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il

RESUME

L’activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone peut entrainer le développement
d’une hypertension artérielle et de la fibrose cardiaque. Toutefois, au cours de la grossesse,
malgré une hausse substantielle des niveaux d’aldostérone, ces effets délétéres ne sont pas
observés. L’aldostérone exerce ses effets via les récepteurs des minéralocorticoides, les
MR, qui peuvent également lier le cortisol avec une affinité similaire. La régulation des
niveaux locaux de ce glucocorticoide par les 11B-hydroxystéroide déshydrogénases (113-
HSD) est donc essentielle pour éviter une stimulation inappropriée des MR. Nous
suggérons que, durant la grossesse, ces enzymes sont impliquées dans la protection de la
mere et du feetus contre les niveaux €levés d’aldostérone et de cortisol. Notre hypothése de
travail est que les mécanismes d’adaptation qui prennent place au cours de la grossesse
nécessitent des changements d’expression (ARNm et protéine) et d’activité des 113-HSD
spécifiques selon le tissu. Des rates Sprague-Dawley ont été sacrifiées aux jours 14, 17, 19
et 22 de gestation (terme = jour 23) et leurs organes ont été collectés. Dans le rein, les
niveaux protéiques des 11B-HSD sont diminués en fin de gestation. Dans le placenta, on
observe une importante chute de I’expression génique et protéique de la 113-HSD1 au jour
17 tandis que la 11B-HSD2 y est augmentée. L’expression et 1’activité de la 113-HSD2
sont par la suite diminuées jusqu’a terme. Aucune différence significative n’est retrouvée
dans le ventricule gauche cardiaque. En conclusion, nos résultats démontrent que la
gestation est accompagnée d’importants changements dans le placenta, possiblement pour
assurer un développement feetal adéquat, tandis que le rein et le cceur sont peu ou pas
affectés. Des études plus approfondies sur 1’expression des MR dans ces tissus nous

aideront a mieux comprendre I’implication des 11B-HSD au fil de la gestation.

Mots-clés : 11B-hydroxystéroide déshydrogénases, glucocorticoides, minéralocorticoides,

grossesse, rétention sodique, fibrose cardiaque, développement feetal
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ABSTRACT

The activation of the renin-angiotensin-aldosterone system can lead to hypertension and
cardiac fibrosis. However, despite a substantial elevation of aldosterone during pregnancy,
those adverse effects are not observed. Aldosterone acts via the mineralocorticoid receptors
(MR) which can also bind cortisol with a similar affinity. Regulation of the local levels of
this glucocorticoid by the 11B-hydroxysteroid dehydrogenases (113-HSD) is thus crucial to
avoid overstimulation of MRs. We believe that these enzymes are involved in the maternal
and fetal protections against the high levels of aldosterone and cortisol observed during
pregnancy. We propose that the adaptative mechanisms occurring during normal pregnancy
involve tissue-specific changes in the expression (mRNA and protein) and activity of both
11B-HSDs. Pregnant Sprague-Dawley rats were sacrified on day 14, 17, 19 or 22 of
gestation (term = day 23) and their organs were collected. In the kidney, our results have
shown that 11B3-HSDs protein levels decrease in late gestation. In the placenta, a dramatic
decrease of 113-HSD1 mRNA and protein expressions is observed on day 17 while 11[3-
HSD2 levels are increased. Expression and activity of the 11B3-HSD2 are then decreased up
to day 22. No significant differences were detected in the left cardiac ventricle. In
conclusion, our results demonstrate that gestation is associated with important
modifications in the placenta, possibly to ensure a normal fetal growth, while expression in
the kidney and the heart is barely changed. More studies on MR expression in those tissues

will be required to better characterise the function of the 11B-HSDs throughout pregnancy.

Key words: 11B-hydroxysteroid dehydrogenases, glucocorticoids, mineralocorticoids,

pregnancy, salt retention, cardiac fibrosis, fetal development
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1. INTRODUCTION




La grossesse est associée a de nombreux changements physiologiques importants essentiels
au bien-étre de la mere et au développement normal du feetus. Ces modifications
comprennent, entres autres, une activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone
(SRAA) ainsi qu’une rétention d’eau et de sel accrue qui, chez une personne non-enceinte,
devraient conduire a une hypertension et a de la fibrose cardiaque. Ces effets déléteres,
causés entre autres par 1’aldostérone, ne sont toutefois pas retrouvés lors de la grossesse.
Les glucocorticoides, capables de lier les récepteurs de 1’aldostérone, de méme que les
enzymes responsables de leur régulation locale, les 11B-hydroxystéroide déshydrogénases
(11B-HSD), pourraient étre impliqués dans la mise en place de ces adaptations maternelles

a la grossesse.

La revue de littérature qui suit décrira d’abord les diverses modifications physiologiques
présentes lors de la grossesse. Par la suite, un survol de la physiologie d’organes
particulierement touchés par la grossesse, soit le rein, le cceur et le placenta sera présenté.
Finalement, une synthése des connaissances actuelles sur 1’aldostérone, le cortisol et les

11B-HSD sera abordée.

1.1. LA GROSSESSE

De nombreuses adaptations maternelles se mettent en place au cours de la grossesse afin de
favoriser le développement et la croissance du feetus. Cette section traitera des adaptations
cardiovasculaires présentes chez la femme et la rate, excellent modele animal pour étudier

la grossesse.

1.1.1.  Adaptations maternelles a la grossesse

Au cours de la grossesse, une importante augmentation du volume plasmatique est
observée des le premier trimestre. Celle-ci s’accentue en mi-grossesse et atteint son point
culminant vers la 36° semaine (54). Cette hausse du volume sanguin, qui varie de 25 a 40%,
entraine une augmentation du poids de la mere, une hémodilution de méme qu’une
¢élévation du débit cardiaque (103). Malgré une production de globules rouges accrue (217;

240), une diminution de 1’hématocrite et des concentrations en hémoglobine est observée



au cours de la grossesse et s’explique par cette importante hausse du volume circulant

(214).

L’expansion du volume plasmatique est facilitée par des changements dans la sécrétion
d’hormones impliquées dans le contrdle de la balance hydrosodée. En effet, bien que les
niveaux de la vasopressine (AVP; antidiuretic hormone) restent stables au cours de la
grossesse, les valeurs seuil du déclenchement de sa relache et de la stimulation de la soif
sont abaissées lors des premicres semaines (65). La consommation d’eau est ainsi favorisée
et les liquides corporels s’en trouvent dilués. Les niveaux du peptide natriurétique
auriculaire (ANP : atrial natriuretic peptide) sont augmentés uniquement a partir de la 12°
semaine de grossesse tandis que I’activation du SRAA débute dés la 6° semaine (54). En
effet, ’activité de la rénine plasmatique de méme que les niveaux circulants d’aldostérone
augmentent graduellement au fil de la grossesse pour atteindre leur paroxysme a terme
(80). Paradoxalement, cette importante activation du SRAA n’est pas associée a
I’hypokaliémie, a I’hypernatrémie de méme qu’a la hausse de pression artérielle
normalement observées chez des personnes non-enceintes. Les mécanismes induisant la
baisse de pression artérielle au cours de la grossesse ne sont pas encore bien compris et
I’implication de I’angiotensine II (ANGII) dans ce phénoméne reste a étre élucidée. En
effet, bien que les niveaux de I’ANGII soient augmentés chez les femmes enceintes
normotendues, celles-ci sont réfractaires aux effets vasopresseurs de ce peptide (94). Les
niveaux urinaires du cortisol libre sont eux aussi augmentés au cours de la grossesse,
passant d’environ 55 mg par jour lors du premier trimestre a plus de 110 mg par jour durant
le troisieme trimestre (97). Cette augmentation des niveaux de cortisol s’expliquerait par
I’élévation remarquable de la CRH (corticotropin-releasing hormone) synthétisée et
relachée par le placenta et les membranes feetales (97). Parallélement, la concentration des
transcortines, ou globulines de liaison des corticostéroides (CBG; corticosteroid
binding globulin), est doublée lors du 6° mois de grossesse comparativement aux taux

circulants d’une personne non enceinte (72).

Peu de temps apres la conception s’effectue un important remodelage cardiovasculaire qui
débute d’abord avec une expansion de la vascularisation utéro-placentaire (167) et une

réduction de la résistance vasculaire périphérique (54). Le flot des artéres utérines



augmente de fagon importante entre la 6° et 12° semaine de grossesse, possiblement en

réponse a la hausse de production d’hormones libérées par le placenta a ce stade (28).

1.1.2. Gestation chez la rate

La rate constitue un excellent modeéle pour étudier la physiologie de la grossesse. En effet,
la courte durée de la gestation, qui est de 22 jours comparativement a 40 semaines chez
I’humain, facilite les expérimentations. De plus, tel qu’illustré a la figure 1, la troisiéme et
derniére semaine de gestation de la rate ressemble beaucoup au second trimestre de la
grossesse humaine quant aux différentes modifications anatomiques et physiologiques qui
s’y manifestent. En effet, tout comme pour la femme enceinte, le volume plasmatique de la
rate augmente au cours de la gestation (16). L’activité de la rénine plasmatique ainsi que les
niveaux de ’aldostérone sérique sont également augmentés et atteindront leur sommet tout
juste avant la parturition (39). Les concentrations de progestérone, tout comme celles de
I’cestradiol, augmentent elles aussi progressivement au fil de la gestation (96). En ce qui a
trait aux niveaux plasmatiques de corticostérone, ils semblent diminuer au cours de la
derniére semaine avant de remonter une journée avant la parturition (V. Houde et M.
Brochu, en préparation). Finalement, la diminution paradoxale de la pression artérielle est

¢galement retrouvée chez la rate gestante et débute au jour 17 (24).

| Aldostérone sérique
Oestrogéne sérique
Volume circulant
HUMAIN Pression artérielle
———————
<.'1 ler trimestre >< 2¢ trimestre <;I 3¢ trimestre ,E>
Aldostérone sérique
Oestrogéne sérique
RAT g 9
Volume circulant
Pression artérielle
<.'_I—| ére_Desem

Figure 1. Comparaison entre la grossesse humaine et la gestation de la rate.



1.2. LE REIN

Le rein est le principal organe responsable de 1’excrétion. Il filtre le plasma, éliminant dans
I’urine les toxines venant du foie et autres déchets métaboliques, tout en conservant les
substances et ions nécessaires au bon fonctionnement de I’organisme. Les reins sont
également garants du contréle du volume et de la composition du sang en maintenant un

juste équilibre entre 1’eau et les électrolytes.

1.2.1.  Morphologie générale

La face médiale du rein présente une fente verticale appelée hile rénal ou passent I’uretere,
les vaisseaux sanguins rénaux, des vaisseaux lymphatiques et des nerfs (figure 2). Trois
couches distinctes composent le rein : le cortex rénal qui est la partie la plus externe, la
médulla rénale ainsi que le pelvis. On retrouve dans la médulla les pyramides rénales,
masses de tissus coniques dont la base est orientée vers le cortex tandis que leur sommet,
aussi appelé papille rénale, pointe vers 1’intérieur du rein. Le pelvis rénal, ou bassinet, se
présente sous la forme d’un entonnoir composé de calices rénaux majeurs qui se ramifient
en calices rénaux mineurs, cavités ou débouchent les papilles rénales. L uretére, embranché
au bassinet, transporte I’urine jusqu’a la vessie pour ensuite 1’excréter hors de 1’organisme

via I"urétre (108; 173).

La circulation rénale est un systeme porte doté de deux importants réseaux de capillaires
successifs qui permettent de purifier le sang et d’équilibrer son contenu. On retrouve
d’abord les capillaires glomérulaires dont I’endothélium tapissé de pores permet le passage
de petites substances telles que 1’eau, le sodium, 1’urée, le glucose et les protéines de faible
taille. Cette microcirculation est sise entre les artérioles afférentes et efférentes qui sont les
deux principaux sites de résistance dans le rein. Suivent ensuite les capillaires
péritubulaires qui succédent aux artérioles efférentes et irriguent le cortex ainsi que les vasa
recta, ou vaisseaux droits, retrouvés dans la médulla. La réabsorption vers la lumiére

vasculaire se fait principalement par ces vaisseaux péritubulaires (104; 173).



Néphron

Sens du drainage de |'urine:
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Graisse du sinus rénal

Capsule fibreuse

Figure 2. L’anatomie du rein.
Adapté de Tortora GJ (270).

L’innervation du rein est assurée par un réseau de neurofibres et de ganglions du systéme
nerveux sympathique appelé plexus rénal. Ces fibres adrénergiques innervent les branches
principales de I’artére rénale de méme que artérioles afférentes et efférentes dont elles
peuvent ajuster le diameétre pour régir le débit sanguin rénal. Ainsi, en activant les
récepteurs ol-adrénergiques présents dans les muscles lisses vasculaires, la libération de

norépinéphrine entraine une vasoconstriction directe des artérioles rénales (104; 173).

1.2.2.  Néphron : unité fonctionnelle

Le néphron constitue 1’unité structurale et fonctionnelle du rein (figure 3) ou il s’acquitte de
trois fonctions principales : la filtration glomérulaire ainsi que la réabsorption et la
sécrétion tubulaires. La filtration glomérulaire constitue la premiére étape de la formation
de I'urine. Le liquide présent dans la lumiére du capillaire glomérulaire est filtré a travers
trois couches pour terminer dans I’espace de Bowman. Ces couches successives sont
I’endothélium vasculaire, la membrane basale glomérulaire et I’épithélium de la capsule de

Bowman. Le glomérule posseéde une perméabilité sélective, c’est-a-dire qu’il laisse



traverser les molécules selon leur taille, leur charge €lectrique ainsi que leur forme. Ainsi,
les molécules de faible poids moléculaire, telles I’urée ou I’inuline, franchissent aisément la
membrane tandis que 1’albumine, beaucoup plus volumineuse, en est incapable en
condition normale. Une protéine de charge positive et flexible aura également plus de
facilité a traverser. A D’instar de tous les lits capillaires, la filtration glomérulaire est un
phénoméne passif dépendant du gradient de pression hydrostatique, favorable a la filtration,
et du gradient de pression oncotique, oppos¢ a la filtration. Le gradient de pression
hydrostatique correspond a la pression exercée sur la membrane par 1’eau et les solutés
tandis que le gradient oncotique résulte de la présence de protéines plasmatiques dans le
sang du glomérule. L’écoulement du filtrat vers la capsule de Bowman est possible puisque
la pression hydrostatique retrouvée dans le glomérule est plus élevée que la force qui lui est
opposée. Ainsi, la vasoconstriction ou la vasodilatation des artérioles rénales influencent
grandement la pression hydrostatique ce qui se répercute directement sur le débit de

filtration (105; 173).

Capsule fibreuse

Corpuscule rénal:

Capsule glomérulaire (de Bowman)
Glomérule

Artériole glomérulaire efférente
Tubule contourné distal

Artériole glomérulaire afférente
Artére interlobulaire

Veine interlobulaire

Tubule contourné proximal
Capillaire péritubulaire

A\l Xetme arquée
I d;—-—— rtére arquée
Cortex renal !, ./ . Jonction corticomédullaire
Médulla]re A\ 1/ | Anse du néphron (de Henlé):
T Partie descendante de l'anse

Cortex rénal
Médullaire rénale —.| - '
Papille rénale — =

Calice rénal —— " J

mineur s Partie ascendante de l'anse

Tubule collecteur

Rein
Tubule rénal droit

Papille rénale

Calice rénal mineur
Urine

Figure 3. La morphologie du néphron.
Adapté de Tortora GJ (270).

La régulation de la filtration glomérulaire est assurée par des phénoménes d’autorégulation

rénale de méme que par I’action de diverses hormones et substances vasoactives. Deux



mécanismes d’autorégulation distincts contribuent a la vasodilatation ou la vasoconstriction
des artérioles afférentes: les facteurs myogéniques intrinséques a ces vaisseaux de méme
qu'un mécanisme de rétroaction tubulo-glomérulaire. Le contrdle direct du systéme
nerveux sympathique (SNS) ainsi que la libération de plusieurs substances synthétisées
dans le glomérule jouent également un role dans la contraction ou la dilatation des
artérioles rénales. L’ANGII, les endothélines et I’adénosine sont des exemples d’agents
vasoconstricteurs responsables de I’augmentation de filtration glomérulaire tandis que le
monoxyde d’azote (NO) ou la bradykinine sont des composés vasodilatateurs aux effets

opposés (104; 173).

Quotidiennement, les reins filtrent pres de 180 litres de liquide et n’en excretent qu’environ
1,5 litre, soit moins de 1%, sous forme d’urine. Sans réabsorption tubulaire, le plasma serait
compleétement ¢€liminé en moins d’une heure. Ce mécanisme permet également de
conserver certains solutés, comme le glucose ou les acides aminés, et ions essentiels au bon
fonctionnement de 1’organisme. La sécrétion tubulaire permet, quant a elle, d’¢éliminer dans
I’urine les substances nuisibles qui ont été réabsorbées passivement, tels 1’urée et 1’acide
urique, de se débarrasser des excés d’ions potassique (K") et de régler le pH sanguin. Bien
que toutes les parties du tubule rénal participent a la réabsorption et a la sécrétion
tubulaires, chacune d’elles posséde des caractéristiques et capacités qui lui sont propres

(106; 173).

1.2.3. Homéostasie des électrolytes et régulation du volume extracellulaire

Le volume du liquide extracellulaire (LEC) représente environ 20% du poids corporel et
dépend du contenu total en Na' et des anions qui I’accompagnent. Afin de conserver une
osmolalité plasmatique constante, le volume liquidien et le contenu sodique varient
simultanément. Ainsi, la régulation de la balance externe en Na', soit la différence entre
son ingestion et sa sécrétion, permet le bon maintien du volume du LEC. En condition
normale, cette balance externe nette est a peu prés nulle. Toutefois, les habitudes
alimentaires et une grande variété de conditions pathologiques peuvent perturber cette
balance et résulter en une expansion ou contraction du volume du LEC. De nombreux
barorécepteurs extra- et intrarénaux a haute pression détectent les déviations normales du

volume liquidien. Les récepteurs présents dans la crosse aortique et les sinus carotidiens



inhibent le SNS en réponse & une hausse de pression intravasculaire. A I’inverse, une
diminution de pression est détectée par les barorécepteurs retrouvés dans [’appareil
juxtaglomérulaire induisant I’activation du SRAA. Ainsi, les fluctuations du volume du
LEC ont pour conséquence de moduler le débit de filtration glomérulaire de méme que la
réabsorption de Na" dans certains segments du tubule collecteur afin de rétablir 1’équilibre

liquidien (107).

1.2.4.  Le rein au cours de la grossesse

Parallelement aux diverses adaptations cardiovasculaires, la circulation rénale est modifié¢e
en début de grossesse avec une réduction de la résistance vasculaire rénale dés la 6°
semaine (54). Le flot sanguin rénal subit une hausse de 35 a 60% suite a cette diminution
de résistance vasculaire rénale ainsi que par I’augmentation du volume sanguin et du débit
cardiaque (78). Conséquemment, le taux de filtration glomérulaire est lui aussi augmenté
des les premiéres semaines de grossesse pour atteindre un sommet a la fin du premier
trimestre (54). De plus, chez la rate, la réabsorption de Na' et d’eau est plus élevée en fin de
gestation (15), résultant vraisemblablement de I’activation du SRAA (111). Le flot sanguin
rénal de méme que le taux de filtration glomérulaire sont également augmentés chez la rate

gestante [pour une revue (22)].

1.3. LE COEUR

Tandis que le rein joue un role important dans le controle du volume et de la composition
du sang, le cceur est I’organe responsable de sa propulsion a travers un immense réseau de
vaisseaux sanguins. Bien que de nombreuses conditions cardiovasculaires puissent affecter
la fonction du cceur, nous nous intéresserons dans cette section a deux d’entre elles, soit

I’hypertrophie du ventricule gauche ainsi que la fibrose cardiaque.
1.3.1.  Morphologie et physiologie cardiaques
Le cceur (figure 4) est enveloppé dans un sac a double paroi appelé péricarde dont la

couche externe, le péricarde fibreux, est composé de tissu conjonctif dense qui le protége et

I’amarre au diaphragme et aux gros vaisseaux. La paroi du cceur est formée de trois
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tuniques : ’épicarde, le myocarde et I’endocarde. L’épicarde, ou lame viscérale du
péricarde séreux, fait partie intégrante de la paroi du cceur. La tunique intermédiaire, le
myocarde, est principalement composée de cellules musculaires cardiaques, ou
cardiomyocytes, et constitue en soi le muscle cardiaque. L’endocarde est, quant a lui,

I’endothélium qui tapisse les cavités du ceeur et recouvre les valves cardiaques (174).
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Figure 4. L’anatomie du cceur.
Adapté de Tortora GJ (271).

Bien que le cceur posséde sa propre autonomie de contraction, les fibres du systéme
nerveux autonome peuvent modifier 1égérement le rythme cardiaque en faisant varier la
fréquence des battements. Les centres cardio-accélérateur sympathique et cardio-inhibiteur
parasympathique, dont les prolongements cheminent jusqu’au cceur, sont tous deux
retrouvés dans le bulbe rachidien. En situation de stress émotionnel ou physique, les
neurones sympathiques libérent de la norépinéphrine qui se lie aux récepteurs Pl1-

adrénergique. Cette stimulation a pour effet de diminuer le seuil d’excitation du nceud
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sinusal et de favoriser la pénétration du calcium dans les cellules contractiles, augmentant
ainsi le rythme et la force du battement cardiaque. A ’opposé, une stimulation du systéme
nerveux parasympathique (SNP) aura pour conséquence de réduire la fréquence cardiaque
en libérant de 1’acétylcholine dont la liaison aux récepteurs muscariniques M, entraine

I’hyperpolarisation des membranes des cellules musculaires (174).

1.3.2.  Hypertrophie et fibrose cardiaques

L’hypertrophie cardiaque, c’est-a-dire 1’augmentation de la masse du cceur en réponse a
une charge hémodynamique anormale ou une blessure, peut étre de nature physiologique
ou pathologique. L’hypertension, les maladies valvulaires de méme que les infarctus du
myocarde sont des exemples de stimuli conduisant au développement d’une hypertrophie
pathologique (156). A I’opposé, I’hypertrophie physiologique est le résultat d’une activité
physique réguliere [pour une revue (85)] ou d’une condition particulicre telle que la
grossesse. Qu’elle soit physiologique ou pathologique, I’hypertrophie peut prendre une
forme excentrique (épaississement des parois cardiaques sans changement au niveau des
cavités) ou concentrique (augmentation du volume des cavités sans changement dans
I’épaisseur des parois). En condition pathologique, une surcharge de pression, causée par
une hypertension artérielle par exemple, induit une hypertrophie concentrique tandis
qu’une surcharge volumétrique (ex. régurgitation aortique) méne a une hypertrophie de
type excentrique (113). En ce qui a trait & I’hypertrophie physiologique, la forme adoptée
dépend du type d’exercice, soit isotonique ou statique (215), ou de la condition. Ce type
d’hypertrophie est réversible, bénéfique et sans effet délétére sur la fonction cardiaque a
long terme (215; 234). Les hypertrophies physiologique et pathologique se distinguent par
leur structure et leur base moléculaire. En effet, en situation pathologique, les fibroblastes
cardiaques ainsi que les protéines de la matrice extracellulaire s’accumulent dans le cceur
de fagon excessive et disproportionnée [pour une revue (40)]. De plus, I’hypertrophie
pathologique est associée a une augmentation de I’expression de génes foetaux tels que
ANP, BNP (B-type natriuretic peptide) et les chaines lourdes de 1’a-actine et de la -
myosine squelettiques (180). A I’inverse, une hypertrophie physiologique génére la
formation d’un fin réseau de fibres de collagene autour des cardiomyocytes leur offrant
ainsi un support supplémentaire (40). La réactivation des geénes feetaux est peu fréquente

dans ce type d’hypertrophie (180).
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L’hypertrophie du ventricule gauche (HVG) se définit comment étant un remodelage
structurel du coeur en réponse a une hypertension systémique ou autres anomalies
cardiovasculaires (109). En plus de prédire le développement de conditions pathologiques
cardiovasculaires dans la population hypertensive, 'HVG est un facteur de risque
important pour les maladies coronariennes, ’insuffisance cardiaque et les accidents
vasculaires cérébraux (AVC) (157; 282; 283). Le processus de remodelage consiste en de
nombreux changements structurels incluant une hypertrophie des cardiomyocytes, un
épaississement des artéres coronariennes intra-myocardiques ainsi que de la fibrose. Ces
altérations tissulaires ont pour conséquences délétéres une diminution du flot sanguin
coronarien, une dysfonction diastolique et I’induction d’arythmies ventriculaires [pour une
revue (109)]. L hypertrophie des cardiomyocytes découle, en partie, des forces d’étirement
et de cisaillement présentes de fagcon marquée lors de surcharges de volume et de pression
dans les ventricules cardiaques. En plus du stress mécanique, plusieurs hormones telles que
la norépinéphrine, I’endothéline, I’ ANGII et I’aldostérone contribuent a cette hypertrophie
cellulaire. En effet, il a ét¢ démontré, dans des études animales, que I’infusion de
norépinéphrine induit ’hypertrophie cardiaque en plus d’augmenter la production des
chaines lourdes de myosine cardiaque, un marqueur d’hypertrophie des cardiomyocytes
(19; 38; 261). L’ANGII, synthétisée entre autres lors d’un stress mécanique, a pour effet
d’augmenter la synthése protéique via I’expression de proto-oncogenes, de facteurs de
croissance et de cytokines (17; 229). Quant a I’aldostérone, il a ét¢ observé dans un modele
animal que I’administration de ce stéroide additionnée de 1% NaCl (chlorure de sodium) et
de 0.3% de KCI (chlorure de potassium) induit une hypertension artérielle accompagnée
d’une HVG (224). Chez I’humain, il a été observé que I’'HVG est plus fréquente chez les
personnes atteintes d’hyperaldostéronisme primaire que dans les cas d’hypertension
essentielle de méme sévérit¢ (263). Dans la méme veine, I’étude 4E (Eplerenone,
Enalapril, and Eplerenone/Enalapril Combination Therapy in Patients with Left
Ventricular Hypertrophy) a démontré que la prise d’éplérénone, un antagoniste des
récepteurs de I’aldostérone, diminue significativement la masse du ventricule gauche (213).
Finalement, une surexpression des récepteurs de 1’aldostérone dans le cceur de souris
entraine une HVG sans changement dans la pression artérielle (154). Ces résultats
suggerent que 1’hypertrophie cardiaque découle des effets directs de 1’aldostérone sur le

ceeur plutdt que d’une €lévation de la pression artérielle. Les mécanismes exacts de ce
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phénoméne demeurent incertains bien que les effets inflammatoires et oxydants résultant de

I’activation des récepteurs de 1’aldostérone soient soupgonnés d’y jouer un réle (183; 226).

La fibrose cardiaque est associée a une perturbation de la structure normale du cceur de
méme qu’a un dépot et une accumulation excessive de protéines de la matrice
extracellulaire telles que le collagéne I et III [pour une revue (272)]. Cette accumulation
débute d’abord autour des artéres coronariennes intra-myocardiques et se propage par la
suite entre les cardiomyocytes, entrainant un épaississement de la matrice extracellulaire.
Ce processus a pour effet de réduire I’apport en énergie des cellules cardiaques et d’induire
leur mort cellulaire. Les fibroblastes avoisinants, principaux médiateurs cellulaires de la
fibrose, synthétisent alors une nouvelle matrice dans le but de remplacer les cellules
endommagées, formant ainsi un tissu cicatriciel [pour une revue (199)]. Il s’agit ici d’un
processus appelé fibrose réparatrice. L’inflammation (199), la pression intra-coronarienne
ainsi que les hormones du SRAA sont tous des facteurs soupgonnés de jouer un réle dans
I’initiation du développement de la fibrose, soit par I’activation des fibroblastes ou d’autres
mécanismes. En effet, il a été démontré dans des modeles expérimentaux que I’aldostérone
induit de la fibrose cardiaque et un remodelage vasculaire, et ce de fagon plus aigiie en
présence de sodium (82; 290). L’aldostérone produit ces effets via I’induction d’un stress
oxydatif (132) et d’une inflammation vasculaire (226) de méme que par 1’expression de
divers marqueurs inflammatoires tels que la cyclooxygenase-2, PAI-1 (plasminogen
activator inhibitor-1) et 1’ostéopontine (175). Cette derniére est impliquée dans la
migration et la prolifération cellulaires ainsi que le dépdt de matrice extracellulaire(231).
De plus, il a été observé que 1’aldostérone augmente la synthése de collagene I et III dans

les fibroblastes cardiaques (224).

1.3.3.  Le cceur au cours de la grossesse

Lors de la grossesse, on observe une hausse de la fréquence cardiaque d’environ 15% qui
débute entre la 2° et 5° semaine pour atteindre un sommet lors de la 32° semaine (225).
Conséquemment, a partir de la 5° semaine de grossesse s’amorce un accroissement graduel
du débit cardiaque pour atteindre une hausse d’environ 30 a 50% dés le premier trimestre
(69). Cette ¢élévation se poursuit jusqu’au second trimestre ou elle atteint alors un plateau.

Malgré cette augmentation marquée du débit cardiaque et du volume plasmatique, la
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pression artérielle moyenne et diastolique diminuent jusqu’en mi-grossesse pour ensuite
revenir graduellement & des valeurs semblables a la pré-grossesse, et ce jusqu’a terme
(169). Les causes de cette diminution restent nébuleuses, mais pourraient impliquer
certaines substances vasodilatatrices (239). Quant a la pression artérielle systolique, elle
reste plutét stable au fil de la grossesse. Une légeére hypertrophie myocardique
physiologique est également observée dans la paroi du ventricule gauche (234) en réponse
a la surcharge volumétrique a laquelle fait face le coeur de la mére. Cette hypertrophie de
type excentrique est réversible et s’accompagne d’une diminution de la fonction diastolique
et d’une dysfonction systolique a court terme (234). Elle permet d’augmenter la capacité
d’¢jection du cceur, améliorant ainsi son efficacité mécanistique. L’¢lévation de la
fréquence et du débit cardiaques (2; 248) ainsi que I’hypertrophie cardiaque maternelle (20)

sont ¢galement retrouvées chez la rate gestante.

1.4. LE PLACENTA

Issu de deux organismes différents, le placenta est un organe unique hautement vascularisé¢
jouant un role essentiel dans les échanges entre la meére et le feetus, assurant les fonctions
respiratoires, excrétoires et nutritives de ce dernier. Il agit également en tant que barriére
capable de protéger le feetus en développement et possede une fonction endocrinienne

extrémement efficace.

1.4.1. Placentation chez la femme

Au cours des premiers jours suivant la fécondation, le zygote nouvellement formé subit un
ensemble de divisions sans croissance cellulaire appelé segmentation. Ces divisions
engendrent de nombreuses cellules filles de plus petite taille, les blastoméres, qui forment
alors la morula, petite masse cellulaire entourée de la zone pellucide. Au cours de la
migration vers 1’utérus, le nombre de blastoméres s’accroit et ceux-ci adoptent également
un nouveau phénotype. Ainsi, les cellules les plus externes de la morula s’aplatissent et
acquierent une polarit¢ favorisant les contacts intercellulaires. Ce phénomene de
compaction mene a la formation du blastocyste, sphére creuse dans laquelle se retrouve une
cavit¢ remplie de liquide: le blastoceele. Le blastocyste est constitué de deux types

cellulaires distincts : les cellules trophoblastiques qui forment la couronne externe et
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I’embryoblaste, un amas de cellules retrouvé a I’intérieur du blastocyste (figure 5). La
masse cellulaire externe, qui prend alors le nom de trophoblaste, est a 1’origine du
développement du placenta et de ses structures connexes. L’embryoblaste formera, quant a

lui, ’embryon (138; 171; 268) .

Une fois la cavité utérine atteinte, le blastocyste se libére de la zone pellucide et baigne
alors dans les sécrétions utérines ou il interagit directement avec 1’endometre. Les
processus d’adhésion et d’implantation débutent environ 6 jours apres la fécondation,
lorsque les taux sanguins des cestrogénes et de la progestérone sont adéquats. Le
blastocyste s’appose d’abord sur 1’épithélium utérin, puis, a 1’aide des microvillosités
présentes a leur surface, les cellules trophoblastiques forment des complexes
d’interpénétration avec les cellules épithéliales utérines. Les cellules trophoblastiques
commencent alors a proliférer et se différencient en deux couches cellulaires distinctes, soit

le cytotrophoblaste et le syncytiotrophoblaste.
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Figure 5. L’adhésion et ’implantation du blastocyste humain.
Adapté de Tortora GJ (268).

La différenciation des cytotrophoblastes s’effectue selon deux voies, soient les voies du
trophoblaste villeux et extra-villeux. Le trophoblaste extra-villeux envahit les arteres
utérines maternelles et permet 1’implantation du placenta dans 1’endométre. Quant au
trophoblaste villeux, celui-ci est responsable de la formation des villosités flottantes qui
sont constituées de cytotrophoblastes fusionnés formant une masse multinuclée, le

syncytium. Chez la femme, on parle d’une implantation de type interstitiel puisque le
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complexe embryonnaire pénétre complétement le tissu conjonctif maternel. En effet, le
syncytiotrophoblaste sécreéte des enzymes protéolytiques qui induisent 1’apoptose des
cellules épithéliales de la muqueuse utérine permettant au blastocyste de s’enfouir dans
I’endomeétre. Au milieu de la deuxiéme semaine de grossesse, de larges lacunes,
initialement gorgées de fluides tissulaires et de sécrétions utérines, apparaissent dans le
syncytiotrophoblaste. Suite a I’activité lytique de celui-ci, ces lacunes se remplissent de
sang aprés anastomose avec les vaisseaux utérins maternels et formeront les chambres
intervilleuses. Peu de temps aprées, le blastocyste implanté est recouvert et isolé grace a la

prolifération des cellules endométriales, complétant ainsi I’implantation (138; 171; 281).

Le développement de la circulation utéro-placentaire se déroule en plusieurs étapes et
débute des le 9° jour de grossesse. Au départ, des cellules du cytotrophoblaste proliférent et
pénetrent dans les travées du syncytiotrophoblaste pour former les villosités
trophoblastiques primaires. Apparaitront par la suite les villosités secondaires ainsi que les
villosités tertiaires, dont les vaisseaux sanguins se connectent a ceux du feetus. A leur tour,
les villosités tertiaires générent de nombreuses villosités «filles» qui restent libres et flottent
dans les chambres intervilleuses ou s’ancrent a la paroi utérine. Les villosités chorioniques
sont ainsi formées. A partir de ce moment, les gaz, les nutriments ainsi que les déchets
circulant dans le sang maternel et feetal doivent franchir quatre couches tissulaires
successives: 1’endothélium des capillaires des villosités, le tissu conjonctif, le
cytotrophoblaste ainsi que le syncytiotrophoblaste. Ces structurent forment a proprement
dit la barriere placentaire. Le cytotrophoblaste, présent au niveau de la villosité
chorionique, permet le renouvellement du syncytiotrophoblaste tout au long de la
grossesse. Au cours du quatriéme mois, la distance entre la circulation maternelle et feetale
se réduit, facilitant les échanges. Il est important de souligner que bien que les sangs fcetal
et maternel se coOtoient de trés pres, ils n’entrent jamais en contact en situation normale

(131; 138; 268).

A la fin du troisitme mois, le placenta est généralement bien formé mais son
développement se poursuivra jusqu’en fin de grossesse pour s'adapter aux besoins
métaboliques de l'embryon en croissance. Au 4° mois de grossesse, on peut observer dans
le placenta toutes les structures constitutives essentielles, c’est-a-dire le cordon ombilical,

I’amnios qui le recouvre, la plaque chorionique, I’arborisation villositaire, la plaque basale
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et la structure des cotylédons, les unités fonctionnelles vasculaires. La partie feetale du
placenta est constituée de la plaque chorionique qui contient les villosités placentaires ou se
font les échanges entre la meére et le feetus. La plaque basale est, quant a elle, d’origine
composite, avec des tissus provenant de la mére et de I’embryon. A la naissance, le
placenta présente deux surfaces : une surface maternelle bosselée épousant la forme des
masses de villosités chorioniques et une surface foetale lisse et luisante ou se branche le

cordon ombilical (84; 138; 171).

1.4.2. Placentation chez la rate

Chez le rat, les processus d’implantation et de formation du placenta différent de ceux
retrouvés chez I’humain en certains points. D’abord, une fois fertilisés, les ovocytes de la
rate, devenus blastocystes, atteignent la cavité utérine apres 3 ou 4 jours et s’y implantent.
Tout comme le blastocyste humain, le blastocyste de rat est formé d’une monocouche de
cellules trophoblastiques dans laquelle se retrouve I’embryoblaste. Les contractions
utérines présentes au 5° jour de gestation permettent de disperser les blastocystes le long
des deux cornes utérines en des intervalles réguliers. Ceux-ci s’implantent sur la face anti-
mésométriale de la corne, permettant a I’embryoblaste de s’enfouir dans la décidua. Le
placenta se formera, quant a lui, du c6té mésométrial. Ainsi, contrairement a 1’humain, ce
sont les cellules trophoblastiques du pole mésométrial qui se divisent et envahissent la
muqueuse utérine. Suite a la prolifération trophoblastique, un cone préplacentaire, aussi
appelé «Triager», se développe du coté opposé au site d’implantation, débutant ainsi la
formation du placenta. Au méme moment, des cellules trophoblastiques géantes
apparaissent en périphérie du cone et envahissent la décidua grace a leur activité
phagocytaire. Au 10° jour, c’est au tour des cellules du trophoblaste et du
syncytiotrophoblaste d’apparaitre autour du Trager. Les lacunes remplies de sang se
formeront au milieu de ces cellules a partir desquelles se poursuivra le développement
placentaire. Chez la rate, on parle d’une implantation de type excentrique puisque
I’invasion trophoblastique du stroma est partielle et que le complexe embryonnaire

continue a saillir de fagon plus ou moins marquée dans la cavité utérine.
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Figure 6. La structure du placenta de rat.
Adapté de Saghal N (230).
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Au 12° jour de gestation, cinq couches morphologiques distinctes sont observées du coté
placentaire (figure 6). Ces structures seront présentes tout au long de la gestation, bien que
certaines d’entre elles subiront des différenciations postérieures. On retrouve ainsi le
myometre utérin, la décidua mésométriale, une couche de cellules trophoblastiques géantes,
le spongiotrophoblaste et, finalement, une couche comprenant de nombreuses lacunes qui
deviendront capillaires. Cette derniére couche constitue la zone labyrinthe du placenta et
est responsable des échanges entre la mere et le foetus. Contrairement aux cellules du
syncytiotrophoblaste humain, ce sont les spongiotrophoblastes, les cellules trophoblastiques
géantes ainsi que les cellules trophoblastiques invasives qui assurent la fonction

endocrinienne du placenta chez la rate (1; 6; 26; 67; 138).

1.4.3. Echanges feeto-maternels

La circulation placentaire regroupe a la fois les circulations maternelle et feetale, situées de
part et d’autre du placenta et séparées par la barriére placentaire. Le nombre important de
villosités retrouvées dans la plaque chorionique facilite les échanges entre la meére et le
feetus. Les échanges entre les deux circulations peuvent s’effectuer par des mécanismes de
transport passif ou actif, mais également au travers de bréches dans la barriére placentaire.

Les molécules de petite taille telles que les gaz sanguins, le Na', ’eau et I’'urée de méme
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que certaines molécules non polaires, comme les acides gras et les stéroides non conjugués,
franchissent la barriére par simple diffusion. A 1’opposé, le glucose, les acides amingés, les
vitamines hydrosolubles, les protéines plasmatiques et le cholestérol doivent emprunter des
mécanismes de transport actif ou de transport vésiculaire pour traverser le placenta. On
retrouve ainsi a la barriére placentaire les transporteurs du glucose, les GLUT (glucose
transporter), qui représente la principale source d’énergie du feetus de méme que différents
transporteurs d’acides aminés. Grace aux différents mécanismes de transport, le sang
artériel placentaire extrait I’oxygene, le glucose et autres nutriments essentiels a la survie et
au développement du feetus. Ceux-ci sont véhiculés par le sang veineux placentaire tandis

que les déchets sont ¢liminés dans la circulation veineuse utérine (139).

1.4.4. Fonction endocrine

En plus d’assurer un apport en oxygene et nutriments adéquat pour le feetus, le placenta
sécrete une variété d’hormones stéroidiennes et peptidiques qui influencent le déroulement
de la grossesse. C’est plus précisément le syncytiotrophoblaste, véritable «celluley
endocrine placentaire, qui s’acquitte de cette fonction. Dés sa formation, le placenta sécréte
de la gonadotrophine chorionique humaine, I’hCG (human chorionic gonadotropin), qui
permet de maintenir la synthése des cestrogénes et de la progestérone par le corps jaune
dont D’activité diminue progressivement dés la 8° semaine de grossesse. A partir de ce
moment, les cellules syncytiotrophoblastiques prennent le relais et poursuivent la libération
de ces hormones dont les concentrations sanguines augmenteront progressivement jusqu’en
fin de grossesse. N’exprimant pas la CYP17 (Cytochrome P450 170-hydroxylase/17,20
lyase), le placenta est incapable de synthétiser les androgeénes qu’il transforme en produits
cestrogéniques tels que I’estriol, I’estrone et I’oestradiol . A 1’opposé, les glandes surrénales
feetales posseédent, quant a elle, la machinerie nécessaire a la synthése des androgenes.
Cependant, I’enzyme P450aromatase étant absente dans ce tissu, elles sont incapables de
les transformer en cestrogénes. Ainsi, placenta et feetus collaborent afin de fournir les
cestrogénes nécessaires au maintien de la grossesse. A 1’opposé, chez la rate, la synthése
des cestrogenes et de la progestérone est assurée par les ovaires tout au long de la gestation.
Grace a ses propriétés immuno-suppressives et anti-inflammatoires, la progestérone
contribue a prévenir le rejet du feetus et du placenta. De plus, elle permet de retarder le

début des contractions tout en augmentant leur fréquence une fois celles-ci déclenchées. En
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effet, le retrait de la progestérone du myomeétre utérin permettrait le déclenchement de
la parturition par les cestrogénes [pour une revue (264)]. A partir de la 7° semaine, le
syncytiotrophoblaste sécréte également 1’hormone placentaire lactogéne humaine qui,
conjointement avec les cestrogénes et la progestérone, stimulent le développement des
glandes mammaires et les préparent a la lactation. En libérant I’hormone thyréotrope
placentaire, le placenta participe, dans une certaine mesure, au métabolisme maternel. En
effet, en augmentant les niveaux plasmatiques de parathormone et de vitamine D, la femme
enceinte a tendance a avoir un bilan calcique positif ce qui permet au feetus de disposer de
tout le calcium dont il a besoin pour sa croissance. Finalement, de nombreux neuropeptides,
facteurs de croissance et cytokines libérés par le placenta et impliqués dans la croissance
feeto-placentaire ont également été retrouvés. Chez la femme, cela inclut I’ocytocine, le
neuropeptide Y de méme que la GnRH (gonadotropin releasing hormone) et la CRH (140;
171).

1.5. L’ALDOSTERONE ET SES RECEPTEURS

Caractérisée depuis plusieurs années, l’aldostérone joue un réle important dans la
physiologie rénale et cardiaque. Cette section traitera de la stéroidogenese, des régulateurs

de la synthése de I’aldostérone, de méme que de ses récepteurs et fonctions.

1.5.1.  Stéroidogenese

Historiquement, la synthése de 1’aldostérone a ét¢ confinée a la zone glomérulée du cortex
surrénalien. Il a toutefois ét¢ démontré que ce minéralocorticoide pouvait étre également
formé dans le systéme cardiovasculaire (262) de méme que le systéme nerveux central
(SNC) (61). Sa synthese partage avec celle du cortisol de nombreuses enzymes de la
voie de la stéroidogeneése. Pour débuter, le cholestérol présent dans le cytoplasme doit
franchir la membrane externe de la mitochondrie ou se situe la premiére enzyme de cette
voie (figure 7). Ce transport, qui constitue 1’étape limitante de la synthése des stéroides, est
assuré par la protéine StAR (steroidogenic acute regulatory protein) [pour une revue
(259)]. Une fois dans la mitochondrie, I’enzyme CYP11A1 (P450 cholesterol side-chain
cleavage enzyme) transforme le cholestérol en prégnénolone suite a trois réactions

enzymatiques successives (158). La prégnénolone est par la suite libérée dans le cytosol ou
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elle est convertie en progestérone par la 3B-hydroxystéroide déshydrogénase (33-HSD)
retrouvée a la membrane du réticulum endoplasmique lisse (REL). Par la suite, la CYP21A
permet la 21-hydroxylation de la progestérone qui devient alors de la 11-
désoxycorticostérone (DOC) (247). Finalement, la formation de 1’aldostérone a partir de la
DOC est assurée par ’aldostérone synthase (CYP11B2). Cette enzyme, située sur la
membrane interne mitochondriale, catalyse les trois derniéres réactions, soit d’abord une
11B-hydroxylation de la DOC qui forme la corticostérone, suivie d’une 11p-hydroxylation
pour obtenir de la 18-hydroxycorticostérone et, pour finir, une 18-méthyloxydation qui
complete la formation d’aldostérone [pour une revue (60)]. Du coté des glucocorticoides, la
prégnénolone et la progestérone peuvent entrer dans la voie de biosynthese du cortisol en
subissant une 17a-hydroxylation pour donner de la 17-hydroxyprégnénolone et de la
17-hydroxyprogestérone respectivement. Cette conversion est rendue possible par
I’enzyme CYP17 [pour une revue (159)]. La CYP21A convertit ensuite la 17-
hydroxyprogestérone en 11-désoxycortisol qui sera finalement transformé en cortisol par
la. CYPI1B1 (60). La CYP17 étant absente de la surrénale des rongeurs, la

corticostérone constitue le principal glucocorticoide chez ces animaux (153).

1.5.2.  Régulateurs de la synthése de I’aldostérone

Bien que plusieurs facteurs puissent stimuler ou inhiber la synthése de 1’aldostérone, les
trois principaux régulateurs de cette hormone demeurent le systeme rénine-angiotensine, la

corticotrophine et la concentration extracellulaire de potassium (172).

1.5.2.1. Systeme rénine-angiotensine

Le systéme rénine-angiotensine constitue le principal mécanisme de régulation de la
libération d’aldostérone. Cette cascade de régulation débute par la synthése et la relache de
rénine par les cellules juxtaglomérulaires suite a une diminution de volume intravasculaire
ou en réponse a un faible niveau de Na" dans la macula densa (172). La rénine est une
enzyme qui catalyse la conversion de [’angiotensinogéne, protéine plasmatique
essentiellement produite par le foie, en angiotensine I (ANGI). L’ANGI pourra alors étre

transformée en ANGII sous ’action de ’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE;
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angiotensin-converting enzyme). Cette derniére est principalement retrouvée dans les
poumons et I’endothélium vasculaire, mais également dans plusieurs autres tissus [pour une
revue (170)]. En plus de son action vasoconstrictrice, I’ANGII entraine la production
d’aldostérone dans la zone glomérulée surrénalienne. La réponse a une stimulation par
I’ ANGII s’effectue dans les minutes, suggérant que la voie sous-jacente ne nécessite pas de
synthése protéique. Elle impliquerait plutdt la formation de composés intermédiaires de la
voie de stéroidogenese. Il a été observé qu’une stimulation chronique a I’ANGII induit une
hypertrophie et une hyperplasie de la zone glomérulée surrénalienne et augmente
I’expression de 1’aldostérone synthase [pour une revue (60)]. L’ANGII agit sur des
récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs AT, activant I’enzyme phospholipase C
qui catalyse I’hydrolyse du phosphatidylinositol diphosphate membranaire (PIP,) en
diacylglycérol (DAG) et inositol-1-4-5-triphosphate (IP;). La libération d’IP; a pour effet
d’augmenter la concentration intracellulaire de calcium libre (Ca*") permettant ainsi
I’activation de protéines kinases Ca*"-calmoduline dépendantes (CaMK; Ca®*/calmodulin-
dependent kinase) [pour une revue (121)]. Une fois activées, les CaMK peuvent réguler
I’expression de CYP11B2 via la phosphorylation et I’activation de différents facteurs de

transcription [pour une revue (254)].

1.5.2.2. Corticotrophine

En condition normale, la corticotrophine, ou ACTH (adrenocorticotropic hormone), a trés
peu ou pas d’effet sur la libération d’aldostérone. En effet, cette hormone peptidique de
I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA; hypothalamic-pituitary-adrenal) exerce
principalement un controle sur la production des glucocorticoides (172). Toutefois, en
situation de stress, la sécrétion de CRH par I’hypothalamus éléve les niveaux sanguins
d’ACTH qui pourra ainsi intensifier la libération d’aldostérone. Cette augmentation de
synthése implique des voies de signalisation de 1’adénosine monophosphate cyclique
(AMPc) ainsi que des mécanismes indépendants de la synthése protéique (62; 63). A
I’opposé, une stimulation chronique a I’ACTH diminue les niveaux plasmatiques
d’aldostérone (90; 125). Ce phénomene pourrait s’expliquer par une baisse d’expression
des récepteurs a I’ANGII sous I’action de ’AMPc (300). L’ACTH pourrait également

transformer les cellules de la zone glomérulée en cellules de la zone fasciculée ou détourner
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les précurseurs des minéralocorticoides vers la voie de synthése des glucocorticoides (178;

285).

1.5.2.3. Ton potassique

La synthése de [I’aldostérone est trés sensible aux variations des concentrations
plasmatiques des ions K. En effet, une élévation de celles-ci entraine la dépolarisation des
cellules de la zone glomérulée, ouvrant ainsi différents canaux calciques voltage-
dépendants. Tout comme pour I’ANGII, la hausse du calcium intracellulaire qui en résulte
stimule la transcription du géne codant pour CYP11B2 suite a ’activation de facteurs de
transcription (254). Ainsi, les effets des ions K et de I’ANGII sont synergiques quant a la

libération de 1’aldostérone (56).

1.5.2.4. Autres

Bien qu’exergant des effets plus restreints, de nombreux autres facteurs stimulant ou
inhibant la synthése de 1’aldostérone ont été identifiés tels que 1’adrénaline, la sérotonine,
I’ANP, I’ouabaine, la dopamine et 1’héparine [pour une revue (60)]. Certains facteurs
lipidiques libérés par le tissu adipeux pourraient également participer a la production

d’aldostérone par des mécanismes qui restent a étre élucidés (102).

1.5.3.  Récepteurs de I’aldostérone

L’aldostérone exerce ses effets par I’entremise de récepteurs a haute affinité, les récepteurs
des minéralocorticoides (MR; mineralocorticoid receptor). Toutefois, cette hormone peut
¢galement lier les récepteurs des glucocorticoides, les GR (glucocorticoid receptor), avec

qui les MR partagent une grande homologie.
1.5.3.1. Récepteurs des minéralocorticoides
Les MR, tout comme les GR, font partie de la superfamille des récepteurs

stéroidiens/thyroidiens (221) et ont pour particularité de lier deux classes d’hormones : les

minéralocorticoides, avec [’aldostérone comme principal représentant, ainsi que les
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glucocorticoides, dont fait partie le cortisol (212). Chez I’humain, le cortisol et
I’aldostérone lient les MR avec une affinité similaire (13). Quant a la corticostérone, autre
glucocorticoide important, elle lie le MR humain avec une affinité environ trois fois plus
¢levée que celle de I’aldostérone (91). Présents tout particulierement dans les tissus
¢épithéliaux, dont le tubule distal rénal, les MR sont également retrouvés en quantité
appréciable dans I’hippocampe, les neurones hypothalamiques, les cardiomyocytes, le

placenta, le systeme vasculaire ainsi que dans le tissu adipeux [pour une revue (284)].

Le géne codant pour le MR humain a ¢été identifi¢ sur le chromosome 4, dans la région
q31.1-q31.2 (86; 189). Comme tous les membres de la superfamille des récepteurs
nucléaires, le MR est composé de quatre domaines structurellement distincts soit, dans
I’ordre, le domaine N-terminal, le domaine de liaison a 1’acide désoxyribonucléique
(ADN), la région charnieére et le domaine de liaison au ligand (LBD; ligand binding
domain) en C-terminal (212). Le LBD du MR humain est un domaine complexe et
multifonctionnel qui partage environ 55% d’homologie avec celui du GR (13). Différentes
¢études structurelles ont démontré que la spécificité de liaison de 1’aldostérone est assurée
par des interactions indirectes avec les acides aminés 820 a 844 de ce LBD (33; 227). La
spécificité aux minéralocorticoides serait, quant a elle, partiellement déterminée par la
formation d’un pont hydrogéne entre I’asparagine-770 retrouvée sur I’hélice 3 du MR et le
groupe C,;-OH du ligand (303). En effet, une mutation de ce résidu a pour effet de

transformer la progestérone, normalement antagoniste, en activateur des MR (220).

En absence de ligand, le MR est retrouvé principalement dans le cytoplasme (165) ou il est
associ¢ a de nombreuses protéines chaperonnes telles que les hsp90 (heat shock protein 90)
(31). Ces interactions jouent un role essentiel dans le maintien des MR dans une
conformation appropri¢e pour la liaison du ligand. Une fois lié¢, le MR se dissocie de ses
protéines chaperonnes et se dimérise avant de subir une translocation vers le noyau [pour
une revue (120)]. Cette dimérisation peut s’effectuer avec un autre MR
(homodimérisation), ou avec un GR (hétérodimérisation) (161). Le complexe ainsi formé
peut maintenant se lier aux différents ¢léments de réponse aux hormones (HRE: hormone

response element) présents sur les génes cibles et induire leur transcription (164).
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1.5.3.2. Récepteurs des glucocorticoides

Bien que les glucocorticoides puissent lier les MR avec une forte affinité, ils exercent
principalement leurs fonctions en activant les GR [pour une revue (3)]. L’aldostérone,

quand a elle, ne lie les GR qu’a de trés hautes concentrations non-physiologiques (284).

Le geéne humain codant pour ce récepteur est situé sur le chromosome 5 et est formé de
neuf exons (81). Deux isoformes, issus de 1’épissage alternatif, ont été identifiées pour ce
récepteur, soit GRa et GRf [pour une revue (157)]. Le récepteur GRp, plus court de 35
acides aminés, est incapable de lier les glucocorticoides endogenes ou synthétiques (157;
302). Il peut cependant jouer un role dans I’expression génique en bloquant 1’action de

GRa par la formation d’un hétérodimere inactif avec lui (55).

En absence de ligand, le GR forme un important complexe hétéromérique avec plusieurs
protéines, notamment les hsp90, qui se dissocieront suite a la liaison d’un ligand (216).
S’ensuit alors la dimérisation du récepteur (273) et la translocation au noyau. Finalement,
la liaison du dimére a I’ADN induit la transcription ou la répression de génes cibles [pour
une revue (233)]. Le complexe agoniste-GRa peut influencer 1’expression des genes de
plusieurs fagons [pour une revue (112)]. Par exemple, dans le modele d’activation de
transcription cis, les homodimeéres GRa se lient aux ¢léments de réponse aux
glucocorticoides (GRE : glucocorticoid response element) et induisent la transcription des
genes cibles. Une séquence consensus des GRE a été identifiée a 1’aide d’analyses
séquentielles de plusieurs promoteurs et consiste en un motif palindromique de 15 paires de
bases: GGTACAnnnTGTTCT (23). Le mécanisme de répression transcriptionnelle
implique, quant a lui, la liaison de GRE négatifs (nGRE : negative glucocorticoid response
element) (74). Dans le cas de la régulation frans, GRa doit interagir avec différents facteurs

de transcription afin d’activer ou de réprimer la transcription des génes (112).
1.5.4. Fonctions de I’aldostérone
Le role classique associ¢ a I’aldostérone regroupe la régulation des concentrations

d’électrolytes (principalement celles du Na™ et du K"), le contrdle de la balance liquidienne

et, conséquemment, la régulation de la pression artérielle (172). Toutefois, au cours des
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dernicéres années, plusieurs études ont démontré que ce minéralocorticoide peut agir sur

différents tissus non-épithéliaux et induire des effets variés.

1.5.4.1. Tissus épithéliaux

La fonction premiére de I’aldostérone est la régulation du transport du Na', du K' et de
I’eau dans les tissus épithéliaux, principalement dans le tubule collecteur rénal, mais
également dans la glande parotide et le colon. L’aldostérone exerce ses effets en liant les
MR présents dans le cytosol (13). L’activation de ces récepteur a pour conséquence
d’induire la transcription et la synthése de protéines impliquées dans la réabsorption du Na"
[pour une revue (202)]. L’une des premiéres protéines produites suite a 1’action de
I’aldostérone est la Sgk (serum/glucocorticoid induced kinase) de type 1 (197). Cette
sérine-thréonine kinase a pour fonction la phosphorylation de la protéine Nedd4-2
(neuronal precursor cells-expressed developmentally down-regulated 4-2), une protéine
d’ubiquitinylation impliquée dans la dégradation protéique (figure 8). Phosphorylée,
Nedd4-2 ne peut plus interagir avec le canal sodique épithélial (ENaC; epithelial sodium
channel) (253). ENaC peut alors étre exprimé a la membrane apicale ou il permet au Na*
présent dans 1’environnement extracellulaire de pénétrer la monocouche de cellules
¢épithéliales. Conséquemment, une surproduction chronique d’aldostérone, comme dans les
cas d’hyperaldostéronisme primaire [pour une revue (211)], entraine une ¢lévation de la
pression artérielle résultant d’une augmentation du volume plasmatique et des

concentrations corporelles de Na'.

1.5.4.2. Tissus non-épithéliaux

Les MR ont été identifiés dans certains tissus non-épithéliaux, tout particulierement dans le
systeme cardiovasculaire et le SNC. L’aldostérone est capable d’agir directement sur le
tonus vasculaire, probablement en augmentant la réponse aux catécholamines et en
favorisant la synthése des récepteurs a I’ANGII (136; 236), pouvant ainsi induire une
hypertension. De plus, tel que vu précédemment, 1’aldostérone peut également entrainer le

développement d’une HVG ainsi que de la fibrose cardiaque.
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Figure 8. Les actions épithéliales de I’aldostérone sur le transport du sodium.

ENaC : canal sodique épithélial ; MR : récepteur des minéralocorticoides ; Na'/K" ATPase : pompe
sodium-potassium dépendante de I’ATP ; Nedd 4-2 : neural precursor cell-expressed, developmentally
down-regulated protein 4-2 ; Sgkl : serum/glucocorticoid induced kinase typel.

Gracieuseté de Véronique Houde

Grace a ses propriétés lipophiles, 1’aldostérone est capable de franchir aisément la barricre
placentaire (21) ainsi que la barriere hémato-encéphalique, bien qu’une large portion soit
rejetée par la glycoprotéine-P dans cette dernicre (276). Comparativement aux tissus
épithéliaux, les MR sont trés peu présents dans le SNC et sont principalement retrouvés
dans I’hippocampe, le septum et les cellules granulaires du cervelet (5). L’une des
conséquences de I’activation de ces récepteurs par 1’aldostérone est la régulation de la
pression artérielle, et ce, indépendamment de changements dans le transport sodique (209).
Le SNC jouerait également un role dans les effets hypertenseurs résultant d’un exceés
systémique de minéralocorticoides. En effet, I’administration de RU-28318, un antagoniste
des MR, diminue les effets hypertenseurs de 1’administration intra-cérébro-ventriculaire
d’aldostérone en plus de normaliser 1’activit¢ baroréflexe et de réduire le tonus

sympathique (98; 135).
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1.6. LE CORTISOL

Les glucocorticoides, dont font partie le cortisol et la corticostérone, jouent un rdle
essentiel dans la régulation du métabolisme et la réponse immunologique. Cette section

s’intéressera a la régulation de leur synthése de méme qu’a leurs principaux effets.

1.6.1.  Régulation de la synthése du cortisol par I’axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien

La synthése du cortisol est finement régulée par 1’axe HPA sur lequel les glucocorticoides
exercent un rétrocontrdle négatif (172). L’ACTH libérée par I’hypothalamus est le principal
facteur impliqué dans la régulation de la sécrétion des glucocorticoides [pour une revue
(275)]. Cependant, certaines hormones et cytokines peuvent également participer a ce
phénomene (123). La CRH est le plus important stimulateur de I’axe HPA (figure 9).
Toutefois, ’AVP exerce un effet synergique avec la CRH sur la libération d’ACTH, tandis
que, seule, elle a trés peu d’effet (152). En conditions exemptes de stress, la CRH et I’AVP
sont sécrétées dans le systéme porte hypothalamo-hypophysaire selon un rythme circadien,
avec environ 2 a 3 épisodes de libération par heure (83). En période de repos, la sécrétion
de ces deux facteurs augmente tot le matin ce qui déclenche la relache d’ACTH et de
cortisol dans la circulation systémique (127). Cependant, lors d’un stress aigu, I’amplitude
et la fréquence de la relache de la CRH et de I’AVP sont augmentées, multipliant ainsi les
épisodes de sécrétion d’ACTH, et donc de cortisol (274). Selon le type de stress encouru,
plusieurs autres facteurs, tels que ’ANGII et diverses cytokines, peuvent agir sur 1’axe
HPA et potentialiser son activité¢ (210). Une fois sécrétés, les glucocorticoides constituent
le dernier effecteur de I’axe HPA. Ils jouent un réle important dans la régulation de
I’activité basale de 1’axe et de la réponse au stress en exergant un rétrocontrole négatif sur
I’hypothalamus et I’hypophyse de méme que sur des centres extra-hypothalamiques [pour
une revue (66)]. La diminution de libération d’ACTH qui en résulte aura pour conséquence
de limiter la durée d’exposition des tissus face aux glucocorticoides, minimisant ainsi les

différents effets de ces hormones.
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Figure 9. Régulation de la synthése du cortisol par I’axe
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Adapté de Buckingham JC (44).
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1.6.1.1. L’axe hypothalamo-hypophysio-surrénalien maternel au cours de la grossesse

Au cours de la grossesse humaine, 1’axe HPA maternel subit des modifications qui
permettent d’expliquer I’'importante élévation des taux du cortisol libre observée entre le
premier et le troisiéme trimestre. En effet, les génes codants pour la CRH et ses récepteurs
sont fortement exprimés dans le placenta (293), une condition unique aux primates (251).
Ainsi, au fil de la grossesse, la production et la relache de la CRH placentaire sont
augmentées de fagon exponentielle, stimulant la syntheése du cortisol par les glandes

surrénales de la mere. Contrairement a son effet dans 1’hypothalamus, le cortisol induit la
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production de la CRH dans le placenta, établissant ainsi un rétrocontrole positif sur la
libération des glucocorticoides qui perdure jusqu’a terme [pour une revue (110)]. La CRH
placentaire, identique a celle synthétisée dans I’hypothalamus (208), serait impliquée dans
la différenciation cellulaire feetale, la croissance et la maturation ainsi que dans la

physiologie de la parturition [pour une revue (122)].

1.6.2. Récepteurs du cortisol

Le cortisol est transporté dans le sang a prés de 95% sous forme liée aux CBG et a
I’albumine (114). En plus d’assurer la distribution systémique du cortisol, les CBG
permettent sa relache spécifique dans certains tissus cibles a I’aide de mécanismes de
clivage et de liaison a des récepteurs [pour une revue (267)]. Le cortisol exerce ses
fonctions via le récepteur de faible affinité (Kd pour le cortisol/corticostérone : environ 10-
20 nM), mais de haute capacité¢, GR [pour une revue (44)]. L’expression de ce récepteur est
ubiquitaire, ce qui explique en partie I’importance des nombreux effets des

glucocorticoides sur tout I’organisme.

1.6.3.  Fonctions des glucocorticoides

Hormones du stress, les glucocorticoides exercent une multitude de fonctions, de la réponse
immunitaire au comportement, en passant par la prolifération cellulaire et la survie. Cette
section s’intéressera a certaines d’entre elles, soit la régulation du métabolisme, la réponse

inflammatoire ainsi que 1I’embryogénése.

1.6.3.1. Régulation du métabolisme physiologique

Les glucocorticoides jouent un role essentiel dans le maintien de ’homéostasie et dans la
réponse de ’organisme face a un stress. Ils permettent, entre autres, le catabolisme de
protéines emmagasinées afin de libérer des acides aminés qui seront dorénavant affectées
dans la synthése d’enzymes destinées aux processus métaboliques (172). Le principal effet
métabolique du cortisol est la néoglucogenése. Principalement effectuée dans le foie, cette
synthése de glucose a partir de molécules non glucidiques a pour but de fournir le glucose

nécessaire au fonctionnement du systéme nerveux qui ’utilise comme principale source
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d’énergie. Sous I’action des glucocorticoides, la lipolyse, c’est-a-dire la dégradation des
triacylglycérols, est également favorisée tandis les acides gras du tissu adipeux sont libérés
dans le sang (269). Cette augmentation de la lipolyse résulte de 1’activation de la lipase
hormono-sensible présente dans les dépots de gras périphérique (249). A I’opposé, dans le
foie, il a été démontré que I’administration de glucocorticoides chez des rats augmente la
synthése des triglycérides, diminue I’oxydation des acides gras et méne conséquemment a
I’accumulation de lipides dans cet organe (58). Le cortisol joue aussi un réle dans le
controle de la pression artérielle en modifiant la sensibilité des tissus aux catécholamines
[pour une revue (298)]. Cette augmentation de la pression artérielle assure ainsi un apport
en oxygene et nutriments plus rapide aux cellules de 1’organisme. Les glucocorticoides sont
¢galement impliqués dans la synthese et la relaiche de neuropeptides hypothalamiques
impliqués dans la prise de nourriture tels que le neuropeptide Y [pour une revue (14)]. La
libération de la leptine, qui joue également un rdle dans la prise de nourriture et du poids
corporel, est elle aussi augmentée sous 1’action des glucocorticoides [pour une revue
(155)]. Finalement, ces stéroides sont impliqués dans la régulation de la température
corporelle, de la perception de la douleur ainsi que dans la fonction neuroendocrinienne

(205).

1.6.3.2. Réponse inflammatoire

Lors de I’inflammation, les lymphocytes et macrophages activés sécrétent différentes
cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa (tumoral necrosis factor a) et
I’interleukine-1p (IL-1B) [pour une revue (47)]. En plus d’activer des éléments du systéme
inflammatoire, ces cytokines induisent 1I’expression et la relaiche de CRH qui conduira
ultimement a la synthése des glucocorticoides [pour une revue (252)]. Ces hormones, a leur
tour, induiront des effets anti-inflammatoires sur de nombreux types cellulaires dont les
cellules T, les macrophages et les mastocytes. Ainsi, en interrompant les voies de
signalisation pro-inflammatoires des cytokines et en induisant 1’apoptose de certaines
cellules immunitaires, les glucocorticoides génerent une importante boucle de rétrocontrole
endocrinienne face a I’inflammation. De plus, en liant les GR, ces hormones stimulent la

synthése de diverses protéines anti-inflammatoires [pour une revue (18)].
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Le mécanisme d’action des glucocorticoides dans la réponse inflammatoire ne se limite pas
uniquement a la transcription de genes. En fait, le plus puissant effet anti-inflammatoire des
glucocorticoides résulte d’interactions protéine-protéine entre GR et différents facteurs de
transcription dont NF-kB (nuclear factor kB) (68; 119) et AP-1 (activator protein-1) (204;
278). En interagissant directement avec des sous-unités de ces facteurs de transcription, le
récepteur GRa est capable d’inhiber I’activité de ceux-ci (10; 179; 235). 1l a également été
démontré que 1’effet inhibiteur des glucocorticoides pouvait passer par des altérations dans
la traduction des ARNm (acide ribonucléique messager) de certains geénes inflammatoires
(10; 207; 265). Les mécanismes par lesquels s’effectue cette régulation post-

transcriptionnelle sont nombreux et encore trés peu connus [pour une revue (256)].

1.6.3.3. Embryogénése

De par leur caractere lipophile, les glucocorticoides franchissent aisément les barrieres
biologiques dont le placenta. Une fois retrouvées dans le sang feetal, ces hormones ont de
puissants effets sur le développement tissulaire, particuliérement au niveau du poumon
[pour une revue (291)]. En effet, leur récepteur est exprimé dans la plupart des tissus
feetaux, et ce a partir de stades embryonnaires précoces (255). Les GR sont également
retrouvés dans le placenta (77; 141) ou ils assureraient des fonctions métaboliques et anti-

inflammatoires.

Les glucocorticoides sont essentiels au bon développement de nombreux systémes, organes
et tissus incluant le SNC, le systéme cardiovasculaire, le pancréas et le tissu adipeux [pour
une revue (243)]. Chez I’humain, les effets de ces hormones varient en fonction du stade de
la grossesse et du sexe du feetus. En effet, des études suggérent que I’impact du stress
maternel périnatal est plus important entre le premier et second trimestre de grossesse et
que les bébés de sexe masculin sont plus vulnérables que ceux du sexe féminin [pour des
revues (242; 288)]. La majeure partic des connaissances que nous possédons sur
I’interaction entre les glucocorticoides et I’embryogénése provient d’études ou le foetus en
développement est surexposé a ces stéroides a des fins thérapeutiques ou non. Depuis
longtemps il a été observé que les traitements aux glucocorticoides, autant dans les modeles
animaux (133; 198) que chez I’humain (64; 88), diminuent significativement le poids de

naissance, et ce de facon plus marquée lorsqu’ils sont administrés en fin de gestation (200).
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Cette surexposition a également des répercussions déléteres sur le développement tissulaire
feetal. En condition normale, les glucocorticoides permettent, entre autres, le remodelage
des axones et des dendrites ainsi que la survie cellulaire dans la plupart des régions du SNC
en formation (181). Cependant I’administration prénatale de ces hormones a des effets
néfastes sur la structure des neurones et la formation des synapses (11) pouvant altérer la
structure du cerveau de fagon permanente [pour une revue (176)]. De plus, le
développement du systéme dopaminergique s’en trouve également affecté (71), ce qui est
associé a un risque accru de développement de schizophrénie une fois 1’age adulte atteint
(147). Au niveau cardiovasculaire, un exces chronique de cortisol éléve la pression
artérielle a la naissance, autant dans un mode¢le animal de mouton (29) que chez I’humain
(143). D’autre part, le développement des connexions sympathiques et parasympathiques
dans le cceur est altéré suite a cette surexposition (30). Dans le pancréas feetal, 1’élévation
des niveaux de corticostérone chez le rat interfére dans le développement des cellules f3
pancréatiques (34). Finalement, il a ¢été observé que I’exposition anténatale au
dexaméthasone, un glucocorticoide synthétique, augmente 1’expression des GR dans le
tissu adipeux viscéral de rats (57) et de moutons (297) une fois 1’dge adulte atteint. Ce
phénoméne pourrait contribuer au développement de la résistance a I’insuline tant au

niveau hépatique qu’adipeux.

1.6.4.  Opposition entre minéralocorticoides et glucocorticoides

En condition normale, les niveaux plasmatiques du cortisol sont environ 1000 a 2000 fois
plus élevés que ceux de 1’aldostérone [pour une revue (92)]. En retirant la fraction des
glucocorticoides liée aux protéines plasmatiques, donc incapable de lier directement le GR,
la différence de concentration entre le cortisol et 1’aldostérone demeure tout de méme tres
¢levée avec un ratio de 100:1. Ainsi, puisque le cortisol est trés abondant et qu’il lie les MR
avec une haute affinité, la majeure partie de ces récepteurs devrait étre occupée et activée
par ce glucocorticoide. Conséquemment, il est raisonnable de se demander comment
I’aldostérone peut lier les MR et ainsi exercer ses fonctions. La réponse réside en partie
dans I’action des enzymes 11B-HSD, capables de convertir les glucocorticoides en leurs

métabolites inactifs et vice-versa.
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1.7. LES 118-HYDROXYSTEROIDE DESHYDROGENASES

La régulation des niveaux intracellulaires du cortisol, phénomeéne retrouvé sous le nom de
métabolisme pré-récepteurs, est fortement modulée par deux isoenzymes de la 113-HSD :
la 11B-HSD de type 1 (11B-HSD1) et 113-HSD de type II (11B-HSD2). Ces enzymes,
issues de deux genes différents, ne possedent qu’environ 14% d’homologie entre elles chez

I’humain (7) et différent dans leur fonction, affinité de substrat et distribution.

1.7.1.  Structure des 11p-HSD

Les 11B-HSD font toutes deux partie de la superfamille des déshydrogénases/réductases a
chaine courte (SDR; short-chain dehydrogenase/reductase) qui regroupe plus de 140
enzymes distinctes a ce jour, dont prés de 70 chez ’humain (203). Tous les membres de
cette famille possédent la capacité de lier les dinucléotides NAD (nicotinamide adénine
dinucléotide) et NADP (NAD phosphate), soit sous forme réduite ou oxydée. Ils partagent
¢galement un arrangement structurel, appelé repliement de Rossman, formé d’hélices-a et
de feuillets-p nécessaire a la liaison du cofacteur [pour une revue (144)]. Pour la plupart
d’entre eux, le site catalytique est formé d’une tyrosine flanquée des résidus sérine et lysine
(53; 144). On retrouve également chez les enzymes SDR une région flexible qui, tres
souvent, change de conformation une fois le substrat lié et permet la spécificité¢ de
I’enzyme (128). Chacune des enzymes 11B-HSD dispose d’une ancre en N-terminal
essentielle a leur localisation dans la membrane du réticulum endoplasmique (RE) (201).
Celle de la 11B-HSD1 est formée d’une seule hélice transmembranaire tandis que la 11B3-
HSD2 traverse la membrane en trois endroits (201). Alors que le domaine catalytique de la
11B-HSD1 fait face a la lumiére du RE (195; 201), celui de la 11B-HSD2 est situé¢ du coté
cytoplasmique (196; 201).

1.7.2.  La11p-HSD1

Bien qu’elle fut la premicére découverte, la 11B-HSD1 ne suscitera un réel intérét de
recherche que quelques années plus tard, principalement pour son implication dans
I’obésité et la résistance a I’insuline. Cette enzyme microsomale posséde une activité

bidirectionnelle, quoique majoritairement réductase, dépendante au NADP (4; 150; 185).
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Ainsi, cette enzyme permet de régénérer les glucocorticoides actifs, le cortisol ou la
corticostérone, a partir de leurs métabolites inactifs soit la cortisone ou la 11-
déshydrocorticostérone respectivement (134; 151). Néanmoins, dans certains types
cellulaires, la 11B-HSD1 présente des caractéristiques singuliéres. Par exemple, dans les
cellules stromales du tissu adipeux omental humain, I’activité enzymatique, a 1’origine
déshydrogénase, devient réductase lors de la différenciation de ces cellules en adipocytes
(46). Dans les cellules de Leydig, ces deux activités ont pu y étre observées (95; 151). Dans
tous les cas, I’activité réductase nécessite des cellules intactes pour étre pleinement
fonctionnelle (168). Ce phénoméne s’expliquerait par la localisation spécifique de la 11B3-
HSDI1 dans la lumiére du RE ou des enzymes avoisinantes, dont 1’hexose-6-phosphate
déshydrogénase [pour une revue (296)], fourniraient le cofacteur NADP réduit (NADPH)
en quantité importante. En ce qui a trait a I’affinité de la 11B-HSDI1 pour ses différents
substrats, elle varie sensiblement selon 1’organe [pour une revue (266)] et I’espece étudiée

(12).

1.7.2.1. Distribution et fonctions de la 11-HSD1

L’expression de la 11B-HSDI1 est ubiquitaire [pour une revue (266)], bien qu’elle soit
principalement concentrée dans les tissus cibles des glucocorticoides ou les GR sont
abondants. Selon le tissu, la 113-HSD1 exerce différentes fonctions qui vont de pair avec

les effets du cortisol dont elle permet la régénération et I’amplification locale.

La 11B-HSD1 est fortement exprimée dans le foie humain, particuliérement autour de la
veine centrale (223), ou elle présente une activité majoritairement réductase (222). Dans ce
tissu, la 11B-HSDI1 joue un role important dans la régulation du métabolisme physiologique
tel qu’il a été démontré par plusieurs études effectuées sur des souris n’exprimant pas
I’enzyme. Ces animaux présentent, entre autres, des niveaux élevés de lipoprotéines de
haute densité (HDL : high density lipoprotein) et une faible concentration en triglycérides
sanguins. Ces effets résulteraient d’une diminution des niveaux locaux de corticostérone,
donc d’une réduction de néoglucogenése et d’une augmentation de 1’oxydation des lipides
dans le foie [pour une revue (190)]. La 11B-HSD1 est également hautement exprimée dans
le tissu adipeux omental (45). Elle y jouerait un rdle important dans le développement de

I’obésité [pour une revue (166)] et dans la différenciation cellulaire (118). Chez la femme
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et la rate, la 11B-HSDI1 est exprimée dans les ovocytes en développement ainsi que dans les
cellules lutéinisées de la theque (182; 223). De fait, les glucocorticoides affectent la
fonction ovarienne de plusieurs fagons avec, entres autres, ’inhibition de 1’activité
aromatase induite par I’hormone folliculostimulante (FSH; follicle-stimulating hormone)
(129). Dans ce tissu, la direction de I’activité enzymatique demeure encore incertaine (182;
299). Chez I’homme et le rat, la 11B-HSD1 est retrouvée dans les cellules de Leydig (37;
290), mais est absente des cellules de Sertoli (287). La 113-HSDI1 est également fortement
exprimée dans le cerveau de rat, notamment dans le cervelet, ’hypophyse et 1I’hippocampe
(184) ou elle exerce, entre autres, un controle dans la régulation de la fonction de 1’axe

HPA (117).

La 11B-HSD2 est I’isoforme principale dans le rein ou elle joue un role essentiel dans la
protection des MR. Cependant, la 11B-HSDI y est également présente et ce de facon plus
marquée au niveau des tubules proximaux et des cellules interstitielles de la médulla (101).
Chez le rat, les cellules mésangiales du glomérule expriment elles aussi cette enzyme qui
modulerait les effets anti-inflammatoires des glucocorticoides a cet endroit (250).
Toutefois, la fonction de la 113-HSD1 dans la physiologie rénale humaine reste encore a
étre ¢lucidée. Au niveau cardiovasculaire, en plus d’étre exprimée dans les cellules du
muscle lisse vasculaire et les cellules endothéliales de ’aorte (36; 289), cette enzyme est
également retrouvée dans les fibroblastes interstitiels de 1’endocarde (37). Par sa présence
dans ces tissus, elle pourrait étre impliquée dans la pathogénése de I’inflammation
vasculaire coronarienne (301). Il est intéressant de noter que dans des cardiomyocytes
isolés, en condition normale, le cortisol est un antagoniste des MR, bloquant les effets de
I’aldostérone. Cependant, dans un contexte de dommage tissulaire et de formation
d’especes réactives de 1’oxygeéne (ROS; reactive oxygen species), le cortisol agit en tant
qu’agoniste des MR, mimant les effets de I’aldostérone [pour une revue (92)]. Ainsi, grace
ala 11B-HSDI1 cardiaque, le cceur pourrait €tre protégé des effets déléteres de 1’aldostérone
tels que la fibrose et ’'HVG. Finalement, les cellules trophoblastiques intermédiaires du
placenta de méme que le chorion et la décidua expriment la 113-HSDI1 au cours de la
grossesse. L’augmentation locale de cortisol produite par cette enzyme pourrait réguler
I’apoptose de certaines populations cellulaires du placenta et de la décidua (52) en plus de

participer au déclenchement de la parturition (260).
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1.7.3. La11p-HSD2

La 11B-HSD2 fut découverte lors de travaux portant sur le métabolisme des
glucocorticoides dans les cellules du tubule collecteur rénal, d’ou son surnom d’isoenzyme
rénale. La 11B-HSD2 est une déshydrogénase unidirectionnelle dépendante du NAD (7). Sa
fonction consiste a transformer les glucocorticoides biologiquement actifs, le cortisol et la
corticostérone, en leurs métabolites inactifs (93). A ’opposé de la 11B-HSDI, cette enzyme
possede une tres haute affinité pour ses substrats endogenes (Km du cortisol : 50 nM et Km
de la corticostérone : 5 nM) (7; 41; 257). La 11B-HSD2 existe également sous la forme
d’un dimere inactif, faisant de la dimérisation de cette enzyme un mécanisme de régulation

de son activité déshydrogénase (99).
1.7.3.1. Distribution et fonctions de la 11-HSD2

La 11B-HSD2 est exprimée dans une variété de tissus, mais tout particulierement dans les
tissus cibles des minéralocorticoides (79). La fonction de la 113-HSD2 dans le rein est de
protéger les MR contre leur occupation massive par les hauts niveaux de glucocorticoides
circulants (93). En convertissant le cortisol et la corticostérone en cortisone et 11-
déshydrocorticostérone, deux métabolites incapables de se lier aux récepteurs, elle permet

la liaison de I’aldostérone au MR (figure 10).
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Figure 10. La fonction protectrice de la 11p-HSD2.
Adapté de Funder JW (91).
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Grace a son pont hémiacétal retrouvé entre les carbones 18 et 20, I’aldostérone est, quant a
elle, protégée contre cette inactivation (91). La conversion des glucocorticoides en leurs
métabolites inactifs n’est toutefois pas suffisante pour expliquer le role protecteur de la
113-HSD2 dans le rein. En effet, malgré I’important pouvoir d’inactivation de cette
enzyme, les niveaux de glucocorticoides intracellulaires resteraient toujours au moins 10
fois plus élevés que ceux de 1’aldostérone [pour une revue (92)]. Ainsi, la fonction premiére
de la 11B-HSD2 serait d’empécher I’activation des MR plutdét que leur liaison aux
glucocorticoides. A I’inverse, lors d’une inhibition partielle ou totale de cette enzyme, les
glucocorticoides deviennent incontestablement agonistes des MR, un phénomeéne qui
impliquerait le NAD, cofacteur de la 11B-HSD2, de méme que le statut redox
intracellulaire [pour une revue (91)]. La 11p-HSD2 est fortement exprimée dans le tubule
distal, I’anse de Henlé¢ de méme que dans le tubule colleteur du rein ou elle est colocalisée
avec les MR (124). Conséquemment, lorsque la 11B-HSD2 est non fonctionnelle, le
cortisol, présent en forte concentration, engendre une hypertension, une importante
rétention sodique, une hypokaliémie ainsi qu’une diminution des taux plasmatiques
d’aldostérone et de rénine, résultats d’une stimulation excessive des MR rénaux [pour une
revue (295)]. Pareilles conditions sont retrouvées lors de mutations dans le géne codant
pour la 11B-HSD2 et lors de la prise de certaines molécules. En effet, il existe une rare
forme d’hypertension appelée syndrome d’exces apparent de minéralocorticoides (AME;
apparent mineralocorticoid excess) caractérisée par ces symptomes (295). Chez les
personnes atteintes, les niveaux circulants de minéralocorticoides sont faibles et leur
métabolisme des glucocorticoides est anormal. Ainsi, la demi-vie du cortisol y est
pratiquement doublée alors que ses métabolites urinaires sont retrouvés en trés forte
concentration comparativement aux métabolites de la cortisone (277). L’origine de cette
pathologie résulte de mutations dans le gene HSDI/IB2 qui entrainent I’inactivation
partielle ou complete de ’enzyme 11B-HSD2 [pour une revue (294)]. Ce déficit a pour
conséquence l’activation inadéquate des MR par le cortisol dans les tissus cibles de
I’aldostérone. Certains composés peuvent conduire a des effets similaires a ceux observés
dans le syndrome d’AME. C’est le cas des racines de la réglisse dont I’'un des composés
actifs, ’acide glycyrrhétinique (AG), est un inhibiteur compétitif de la 113-HSD2 (186).
Utilisé comme remede contre les ulcéres gastriques depuis des centaines d’années, la prise
excessive de réglisse, induit des effets similaires a ceux des minéralocorticoides incluant de

I’cedéme, de I’hypertension et une hypokaliémie (50). Conséquemment, I’administration
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d’AG chez des sujets sains diminue les niveaux plasmatiques de cortisone et augmente le
temps de demi-vie du cortisol plasmatique (142). Il est intéressant de noter que des
composés endogenes similaires a I’AG, les GALF (glycyrrhetinic acid-like factors), ont été

extraits de 1’urine de personnes normotendues (188).

L’expression de la 11B-HSD2 dans le cceur est relativement faible et semble limitée a
certains types cellulaires spécifiques tels que les cellules du muscle lisse vasculaire (9; 148;
250). Ainsi, dans les cardiomyocytes, les MR sont majoritairement occupés par les
glucocorticoides endogenes. Dans les tissus non-épithéliaux, les glucocorticoides semblent
agir comme antagonistes des MR (301), protégeant le cceur des effets délétéres de
I’aldostérone. L’utilisation de souris transgéniques surexprimant la 11B-HSD2 dans les
cardiomyocytes a renforcé cette hypothése. Bien qu’elles soient normotendues, ces souris
développent une hypertrophie cardiaque, de la fibrose et de I’insuffisance cardiaque (219).
Ces résultats, similaires a ceux observés lors d’une surexpression des MR, suggérent que
I’aldostérone, par sa liaison a ses récepteurs, induit des dommages cardiaques et qu’en

situation physiologique les glucocorticoides peuvent prévenir ces effets.

La 11B-HSD2 est également fortement exprimée dans le placenta, plus précisément dans le
syncytiotrophoblaste chez ’humain (42) et dans la zone labyrinthe dans le placenta des
rongeurs (48). Dans ce tissu, elle forme une barriére efficace et essentielle contre le passage
des glucocorticoides maternels, ne laissant traverser qu’environ 15% des stéroides (27).
Ainsi, a terme, les concentrations plasmatiques du cortisol maternel sont environ 10 fois
plus é¢élevées que celles du feetus (25; 73). Comme il a été¢ discuté précédemment, les
glucocorticoides jouent un rdle important dans la maturation des organes foetaux.
Cependant, en exces, ils peuvent induire une restriction de croissance intra-utérine (RCIU)
(198). La fonction placentaire de la 113-HSD2 est donc critique pour un développement
feetal normal. En effet, une diminution significative de I’expression et de 1’activité de cette
enzyme a €té observée dans les placentas humains de grossesses associées a une RCIU ou a
de la prééclampsie (237; 245). De plus, de nombreuses études ont démontré une association
importante entre le poids de naissance et I’expression de la 113-HSD2 placentaire (193;
258; 260). Ainsi, une déficience en 11B-HSD2 conduit & une surexposition feetale aux
glucocorticoides, entrainant un retard de croissance associé a un risque plus élevé de

développer certaines conditions pathologiques telles que 1’hypertension et le diabéte de



41

type II une fois I’age adulte atteint [pour une revue (241)]. Il a également été¢ démontré que
I’administration de carbénoxolone, un inhibiteur des 113-HSD, réduit la croissance feetale
(160). Certains tissus feetaux, dont les os, le cerveau et le tissu adipeux, expriment eux
aussi la 11B-HSD2, possiblement dans le but de se protéger contre les effets des

glucocorticoides (59).

La 11B-HSD2 est exprimée dans quelques aires du cerveau adulte impliquées
principalement dans le contrdle de la balance hydrosodique et de la pression artérielle. Une
fois de plus, son rdle est de protéger les MR contre les niveaux élevés des glucocorticoides
(126). Finalement, cette enzyme pourrait ¢galement favoriser la prolifération des cellules

cancéreuses en inhibant 1’action antiproliférative des glucocorticoides (149; 304).

1.8 HYPOTHESE DE TRAVAIL ET OBJECTIFS

La grossesse est associ¢ée a de nombreux changements physiologiques nécessaires pour
assurer le bien-étre de la mere et la croissance normale du feetus. On retrouve parmi ces
modifications une activation du SRAA de méme qu’une rétention d’eau et de sel accrue
qui, chez une personne non enceinte, peuvent entrainer le développement d’une
hypertension et de la fibrose cardiaque. Cependant, malgré une hausse substantielle des
niveaux circulants d’aldostérone au cours du troisiéme trimestre de grossesse, ces effets
déléteres ne sont pas observés. L’aldostérone exerce ses effets via ses récepteurs, les MR,
qui peuvent également lier le cortisol avec une affinité similaire. Puisque les niveaux de
cortisol libre sont environ 100 fois plus élevés que ceux de 1’aldostérone, la régulation des
niveaux locaux de ce glucocorticoide est essentielle pour éviter une stimulation
inappropriée des MR. Cette fonction est assurée par les 11B-HSD qui convertissent le
cortisol en son métabolite inactif et vice-versa, permettant ainsi de conserver la spécificité
de liaison des minéralocorticoides. La distribution et la fonction de ces enzymes dans le
rein, le cceur et le placenta sont assez bien documentées. Cependant, leur devenir au cours
de la grossesse, condition physiologique caractérisée par une élévation des niveaux
circulants d’aldostérone et de cortisol, reste encore peu connu. Ainsi, I’hypothése de ce
mémoire est que les mécanismes d’adaptation hémodynamique qui prennent place au cours
de la grossesse nécessitent des changements d’expression des 11B3-HSD spécifiques selon

le tissu.
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Les objectifs de cette étude sont de déterminer 1’expression génique (ARNm) et protéique
ainsi que I’activité enzymatique de la 11B-HSD 1 et 2 dans le rein, le cceur et le placenta au
fil de la grossesse. Pour ce faire, des rates gestantes Sprague-Dawley sont sacrifiées, et
leurs organes collectés, au cours de la troisiéme et derniére semaine de gestation, soit aux
jours 14, 17, 19 et 22 (terme = 23). Le jour 14 se situe avant la baisse de la pression
artérielle qui survient autour du jour 17 ainsi qu’avant le début de 1’¢lévation du
volume circulant et des niveaux d’aldostérone sérique qui augmentent entre les jours 15
et 22. Le choix des jours 17 et 19 permet de déterminer les changements d’expression
et d’activé des 11B3-HSD en fonction du temps jusqu’au jour 22, soit une journée avant
la parturition. Ces travaux permettront une meilleure compréhension de 1’implication de
ces enzymes, ainsi que celle des glucocorticoides, dans la mise en place et la réponse aux

adaptations maternelles a la grossesse.
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RESUME

L’aldostérone en forte concentration est associée au développement d’hypertension et de
fibrose cardiaque. Cependant, malgré une hausse substantielle des niveaux d’aldostérone
plasmatique au cours du troisiéme trimestre de grossesse, ces effets délétéres ne sont pas
observés. L’aldostérone exerce ses effets via les récepteurs des minéralocorticoides (MR)
qui peuvent également lier le cortisol (corticostérone chez le rat). Ce dernier agit en tant
qu’agoniste des MR dans le rein tandis qu’il devient antagoniste dans le cceur. La
régulation des niveaux locaux des glucocorticoides par les enzymes 11B-hydroxystéroide
déshydrogénases (11B-HSD) est essentielle pour éviter une stimulation inappropriée des
MR. Nous proposons que les mécanismes de protection maternel et feetal qui prennent
place au cours de la grossesse normale nécessitent des variations des isoformes de la 11p-
HSD (11B-HSDI et 2), et ce de fagcon spécifique selon le tissu. Pour ce faire, nous avons
déterminé 1’expression (ARNm et protéine) des deux 11B-HSD de méme que D’activité
déshydrogénase de la 11B-HSD2 dans le rein, le ceeur et le placenta de rates entre les jours
14 et 22 de gestation (D14, 17, 19 et 22; terme = 23). Dans le cceur, la gestation n’a pas eu
d’effet sur ’expression de la 113-HSD1 tandis que la 11B-HSD2 y était indétectable. Dans
le rein, aucune différence n’est observée entre les groupes quant aux niveaux d’ARNm des
deux 11B-HSD. Toutefois, les niveaux protéiques de la 11B3-HSD2 sont augmentés en fin de
gestation mais sans effet sur I’activité déshydrogénase. Les changements les plus notables
ont été retrouvés dans le placenta. Au jour 17, I’expression de la 113-HSDI1 placentaire est
substantiellement diminuée tandis qu’une importante hausse des niveaux de 11B3-HSD2 est
observée. Elle est suivie d’une diminution progressive de 1’expression génique et protéique
de la 11B-HSD2 jusqu’au jour 22. Le profil de I’activité déshydrogénase de cette enzyme
au cours de la troisiéme semaine de gestation est similaire, sans toutefois obtenir de
changement statistiquement significatif. Ces résultats démontrent que la régulation des 11§-
HSD rénaux et cardiaques ne semble pas impliquée dans 1’homéostasie cardiovasculaire
maternelle au cours de la grossesse. Par contre, la régulation placentaire des 11B-HSD

pourrait jouer un réle important dans la croissance normale du feetus.

Mots-clés : grossesse, glucocorticoides, récepteurs des minéralocorticoides, 11p-

hydroxystéroide déshydrogénases
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ABSTRACT

High levels of aldosterone are associated with the development of hypertension and cardiac
fibrosis. Interestingly, despite the considerable rise in plasma aldosterone concentrations
during the third trimester of pregnancy, these adverse effects are not observed. Aldosterone
acts via the mineralocorticoid receptors (MR) which also bind cortisol (corticosterone in
rats) that acts as an agonist in the kidney but as an antagonist in the heart. Regulation of
local glucocorticoids levels by the 11B-hydroxysteroid dehydrogenases (11B-HSD) is
crucial to prevent overstimulation of MRs. We propose that the maternal and fetal
protection mechanisms occuring during normal pregnancy involve tissue-specific variations
of the 11B-HSD isoforms (11B-HSD1 and 2). We have therefore determined the expression
(mRNA and protein) of both 113-HSDs as well as the dehydrogenase activity of the 11p-
HSD?2 in rat heart, kidney and placenta during the last week of gestation (D14, 17, 19 and
22; term = 23 days). In heart, gestation did not affect the gene and protein expressions of
11B8-HSD1 whereas 11p3-HSD2 was undetectable. In kidney, mRNA of both 11B-HSDs was
not significantly different between groups. However, 11B-HSD2 protein levels, but not
activity, were decreased in late gestation. The most important changes are observed in
placenta. On D17, 11B-HSD1 gene and protein expressions were dramatically decreased
compared to D14 while gene expression of 11B3-HSD2 was increased. Then, a progressive
diminution of 11B-HSD2 mRNA and protein levels occured up to D22. A similar tendency
is observed for the 11B-HSD2 activity without reaching statistical significance. These
results demonstrate that cardiac and renal regulation of 11B-HSDs are not of prime
importance in maternal cardiovascular homeostasis during pregnancy but placental
regulation of 11B-HSDs could be crucial to ensure a normal fetal growth.

Keywords: pregnancy, glucocorticoids, mineralocorticoid receptors, 11B-hydroxysteroid

dehydrogenases
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INTRODUCTION

Maternal hemodynamic adaptation and several marked physiological changes are observed
throughout pregnancy in both humans and rats to ensure maternal well-being and normal
fetal growth. These modifications include activation of the renin-angiotensin-aldosterone
system and increased water and salt retention (4) which, in non-pregnant individuals, would
lead to hypertension and cardiac fibrosis (16; 28). Indeed, in a community-based cohort,
increased serum aldosterone levels, within physiological values, have been associated with
a higher risk of hypertension development (28). Moreover, in uninephrectomized rats
drinking 1% NaCl and receiving aldosterone (75 png / h subcutaneous), increased systolic
blood pressure, left ventricular hypertrophy and collagen deposition have been observed
after 8 weeks of treatment (31). However, despite the substantial elevation of aldosterone

levels in the third trimester of pregnancy (5), these adverse effects are not observed.

Aldosterone acts via the mineralocorticoid receptors (MRs) which also bind cortisol with
similar affinity (19). Such binding can produce either the same or different physiological
effects, depending on the targeted tissue. For instance, under normal conditions, cortisol or
corticosterone, in rodents, bind MRs in the heart without activating them (7) and could thus
prevent the deleterious effects of aldosterone. On the other hand, in the kidney, binding of
aldosterone and cortisol to MRs induce similar action i.e. water and salt retention (6). Since
plasma free concentrations of cortisol are around 100 times higher than those of
aldosterone, regulation of the local levels of this glucocorticoid is crucial to prevent
overstimulation of MRs, particularly in the kidney, and to allow a mineralocorticoid

binding specificity. This function is achieved by two isoforms of the 11B-hydroxysteroid

dehydrogenase (11B-HSD) which interconverts cortisol (corticosterone) and its inactive
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metabolite cortisone (11-dehydrocorticosterone). The type 1 enzyme (11B-HSDI) is
bidirectional, but mostly reductase, and uses NADPH as cofactor (1; 15; 17). At the
opposite, 11B-HSD type 2 (11B-HSD2) shows only a NAD-dependant dehydrogenase

activity (2) forming inactive cortisone.

In human kidney, a classical mineralocorticoid target tissue, 113-HSD?2 is highly expressed
in the distal nephron (30) whereas 11B-HSD1 is located in the proximal tubules and in
medullary interstitial cells (12). Some studies have shown that both 113-HSDs are present
in the heart (3; 14; 24). Besides, cortisol plays an important role in maturation of fetal
organs (for review (22)) while excess levels in the fetal circulation can lead to intrauterine
growth restriction (13; 20). Several studies have shown a strong correlation between the
expression and activity of placental 113-HSDs and birth weight (18; 25; 26). However,
little is known about the evolution of both enzymes in placenta and other tissues during

pregnancy, a physiological condition associated with high levels of aldosterone.

Consequently, we proposed that the important hemodynamic adaptative mechanisms
occuring during normal pregnancy to ensure maternal well-being and fetal growth involve
tissue-specific changes in the expression of 11B3-HSDs throughout the last third of rat
gestation. The objective of the present study is to determine the expression (mRNA and
protein) of the 113-HSDI1 and 2 and the dehydrogenase activity of the 113-HSD2 in rat

kidney, heart and placenta throughout pregnancy.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Experiments were performed on female Sprague-Dawley rats (Charles River Canada, St-
Constant, QC, Canada) weighing between 225 and 250g. They were mated with a known
fertile male. Day 1 of pregnancy was determined by the presence of spermatozoa in vaginal
smears. All animals were housed under controlled light (12:12-h light-dark cycle) and
temperature (21 + 3°C). They were fed a normal diet containing 0.23% NaCl (Teklad
global 18% protein rodent diet, Harlan Teklad, Montreal, QC, Canada) and were placed on
tap water during the entire gestation period. The animals were sacrified by decapitation on
days D14, D17, D19 and D22 of gestation (term=D23). Kidney cortex and outer medulla
(separated manually), left cardiac ventricle and placentas (each sample (n) represents 2-3
placentas per dam) were rapidly removed from the animals, snap-frozen in liquid nitrogen
and stored at -80°C for further analysis. This study was approved by the local Animal Care

Committee, which is accredited by the Canadian Council on Animal Care.

Quantitative real-time RT-PCR

Total cellular RNA from frozen kidneys and placentas (n=9/group) was extracted, washed
and treated with the RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada) following
manufacturer’s instructions. For the left cardiac ventricle, the RNeasy Fibrous Tissue Mini
Kit (QIAGEN) was used. Total RNA (0.75 ng) was converted to single-stranded cDNA by
reverse transcription (QuantiTect Reverse Transcription Kit; QIAGEN). Amplification of
the PCR products was achieved using certified QuantiTect Primers Assays (QIAGEN)
listed in table 1. Real-time PCR was performed with the QuantiTect SYBR Green PCR Kit
(QIAGEN) on a ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster

City, CA) according to manufacturer’s instructions. Each reaction consisted of 2.5 pL
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cDNA, 12.5 pL QuantiTect SYBr Green Master Mix (QIAGEN), 2.5 pL QuantiTect
Primer Assay (QIAGEN), 7.0 uL RNase-free water and 0.5 pL (0.5 unit) uracil-DNA-
glycosylase (UDG; Invitrogen Canada Inc., Burlington, ON, Canada). The procedure was
carried out on triplicates from individual animals. Results were reported using 18S as

internal control gene.

Western Blot analysis

Frozen kidneys, left cardiac ventricles and placentas (n=6/group) were homogenized in
extraction buffer containing 20 mM KH,PO4 (pH 7.6), 250 mM sucrose, | mM EDTA and
0.1 mM PMSF and centrifuged at 2,500 g for 15 min at 4°C. Supernatants collected were
centrifuged at 100,000 g for 1 h at 4°C and resulting pellets were resuspended in extraction
buffer. Protein concentration was determined by the Bio-Rad assay kit (Bio-Rad
Laboratories, Mississauga, ON, Canada) and Laemmli buffer was added to the protein
preparations. Equal amounts of proteins (113-HSD1: kidney 100 ng, left cardiac ventricle
and placenta 50 pg; 11B-HSD2: kidney 25 pg, left cardiac ventricle 100 pg and placenta
15 png) were separated by SDS polyacrylamide (11B-HSD1: 12%; 11B-HSD2: 15%) gel
electrophoresis and transferred to nitrocellulose membranes (Fisher Scientific, Nepean,
ON, Canada). Membranes were blocked for lh at room temperature in 5% skim milk in
PBS/0.1% Tween 20 (PBST) and then incubated with either rabbit anti-113-HSD1 (kidney
1:250, left cardiac ventricle and placenta 1:100; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) or
sheep anti-11B-HSD2 (left cardiac ventricle 1:100, kidney and placenta 1:1,000; Millipore,
Temecula, CA) overnight at 4°C. Membranes were washed and then incubated with
horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit IgG (1:5,000; GE HealthCare
Biosciences Inc., Montreal, QC, Canada) or donkey anti-sheep/goat IgG (1:5,000;

Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) for 45 min at room temperature. Equal
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protein loading was determined using mouse anti-f-actin primary antibody (1:100,000 in
the kidney and placenta; Abcam, Cambridge, MA) or rabbit anti-GAPDH (1:10,000 in the
left cardiac ventricle; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) primary antibodies.
Immunoreactive bands were visualized with the enhanced ECL chemiluminescence
detection system (GE HealthCare Biosciences Inc.). Bands were quantified using Alpha
Imager software (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA). Results are expressed as

densitometric units relative to B-actin or GAPDH.

Enzyme activity assays

Frozen kidneys, left cardiac ventricles and placentas (n=6/group) were homogenized in
0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) containing 250 mM sucrose and centrifuged at
10,000 g for 30 min at 4°C. Supernatants collected were centrifuged at 105,000 g for
1 h at 4°C and the resulting pellets which are microsomal fractions were resuspended in
0.1 M phosphate buffer without sucrose. Protein concentration was determined by the
Bio-Rad assay kit (Bio-Rad). 11BHSD2 activity was carried out by incubating
microsomal fractions (kidney 15 pg, placenta 75 pg and left cardiac ventricle 100 pg)
for 15 min at 37°C in 0.08 M BICINE buffer (pH 9.0) containing 10 mM DTT
(dithiothreitol), 0.5mM NAD" and [’H]corticosterone (~300,000 cpm/reaction).
11BHSDI1 activity was measured by incubating microsomes (kidney, left cardiac
ventricle and placenta 100 pg) for 24 h at 37°C in 0.05 M phosphate buffer (pH 7.4)
containing 0.05 M NADPH and [*H]cortisone (~300,000 cpm/reaction). The reactions
were stopped by adding one volume of diethyl ether. The steroids in the organic phase
were extracted using diethyl ether and resuspended in dichloromethane. [*H]-labelled

steroids were then separated using unlabelled steroids as controls on thin layer
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chromatography plates (Whatman, Maidstone, Kent, England) with dichloromethane-
methanol (95:5) as a mobile phase. Control steroids were revealed under UV light and
corresponding bands in samples were scrapped and counted with a B-counter system
(Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA). The procedure was carried out on
duplicates samples. Enzyme activity is expressed as percentage conversion of
[*H]corticosterone to [3H]11-dehydroc0rticosterone (11BHSD2) or [*H]cortisone to

[*H]cortisol (11BHSD1).

Statistical analysis
Results are expressed as means + SEM and analysed using one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by a Dunnett’s multiple comparison test. D14 was used as control

group. Statistical significance was assumed with a value of P<0.05.

RESULTS

Effects of gestation on left cardiac ventricular 11-HSDs
As shown in Figure 1, 11B-HSD1 expression (mRNA and protein levels) in the left cardiac
ventricle was not statistically different during the last week of gestation. 113-HSD2 mRNA

and protein expressions, as well as the enzyme activity, were undetectable.

Effects of gestation on renal 115-HSDs
In renal cortex, 11B-HSD1 mRNA and protein levels followed the same pattern with a
decreased expression on day 22 of gestation (Fig. 2, left panel). The statistical significance

is only reached with the protein. The expression of 11B-HSD2 is quite different (Fig. 2,
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right panel). Indeed, although the protein levels are decreased on D17, D19 and D22

compared to D14, the mRNA levels and activity were unchanged.

In kidney outer medulla, 11-HSD1 mRNA and protein followed a similar pattern with a
decrease on D19 that is only significant for the protein (Fig.3, left panel). On the other
hand, 11B-HSD2 gene and protein expressions decreased from D17 to D22 without
reaching a statistical significance compared to D14. This pattern was not observed for the

dehydrogenase activity and there is no difference between the different days of gestation.

Effects of gestation on placental 115-HSDs

Marked and significant decreases of the 11B-HSD1 mRNA and protein levels were
observed on D17 compared to D14 (Fig. 4A and B, left panel). From D17, a slight increase
in mRNA levels was noted until the end of the gestation but this is not reflected in the
protein levels. The 11B-HSD2 gene and protein expressions, as well as the dehydrogenase
activity, showed a similar pattern, i.e. an increase on D17 followed by a decrease to reach

the lowest level on D22 that is only significant for the protein (Fig. 4, right panel).

DISCUSSION

This study was conducted to determine the expression and enzyme activity of the 11[-
HSDs throughout rat pregnancy in the heart, kidney, and placenta. We observed substantial
tissue-specific variations in both mRNA and protein levels in the last gestational week. Our
results reveal 1) unchanged 11B-HSD1 expression in left cardiac ventricle; 2) a diminution
of renal 11B-HSDs protein levels in late gestation; and 3) most interestingly, in the
placenta, a switch of the 11B-HSD isoforms on D17 compared to D14 with a substantial

decrease in 11B3-HSDI expression and higher 113-HSD2 levels. Expression and activity of
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the 11B-HSD2 are then decreased up to D22. It is important to note that we were able to
measure the 11B-HSD1 reductase activity in the liver but not in the studied tissues,

suggesting a very low activity, at least during pregnancy.

High levels of aldosterone are associated with the development of cardiac fibrosis (16). In
pregnancy, despite the considerable elevation of aldosterone concentrations within the third
trimester (5), this adverse effect is not observed. Since active glucocorticoids act as MR
antagonists in the heart (7), we expected that 113-HSD1 expression in this tissue would be
upregulated during the last week of rat gestation to avoid overstimulation of these receptors
by aldosterone. The present study demonstrated, however, that 113-HSD1 levels are similar
during the last gestational week. The 11B-HSD2 levels were below the limits of detection
in this tissue, confirming previous works (21; 23). These results suggest that cardiac 11p-
HSDs are not the main regulators protecting the heart against the excess of

mineralocorticoids observed during gestation.

In kidney, a mineralocorticoid target tissue, the protective function of 113-HSD2 on MR is
well documented (8) and numerous studies have described the effects associated with a
partial or complete enzyme inactivation (for review (29)). Although 11B-HSDI1 is abundant
in the tissue (12), little is known on its functions in human renal physiology. It has been
shown in vivo that expression of both enzymes in this organ is highly regulated by
oestradiol (11). Indeed, subcutaneous administration of oestradiol to intact and castrated
male rats significantly increased renal 113-HSD2 mRNA and protein levels while 11-
HSDI1 expression was remarkably downregulated by the treatment. Since oestradiol
concentrations are enhanced during the last gestional week (9), we expected to detect these

variations in the kidney of pregnant rats. Thereby, our results demonstrated a significant
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decrease of 113-HSDI1 protein levels in the renal cortex and outer medulla in the last week
of gestation. This observation is in agreement with the literature (11). However, 113-HSD2
expression did not increase. Actually, 11B-HSD2 protein levels are decreased from D17 up
to term. However, this diminution is not reflected in gene expression or in enzyme activity
suggesting the involvement of some unknown post-translational or post-traductional
mechanism. Thus, rising levels of oestradiol during gestation seem to play a limited role in
the 11B-HSDs regulation, at least for the 113-HSD2 protein and activity. Compared to the
observations in males (11), oestradiol could be less effective in female rats since they are
already exposed to higher oestradiol levels than males. It is also possible that the oestradiol
rise during the last gestational week is not sufficient to induce major expression changes in
11B8-HSD2. However, we demonstrated larger effects for the 11B3-HSD1 expression than for
11B-HSD2, which is consistent with the findings of Gomez-Sanchez et al (11). Since few
11B-HSDs variations are observed in the kidney, our results suggest that these enzymes do

not play a crucial role in the increased water and salt retention found in late pregnancy.

In placenta, both 11B-HSDs play an essential role in the control of the transplacental
passage of maternal glucocorticoids. It is well known that glucocorticoids have potent
effects on foetal tissues development (for review (22)), notably on the lung. In contrast,
glucocorticoids overexposure leads to intrauterine growth restriction and subsequent
diseases in adult life. Consequently, regulation of the placental 11B-HSDs ensures the well-
being of the foetus. In this study, we have shown a marked decrease of 113-HSD1 mRNA
levels from D17 to term which is well correlated with protein expression, confirming the
recent observations made by Vagnerova et al (27). In contrast, 113-HSD2 gene expression
is upregulated on D17 and then decreases up to D22. This expression pattern is highly

reflected by the protein levels and activity. Vagnerova et al (27) have also observed this
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pattern for mRNA and protein but they measured increased 11B-HSD2 activity on D22
which is inconsistent with the protein levels observed. This difference could be explained,
in part, by the addition of the reducing agent dithiothreitol (DTT) to our incubation
mixture. Indeed, since 113-HSD2 exists as an inactive dimer (10), the presence of DTT to
the microsome preparation maximizes the conversion of corticosterone to 11-
dehydrocorticosterone. Thus, in the present study, the potential deshydrogenase activity has
been measured, which may reflect more efficiently protein expression. Together, these
results demonstrate that 11B-HSDs are highly regulated during gestation, possibly to ensure

a proper time-specific delivery of glucocorticoids to the foetus.

In conclusion, we demonstrated tissue-specific variations in both 11B3-HSDs gene and
protein expression in the last week of gestation, with marked effects in the kidney and
placenta. Our results suggest that 113-HSDs may not be involved into the maternal
cardioprotection or in the increased water and salt retention observed in late pregnancy.
However, both 11B-HSDs seem to play an important role in the transplacental
corticosteroids passage, allowing normal organ maturation while protecting the fetus from
glucocorticoids overexposure. We have also shown that these modifications are established
early in the third gestational week. A better localisation of those variations in the
developping placenta by immunohistochemical studies will help to characterise the

mecanisms involved in the regulation of the 113-HSDs.
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TABLE 1. QIAGEN Primers Sets for Real-Time quantitative RT-PCR analysis

Gene (GeneBank Accession no.) QIAGEN QT

Primer assay

18S (M11188) QT00199374

11p-HSD1 (NM_017080) QT00182070

11g-HSD2 (NM _017081) QT00381486
FIGURE LEGENDS

Figure 1: 11p-HSDs expression and activity in left cardiac ventricle. The results are
expressed as means + SEM. Expression of mRNA (9 animals per group) is shown in (A). A
representative Western blot and corresponding densitometric analyses (6 animals per

group) are shown in (B).

Figure 2: 11B-HSDs expression and activity in renal cortex. The results are expressed as
means + SEM. 11B-HSD1 (on left panels) and 113-HSD2 (on right panels). Expression of
mRNA (9 animals per group) is shown in (A). A representative Western blot and
corresponding densitometric analyses (6 animals per group) are shown in (B). In (C),
11BHSD2 activity is expressed as percentage conversion of [*H]corticosterone to [*H]11-

dehydrocorticosterone. Groups significantly different from D14 are indicated by *P<0.05.

Figure 3: 11B-HSDs expression and activity in renal outer medulla. The results are
expressed as means = SEM. 11B-HSDI (on left panels) and 11B-HSD2 (on right panels).
Expression of mRNA (9 animals per group) is shown in (A). A representative Western blot

and corresponding densitometric analyses (6 animals per group)are shown in (B). In (C),
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11BHSD2 activity is expressed as percentage conversion of [*H]corticosterone to [*H]11-

dehydrocorticosterone. Groups significantly different from D14 are indicated by *P<0.05.

Figure 4: 11B-HSDs expression and activity in placenta. The results are expressed as
means = SEM. Expression of mRNA (9 animals per group) is shown in (A). A
representative Western blot and corresponding densitometric analyses (6 animals per
group) are shown in (B). In (C), 11BHSD?2 activity is expressed as percentage conversion
of [*H]corticosterone to [°H]11-dehydrocorticosterone. Groups significantly different from

D14 are indicated by *P<0.05.



58

Figure 1.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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L’objectif principal de cette étude était de déterminer les profils d’expression et d’activité
enzymatique de la 113-HSDI et de la 11B-HSD2 dans le rein, le cceur et le placenta de
rates gestantes. Nos travaux ont démontré des variations substantielles dans les niveaux
d’ARNm et de protéine de ces enzymes de méme que dans ’activité de la 113-HSD2 au fil
de la gestation, et ce en fonction du tissu étudié. Ces résultats étant abordés et commentés
dans I’article, je présenterai ici les lignes directrices de cette étude en lien avec la littérature

scientifique tout en proposant des perspectives pour le futur du projet.

Notre modéle animal

Tel que discuté en introduction, la troisiéme et derniere semaine de gestation de la rate
ressemble beaucoup au second trimestre de la grossesse humaine, notamment en ce qui a
trait aux changements cardio-vasculaires qui s’y manifestent. Malgré quelques différences,
nous croyons que notre modele animal est tout a fait adéquat pour notre étude. Un résumé
des similitudes et des différences entre la grossesse humaine et la gestation de la rate est

présenté au tableau 1.

Physiologie rénale

La fonction protectrice de la 118-HSD2 dans le rein n’est plus a démontrer. De nombreuses
études ont caractérisé les effets minéralocorticoides associés a 1’inactivation partielle ou
compléte de cette enzyme. A 1’opposé, 1’implication de la 11-HSD1 dans la physiologie
rénale humaine reste toujours nébuleuse a un point tel que, pendant longtemps, certains
affirmaient que son expression et activité y étaient trés faibles, voire inexistantes (149;
244). Cette confusion proviendrait d’études antérieures effectuées sur des reins foetaux
humains dans lesquels seule la 11B3-HSD2 était retrouvée (257). Il a cependant été¢ démontré
que, bien qu’absente lors de la période feetale, 1’expression de la 113-HSD1 rénale chez les
mammifeéres débute aprés la naissance (35). Dans le rein adulte, ses niveaux sont
comparables a ceux de la 11B-HSD2, autant chez le rat que chez ’humain (35; 222). Dans
la présente ¢tude, le cortex et la médulla externe du rein ont été¢ divisés et étudiés
séparément. En effet, puisque la sensibilité a I’aldostérone est plus importante dans le

cortex que dans la médulla externe (89), nous avons voulu déterminer si les profils
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d’expression des 11B-HSD pouvaient également varier entre ces tissus. Nos travaux ont
effectivement démontré que la diminution des niveaux protéiques de la 113-HSD2 en fin de
gestation est uniquement retrouvée dans le cortex rénal. Cette observation suggere que la
distribution de la 11B-HSD?2 puisse varier le long du tubule collecteur ou elle est fortement
exprimée, ou encore que sa régulation différe selon la zone rénale. Des études

d’immunohistochimie permettront d’approfondir cette idée.

Grossesse humaine | Gestation de la rate

Similitudes

| lors du 2° trimestre; retour a la

normale au 3° trimestre (169) | au cours de la 3" semaine (24)

Pression artérielle

Volume plasmatique 1 dés le 1% trimestre (54) 1 a la mi-gestation (16)
Activite de l.a renine 1 a partir de la 6° semaine (80) | 1 au cours de la 3e semaine (39)
plasmatique
Aldostérone sérique 1 4 partir de la 6° semaine (80) 1 au fil de la 3e semaine (39)
Progestérone sérique 1 au cours de la grossesse (140) 1 au fil de la gestation (96)
(Estrogeéne sérique 1 au cours de la grossesse (140) 1 au fil de la gestation (96)
CBG 1 (doublée lors du 6° mois) (72) | 1 au cours de la gestation (163)
Flot sanguin rénal 1 35 a 60% au cours 1 30% a la mi-gestation; retour
de la grossesse (78) a la normale avant terme (22)
Taux de filtration 1 dés le premier trimestre (54) 1 au cours de la gestation (22)

glomérulaire

13024 50% lors du

1 trimestre (69) 1 au cours de la gestation (2)

Débit cardiaque

Structure du blastocyste Monocouche de cellules trophoblastiques + embryoblaste (138)
Ty%elfs tlong l?:itf;lon Interstitiel (138) Excentrique (138)
Hypertrophie cardiaque physiologique (20; 234)
Différences
Durée 40 semaines (140) 22 jours (140)
Cortisol/corticostérone 1 (doublé entre 17 et | au cours de la gestation
libre 3¢ trimestre) (97) (V. Houde et M. Brochu, en
préparation)
Stéroidogenéese l;;?;fg:&?;gfel (1;21(;: Assurée par les ovaires (140)
Spongiotrophoblastes, cellules
Cellules endocrines du Cellules du trophoblastiques géantes et
placenta syncytiotrophoblaste (1) cellules trophoblastiques
invasives (6)
CRH placentaire Forte expression (293) Pas d’expression (251)

Développement du placenta (1; 67; 84; 138; 171; 268; 281)
Structure du placenta (67; 171; 268)

Tableau 1. Similitudes et différences entre la grossesse humaine et
la gestation de la rate.

A D’opposé des travaux de Gomez-Sanchez et al qui ont démontré d’importants
changements dans le rein de rats males (100), nos résultats suggérent que 1’cestradiol

semble exercer un effet limité au cours de la gestation. Il est possible que I’effet régulateur
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de D’cestradiol soit déja a son plein potentiel chez les rates femelles puisque celles-ci,
gestantes ou non, sont déja exposées a des niveaux d’cestradiol circulants plus élevés que
les males. Afin de confirmer cette hypothése, il serait facile et intéressant de comparer

I’expression des deux enzymes dans les reins de rats males et femelles, gestantes ou non.

Il a ét¢ démontré que l’activité inhibitrice des GALF est augmentée dans 'urine des
femmes enceintes, atteignant de hauts niveaux lors du second et du troisiéme trimestre de
grossesse (162). Cette observation est intéressante puisque les GALF, similaires a I’AG,
représentent une autre classe de molécules capable d’inhiber 1’activité et la synthése des
11B-HSD rénales. Les plus puissants d’entre eux dérivent principalement du cortisol et de
la corticostérone [pour une revue (187)]. Cependant, seuls les dérivés Sa des stéroides
surrénaliens peuvent inhiber sélectivement les 11B-HSD, leurs dérivés 5p étant inactifs. Il a
été démontré dans un modeéle in vivo qu’une diéte faible en Na' transforme le métabolisme
hépatique des stéroides surrénaliens, passant de la voie 5B-réductase a la voie Sa-réductase.
A I’opposé, une diéte riche en Na" augmente la synthése des composé 5p. Ces observations
suggérent que I’homéostasie du Na' puisse réguler I’activité des 11B-HSD en modulant la
synthése de certains GALF. Il serait intéressant de déterminer si de tels composés dérivés
de la corticostérone sont présents au cours de la gestation de la rate et quelles en seraient
les implications. Dans un second temps, nous pourrions vérifier si le métabolisme
hépatique de la corticostérone est modifi¢ durant la gestation puisque celle-ci est

caractérisée par une rétention de Na" accrue.

Physiologie cardiaque

Bien que restreinte, I’expression des 11B-HSD est observée dans le ceeur des rats (177). La
11B-HSD1 est principalement retrouvée dans les fibroblastes interstitiels de 1’endocarde
(37) tandis que I’expression de la 113-HSD2 semble surtout concentrée dans les cellules du
muscle lisse vasculaire (9; 148). Dans la présente étude, les niveaux de la 118-HSD2
¢étaient trop faibles pour étre détectés par RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain
reaction) ou par immunobuvardage de type Western. Ces résultats viennent en
contradiction avec les travaux d’équipes qui ont mesuré 1’expression génique et I’activité

de cette enzyme dans le cceur de rats normotendus et hypertendus (148; 177). Cette
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différence pourrait s’expliquer, en partie, par la souche de rat utilisée lors des
expérimentations. En effet, la 113-HSD2 a été observée chez les Wistar-Kyoto (146; 177)
et les rats SHR (spontaneously hypertensive rats) (148), issus des Wistar-Kyoto. A
I’opposé, nos travaux, de méme que ceux d’autres équipes (228; 246) utilisant des rats
Sprague-Dawley n’ont pas démontré cette expression cardiaque. Ainsi, les travaux de
Mazancovd et al ont démontré que I’expression génique de la 11B-HSD2 est
significativement diminuée dans les cceurs hypertrophiés de rats SHR comparativement aux
rats Wistar-Kyoto (177). Conséquemment, puisque la grossesse est associée a une certaine
hypertrophie cardiaque physiologique (20), il est raisonnable de se demander si
I’expression de cette enzyme puisse étre diminuée a des valeurs indétectables dans le cceur
de nos rates gestantes. Afin de confirmer cette hypothese, I’expression des 11B-HSD
cardiaques pourra €tre mesurée chez des rates Sprague-Dawley non-gestantes. Il serait
également intéressant de comparer les effets d’une hypertrophie cardiaque pathologique a
ceux d’une hypertrophie physiologique, telle que retrouvée durant la grossesse, quant a

I’expression des 11p-HSD.

Comme il a briécvement été mentionné en introduction, en condition normale, les
glucocorticoides lient les MR des cardiomyocytes sans les activer. Ils agissent ainsi en tant
qu’antagonistes compétitifs de ces récepteurs, bloquant les effets de 1’aldostérone sur le
transport membranaire. Cependant, dans un contexte de dommage tissulaire, les
glucocorticoides deviennent agonistes des MR. Un nombre croissant d’études suggére que
ce phénomene s’applique également aux tissus €pithéliaux [pour une revue (92)]. En effet,
malgré ’importante activité de la 113-HSD2 dans ces tissus, les niveaux intracellulaires
des glucocorticoides resteraient au moins 10 fois plus élevés que ceux de I’aldostérone.
Conséquemment, les MR des tissus épithéliaux seraient, eux aussi, occupés en majeure
partie par les glucocorticoides, sans pour autant étre activés. La fonction principale de la
11B-HSD2 serait alors d’empécher 1’activation des MR plutdt que leur occupation par les
glucocorticoides. De fait, lorsque cette enzyme est déficiente ou bloquée, comme dans les
cas du syndrome d’AME ou de prise excessive de réglisse, ces stéroides agissent
indubitablement en tant qu’agonistes des MR. Comment est-ce possible? L’une des
hypothéses de ce changement implique le NAD, cofacteur de la 113-HSD2, ainsi que le
statut redox intracellulaire reflétant le ratio NAD:NADH [pour une revue (92)]. Chaque
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conversion du cortisol en cortisone, ou corticostérone en 11-déshydrocorticostérone, est
accompagnée de la formation d’une molécule de NADH par la réaction de
déshydrogénation. En général, les niveaux intracellulaires du NAD sont environ 600 fois
plus élevés que ceux du NADH. Ainsi, sous I’action de la 113-HSD2, une petite réduction
des taux de NAD, passant par exemple de 600 a 500 fois plus élevés, résulte en une
augmentation trés importante des concentrations de NADH. A 1’opposé, lorsque 1’enzyme
est bloquée, les niveaux de NADH chuteraient rapidement, permettant 1’activation des MR.
Le mécanisme par lequel le NADH contrélerait les complexes cortisol-MR n’est toutefois
pas encore ¢lucidé. Il impliquerait possiblement une réduction de 1’activité
transcriptionnelle des MR via I’activation de corépresseurs comme il a déja été observé
pour d’autres systémes (87). Cette hypotheése n’explique toutefois pas pleinement le rdle
bivalent des glucocorticoides dans les tissus non-épithéliaux, tels que les cardiomyocytes,
qui ne sont pas protégés par la 113-HSD2. Des études de «patch-clampy effectuées sur des
cardiomyocytes isolés de lapin, ont confirmé qu’en condition normale les glucocorticoides
sont des antagonistes des MR (92). Cependant, 1’ajout de glutathion oxydé, qui reproduit
les effets d’un changement de statut redox et de formation de ROS, a pour conséquence de
transformer le cortisol en agoniste des MR, mimant 1’action de 1’aldostérone. Ainsi, autant
dans les tissus exprimant la 113-HSD2 que dans les autres, les MR, fortement occupés par
les glucocorticoides, semblent répondre aux différents changements du statut redox, que ce
soit via le ratio NAD:NADH ou d’autres phénomenes. En admettant cette hypothese, on
peut conclure que, dans notre étude, les MR présents dans le ventricule gauche cardiaque
des rates gestantes sont massivement occupés par les glucocorticoides puisque la 11p-
HSD2 y est trés peu ou pas exprimée. Ainsi, le statut redox pourrait y jouer un role critique.
I1 est important d’ajouter que la grossesse est une condition favorisant I’établissement d’un
stress oxydatif [pour une revue (51)]. En effet, celle-ci est caractérisée par de nombreux
changements dynamiques qui augmentent la consommation basale d’oxygene. De plus, la
structure hautement vascularisée et riche en mitochondries du placenta en développement
favorise la production de ROS [pour une revue (194)]. Le NO, synthétis¢ localement dans
le placenta, contribue lui aussi au stress oxydatif (75). Afin de contrer d’éventuels
dommages causés par ces radicaux libres, divers mécanismes de protection sont mis en
place chez la femme enceinte. Par exemple, 1’antioxydant bilirubine de méme que 1’activité

de la superoxyde dismutase placentaire, une enzyme responsable de la dégradation des



71

ROS, sont toutes deux augmentées au fil de la grossesse (75; 218; 292). Conséquemment, il
serait intéressant d’évaluer le statut redox dans le cceur et les reins des rates afin de
déterminer si les changements hémodynamiques maternels mis en place au cours de la

grossesse peuvent activer les MR et induire ses différents effets.

Physiologie placentaire

Les 11B-HSD sont toutes deux présentes dans le placenta ou elles jouent un role important
dans la maturation feetale. Pour cette raison, de nombreuses études se sont penchées sur le
devenir des profils d’expression et d’activité de ces enzymes au fil de la grossesse. Il s’est
avéré qu’il existe de nombreuses différences entre les espéces. En effet, chez la souris, une
diminution importante de 1’expression génique de la 11B-HSD2 est observée en fin de
gestation (43) tandis que chez le lapin, 1’activité placentaire de cette enzyme demeure
stable au cours de la derni¢re semaine (130). Dans le placenta de cobaye, on observe une
diminution des niveaux d’ARNm de méme que de l’activit¢ de la 118-HSD2 (232).
L’expression de la 11B-HSD1 est, quant a elle, augmentée en fin de gestation dans le
placenta de babouin (206) et de porc (145). Chez I’humain, les résultats sont plutot
controversés. En effet, certaines études ont démontré une augmentation progressive de
I’expression et de I’activité enzymatique de la 11B3-HSD2 au fil de la grossesse (238; 245;
258). D’autres équipes ont plutét observé une diminution d’activité a partir de la 36°
semaine (191), ou du début de la gestation (32), sans changement dans 1’expression
génique ou protéique. Quant a la 11B-HSDI, son expression semble augmenter (191) ou
diminuer (8) légérement en fin de gestation. Ainsi, pour étudier 1’évolution des profils
d’expression et d’activité¢ des 11B-HSD placentaires, aucun modele animal n’est parfait.
Dans cette étude, nous avons opté pour le rat puisque la troisiéme semaine de gestation
chez cet animal ressemble beaucoup au second trimestre de la grossesse humaine.
Cependant, tel que vu en introduction, la formation et la structure du placenta different
entre ces deux espéces, ce qui constitue 1'une des limites de notre étude (voir tableau 1).
Ainsi, il est possible que les résultats obtenus pour I’expression et I’activité des 113-HSD

ne soient pas parfaitement reflétée dans le placenta humain.
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Les profils d’expression des 11B-HSD au cours de la grossesse différent selon la zone
placentaire étudiée, c’est-a-dire soit la zone labyrinthe ou s’effectuent les échanges foeto-
maternels ou la zone jonctionnelle. En effet, les travaux de Burton ef al ont démontré qu’au
jour 22 de gestation (terme = jour 23) les niveaux d’ARNm de la 11B-HSD2 sont
augmentés dans la zone jonctionnelle tandis qu’ils sont diminués dans la zone labyrinthe
par rapport au jour 16 (48). Quant a la 11B-HSDI, ils ont noté une augmentation de son
expression génique dans les deux zones, et ce de fagon marquée dans la zone labyrinthe.
Nos résultats confirment ces observations, bien que nos expérimentations aient été
effectuées sur des homogénats de placenta entier. Ainsi, puisque la zone labyrinthe est
beaucoup plus abondante que la zone jonctionnelle (286), nous avons démontré une
diminution progressive de I’expression de la 113-HSD2 dans le placenta entier. De plus,
I’analyse des résultats obtenus pour la 11B-HSD1 aux jours 17 et 22 confirme I’importante
augmentation d’expression génique observée par Burton ef a/ (P < 0.0001, résultat non
présenté). Cependant, en choisissant le 16° jour de gestation comme référence, cette équipe
a raté la baisse substantielle d’expression de la 11B-HSD1 démontrée dans notre étude (48).
En ce qui a trait a ’activité de la 11B-HSD2, nos travaux confirment certaines études (70)
mais viennent en contradiction avec d’autres (49; 130; 280). En effet, Vagnerova et al ont
récemment démontré une augmentation significative de ’activité¢ déshydrogénase de la
11B-HSD2 en fin de gestation, et ce malgré une baisse des ses niveaux d’ARNm et de
protéine (280). L’utilisation de 1’agent réducteur dithiothréitol (DTT) pourrait expliquer, du
moins en partie, ces résultats opposés. En effet, puisque la 113-HSD2 existe sous forme de
dimére inactif, I’ajout de DTT augmente significativement I’activité de cette enzyme (99)
en empéchant sa dimérisation. A I’opposé, Vagnerova et al ont mesuré Iactivité
déshydrogénase en absence de DTT, provenant donc uniquement des monomeres de 11p-
HSD2 actifs. Dans un second temps, ils ont démontré que I’effet du DTT est plus efficace
en fin de gestation que dans les jours précédents. Conséquemment, cela suggere que le taux
de dimérisation de 1’enzyme est plus ¢€levé au jour 22 qu’au jour 17, ce qui est en
contradiction avec leurs autres résultats. En effet, si I’expression génique et protéique ainsi
que la fraction monomérique, donc active, de la 11B-HSD2 sont diminuées en fin de
gestation, comment est-il possible que 1’activité enzymatique puisse étre augmentée au jour
22?7 Pour expliquer ces résultats, cette équipe suppose qu’un nouveau mécanisme soit

impliqué dans la stimulation de I’activité placentaire de la 113-HSD2 en fin de gestation,
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hypothese qui reste a étre confirmée. Il serait intéressant de vérifier, avec notre technique,

si de pareils résultats pourraient étre obtenus en absence de DTT.

Dans le placenta du rat, en plus de moduler le transfert des glucocorticoides maternels, la
11B8-HSD1 pourrait également jouer un rdle dans le déclenchement de la parturition, bien
que les données sur le sujet demeurent controversées [pour une revue (137)]. En plus du
phénoméne de dimérisation enzymatique, la régulation de I’expression et de I’activité des
11B-HSD placentaires peut se faire a plusieurs niveaux. D’abord il a ét¢ démontré que, chez
I’humain, I’activité enzymatique de la 11B3-HSD2 est supérieure dans le placenta des fcetus
femelles que dans celui des males (192), observation qui n’a toutefois pas été confirmée par
d’autres (260). Afin d’amoindrir les conséquences possibles d’une telle différence dans
notre ¢tude, de 2 a 3 placentas d’une méme portée ont été regroupés pour chaque
échantillon. I serait trés intéressant de déterminer si le placenta de rat posséde un sexe et si
un tel dimorphisme sexuel est retrouvé au cours de la gestation. En effet, si I’activité de la
11B-HSD2 est diminuée dans le placenta des fcetus femelles, cela suggérerait que ceux-ci
sont exposés a des niveaux de corticostérone plus €levés ce qui peut se répercuter sur le

développement feetal.

L’injection de dexaméthasone, un glucocorticoide synthétique, a pour effet de réduire
I’expression génique de la 11B-HSD2 sans altérer ses niveaux protéiques (279). La 11p-
HSD1 demeure, quant a elle, inchangée suite au traitement. De plus, la fonction
d’inactivation de la corticostérone par la 11B-HSD2 est diminuée suite a cette
administration, ce qui résulterait en la saturation de I’enzyme. Il a également été démontré
in vitro que Dactivit¢ de la 11B-HSD2 est augmentée significativement lors de la
différenciation des cellules trophoblastiques en cellules syncytiotrophoblastiques (116).
Puisque ces derniéres sont responsables de la synthése de nombreuses enzymes et
hormones chez 1’humain, 1’induction de la 113-HSD2 durant cette différenciation cellulaire
pourrait jouer un réle dans la fonction endocrine du placenta. Il serait intéressant de vérifier
si de tels changements surviennent au cours du développement du placenta de la rate et
d’en déterminer les conséquences physiologiques. Finalement, de nombreux autres
mécanismes controlant I’expression et I’activité de la 11B-HSD1 et de la 11B-HSD2 ont été

décrits, incluant des régulations transcriptionnelles, des mécanismes post-traductionnels,
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I’inhibition par divers composés et bien d’autres phénomeénes [pour des revues (134; 266)].
Il reste ainsi beaucoup de chemin a faire avant de bien comprendre les mécanismes qui

régissent les changements de profil d’expression et d’activité des 113-HSD placentaires.

Activité réductase de la 11p-HSD1

Comme d’autres équipes (191), nous avons été incapables d’obtenir une sensibilité
suffisante pour mesurer 1’activité réductase de la 113-HSD1. Tout d’abord, nous avons
décid¢é d’utiliser de la cortisone plutot que de 11-déshydrocorticostérone pour nos essais,
les paramétres cinétiques étant relativement similaires pour la 113-HSD1 de rat (12). La
technique que nous avons employée a ¢té¢ sensiblement la méme que pour I’activité
déshydrogénase de la 11B-HSD2; seuls la solution tampon, le cofacteur ainsi que le substrat
étaient différents. Les essais effectués sur des préparations microsomales de foie, notre
contrdle positif, ont démontré une courbe de conversion en fonction du temps tout a fait
normale. Les essais avec le rein, le ventricule gauche cardiaque ou le placenta ont
cependant été infructueux. En effet, I’activité enzymatique n’a guere dépassé les 10 % de
conversion, et ce méme apres plus de 24 heures d’incubation et des concentrations
protéiques et de NADPH plus ¢élevées. Ces résultats confirment deux faits. Premiérement,
les niveaux d’expression de la 11B-HSD1 rénale, cardiaque et placentaire sont tres faibles
par rapport a ceux retrouvés dans le foie. Dans un deuxieéme temps, 1’activité réductase de
cette enzyme semble nécessiter des cellules intactes pour étre pleinement fonctionnelle. En
effet, dans de nombreux systémes cellulaires intacts, incluant les hépatocytes (134), les
fibroblastes (115) et les cellules du tissu adipeux (45), ’activité réductase est observée.
Cependant, lorsque les cellules sont lysées ou 1’enzyme purifiée, cette activité est perdue.
Cette différence s’expliquerait par la localisation de la 113-HSD1 dans la lumiére du RE
[pour une revue (266)]. En effet, a cet endroit, des enzymes avoisinantes, telles I’hexose-6-
phosphate déshydrogénase (296), joueraient un role important dans la régénération du
cofacteur NADPH. Ainsi, I’activité réductase de la 113-HSD1 dans les cellules intactes
découlerait des hauts niveaux de NADPH dans la lumiere du RE tandis que dans les
homogénats cellulaires, le simple ajout de cofacteur ne serait pas suffisant. Une facon de
contourner ce probléme vient de l’ajout d’un systétme de régénération de NAPDH,

constitué de I’enzyme cytosolique glucose-6-phosphate déshydrogénase et de son substrat,
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a I’homogénat tissulaire (76). Ainsi, avec cette technique, nous pourrions possiblement
mesurer 1’activité réductase de la 11B-HSD1 non seulement dans le foie, mais également

dans les autres tissus qui nous intéressent.

En conclusion, nos travaux démontrent que les profils d’expression et d’activité des 11p-
HSD sont modifiés au cours de la derniére semaine de gestation, et ce selon le tissu. Nous
avons observé que différentes variations prennent place dans le rein et le placenta de rates
gestantes, tandis qu’aucun changement marqué n’est observé dans le ventricule gauche
cardiaque. Notre étude suggere que les 113-HSD ne sont pas impliqués dans la rétention
sodique et la cardioprotection maternelle face a I’augmentation d’aldostérone observées au
cours de la grossesse. Ces enzymes joueraient toutefois un rdle essentiel dans le contréle du
passage placentaire des glucocorticoides, favorisant un développement feetal adéquat. Des
études plus approfondies des mécanismes et composés endogénes ou exogenes régissant
I’expression et 1’activité des 11B-HSD seront nécessaires pour mieux comprendre
I’implication et la fonction physiologique de ces enzymes. L’expression des MR dans ces
tissus sera également déterminée afin de bien cerner les effets de 1’aldostérone et du

cortisol lors de la grossesse.
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