catecholamines, mRINA
expression of the enzymes involved in their synthesis wete measured. As shown in Fig. 2A, B and C,
mRNA levels of all enzymes were increased in the adrenals from IUGR fetuses compared to their
controls. However, for TH (Fig. 2A) and DBH (Fig. 2B), this has reached statistical significance only
in females. AT, receptor is found in the medulla where it has been linked to catecholamine synthesis
and release (5). As shown in Fig. 2D, the AT, receptor mRNA expression was increased in IUGR

fetuses, but this reached a statstical significance only in females.

VEGF expression and apoptosis in adrenals from IUGR fetuses

In the adrenal, VEGF is involved in the growth of a dense vascular network (35). Also,
VEGEF is strongly induced by hypoxia (34). VEGF mRNA expression was increased in the adrenals
from IUGR female fetuses only (Fig. 3A). VEGF protein was unchanged in the adrenals from IUGR
fetuses compared to control ones (Fig. 3B).

Hypoxia can trigger apoptosis through alteration in the expression of p53 and members of
the Bcl-2 family (10). The adrenals from TUGR male and female fetuses showed a decreased Bax
protein expression (Fig. 4A), but the difference reached statistical significance only in females. Bcl-2
protein expression was similar between adrenals from TUGR fetuses and their sex-matched controls
(Fig. 4B). The resulting Bax/Bcl-2 ratio was diminished in the adrenals from TUGR fetuses of both

sexes compared to their controls, suggesting lower apoptosis (Fig. 4C).

Gene expression in adrenals from [UGR fetuses

To screen for gene products that may be implicated in the altered adrenal steroidogenesis and
in the increased catecholamine synthesis observed in TUGR female fetuses, gene expression
microarray methodology was deployed. In the microarray assay, genes for which expression was
altered by at least 2-fold in the TUGR groups when compared to the controls were grouped by
function and are listed in Table 2. There were 53 genes differentally expressed in the adrenals from
TUGR female fetuses compared to control ones. Among those, we found that the changes in the
expression of 3 genes related to cholesterol metabolism were either in favor of cholesterol utilization
such as the decreased in acetyl-Coenzyme A acetyltransferase (ACAT) 2 expression, or in favor of
cholesterol storage, like the increased expression of apolipoprotein E (apoE) and decreased 7-

dehydrocholesterol reductase. Two genes involved in steroidogenesis, cytochrome b5 and StAR were
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less expressed in adrenals from IUGR female fetuses. For StAR, this confirms the tendency that was
observed by RT-PCR. The expression of 15 genes related to immune response and inflammation was
increased in adrenals from IUGR female fetuses compated to their controls, and only one chemokine
was decreased. Expression of 5 genes known to be direct hypoxia target genes was higher in adrenals
from TUGR fetuses compared to control ones. Among these genes, 3 genes, namely transferrin,
alpha-fetoprotein and ceruloplasmin, belong to 2 different categories, ie. acute-phase proteins,
immune response and inflammation as well as direct hypoxia target genes where they were placed.
Sixteen genes were implicated in metabolism and transport, 3 genes were associated with oxidative

stress and 7 genes were involved in transcription regulation and cellular machinery.
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DISCUSSION

This study was conducted to investigate the possible fetal adrenal alterations that are
associated with JUGR and could predispose to adult diseases. We found in adrenals from day 22
TUGR fetuses an enhanced P450aldo mRNA expression that was associated with an increase in
serum aldosterone levels. This secretion was induced by the lower fetal serum sodium content seen in
TUGR fetuses. Also, the mRNA expression of StAR and P450113 was reduced in adrenals from
TUGR fetuses, leading to decreased circulating serum corticosterone concentrations. Enzymes of the
catecholaminergic pathway were more expressed in adrenals from TUGR fetuses, suggesting higher
catecholamine synthesis. These modificadons were accompanied by a decreased apoptosis as
indicated by the reduced Bax:Bcl- 2 ratio. All these changes were more pronounced in female fetuses,
revealing a sexual dimorphism in adrenal alteratons following IUGR. To unravel mechanisms that
might be implicated in these changes, microarray analysis performed on adrenals from TUGR female
fetuses was done and suggested inflammation that could be associated with the elevated

catecholamine synthesis, and suggested the presence of hypoxia in this TIUGR model.

Elevated adrenal mRNA levels of AT, receptor and P450aldo associated with a 7-fold
increased in serum aldosterone concentrations at day 22 in JUGR fetuses are highly related to the
decreased fetal serum sodium content. This corroborates observations showing that sodium
restriction in adult male rats increases the number of AT, receptor binding sites (13) as well as the
AT, receptor mRNA (13) and protein (14) levels in adrenal ZG. Cytochrome b5 gene expression was
reduced in the microarray analysis, but unchanged in RT-PCR experiments using individual litters. It
has been suggested in the adult rat ZG that cytochrome b5 participates in aldosterone synthesis
following AII stimulation (18). This association seems not to be present in the fetus, suggesting a
different reguladon of aldosterone synthesis between fetuses and adults. However, another
explanation for this discrepancy could be that, in the present study, mRNA was extracted from whole
adrenal glands. Since the ZG is smaller than the ZFR, small differences in gene expression could be

masked.

In spite of the heightened aldosterone synthesis, microarray and RT-PCR results indicate that
StAR mRNA levels were reduced in adrenals from day 22 IUGR fetuses. As explained previously,
mRNA expenments were performed on whole adrenals, as fetal adrenal ZFR is larger and

consequently contains more cells than ZG, it could be suggested that the decreased StAR mRNA
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might rather be associated with the decreased expression of P450118 leading to the reduced serum

corticosterone concentrations observed in these fetuses. This should be confirmed.

ApoLE, a prominent component of trglyceride-rich lLipoprotein particles that mediates
endocytc uptake of lipoproteins by members of the low-density lipoprotein receptor family (1), is
more expressed in adrenals from IUGR female fetuses compared to control ones (microarray). ApoE
mRNA is principally localized in ZFR cells of adult rat adrenals (20) where its exptession is regulated
in direct proporton to esterified cholesterol stores and inversely to the level of steroid producton
(23). Thus, the decreased corticosterone synthesis seen in [IUGR fetuses is in agreement with the
augmented apoE expression. Also, the decreased expression of 7-dehydrocholesterol reductase,
which catalyses the last step of cholesterol biosynthesis, found in adrenals from IUGR female fetuses

(microarray) support the idea of a reduced ZFR cholesterol synthesis in favor of cholesterol storage.

To our knowledge, little has been performed on gene expression in fetal rat adrenals. For
example, the present study is the first one to report the expression of ACAT2 and 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-Coenzyme A (HMG CoA) synthase 2 in fetal rat adrenals. Indeed, the latter enzyme is
only expressed in the liver and in gonads of adult rats (26). In the liver, HMG CoA synthase 2 is the
rate-limiting step of the ketogenic pathway (11). In gonads, it has been suggested that it could rather
perform a similar function to that of the HMG CoA synthase 1 in e nove cholesterol biosynthesis as
its expression is localized in hormone-producing cells of rat testis and ovary, indicating a link with
hormone production rather than a role in the formation of ketone bodies (26). Its decrease in fetal
TUGR adrenals is in concordance with the reduced corticosterone production. Further investigations
are required to assess the role of HMG CoA synthase 2 in this precise context, but it might be related

to steroidogenesis as in gonads.

In adrenals from day 22 JUGR fetuses, we found higher mRNA expression of TH, DEH
and PNMT, suggesting that catecholamine synthesis is augmented in these animals. Catecholamine
secretion from adrenal medulla chromaffin cells of adult animals is controlled by the cholinergic
splanchnic nerve, but this innervaton is absent at birth in rats (30), meaning that chromaffin cells has
the capacity to release catecholamines without neural stmulation (6). It has been shown that a stress
such as maternal hypoxia during the last 3 days of gestation induces an increase in the levels of TH

and DBH mRNA in fetal adrenals 1 day before birth (12). Adrenal hypoxia in this IUGR model is
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supported by the increased adrenal VEGF mRNA and by the microarray analysis which revealed
upregulation of different direct hypoxia target genes, namely insulin-like growth factor binding
protein (IGFBP) 1, transferrin, aldolase A, alpha-fetoprotein and ceruloplasmin. AT, receptor
promotes catecholamine release in adrenals of adult rats (5). Moreover, AIl has been shown to
stimulate the expression of the hypoxia-inducible factor, a key mediator of hypoxic responses,
through the AT, receptor in PC12 cells, an adrenal chromaffin cell line (38). In our study, adrenals
from JUGR fetuses, at least in females, expressed higher levels of the AT, receptor mRNA. This
increase associated with the presence of hypoxia might explain the higher catecholamine synthesis
and release. Differential expression of more than 15 genes related to immune response and
inflammation has been obsetved in adrenals from day 22 ITUGR female fetuses. In fact, many of these
genes are coding for acute-phase proteins, such as haptoglobulin, serpinal, fibrinogen, alpha 1
microglobulin/bikunin, complement component 3, transferrin, albumin, alpha-fetoprotein and
ceruloplasmin among others (9). It was demonstrated that adrenal catecholamines are necessary for
the induction of many of these acute-phase prbteins (36). Therefore, these results suggest that the
increased catecholamine synthesis in TUGR fetuses could stimulate the expression of acute-phase

proteins, which are involved in inflammation and immune response.

In summary, alterations in adrenal steroidogenesis and an increased catecholamine synthesis
are observed in JUGR rat fetuses induced by a maternal low-sodium diet. Indeed, IUGR fetuses
presented an increased aldosterone synthesis and release due to the higher adrenal expression of AT,
receptor and P450aldo in response to the decreased sodium content. The reduced corticosterone
concentrations are linked to changes in adrenal ZFR gene and protein expression involved in
cholesterol metabolism (apoLs, 7-dehydrocholesterol reductase), steroidogenesis (StAR, P450118)
which all promote cholesterol storage. Also, the increased AT, receptor expression in association with
the presence of hypoxia could explain the higher catecholamine synthesis and release which might be
related to the induction of the inflammation-related acute-phase response observed in ITUGR fetuses.
All of these modifications might have long-lasting health effects and thus, could be implicated in the
pathogenesis of high blood pressure (4) and cardiac hypertrophy (3) observed in these IUGR adult

animals.
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Figure legends

Figure 1. mRNA expression of (A) AT, receptor, (B) StAR, (C) P450aldo and (D) P45011p in
adrenals from day 22 control (open bars) and IUGR (closed bars) fetuses.
The results are expressed as means = SEM from sex-pooled adrenals from 6 litters per group. Values

significandy different from control animals are indicated by *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.

Figure 2. mRNA expression of (A) TH, (B) DBH, (C) PNMT and (D) AT, receptor in
adrenals from day 22 control (open bars) and TUGR (closed bars) fetuses.

The results are expressed as means £ SEM from sex-pooled adrenals from 6 litters per group. IUGR
groups significandy different from control animals are indicated by *P<0.05, **P<0.01 and

x P<0.001.

Figure 3. VEGF expression in adrenals from day 22 control (open bars) and TUGR (solid
bars) fetuses.

Respectvely, sex-pooled adrenals from 6 and 10 litters per group were used to evaluate expression of
VEGF mRNA (A) and protein (B). The results are expressed as means £ SEM. TUGR groups

significandy different from control animals are indicated by ***P<0.001.

Figure 4. Fetal adrenal levels of (A) the pro-apoptotic protein Bax, (B) the anti-apoptotic
protein Bcl-2 and (C) the apoptotic index in day 22 control (open bars) and ITUGR (solid
bars) fetuses.

Representative immunoblots and data from densitomettic analyses expressed in arbitrary units
relative to B-actin for Bax (A) and Bcl-2 (B). Rat thymus lysate serves as positive control. Bax/Bcl-2
rato (C) is represented using arbitrary units from densitometric analyses. Data for all densitometric
analyses depicted represent means £ SEM from sex-pooled adrenals from 6 litters per group. TUGR

groups significantly different from control animals ate indicated by **P<0.01 and ***P<0.001.
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Table 1. PCR primers designed (by alpha DNA) for genes of interests

Gene - gene number

FP: Forward Primer (5— 3) Product size . ..
. Optimal conditions
RP: Reverse Primer (5" 3') (bp)
Temperature Cycle
O (number)

Angiotensin receptor type 1(ATy) - NM_031009
FP: GCTAAGCAGCTCACTCACTAC 363 57 o8
RP: AACTCTTGACCTCCCATCTIC

Angiotensin receptor type 2 (AT>) - NM_012494
FP: GAAGGACAACTTCAGTTITTGC 497 57 2%
RP: CAAGGGGAACTACATAAGATGC

Connexine 43 (Cx43) - NM_012567
FP: TGAGTCCTCCACATAGCG 250 57 20
RP: GCAAAGAACCCAGTGAGA

Cytochrome b5 - NM_022245
FP: GCACCTGGGTGATCCTACAT 148 59 2
RP: TCTCGTGCATCCGTAGAGTG

Cytochrome P450 aldosterone synthase (P450aldo) - NM_012538
FP: TCATATCCGAGATGGTAGCA 324 54 28
RP: GCTCAGGTCTTGGGAACAC

Cytochrome P450 118-hydroxylase (P450118) - XM_343262
FP: TCATATCCGAGATGGTAGCA 399 54 20
RP: GCTCAGGTCITGGGAACAC

Dopamine $-hydroxylase (DSH) - NM_013158
FP: CTGGATACCCATCAGGACTA 148 57 2%
RP: CCAGGATCCCATACACTAGA

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) - NM_017008
FP: GGTGATGCTGGTGCTGAGTA 369 55 20
RP: GGATGCAGGGATGATGTTCT

Phenylethanolamine-N-methyltransferase (PNMT) - XM_001081395
FP: CCTACCTCCGCAACAACTAC 202 53 24
RP: TCTGTCATGGTGATGTCCIC

Steroidogenic acute regulatory protein (StAR) - NM_031558
FP: GGTGATGCTGGTGCIGAGTA 453 55 18
RP: GGATGCAGGGATGATGTTCT

Tyrosine hydroxylase (TH) - NM_012740
FP: CGTCGGAAGCTGATTGCA 290 0 %
RP: TCACGGGCGGACAGTAGA

Vascular endothelial growth factor (VEGF) - NM_031836
FP: TGCACCCACGACAGAAGGGGA 4 variants: 564, 492, 65 30

RP: TCACCGCCITGGCTTGTCACAT 432 and 360
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Table 2. Relative changes in the expression of genes modulated by IUGR in the adrenal of female

fetuses on day 22

Gene name Probe set name Fold change
Cholesterol metabolism and steroidogenesis
Apolipoprotein I (Apold) S76779_s_at 2,62
Acetyl-Coenzyme A acetyltransferase (ACAT) 2 rc_AAB59980_at =309
- rc_AAB59980_g_at 2,28
Cytochrome b5 rc_AA945054_s_at 224
’ AF007107_s_at -202
Steroidogenic acute regulatory protein (StAR) AB0O01349_at =231
T-dehydrocholesterol reductase AB016800_g_at -231
AB016800_at -2,20
Acute-phase proteins, immune response and inflammation
Haptoglobin 1K01933_at 497
Fibrinogen, alpha polypeptide rc_AAB75097 _at 448
M35601_g_at 2,69
M35601_at 220
Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 1 rc_Al010453_at 388
(Serpinal) X16273cds_g_at 34
X16273c¢ds_at 295
Fibrinogen, gamma polypeptide 100735_ac 379
X05861exon#1-6_s_at 245
JO0735_ g _at 2,15
Fibrnogen, B bem polypeptde U05675_at 364
Alpha 1 microglobudin/bikunin SB7544_g at 322
Complement component 3 M29B66_s_at 312
N52477_at 2,64
Inter-alpha trypsin inhibitor, heavy chain 3 N83231_ar 295
Kininogen 1 (or K-kininogen or similar to alpha-1 major acute phase protein prepeptide) K02814_g_ar 2,84
K02814_at 236
S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B) 1.18948_at 249
Alpha-2-HS-glycoprotein 1D10261_g_at 228
Complement component 1, q subcomponent, beta polypeptide X71127_g at 2,14
Albumin rc_AAB60062_g_at 2,12
CID24 antigen rc_AI171462_s_at 2,11
Vitronectin U44845_at 209
Chemokine (C-X-C motif) ligand 14 rc_AAB74803 ¢ _at 2,10
Direct hypoxia target genes
Insulin-iike growth factor binding protein 1 M58634_at 551
Transfernn U31866_g_at 268
Transferrin, signal recognition particle receptor, B subunir 1D38380_at 2,56
Aldolase A, similar to Fructose-bisphosphate aldolase A (Muscle-type aldolase) U20643mRNA#2__at 222
Alpha-fetoprotein rc_Al237884_s_at 203
Ceruloplasmin 1.33869_at 2,03
Enzymes and metabolism
3-hydroxy-3-methylglutany-Coenzyme A synthase 2 M33648_ar 51
M33648_g_ar 354
4-hydroxyphenvipyruvic acid dioxygenase AF082834_s_at 362
rc_AABG66302_g_at 352
Aldolase B X02291exon_s_at 2,69
X02284_at 24
UDP glycosyluansferase 1 family, polypeptide A1, A2, A3, A5, A6, A7, ABand A10 D83796_s_at 2,62
Betaine homocysteine methyltransferase BHMT) AF038870_at 2,40
Camitine palmitoyltransferase 1b, muscle D43623_g_at 232
UDP glycosyltransferase 1 family, polypeptde A6 D38061exon_s_at 2,12
Alcohol dehydrogenase 1 (class I) M15327_at 21
Beta galactoside alpha 2,6 sialvitransferase 1 M83143 _at 210
Protein kinase, cAMP dependent regulatory, type 11 beta M12492mRNA#1_g_at 2,19
Protease, serine, 35 rc_AABG6443_at -209
Ormithine decarboxylase antizyme D10706_s_at 207
Transport
Retinol binding protein 4, plasma K03045¢ds_s_at 344
M10934_s_at 209
Cytochrome 1450, family 2, subfamily d, polypeptide 26 ABQ0B423_s_at 242
Solute cartier family 4, member 2 J05166_at 218
Solute carrier family 41, member 3 rc_AA799457_at 221
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Oxidative stress

Thiotedoxin interacting protein re_A1237654_at 2,64
Selenoprotein W muscle 1 V25264 _at 200
Superoxide dimutase 2, mitochondrial YO00497_s_at -2,05
Transcription regulation and cellular machinery

Nudear receptor subfamily 0, group B, member 1 X99470_at 220
Parathymosin rc_AAB92800_at 219
Pralyi 4-hydroxylase, beta polypeptide M21476_s_at 212
Neuronatin U08290_at 2,09
Simnilar to splicing factor, arginine/serine-tich 2 rc_AAT99538_g_at 2,40
Y box protein 1 rc_Al230572_at -230
Chromobox homolog 1 (Drosophila HP1 bet) (predicted) rc_AI009141_at -2,03

Values are expressed as fold change in expression in IUGR female fetuses when compared to

controls. Genes are considered to be differentially expressed when at least a 2-fold (arbitrary cut-off)

difference between control and experimental values is evident.
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En science, la phrase [a plus excitante que [on peut entendre, celle qui annonce de nouvelles
découvertes, ce n'est pas «Euréka» mais «est drole».

— Isaac Asimov, écrivain russe —

Nous avons développé dans le Jaboratoire un modele animal de RCIU en donnant une dicte faible
en sodium a des rates au cours du dernier tiers de gestation [228]. Une partie des travaux réalisés avant
mon arrivée au sein de Péquipe a démontré que ce traitement empéche Pexpansion volémique
maternelle [228] et Paugmentation du diameétre des artéres utérines [252] associées a la gestation
normale, indiquant une réduction de la perfusion utéro-placentaire a l'origine de la diminution du
poids des placentas [228] et de la redistribution du flot sanguin observée chez les feetus RCIU [26].
Parallement, Péquipe de Caluwaerts [45] a établi que invasion trophoblastique endovasculaire
nécessaire au remodelage des artéres utérines et a Iétablissement de la circulation utéro-placentaire
définitive samorce 2 G13 chez le rat. Considérant I'ensemble de ces éléments, nous nous sommes
intéressés dans un premier temps aux altérations et aux mécanismes placentaires susceptibles
d’expliquer la restriction de croissance placentaire et feetale observée dans notre modele animal. De
plus, des érudes produites chez les animaux RCIU de 12 semaines ont révélé diverses atteintes
systémiques menant au développement de facteurs de risque des maladies cardiovasculaires tels que la
dysfonction rénale [20], les altératons du systeme rénine-angiotensine-aldostérone [26], le remodelage
cardiaque hypertrophique [25] et une réponse altérée au sel [Bibeau et collegues, manuscrit en
préparation]. Puisque le développement de la surrénale chez le rat débute des G13 [200;282] et se
poursuit jusqu’au terme de la gestation avec Papparition autour de la naissance d’une zonation
corticale fonctionnelle similaire a celle observée chez Padulte [186;279] et d'une médullosurrénale
centrale synthéusant de Iépinéphrine [186;282], nous nous sommes ensuite attardés a la
caractérisation de cette glande chez le feetus a terme (G22) avec I'objectif de mettre en relief des
altératons susceptibles de contribuer aux conséquences a long terme observées chez les

animaux RCIU.

Ainsi, nous avons formulé hypothése que la RCIU observée dans notre modéle animal serait
associée a une hypoxie placentaire, conséquemment a une réduction de la perfusion utéro-placentaire,
entrainant une programmaton foncuonnelle de la surrénale feetale par des modifications de la
stéroidogenese et de la synthése des catécholamines. Ces changements pourraient étre a l'origine du

développement des facteurs de fsque des maladies cardiovasculaires obsetvés chez les
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animaux RCIU de 12 semaines [25;26]. Notre modele animal étant pertinent a la condition humaine
ou la RCIU est associée a une réduction de Pexpansion volémique matemelle [83;226;229], ces
travaux aideront a une meilleure compréhension des mécanismes qui sont induits dans le placenta et
la surrénale feetale suite a cette situation d’absence d’expansion volémique chez la mére et pourraient
servir a établir un diagnostic et peut-étre conduire a la prévention des conséquences a court et Jong

terme d’une RCIU.

Dans les placentas de rates sous restriction sodique, nous avons observé une augmentation de
Pexpression du VEGF, particulierement dans la zone labyrinthe ou se produisent les échanges feeto-
matemels, et du VEGFR1. Ces résultats nous suggerent que la restriction de croissance placentaire et
feetale présente dans notre modele animal est médiée, du moins en partie, par une hypoxie
placentaire, vraisemblablement conséquente a la réduction de la petfusion utéro-placentaire. Il a été
mis en évidence que le VIEGFR1 joue un réle tardif dans le développement placentaire par sa
participation a Passemblage du réseau vasculaire |92]. L'expression accrue du VEGF et du VEGFR1
laisse supposer que Passemblage de vaisseaux sanguins est favorisé de maniére a compenser la
diminution de perfusion utéro-placentaire présente dans notre modele. Considérant que nos travaux
ont été effepmés sur des placentas a terme ou les actions du VEGF différent probablement de sa
mission premiére qu’est angiogenese, il est possible quil intervienne par le VEGFRT dans la
perméabilité des vaisseaux afin de faciliter le transfert de Poxygene et des nutriments de la mere aux
feetus. Néanmoins, le VEGFR2 demeure le principal récepteur par lequel le VIEGF assute ses acdons
|227), Paugmentation protéique de eNOS remarquée dans notre émde supportant cette idée. Cette
hausse présume une dilatation vasculaire visant le mantien de la fonction placentaire et de
Papprovisonnement sanguin aux feetus. De plus, les placentas issus de rates sous restriction sodique
présentent un taux augmenté d’apoptose, suggérant une implication de ce phénomene dans la
diminution du poids des placentas par ses effets sur la différenciation et le renouvellement des cellules
trophoblastiques. Des mesures stéréologiques permettant 'évaluation de la vascularisation placentaire
pourraient étre entreprises a partir de coupes histologiques et de marqueurs spécifiques. En regard des
résultats obtenus, nous devrions étre en mesure d’'observer une augmentation du nombre et du
diametre des vaisseaux sanguins, particuli¢rement des capillaires trouvés dans les extrémités des
villosités placentaires. Egalement, la localisation — types cellulaires, zones placentaires — des
changements observés nous permettrait de tirer des conclusions plus pointues par rapport a la

caractérisation de ’hypoxie présente dans notre modele.
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Néanmoins, il apparait que cette compensation ne suffit pas a subvenir aux besoins en oxygene
des feetus RCIU. En effet, méme si le poids des organes feetaux tels que le cerveau, le cceur et le rein
indique une redistribution du flot sanguin suite a la réduction de la perfusion utéro-placentaire [26],
Panalyse d’expression génique par microréseau produite a partir de surrénales feetales de femelles
révele une hypoxie chez ces animaux. De ce fait, la surrénale feetale présente de nombreuses
altérations au niveau de I'expression de genes impliqués, entre autres, dans la stéroidogenese et la
synthése des catécholamines. Drailleuts, la réduction des niveaux sériques de corticostérone chez les
feetus RCIU combinés a Pabsence de changements d’expression génique et protéique de la 118HSD2
placentaire, nous a permis de démontrer que la RCIU observée dans notre modéle animal ne semble
pas associée a une surexpositon aux glucocorticoides d’origine maternelle. A la lumiére de ces
résultats, 1l serait toutefois pertinent de jeter un ceil 4 la fonctonnalité de I'axe hypothalamo-
hypophysaire, a savoir la synthese et la relache de CRH par Thypothalamus et ’ACTH par
hypophyse ainsi que I'efficacité du rétro-contrdle négatf par le GR. En effet, la maturation de I'axe
hypothalamo-hypophysaire survient au cours du dernier ters de la gestation chez le rat avec la
production et la sécrétdon de CRH [37] et ACTH [53] dés G16-G17 et pourrait donc étre
influencée par la diete faible en sodium donnée aux rates lors de cette méme période. De plus, les
surrénales des fatus RCIU démontrent une réducton de lindex apoptotique et des études
d’expression génique par microréseau ont mis en évidence des modifications du métabolisme du
cholestérol ainsi que la présence d'inflammaton, du moins chez les femelles RCIU. 11 est possible que
ces changements entrainent des réponses spécifiques et adaptatives chez le feetus, provoquant des
modifications permanentes et déléteres de sa physiologie qui se manifesteront lors de la vie adulte par
le développement de facteurs de risque des maladies cardiovasculaires [25;26]. Par exemple, les
concentrations élevées d’aldostérone chez les feetus RCIU pourraient initier des changements
conduisant au remodelage cardiaque de type hypertrophique observé chez les femelles adultes [25].
De méme, les catécholamines en concentrations plus élevées chez les feetus RCIU pourraient étre a
Porigine d’altérations de la fonctuon cardiovasculaire impliquées dans 'augmentation de la pression

artérielle remarquée chez ces animaux a 12 semaines [26].

Nous travaillons avec une souche non consanguine de rats (Sprague-Dawley) réputée pour sa
vanabilité génétoque. Bien qu’elle ait 'important avantage d’étre représentative de la population en
général par rapport aux souches consanguines ou les individus sont génétiquement identiques [116],

cette vaniabilité fait en sorte que les paramétres examinés Jors de nos manipulations témoignent d’une
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hétéropénéité de réponses non négligeable qui nous oblige a confirmer de diverses manieres les
données récoltées. Ainsi, nous avons ualisé plusieurs marqueurs de 'hypoxie pour en déterminer la
présence. e méme, différentes techmques ont été employées pour évaluer P'expression du VEGF,
notamment la transcipuon invegse suivie d’une réaction de polymérsation en chaine, 'ELISA et
Pimmunohistochimie. De plus, nous povilégions Putilisation de pool de tissus provenant d’une méme
portée afin de réduire les fluctuanons. Néanmoins, combinée a la muluplicité de nos
mesures,/techniques, cette apptoche nous permet de dégager des tendances et d'en drer des
conclusions logiques pertinentes. Par exemple, les concentrations sériques de corticostérone sont
réduites chez les feetus RCIU. Nous avons artibué ce changement a une diminution de Iexptession
protéique du CYP11B1 dans la surénale feetale, méme si la signification statistique n’est présente que
chez les males, puisque les niveaux ’ARNm et de protéine tendent tous deux a éue infédeurs a ceux

ohservés chez les animaox témoins.

Dans le cadre des mes études doctorales, nous avons choisi de limiter notre champ d'invesagaton
a G22, soit au terme de la gestation, avec pour objectif principal de mettre en évidence des
modificatons placentaires et foetales ayant atteint leur paroxysme puisque le G22 représente la
derniére journée de la période de traitement maternel (diete faible en sodium de G152 G22) et que
cette période coincide précisément avec la phase de croissance maximale du placenta et du foetus chez
le rat. A la Jumiére des résultats obtenus, il apparait quune étde Jongitudinale s'étendant de la
derniere semaine de gestation 4 quelques jours, voire une semaine ou deux de vie post natale serait de
mise. Fn effet, ces travaux nous permettraient de documenter de facon séquenticlle les événements
survenant au cours de la derniere semaine de gestation et ce, tant par rapport aux modifications
physiologiques matemnelles et aux altérauons du développement placentaire qu'a la réponse feetale a
tous ces changements. De cette maniére, il nous serait possible de départager les causes des
conséquences des différents phénoménes que nous observons dans notre modeéle animal de RCIU.
De plus, une érude longitudinale prolongée de la vie feetale a la vie extra-utérine nous fournirait la
possibilité de vénfier au niveau fonctionnel pat la mesure, entre autres parameétres, de la pression
artériclle systolique, les séquelles a court et long terme laissées par les condiuons intra-uténnes
défavorables. La pénode de lactauon étant également une période critique de développement [15], la
mise en place dune émde longitudinale nous permettrait de jeter un ceil a la qualité et a la
composition du lait maternel et d’évaluer par des études de « avifostering» les effets de la dicte

maternelle sur la lactadon et les conséquences de celle-ci sur le devenir des animaux. La connaissance
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de la séquence de Pensemble des modifications observées dans notre modéle animal permettrait
d’envisager des cibles et des interventions thérapeutiques susceptibles d’améliorer le devenir des

arumaux RCIU.

Nos résultats démontrent un dimorphisme sexuel chez les foetus RCIU a G22. En effet, les
différentes analyses d’expression génique et protéique réalisées a partir de surrénales foetales révelent
des changements plus prononcés chez les femelles que chez les males, que 'on pense aux enzymes de
la synthese des catécholamines ou aux marqueurs apoptotiques. Puisque le placenta est une structure
essentiellement issue du blastocyste, il pourrait jouer un role dans cette réponse différentielle. Nos
travaux sur le placenta ayant été produits a partis d’'un pool de placentas, les distinctions potentielles
attribuables au sexe ont vraisemblablement été masquées. 1l serait donc intéressant de vérifier ce point
lors d’études ultérieures, ce qui nous permettrait de tépondre a la question : le placenta a-t-il un sexe?
A notte connaissance, aucune étude ne supporte cette idée dans la littérature. Néanmoins, un certain
nombre de travaux démontre aussi la présence d’un dimorphisme sexuel chez les feetus, notamment
par rapport a la maturation des poumons et la synthese de surfactant. Dans ce cas, un role des
androgenes a été mis en évidence [264], indiquant I'implication des hormones sexuelles dans le
développement d’un dimorphisme sexuel avant la naissance. Les mécanismes épigénétiques et
Pempreinte parentale poutraient également contribuer au phénomene de dimorphisme sexuel] par la

modulation de Pexpression des genes impliqués dans le développement et la croissance du feetus.

En effet, les différences observées entre les cellules, les tissus et les organes ne sont pas dues a des
modifications de la séquence nucléotidique, mais a une modulation spécifique de I'expression des
genes par des mécanismes épigénétiques [216]. Le code épigénétique représente un ensemble de
mécanismes de régulation interreliés et interdépendants (codes de la méthylation de PADN, des
histones et des coactivateurs/corépresseurs de la transcription) qui assurent 'expression ou la
répression des génes de fagon tissu-spécifique et selon le stade de développement [139].
L’information épigénétique au sein de la chromatine est essenticllement véhiculée par des
modifications de PADN et des histones [97]. La méthylation de la cytosine est la principale
modification de PADN et est généralement synonyme d’une chromatine transcriptionnellement
silencieuse [31;76;137]. Les histones peuvent quant 2 elles subir plusieurs modifications (acétylation,
phosphorylation, méthylation, ubiquitinylation) qui influencent la structure chromatinienne et

Iexpression génique [157]. Le caractere réversible de ces modifications met en évidence la plasticité de
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Pinformation épigénétique. Des études chez le rat en période néonatale ont entre autres démontré
quune insuffisance utéro-placentaire est associée a une hypométhylaton de PADN et a une
hyperacétylation des histones au niveau rénal [208], hépatique [96;170] et cérébral [146]. De cette
fagon, Paltératon des déterminants épigénétiques entraine des changements de la structure de la
chromatne responsables de la dérégulation de I'expression des genes. Il a été postulé que ces
changements contribueraient au déclenchement des pathologies souvent observées dans les cas de
RCIU [42]. Ainsi, tous génes dont expression est modifiée dans notre modéle animal de RCIU
laissent supposer des modifications épigénétiques pouvant influencer aussi bien la survenue du
dimorphisme sexuel que le développement de facteurs de risque des maladies cardiovasculaires, les

deux phénomenes étant observés chez les animaux RCIU.

Tres peu de genes, une centaine sur les 30 000 que content le génome humain, sont soumis a
Pempreinte parentale [185]. Ainsi, un seul allele d’un géne de ce type est exprimé dans les cellules;
Pexpression d’'un gene soumis a 'empreinte paternelle étant soutenue par P'alléle maternel et vice-
versa. Chez ’humain [185] et la souris [61], plusicurs des génes soumis a Pempreinte sont exprimés
dans le placenta et jouent un rdle dans la croissance feetale et la régulagon des interactions de
Pinterface feeto-maternelle [218]. Le mécanisme moléculaire prédominant de la régulaton de ces
genes est la méthylation des flots CpG [163;220], leur expression monoallélique étant sous-tendue par
une méthylaton différentielle de certaines régions de PADN, les régions différentiellement méthylées
(differentially neethylated regron : DMR), qui sont présentes dans ou a distance des génes. Cette expression
peut varier selon le contexte génétque, la nature tssulaire et la période de développement [219]. Ainsi,
des études portant sur 'expression de ces génes pourraient nous fournir des explications par rapport
aux mécanismes sous-jacents 2 la restriction de la croissance placentaire et fcetale observée dans notre

modeéle animal ainsi que sur "apparition du dimorphisme sexuel observé chez ces animaux.

En conclusion, 'ensemble de ces travaux démontrent que la diminution de la perfusion utéro-
placentaire — conséquente a la réduction de I'expansion volémique maternelle et de augmentation du
diametre des artéres utérines induite par une diete faible en sodium donnée lors du dernier ters de la
gestation — est liée a une hypoxie et une apoptose placentaires entrainant une redistribution du flot
sanguin chez les feetus et causant une hypoxie feetale associée a une programmation fonctionnelle de
la surrénale (Figure 15). Ces changements seraient a origine de réponses adaptatves du feetus en

regard de son environnement, entrainant des modifications permanentes et néfastes de son
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organisme et de ses systemes biologiques qui se manifesteront lors de la vie adulte par le
développement des différents facteurs de risque des maladies cardiovasculaires dénotés chez les

animaux RCIU a 12 semaines [25;26].

Jour 22
Jour 1 Jour 15 Naissance
l— Gesration chez le rat } =
Jour 13 Jour 18
Invasion trophoblastique { {
Développement de la surrénale I >
Diéte faible en sodium } I
MERE

1 volume circulant

4

UTERUS
1 diameétre des vaisseaux atérins

| perfusion utéro-placentaire

PLACENTA
hypoxie — assemblage de vaisseaux, perméabilité
et dilatation vasculaire
apoptose — diminuton du poids du placenta

4

EETUS
* redistribution du flot sanguin
* RCIU
* programmation fonctionnelle
de la surrénale feetale

Figure 15. Hypoxie placentaire et programmation de la surrénale dans un modéle de rat de RCIU
induite par une dié¢te maternelle faible en sodium.
Adaptée de [45;200;228;269;282).
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