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Les maladies cardiovasculaires, associées ou non aux maladies métaboliques, sont les principales causes
de mortalité dans les pays développés (Meng et al., 2013). Malgré tous les traitements existants, leur
prévalence ne cesse d'augmenter. A eux seuls, la suralimentation, l'inactivité physique et/ou les facteurs
génétiques ne peuvent expliquer I'augmentation de la prévalence de ces pathologies.

Les modifications de I'environnement intra-utérin sont maintenant reconnues comme étant une cause
importante de souffrance foetale pouvant influencer son développement. Le foetus est ainsi amené a répondre
en modifiant la structure et/ou de la fonction de ses organes. Cette adaptation anormale en réponse a un
environnement post-natal spécifique peut alors étre le point de départ du développement de maladies a I'dge

adulte.

Le développement feetal dépend principalement de I'apport maternel en nutriments. Un métabolisme
maternel perturbé et/ou une nutrition maternelle inappropriée (sous-alimentation, obésité, hyperglycémie
maternelle, corticothérapie, hypoxie intra-utérine, insuffisance utero-placentaire) aboutissent a un
environnement intra-utérin défavorable obligeant le feetus a s'adapter. Ce processus d’adaptation, tant au
niveau structurel que fonctionnel, entraine de profondes modifications dans la mise en place des différents
organes et de leurs fonctions. Les conséquences de ces adaptations vont perdurer bien au dela de la vie feetale,
influencant la santé de l'individu tout au long de sa vie. Les données épidémiologiques suggerent qu’un
environnement intra-utérin défavorable (manque ou excés de nutriments) serait associé a un risque accru de
développer des maladies (cardiovasculaires ou métaboliques) a I'age adulte (Lehnen et al., 2013). De ces
différentes observations épidémiologiques est née I'hypothése de la «Programmation Fcetale» des
pathologies de I'adulte, suggérant que certaines de ces maladies peuvent étre déterminées avant la naissance

par un développement altéré du feetus.

Chapitre 1: Diabete maternel et programmation feetale des

maladies cardiovasculaires

1. Origines foetale et périnatale des maladies de I'adulte

1.1. Historique et concept de programmation feetale

L'hypothése de l'origine feetale des maladies de I'adulte (DOHaD : developmental origin of health and
disease) a été formulée pour la premiére fois par Barker et coll. notant qu’un faible poids de naissance était
associé non seulement a un développement feetal perturbé mais également a une altération de la santé a I'age
adulte (Barker, 1997; Barker et al.,, 1989a; Ravelli et al., 1999). En effet, en se basant sur I'étude d'une
cohorte de 16 000 adultes originaires de Preston et du comté d'Hertfordshire en Angleterre, David Barker

observa que la premiére cause de mortalité infantile était liée au faible poids de naissance. De plus, les enfants

Abdallah Dib | Programmation feetale du systéme vasculaire en réponse a l'exposition in utero au
diabete maternel chez le rat
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nés hypotrophes qui survivaient, semblaient présenter plus de risques de développer une maladie coronarienne
a l'age adulte (Barker and Osmond, 1986) ; dans cette méme population, le taux de déces par maladies
cardiovasculaires était inversement proportionnel au poids de naissance.

Depuis, un faible poids de naissance (inférieur a 2,5 kg) a été associé a de trés nombreuses maladies
chroniques telles que les maladies coronariennes, le diabéte de type 2 (DT2), le cancer, I'ostéoporose et
diverses maladies psychiatriques (Barker et al., 2009; Lahti et al., 2010). Barker et son équipe ont non
seulement montré que les hommes nés avec un petit poids de naissance avaient 6 fois plus de risque de
développer un DT2 que les hommes nés avec un poids de naissance normal (Hillier et al., 2007; Pettitt et al.,
1987), mais également qu'ils avaient un risque accru de mourir de maladies coronariennes (Barker et al.,
1989b, 1993a). La poursuite des études épidémiologiques a permis de mettre en évidence des associations
significatives entre poids de naissance, poids durant la petite enfance et mortalité cardiovasculaire ; ceci a
permis d'établir formellement la relation entre croissance pré et post-natale et maladies cardiovasculaires,

hypertension artérielle, intolérance au glucose, résistance a l'insuline, DT2 a I'dge adulte (McMillen and

Robinson, 2005) (Figure 1).
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Figure 1: Relation entre poids de naissance et intolérance au glucose : les études épidémiologiques de David
Barker, dans les années 1980, ont conduit a la proposition que les événements de la vie foetale pourraient
influencer le risque a long terme de maladies cardiovasculaire et métabolique (dont l'intolérance au glucose).

Adapté de Portha et coll (Portha et al., 2014).

1.2, Hypothése mécanistiques de la programmation fcetale

Ces derniéres années, de nombreuses hypothéses mécanistiques ont été proposées pour tenter
d’expliquer les bases biologiques de I'association entre petit poids de naissance et maladies de I'adulte. Il a ainsi
été montré que l'origine feetale et périnatale des maladies de I'adulte reposait sur le concept de
« programmation » définie par 3 notions complémentaires : la plasticité développementale, le phénotype

d'épargne et le phénomene de rattrapage.

Abdallah Dib | Programmation feetale du systéme vasculaire en réponse a l'exposition in utero au
diabéte maternel chez le rat
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1.2.1. Plasticité développementale

Un génotype donné peut conduire a des phénotypes différents en fonction des conditions
environnementales (Gicquel et al., 2008) ; ainsi, la théorie de I'origine développementale des maladies repose
sur le principe de « plasticité développementale », c’est a dire qu’un génotype, influencé par des événements
intra-utérins spécifiques, a la capacité de produire différents phénotypes dont le but est de s'ajuster le mieux

possible a I'environnement.

1.2.2. Phénotype d’épargne

En 1992, Hales et Barker introduisent la notion de « phénotype d'épargne » (Hales and Barker, 1992). En cas
de malnutrition feetale ou d'apport insuffisant en nutriments (carence maternelle), le foetus s'adapte en
favorisant la croissance des organes vitaux tel que le cerveau ou le cceur au détriment des autres tissus
(muscle, reins, pancréas...), dans le but d’optimiser ses chances de survie aprés la naissance. Ainsi ces
réponses feetales adaptatives permettent une utilisation plus efficace des nutriments a disposition, conférant
ainsi un réel avantage développemental en période de carence nutritionnelle. Pourtant ces mécanismes
deviendraient inappropriés, voire délétéres, dans un milieu environnemental post-natal plus favorable en terme
nutritionnel. Il y aurait alors un déséquilibre prédisposant a des altérations de la croissance, de la fonction des
organes et aboutirait au développement d’un syndrome X, appelé également syndrome métabolique (ensemble
de troubles métaboliques incluant une résistance a l'insuline, une diminution du HDL-cholestérol, une
hypertriglycéridémie, un surpoids abdominal, tous associés a une hypertension artérielle, un état inflammatoire
et un état thrombotique) (Hales and Barker, 2001) (Figure 2).
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Figure 2: Hypothese du « Phénotype d'épargne » : représentation schématique illustrant les effets de la
programmation d'un environnement in utero sub-optimale , alimentaire ou autre, sur le croissance précoce et le

développement ultérieur du syndrome métabolique (Hales and Barker, 2001).

Cette théorie a pu étre validée grace aux observations réalisées chez les personnes ayant été exposées
in utero a la famine d’Amsterdam (hiver 1944-1945). Durant la courte période de famine, les études ont
montré que l'exposition in utero a la famine pendant la seconde moitié de la grossesse était associée a un poids
plus faible a la naissance et a une diminution de la tolérance au glucose a I'age adulte (Ravelli et al., 1998); au
contraire, les sujets exposés a la famine au début de leur développement embryonnaire avaient un poids a la
naissance normal, mais étaient plus a risque d'étre obéses, d’avoir un profil lipidique athérogénique et de
développer une hypertension a I'age adulte (Ravelli et al., 1999; Roseboom et al., 2000a, 2000b). Ces résultats
ont permis de montrer, pour la premiére fois, que la dénutrition au cours de la grossesse avait un impact sur le
devenir métabolique de la personne (Jiménez-Chillardn et al., 2012) et qu'il existait des fenétres de

programmation en lien avec les stades critiques du développement (Figure 3).

*Faible poids ala +Intolérance au

+Poids normal a
la naissance naissance glucose
+Intolérance au +Intolérance au
glucose glucose
+Maladie +Maladie
cardiovasculaire pulmonaire
*Hypertension +Maladie rénale
*Dyslipidemie
+Obeésité
— — —

Figure 3: Impact des perturbations de I'apport nutritionnel maternel sur le feetus en fonction des périodes de
développement : suivant les périodes du développement au cours desquelles I'apport nutritionnel maternel est

perturbé, les effets apres la naissance sont différents (Roseboom et al., 2006).

Cependant, les perturbations métaboliques a long terme observées chez des sujets nés avec un petit
poids de naissance ne seraient retrouvées que lorsque I'environnement post-natal s'oppose a I'environnement
in utero, suggérant ainsi I'hypothése « d'incompatibilité » qui peut expliquer I'absence de corrélation positive
entre un petit poids de naissance et des modifications du métabolisme chez les enfants nés au cours de la
grande famine de Leningrad (1941-1944). Le suivi des patients nés avant ou pendant le siége de Leningrad a
montré que les effets de I'exposition in utero ou post-natale immeédiate étaient similaires et qu’une malnutrition
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pendant cette longue période de la vie n’induisait pas systématiquement une augmentation des maladies
chroniques de I'adulte (Stanner et al., 1997). L'absence de décalage nutritionnel entre le milieu intra-utérin et
le milieu post-natal permet d’expliquer ces résultats (Vickers, 2011).

Aussi, la mise en place d’un phénotype d'épargne, s'adaptant a la vie intra-utérine mais pas a I'environnement
post-natal, si celui-ci est trop différent de I'environnement feetal, aboutit a un déséquilibre et au développement

de maladies a I'age adulte.

1.2.3. Phénomene de rattrapage

Ce phénotype d'épargne aboutit généralement a un phénoméne de compensation mis en évidence par
une croissance accélérée : « phénomeéne de rattrapage ». Ce mécanisme a pour fonction de rétablir un état de
santé acceptable a court terme. Mais il est évident que le rattrapage staturo-pondéral se traduit par une
surcompensation durant laquelle 'organisme dépasse le poids normal. En effet, cette surcompensation entraine
une augmentation du stockage des nutriments dans le tissu adipeux, un réarrangement des mitochondries du
muscle squelettique et une augmentation du stress oxydant (Simmons, 2006) aboutissant au développement
d’une obésité, d'une résistance a l'insuline, d'un diabéte de type 2 ou d’un syndrome métabolique (Luo et al.,
2006; Ong et al., 2000).

1.2.4. Epigénétique

Chacune de nos cellules contient I'ensemble de notre patrimoine génétique: 46 chromosomes hérités de
nos parents sur lesquels on compte environ 25 000 génes. Mais si toutes nos cellules contiennent la méme
information, elles n’en font pas toutes le méme usage : une cellule de la peau ne ressemble en rien a un
neurone, une cellule du foie n'a pas les mémes fonctions qu’une cellule du coeur. De méme, deux jumeaux qui
partagent le méme génome ne sont jamais parfaitement identiques ! Dans ces exemples et dans bien d’autres,
la clé du mystére se nomme «épigénétique». En 1974, Conrad Hal Waddington fut le premier a prononcer le
terme «épigénétique», qu'il définit comme étant l'interaction entre un organisme et son environnement
aboutissant a un phénotype particulier (Waddington, 1974). A I'neure actuelle, I'épigénétique est I'étude des
changements d'activité des genes - donc des changements de caractéres - qui sont transmis au fil des divisions
cellulaires ou des générations sans modification de la séquence d’ADN.
Le concept d’épigénétique a émergé pour promouvoir un mécanisme potentiel de différence de susceptibilité
face a une maladie, en lien avec les facteurs de I'environnement. La présence de ces marques épigénétiques, et
donc de I'expression des genes, est modulée par I'environnement cellulaire ou physiologique. Les génes et les
cellules sont particuliérement sensibles aux modifications environnementales au cours du développement
embryonnaire et dans les premiers mois de la vie. La sensibilité de I'épigénome a I'environnement semble
persister tout au long de I'existence mais diminue progressivement avec le ralentissement de la croissance
(Gluckman et al., 2009).

a) Mécanismes épigénétiques
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Les deux principaux mécanismes épigénétiques sont la méthylation de I'ADN et les modifications des

histones.

Méthylation de I’ADN

La méthylation de I’ADN fut la premiére modification épigénétique identifiée et est, jusqu’a présent, celle la plus
étudiée et la mieux comprise. Le role de la méthylation de I’ADN dans la régulation de I'expression des génes
fut initialement proposé par des résultats publiés dans deux manuscrits distincts en 1975, celui de Riggs et celui
de Holliday et Pugh. A cette époque, les deux équipes suggérent que la méthylation enzymatique des cytosines
de I’ADN suivis d'une guanine (dinucléotides CpG, stables suite aux divisions cellulaires mitotiques) module les
génes en activant ou en réprimant leur expression, a des moments précis du développement embryonnaire
(Holliday and Pugh, 1975; Riggs, 1975). Ces phénomeénes de méthylation sont conservés lors de la réplication
de I'ADN par l'action des ADN meéthyltransférases (DNMTs) assurant ainsi la pérennité des modifications
épigénétiques (Waterland and Garza, 1999). Les ilots CpG se situant principalement dans les régions
promotrices du gene, leur méthylation bloque la machinerie enzymatique permettant normalement la

transcription de I'ADN (Figure 4).

Cytosine 5-Methyl Cytosine
NH
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Figure 4: Méthylation de I’ADN : une fois le C5 de la cysosine méthylée, la machinerie transcriptionnelle n'est

plus capable de se fixer et la transcription est bloquée.

Modification des histones
Les histones, quant a elles, sont sujettes a des modifications post-traductionnelles telles que la
méthylation, l'acétylation, la phosphorylation ou I'ubiquitination. L'acétylation se produit sur les résidus lysine
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principalement situés sur les histones H3 et H4 et se traduit alors par une ouverture de la chromatine et une
activation de la transcription. La méthylation des histones est beaucoup plus complexe car 2 types de résidus
(arginine et lysine) peuvent étre modifiés et ainsi avoir des effets variables. A titre d’exemple, la triméthylation
de la lysine 4 de I'histone H3 (H3K4me3) marque les promoteurs des genes actifs alors que la triméthylation de
la lysine 9 (H3K9me3, présente au niveau de I'nétérochromatine) accompagne les génes transcriptionellement
réprimés.

Les profils d’acétylation des histones sont gérés par des enzymes telles que I'acétyl-transférase (HAT) et des
histones désacétylases (HDAC et Sirt). L'acétyl-CoA permet l'activité des HAT, le NAD* des HDAC et I'ATP
permet la désacétylation des substrats chromatiniens par certaines HDAC. En fonction des conditions
environnementales, par exemple lors d'un stress oxydatif, ces protéines se lient a la chromatine plus ou moins

longtemps et influencent ainsi la transcription (Figure 5).
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Figure 5: Modification des histones. L'acétylation (A) est catalysée par une histone acétyltransférase (HAT) et
reversée par une histone désacétylase (HDAC); la méthylation (M) est catalysée par une histone
méthyltransférase (HMTS) et renversée par une déméthylase (HDMS); et la phosphorylation (P) est catalysée

par des protéine-kinases (PK) et reversée par des protéines phosphatases (PP) (Portha et al., 2014).

b) Epigénétique et programmation feetale

La méthylation ayant lieu trés tot au cours de la grossesse, des évenements environnementaux pergus
par le foetus peuvent induire des méthylations de I'ADN permanentes avec un impact a I'age adulte. De plus en
plus de travaux suggérent que ces modifications épigénétiques sont a la base des processus
physiopathologiques résultant de la programmation périnatale. Certains éléments sont capables d'influencer les
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premiers stades de la vie, notamment une mauvaise alimentation maternelle ou post-natale, augmentant ainsi
le risque d'obésité et d'autres maladies associées, comme le diabéte ou les maladies cardiovasculaires, chez
I'enfant.

Les souris Agouti ont été les premiéres utilisées afin de démontrer Iimpact de la nutrition maternelle sur la
méthylation de I’ADN et le phénotype du nouveau-né. La couleur du pelage des souris Agouti est déterminée
par le gene «Agouti viable yellow» (Avy) dont l'expression est régulée par la méthylation de I’ADN.
L'hypométhylation d'un élément transposable (le rétrotransposon) en amont du site d'initiation de la
transcription du géne Avy est associée & son expression ainsi qu‘a la couleur jaune du pelage. A I'inverse, un
pelage de couleur brune est observé lorsque ce site est hyperméthylé et I'expression d’Avy réprimée (Duhl et
al., 1994). Le gene Avy code pour la protéine Agouti, un facteur paracrine présentant, entre autre, la fonction
d’antagoniste de Mc4r (Lu et al., 1994). Mc4r est un récepteur des mélanocortines dont le déficit est a I'origine
d’un phénotype d'obésité séveére (Huszar et al., 1997). Par conséquent, les souris Agouti au pelage jaune,
méme si elles possedent le méme génome que celles au pelage brun, sont plus sujettes a I'obésité, au DT2 et
au cancer (Miltenberger et al., 1997). Ces souris ont permis de démontrer que la supplémentation en donneur
de groupement méthyl (acide folique, vitamine B12, bétaine et choline) pendant la gestation modifiait 1) les
niveaux de méthylation du rétrotransposon, 2) l'expression d’Avy, et enfin 3) la couleur du pelage des
souriceaux ainsi que leur degré d’obésité (Waterland and Jirtle, 2004). En cas de restriction protéique chez le
rat, Bogdarina et coll ont montré une diminution de méthylation du géne codant le récepteur a l'angiotensine de
type 1 (AT1R) au niveau des glandes surrénales (Bogdarina et al., 2004). Cette hypométhylation s'accompagne
d’'une augmentation de I'expression du récepteur AT1b, et pourrait contribuer au phénotype d’hypertension
retrouvé chez les descendants dans ce modele (Plagemann et al., 2009). De plus, la restriction protéique au
cours de la gestation modifie le degré de méthylation des ilots CpG situés au niveau des promoteurs des génes
codant pour PPARa et pour le récepteur aux glucocorticoides dans le foie (Burdge et al., 2009), mais également
des génes clés du métabolisme énergétique (i.e. Adipoq, Igf2/H19, Lep, Ppara et Pomc) pour lesquels la
méthylation de I’ADN est perturbée dans les tissus métaboliquement actifs (i.e. foie, hypothalamus, muscle et
tissus adipeux) (Jousse et al., 2011; Khalyfa et al., 2013; Lillycrop et al., 2005, 2008; Plagemann et al., 2009).
Les modéles de diabete maternel ont aussi permis de mettre en évidence un effet de I'hyperglycémie
maternelle sur les niveaux de méthylation de certains génes. Dans le modéle d'ovocytes de rates non
diabétiques réimplantés chez des rates diabétiques, il a pu étre démontré une transmission du diabéte
uniquement par l'environnement intra-utérin (Gill-Randall et al., 2004). L'hyperglycémie maternelle, selon sa
sévérité, est responsable de variations importantes du développement pancréatique par modulation de
I’expression d'IGF-2 et de facteurs de I'angiogenése. Heijmans et son équipe ont été les premiers a suggérer
que la méthylation de I’ADN pouvait étre impliquée dans le phénoméne de programmation feetale (Heijmans et
al., 2008). En effet, il ont montré que chez les personnes exposées in utero a la Famine Hollandaise de I'hiver
1944, le taux de méthylation d'IGF-2 était inférieur a celui de leurs fréres et sceurs non exposés a cette

famine ; il en était de méme pour certains génes associés a la croissance feetale et au métabolisme énergétique
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(i.e. ABCA1, GNASAS, IL10, LEP et MEG3) (Heijmans et al., 2008). L'hyperglycémie maternelle est également
responsable de modifications de la voie Pdx1, facteur de transcription nécessaire pour le développement des
cellules B du pancréas et la production d'insuline. En effet, en cas de diabéte maternel, son expression, chez les
ratons, est réduite, induisant le développement d’un DT2 a I'age adulte ; et il a été montré que la mise sous
silence de Pdx1 est due a une diminution de I'acétylation des histones au niveau du promoteur proximal de
Pdx1 (Park et al., 2008).

Les mécanismes responsables des modifications des niveaux de méthylation du foetus exposés a
I'hnyperglycémie maternelle demeurent inexplorés mais des études in vitro suggérent que I'hyperglycémie
maternelle serait capable de moduler la méthylation de I’ADN via son action sur les DNMTs et les enzymes TET,
plus particulierement TET3 (Chiang et al., 2009; Zhang et al., 2014).

Enfin, I'exposition in utero a des conditions nutritionnelles délétéres n'affecte pas simplement les
descendants de la premiére génération mais peut également toucher les générations suivantes, méme si celles-
ci évoluent dans un environnement harmonieux. Les études épidémiologiques réalisées sur les descendants des
femmes touchées par la famine Hollandaise de 1944, montrent des répercussions a long terme non seulement
sur la santé de leurs enfants, mais également sur celle de leurs petits-enfants. En effet, les maladies
cardiovasculaires et le DT2 peuvent étre transmis aux petits-enfants dont les grands-parents ont été exposés a
une dénutrition pendant leur enfance (Poston, 2011). La transmission a travers les générations semble
s'effectuer via la lignée paternelle. En effet, la transmission & la 3°™ génération pourrait venir d’une exposition
des cellules germinales de la F1, qui aurait des répercussions sur plusieurs générations du fait des mécanismes

épigénétiques (Ponzio et al., 2012).

2. Diabete maternel et programmation feetale

De nombreuses conditions maternelles (alcool, anémie, tabac, drogue, malnutrition, gain de poids
excessif pendant la grossesse, obésité ou diabéte maternels) et environnementales (polluants) pouvant
perturber le développement du feetus sont aujourd’hui associées a la programmation de la santé métabolique
du feetus (Boney et al., 2005; Bunt et al., 2005; Galliano and Bellver, 2013; Minnes et al., 2011; O'Reilly and
Reynolds, 2013; Silverman et al., 1991; Soto and Bahado-Singh, 2013). Il a également été mis en évidence
que des facteurs environnementaux post-nataux tels que I'allaitement, I'alimentation et le stress jouent un réle
considérable dans la programmation de la santé métabolique du nouveau-né (Tamashiro and Moran, 2010)
(Tableau 1).

Exemples de conséquences de I'alimentation, du comportement maternel, ou de la
croissance feoetale

Etudes chez 'homme

- Carence nutritionnelle maternelle: obésité, diabéte, résistance a I'insuline, maladies coronariennes,
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hypertension, insuffisance rénale, schizophrénie (Painter et al., 2005; Ravelli et al., 1998; de Rooij et
al., 2006; Roseboom et al., 2000a, 2000b; Susser et al., 1996)

Retard de croissance intra-utérin: hypertension, diabéte, obésité, maladies cardiovasculaires,
dysfonctionnement respiratoire, troubles neurologiques (Joss-Moore and Lane, 2009; Lahti et al.,
2006; Varvarigou, 2010; Walther, 1988)

Diminution du poids: résistance a l'insuline, obésité, symptomes comportementaux (hyperactivite,
déficit de I'attention), maladies coronariennes, hypertension (Fan et al., 2010; Jarvelin et al., 2004;
Lahti et al., 2006; Lithell et al., 1996; Loaiza et al., 2011; Walther, 1988).

Etudes chez I'animal

- Restriction protéique ou calorique: augmentation de la pression artérielle, troubles de
I'hnoméostasie du glucose, diminution de la sensibilité a I'insuline (Armitage et al., 2004)

- Insuffisance utéro-placentaire: retard de croissance intra utérine (RCIU)

- Suralimentation pré-ou néo-natale : prise rapide de poids de fagon précoce, phénotype d’un
syndrome métabolique (obésité, hyperleptinémie, hyperglycémie, hyperinsulinémie, rapport

insuline/glucose élevé) (Plagemann et al., 2009)

Exemples de conséquences de l'exposition aux produits chimiques pendant la

grossesse ou la petite enfance

Etudes chez 'homme

Tabagisme maternel: altération de la fertilité, obésité, hypertension, déficits neurocomportementaux
(Gustafsson and Kallén, 2011; Heinonen et al., 2011; Simonetti et al., 2011; Thiering et al., 2011)
Arsenic (nord du Chili, 1958-1970) : cancer du poumon, altération des fonctions pulmonaires,
infarctus du myocarde chez les nourrissons, augmentation de la mortalité cardiovasculaire chez les
adultes (Dauphiné et al., 2011; Smith et al., 2006; Yuan et al., 2007)

Diéthylstilbestrol (DES): cancer et malformations de I'appareil génital féminin; anomalies de I'appareil
reproducteur male, un risque accru de cancer du sein au-dela de 40 ans (Adami et al., 2012; Rubin,
2007).

Etudes chez I'animal

Arsenic: augmentation de la réponse cancéreuse a d'autres agents chez I'animal adulte (Tokar et al.,
2011)

Dexaméthasone: faible poids de naissance, hypertension, hyperglycémie, résistance a l'insuling,
accroissement de la réponse au stress, obésité, différenciation prématurée des organes et tissus
(Cleasby et al., 2003; O'Regan et al., 2008; Seckl and Meaney, 2004; Seckl et al., 2000)
Diéthylstilbestrol (DES): obésité, diabéte et anomalies de l'appareil reproducteur chez les souris
femelles (Newbold et al., 2009).
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Tableau 1:
Adapté de Boekelheide et coll (Boekelheide et al., 2012).

Dans le cadre de cette these, seule la programmation feetale associée au diabéte maternel sera abordée

en détail.

2.1. Définition du diabete

Le diabéte est une maladie chronique qui survient lorsque l'organisme est incapable de produire

suffisamment d’insuline ou d’utiliser I'insuline de maniére efficace. Il existe 3 types de diabéte :

- le diabéte de type 1 (DT1), appelé également diabéte non insulino-résistant, est le résultat de la

destruction des cellules B des ilots de Langherans conduisant a une carence absolue en insuline.

- le diabéte de type 2 (ou diabete insulino-résistant) est le résultat d'un défaut de sécrétion d'insuline

progressif sur fond de résistance a l'insuline.

- le diabéte gestationnel (GDM) est la complication médicale la plus courante de la grossesse: un trouble

de la tolérance au glucose conduit a une hyperglycémie de sévérité variable.
Une composante génétique (plus faible pour le DT1 que pour le DT2 et le GDM), en association avec les facteurs
environnementaux, intervient dans le développement de ces 3 types de diabéte, notamment le géne Rfx6 qui
joue un role clé dans la formation des cellules productrices d'insuline (role primordial dans plusieurs étapes
indispensables a la sécrétion d'insuline en fonction des fluctuations de la glycémie) ou Pdx1 (facteur de

transcription nécessaire pour le développement des cellules B du pancréas et la production d'insuline).

2.2, Données épidémiologiques

L'incidence du diabéte (DT1 et DT2) est en constante augmentation, atteignant des proportions
épidémiques. Le DT2 représente 90% des diabétes rencontrés dans les pays industrialisés comme ceux en
cours de développement, ce qui pose un défi de taille pour la santé humaine. En effet, les derniéres estimations
de la Fédération Internationale du Diabéte indiquent que 382 millions de personnes (8,3% de la population
mondiale) sont atteintes de diabéte ; et ce nombre est supposé dépasser les 592 millions dans moins de 25 ans
(Figure 6).
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Figure 6: Répartition mondiale du nombre de personnes atteintes de diabéte d'apres la Fédération

Internationale du Diabéte (FID) en 2013.

Mais si cette pathologie touche plus généralement les adultes, I'dge d'apparition du DT2 diminue
régulierement, aboutissant a I'augmentation du nombre d’enfants et d'adolescents atteints (Song and Hardisty,
2008). L'incidence croissante de |'obésité en est I'une des explications (Shaw, 2007). Associé a I'obésité, le DT2
est caractérisé principalement par une résistance a l'insuline et plusieurs changements métaboliques dont une
hyperinsulinémie, une hyperglycémie, une dyslipidémie et le développement d’une hypertension artérielle,
aboutissant a long terme a un risque accru de survenue d'événements cardiovasculaires (Goldstein, 2002). En
France, 1 personne sur 700 souffre de diabéte. En 2014, 9% de la population adulte (18 ans et plus) était
diabétique. En 2012, le diabéte a été la cause directe de 1,5 million de décés. Cette épidémie d'obésité et de
DT2 augmente la probabilité de diabéte chez la femme enceinte. Les estimations suggerent que 30 millions de
femmes en age de procréer souffriront de diabéte d'ici 2030 (Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
1993).

Les données des certificats de naissance montrent que le diabéte maternel complique environ 3% des
grossesses (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 1993). En effet, en cas de diabéte maternel, le
foetus en développement est exposé a un environnement intra-utérin hyperglycémique, conférant aux
nourrissons un risque accru d'événements périnataux indésirables tels qu’une augmentation du taux
d'anomalies congénitales, d‘avortements spontanés, de modifications de la croissance feetale ou de déces
néonataux (Ballas et al., 2012; Boney et al., 2005; Casson et al., 1997; Jensen et al., 2004). Mais récemment,
des complications a plus long terme ont été décrites. Une étude réalisée en 2003 a montré que les nourrissons
nés de méres ayant une légére intolérance au glucose pendant la grossesse avaient 20% de masse grasse en
plus par rapport a des enfants nés de femmes ayant une tolérance au glucose normale ; ces données sont
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évocatrices d'une altération précoce du métabolisme des graisses chez les descendants suite a I'exposition pré-
natale d’'une augmentation de la concentration en glucose maternelle (Catalano et al., 2003). D’autre part, dans
une étude prospective aux Etats-Unis, il a été montré que la prévalence des troubles de la tolérance au glucose
chez les descendants de méres diabétiques, agés de 10 a 16 ans, est six fois plus élevée que celle des controles
(Silverman et al., 1995) et les enfants nés de méres diabétiques ont un indice de masse corporelle (IMC) plus
élevé que les individus controles (Silverman et al., 1995, 1998). Aussi, le diabéte au cours de la grossesse
prédispose les descendants au développement d'une obésité et d'une intolérance au glucose plus tard dans leur
vie, et ceci de facon indépendante d'une transmission génétique.

Afin de reproduire et d'étudier les effets a long terme du diabéte maternel sur les descendants, des
modeles animaux ont été mis au point. Ces modéles permettent d'évaluer les réponses aux modifications de
I'environnement intra-utérin, sans intervention des caractéres héréditaires connus du diabéte (Gauguier et al.,
1990).

2.3. Modeéles expérimentaux de diabéte maternel

Le modéle qui pourrait reproduire le mieux le diabéte gestationnel est une perfusion maternelle de
glucose au cours de la gestation. Malheureusement, il a été montré que ce modéle ne reproduisait pas la
carence en insuline maternelle retrouvée en cas de diabéte maternel (Gauguier et al., 1990; Ktorza et al.,
1981).

Par la suite, les modéles ont été induits chimiquement. Le modéle le mieux caractérisé a I'heure actuelle est le
modéle réalisé par injection de streptozotocine (2-deoxy-2-(3-methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose
(CgH1sN305), STZ) (Ward, Yau et al., 2001). La streptozotocine, dérivée de Streptomyces Achromogenes, a été
isolée en 1956 sous la forme d'un nouvel antibiotique possédant une action antimicrobienne a large spectre. Par
la suite, des études chez le chien et le singe Rhésus ont démontré une haute toxicité de la STZ avec un pouvoir

diabétogéne puissant (Carter et al., 1971).

2.3.1. Modeles expérimentaux induits par la streptozotocine

Depuis le rapport initial de ses propriétés diabétogénes, la STZ a été utilisée seule ou en combinaison avec
d'autres produits chimiques pour I'induction du DT1 ou du DT2 (Gajdosik et al., 1999; Ghasemi et al., 2014).
Ainsi, il est possible d’induire un DT1 chez le rongeur par une simple injection de STZ (Junod et al., 1969; Yin et
al., 2006). Quant au DT2, il peut étre induit (i) soit par injection de STZ aprés administration de nicotinamide
(Szkudelski, 2012; Wu et al., 2008), (ii) soit par un régime alimentaire riche en graisse associé a une injection
de STZ a faible dose (Skovsg, 2014) ou (iii) par une injection de STZ pendant la période néonatale (Patil et al.,
2014; Portha et al., 2014). L'utilisation de ces modeéles a permis d’élucider les mécanismes de la pathogenése
diabétique mais également de détecter des produits naturels ou artificiels potentiellement capables d'abaisser le

niveau de glycémie (Kumar et al., 2012; Srinivasan et al., 2005).
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2.3.2. Mécanismes d'action de la streptozotocine

Cette toxine d’origine naturelle a une structure proche d’un agent alkylant de I’ADN. Elle contient une molécule
de glucose, sous forme de 2-deoxyglucose, liée a un fragment N-méthyl-N-nitrosourée hautement réactif et
tératogene (Figure 7A) conférant ses effets cytotoxiques a la STZ (Johansson and Tjalve, 1978). Grace a sa
molécule de glucose, la STZ est captée par le transporteur GLUT2, abondant au niveau des membranes
plasmiques des cellules B des ilots de Langerhans. Une fois rentrée dans la cellule, la STZ provoque la cassure
des brins d'ADN au sein des ilots pancréatiques, entrainant la mise en place de mécanismes de défense qui font
intervenir la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) chargée d'éliminer les cassures ou les bases endommagées.
La STZ active en paralléle la voie des espéces réactives de l'oxygéne (ROS) qui induisent également des
dommages a I’ADN, entrainant la mise en place des mécanismes de réparation par la PARP. La suractivation de
cette enzyme va aboutir a I'épuisement des niveaux de NAD* intracellulaire et d’ATP, conduisant a la mort
cellulaire par alkylation de I'ADN (Delaney et al., 1995) (Figure 7B). La destruction des cellules B provoque alors
une hyperglycémie, une hypo-insulinémie, une polyurie, et une perte de poids de I'animal (Dall’Ago et al.,
2002). L'administration de STZ a des femelles gestantes aboutit donc au développement d’un diabéte insulino-
dépendant, beaucoup plus proche du DT1 que du DT2 ou du GDM.

Les modéles impliquant la STZ ont souvent été décriés puisque la STZ pouvait avoir une action sur de
nombreux organes. En effet le transporteur GLUT2 existant également, dans une moindre mesure, dans le foie
et les reins, certaines doses élevées de STZ pourraient nuire aux fonctions hépatiques et rénales (Bauwens and
Roman, 2005). Lors de I'administration, la STZ est rapidement métabolisée par le foie et éliminée par excrétion
rénale (Karunanayake et al.,, 1974) faisant que sa demi-vie n'excéde pas 15 minutes (Eleazu et al., 2013).
Aussi sa toxicité aigué pour le foie et le rein peut étre négligée (Tesch and Allen, 2007) et les pertes de
fonctions rénale ou hépatique en cas de traitement a la STZ doivent étre attribuées aux effets de

I'hnyperglycémie plutot qu’a la toxine elle-méme (Wei et al., 2003).
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Figure 7: Structure et effets de |a streptozotocine (STZ) sur les cellules B du pancréas (Szkudelski, 2001).

Trés vite, il a été démontré qu’en fonction des modes d'injection (intraveineuse ou intrapéritonéale), des
doses (de 20 a 150 mg/kg) ou du moment de l'injection (avant la gestation, au cours de la gestation), le
diabéte induit était de sévérité variable.

L'injection de STZ avant la gestation provoque des perturbations dans I'accouplement, ce qui rend nécessaire
I'administration d'insuline au cours de cette période (Martin et al., 1995); l'injection de STZ entre les 5™ &
13¢me jours de gestation peut avoir des effets directs sur le développement de I'embryon puisque la STZ est
capable de traverser la barriére placentaire (Reynolds et al., 1974). Aussi, I'injection de STZ au premier jour de
gestation (Holemans et al., 1993) semble étre la technique la plus appropriée pour recréer un diabéte de
grossesse (méme si celui-ci ne correspond pas de facon étiologique au GDM) car elle n'affecte ni la période
d'accouplement, ni les premiers stades du développement embryonnaire en raison de la demi-vie trés courte
(15 minutes) de la STZ (Schein and Loftus, 1968).

Malgré tout, les différentes approches expérimentales d‘induction du diabéte ont donné lieu a des résultats
contradictoires quant aux effets sur la croissance du foetus. En effet, I'induction d’un diabéte chez la rate
gestante a des conséquences sur le poids du feetus ou du nouveau-né trés variables allant d’une hypothrophie
foetale (Holemans et al., 1997; Ishihara et al., 2000), a un poids de naissance normal (Gerber et al., 2000;
Plagemann et al., 1998), ou bien encore a une macrosomie (Mulay et al., 1983; Oh et al., 1991). Le principal

substrat pour le développement du foetus est le glucose provenant entierement de la circulation maternelle. La
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principale hormone de croissance pour le foetus est I'insuline sécrétée par ses propres cellules B, responsable de
50% du poids feetal (Fowden, 1992). En cas de diabéte maternel modéré, I'hyperglycémie maternelle stimule le
pancréas feetal provoquant ainsi une hyperplasie des flots et une hyperactivité des cellules B qui conduit a une
hyperinsulinémie. L'insuline feetale stimule alors non seulement la production de facteurs de croissance IGFs
mais entraine également une augmentation de I'absorption du glucose et des acides aminés conduisant a une
macrosomie feetale. Dans les cas de diabéte maternel important, la stimulation excessive des cellules B foetales
par I'hnyperglycémie maternelle aboutit a leur épuisement, les rendant ainsi incapable de sécréter l'insuline ;
ceci conduit donc a une hypoinsulinémie foetale associée a une réduction du nombre des récepteurs de l'insuline
sur les cellules cibles, aboutissant a une réduction de I'absorption de glucose feetal et donc a une hypothrophie
feetale (Van Assche et al., 2001).

2.4, La programmation feetale des maladies cardiovasculaires

Alors que beaucoup d'études portent sur les altérations métaboliques des descendants suite a un
environnement intra-utérin perturbé, des altérations cardiovasculaires, et notamment I'hypertension artérielle,
sont également des conséquences a long terme. Alors que I'obésité et le diabéte sont connus pour augmenter le
risque de maladies cardiovasculaires, peu d'études ont examiné l'effet d'un environnement intra-utérin
hyperglycémique sur les facteurs de risque cardiovasculaire chez la descendance. Pourtant, des changements
cardiovasculaires sont déja perceptibles chez le foetus dés le troisieme trimestre de grossesse d'une mére
diabétique. En effet, le rythme cardiaque feetal montre une contractilité ventriculaire réduite, suggérant que
I'environnement intra-utérin diabétique induit des altérations biochimiques qui affectent la fonction du systéme
cardiovasculaire (Rasanen and Kirkinen, 1987). Il a été suggéré que l'exposition a un environnement intra-
utérin hyperglycémique est associée a une augmentation de la dyslipidémie, de I'inflammation vasculaire, et a
une dysfonction endothéliale chez les enfants (Manderson et al., 2002); ces perturbations pourraient étre en
lien avec le développement de maladies cardiovasculaires au cours de la vie adulte. Par la suite, d'autre études
ont montré que les enfants nés de parents diabétiques étaient plus souvent atteints de pathologies
cardiovasculaires et d’hypertension artérielle (HTA) (Torrens et al., 2009; Wroblewska-Seniuk et al., 2009)
(Figure 8).
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Figure 8: Influence de I'hyperglycémie et de I'hyperinsulinémie maternelles sur le développement feoetal et
post-natal. L'hyperglycémie et I'hyperinsulinémie maternelles agissent sur les fonctions du métabolisme feetal, y
compris sur I'hypothalamus, le pancréas et le tissu adipeux. Ces perturbations métaboliques pourraient

augmenter le risque cardiovasculaire chez le jeune adulte (Vrachnis et al., 2012).

Nombreuses études suggérent que I'hypertension artérielle (HTA), l'un des principaux facteurs de risque des
maladies cardiovasculaires, trouve son origine au cours de la vie intra-utérine. Des études cliniques montrent
que les enfants nés de meres ayant eu une intolérance au glucose au cours de leur grossesse ont une pression
artérielle systolique (PAS) et diastolique (PAD) plus élevée que celles des enfants témoins, dés I'age de 8 ans
(Tam et al., 2010). Les données obtenues chez les indiens Pima ont révélé que les enfants nés de meres
atteintes de diabéte pendant la grossesse avaient, a I'adolescence, une pression artérielle systolique (PAS)
supérieure a celle des enfants nés de méres atteintes de diabéte apres la grossesse et ceci indépendamment de
I'obésité (Bunt et al., 2005). Cette augmentation de la PAS, observée a un age moyen de 10-14 ans, a
également été retrouvée dans une cohorte d’enfants nés de meéres diabétiques a Chicago (Silverman et al.,
1991). Cette relation entre diabéte maternel et élévation de la pression artérielle au cours de la petite enfance
et de I'adolescence a été confirmée dans de nombreuses autres études (Aceti et al., 2012; Silverman et al.,
1991) .

Malgré tout, les mécanismes de la programmation précoce de I'HTA semblent complexes (Boubred et al.,
2007) ; c'est le résultat d'une combinaison de différents mécanismes agissant au niveau des organes, des
tissus et des cellules. Les organes tels que le rein et/ou le systéme vasculaire sont plus a risque puisque leur
développement n’est achevé qu'en fin de gestation ou quelques jours aprés la naissance. Ainsi les

connaissances actuelles sont largement confinées aux mécanismes rénaux et vasculaires.
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2.4.1. Diabeéte maternel, développement rénal et hypertension artérielle

Le rein est un organe central dans la physiopathologie de I'HTA. Plusieurs sources, aussi bien cliniques
qu’expérimentales, indiquent que les changements dans I'environnement du feetus peuvent affecter le
développement rénal (Merlet-Bénichou, 1999) et notamment que l'exposition in utero a I'hnyperglycémie
maternelle peut perturber son développement (Hokke et al., 2013). En effet, une exposition prolongée du feetus
a une concentration élevée de glucose peut entrainer une embryopathie diabétique qui se caractérise par une
multitude de malformations y compris du systeme rénal (Becerra et al., 1990; Chugh et al., 2003). Les études
in vitro ont pu mettre en évidence une dysmorphogenése rénale embryonnaire en présence de concentrations
élevées de D-glucose (Kanwar et al., 1996). Chez I'animal, une hyperglycémie modérée induite par une
perfusion continue de glucose durant 4 jours ou par une injection de STZ chez des rates gestantes induit un
déficit permanent de néphrons dans la descendance (Amri et al., 1999; Leliévre-Pégorier et al., 1998). Malgré
tout, le moment de l'injection ou la dose utilisée semblent avoir des effets contradictoires ; Rocha et coll ont
montré qu’'une simple injection de STZ réalisée chez la femelle avant l'accouplement entrainait des
perturbations de la fonction rénale sans modification du nombre de néphrons chez le jeune rat adulte (Rocha et
al., 2005). D'autre études mettent en cause |'activation des mécanismes d'apoptose, du systéme rénine-
angiotensine (SRA) rénal et de la voie de signalisation du facteur nucléaire NF-kB dans la dysmorphogenése
rénale observée (Tran et al., 2008), ainsi qu’une expression accrue du facteur de croissance insulinomimétique
de type 2 (IGF-2) (Amri et al., 2001) en cas d’exposition in utero au diabéte maternel. Le risque d'agénésie ou
de dysgénésie rénale augmente ainsi considérablement chez les enfants nés de méres diabétiques (Davis et al.,
2010; Hokke et al., 2013). Abi Khalil et coll ont pu observer que le taux de filtration glomérulaire ainsi que le
débit plasmatique rénal étaient altérés chez les descendants nés de méres souffrant de DT1, ce qui pouvait
refléter une diminution du nombre de néphrons entrainant une hyperfiltration glomérulaire (Abi Khalil et al.,
2010). En effet, la réduction néphronique est connue pour augmenter le taux de filtration glomérulaire, suivi
par une hypertension glomérulaire, d’'une protéinurie, de l'activation du systéme rénine-angiotensine rénal et
au final de la destruction des néphrons fonctionnels par glomérulosclérose. Brenner et coll ont été les premiers
a suggérer un lien entre nombre de néphrons et développement de I'hypertension artérielle, résultant d’'une
rétention rénale de sodium inappropriée (Brenner et al., 1988). En effet, au niveau expérimental, les rats
exposeés in utero a une hyperglycémie maternelle modérée avaient une clairance de la créatinine plus élevée et
une excrétion urinaire de N-acétyl-bD-glucosaminidase plus grandes, indiquant un stade précoce d’une
néphropathie (Yan, Li et al. 2014). Chez I'nomme, I'augmentation de I'excrétion urinaire d'albumine observée
chez les descendants adultes des meres indiennes Pima souffrant de diabéte, suggere une apparition précoce
de lésions glomérulaires qui pourraient étre expliquées par a un mécanisme similaire de réduction néphronique
(Nelson et al., 1998).
Pourtant, si le lien entre réduction néphronique, glomérulosclérose et HTA semble bien admis, des études
montrent que cela ne serait pas la seule cause dans le développement de I'HTA au cours de la vie adulte. En

effet, Nehiri et coll ont montré que, suite a I'exposition in utero au diabéte maternel, malgré une réduction du
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nombre de néphrons d’environ 30% dés la naissance et de I'apparition d’une HTA aux alentours de 6 mois, les
rats ne développaient aucune glomérulosclérose a un age tardif (18 et 24 mois) (Nehiri et al., 2008); ces

résultats indiquent que I'HTA programmeée in utero pourrait étre multifactorielle.

2.4.2. Diabete maternel, fonction vasculaire et hypertension artérielle

Indépendamment du mécanisme rénal, I'HTA pourrait étre en partie due a une programmation feetale
entrainant une altération de la structure et/ou de la fonction vasculaire. Des examens de I'aorte par ultrasons
ainsi que des études post-mortem chez le feetus et le nourrisson suggérent que les facteurs périnataux tels que
I'nypercholestérolémie maternelle ou le diabete maternel sont associés a des altérations pouvant refléter une
athérosclérose précoce (Skilton, 2008). De nombreuses études montrent que les descendants de meéres
diabétiques sont a tres fort risque cardiovasculaire, avec une augmentation de leurs niveaux circulants de
molécules d'adhésion, biomarqueurs endothéliaux de perturbations délétéres liés aux premiers stades de la
maladie vasculaire (West et al., 2011). Cette dysfonction endothéliale pourrait ainsi étre une nouvelle porte
d’entrée au développement de I'HTA a l'age adulte, tout comme la raréfaction capillaire associée a des

résistances vasculaires accrues (Taddei et al., 1992).

a) Les vaisseaux de conductance (aorte)

La teneur en élastine de la matrice extracellulaire est un facteur important de compliance artérielle
(capacité des gros vaisseaux a amortir la pulsatilité cardiaque) et intervient donc dans la régulation du niveau
de pression artérielle. Or I'élastine est synthétisée et s'accumule dans les artéres essentiellement au cours de la
vie foetale et périnatale ; ainsi un contenu initial en élastine insuffisant suite a un retard de croissance intra-
utérin en réponse au diabéte maternel peut étre un facteur important dans la programmation de
développement de I'hypertension (Martyn and Greenwald, 1997). D'autre part, Ingram et coll ont montré que,
chez les descendants de meres diabétiques, les cellules endothéliales présentaient des fonctions angiogéniques
modifiées (prolifération réduite et sénescence accélérée) en lien avec les concentrations élevées de glucose
maternel (Ingram et al., 2008). Enfin, les marqueurs circulants de la fonction endothéliale (VCAM-1, ICAM-1 ou
la Sélectine E), indicateurs de risque cardiovasculaire, ont été trouvés augmentés chez les descendants de
meéres diabétiques (Manderson et al., 2002).

Un autre aspect de la dysfonction endothéliale est l'altération de sa fonction vasodilatatrice.
L'endothélium est impliqué dans un certain nombre de fonctions vasodilatatrices par sa capacité a générer des
médiateurs vasoactifs agissant localement tels que le monoxyde d'azote (NO) ou les prostacyclines (PGIL,).

Chez les rats issus de meres diabétiques, la production de NO dans des segments d'aorte isolée est diminuée de
maniere significative (Cavanal et al., 2007). Cette diminution de production de NO pourrait expliquer la baisse
de réactivité vasculaire en réponse a |'acétylcholine (ACh) observée sur les anneaux aortiques de rats issus de
meéres diabétiques (Porto et al., 2010). Si la voie du NO semble majoritairement perturbée par le diabéte
maternel, plus récemment les travaux menés par I'équipe du Dr Fassot ont mis en évidence des perturbations
plus profondes touchant également la voie des prostacyclines ou du métabolisme de l'acide arachidonique,
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principale voie de production de l'acide 20-HETE, puissant vasoconstricteur. En effet, I'’étude du profil
d'expression génique de l'aorte chez des rats issus de méres diabétiques a mis en évidence une sur-expression
de plusieurs acteurs du métabolisme de I'acide arachidonique, ainsi qu’une sous-expression du récepteur de la

prostacycline, semblant dessiner un profil plutot vasoconstricteur (Duong Van Huyen et al., 2010).

b) Les vaisseaux de résistance (artére mésentérique)

Globalement, quelque soit le modéle d'induction de diabéte utilisé, I'exposition in utero au diabete
maternel induit des perturbations de la réactivité des artéres mésentériques équivalente a celles observées
dans les aortes, a savoir une exacerbation des voies contractiles et un affaiblissement des voies
vasodilatatrices. Trés tot, il a été mis en évidence que les artéres mésentériques de descendants adultes de
meéres diabétiques avaient une sensibilité accrue a la noradrénaline et une relaxation endothélium-dépendante
anormale a I'ACh et a la bradykinine (Holemans et al., 1999). Cette dysfonction endothéliale semble perdurer
puisque chez des animaux agés, il est encore observé une diminution de la vasodilatation endothélium-
dépendante, alors que la réponse au SNP est conservée (Rocha et al., 2005). D’autres études ont également
mis en évidence une part plus importante des dérivés des prostanoides (issus des cyclo-oxygénases COX-1 et
COX-2) dans la contraction a la noradrénaline, dans I'augmentation des résistances vasculaires et de la pression
artérielle chez les animaux issus de méres diabétiques. En effet, I'altération de relaxation observée en réponse
a I’ACh chez les animaux issus de meres diabétiques est restaurée par l'inhibition de COX-2. Cet effet joue un
role clé dans la pathogenése de la dysfonction endothéliale, ce qui en retour pourrait contribuer a la progression

du dysfonctionnement vasculaire chez ces rats (Ramos-Alves et al., 2012).

Ainsi, le systéme vasculaire étant décrit comme fortement impliqué dans ces phénoménes de
programmation en réponse au diabéte maternel, en particulier des altérations de la fonction vasculaire (Duong
Van Huyen et al., 2010; Holemans et al., 1999; Manderson et al., 2002; Vessiéres et al., 2016), une étude plus
approfondie de cette fonction vasculaire est nécessaire. Aussi, dans la 2°™ partie de cette thése, nous nous
intéresserons plus particulierement a la structure et la fonction vasculaire. Le tonus et le remodelage vasculaire

en réponse aux différents stimuli seront abordés en détail.
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Chapitre 2 : Systeme vasculaire

L'appareil cardiovasculaire assure la circulation du sang et permet le transport de l'oxygéne et des
nutriments vers les cellules ; il permet également d'évacuer les déchets afin de maintenir le métabolisme
général de l'organisme. Le systéme cardiovasculaire est composé d'une double pompe : le «cceur gauche» qui
assure la circulation systémique et permet la distribution des nutriments et de l'oxygéne (0,) aux différents
organes, excepté les poumons, et le «cceur droit» qui assure la circulation pulmonaire permettant au sang
d’'étre re-oxygéné au contact des alvéoles pulmonaires et débarrassé du dioxyde de carbone (CO,). Ce systéme
est complété par un réseau de distribution a haute pression (les artéres), se terminant par des vaisseaux a
résistance variable (les artérioles), puis d'un circuit de petits vaisseaux au niveau desquels s'effectuent les
échanges (les capillaires), et enfin d’un circuit de retour a basse pression vers le cceur (les veines). On retrouve
également une circulation lymphatique, les vaisseaux lymphatiques constituant un systéme de drainage
paralléle au systéme veineux. La principale fonction du systéme lymphatique est I'élimination des protéines et
des autres substances qui ne peuvent pas étre absorbées par les capillaires veineux a partir de I'espace

intercellulaire.

Mais la circulation sanguine posséde également d'autres fonctions, toutes aussi importantes :

- une fonction de mise en relation : I'appareil circulatoire transporte non seulement des molécules
chimiques informatives (médiateurs) mais également des cellules spécialisées dans les communications entre
populations cellulaires (les cellules immunitaires). D’autre part, il intervient dans le maintien de la forme des
organes (hydrosquelette),

- une fonction de reproduction : il s'agit d'un travail d'alimentation vers le foetus au cours de la

grossesse et d’un role dans des mécanismes de la vie sexuelle.

1. Description du systeme vasculaire

Les différents types d'artéres sont constitués de 3 tuniques concentriques (Figure 9) :

- l'intima ou tunique interne est la couche la plus mince de la paroi artérielle. Elle est constituée
successivement :
» d'une couche de cellules endothéliales directement au contact du sang
» de la membrane basale (qui est une matrice extracellulaire constituée de laminine, de
collagéne de type IV et VII, ainsi que de glycosaminoglycanes, et de fibres de réticuline en
réseau)
> de la sous-couche endothéliale (avec une matrice extracellulaire composée de protéoglycanes

et de glycoprotéines de structure et du collagene de type III et IV).

- la média ou tunique moyenne est la couche principale de I'artére. Elle est délimitée par les limitantes

élastiques interne et externe, épaisses lames d'élastine percées de fenestrations. Ces ouvertures sont
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suffisamment larges pour permettre le passage bidirectionnel de substances et de cellules. La média est
formée par un empilement concentrique d'unités composées de cellules musculaires lisses (CMVLs) et d'une
matrice conjonctive (élastine, collagéne et mucopolysaccharides). Selon la proportion relative des
constituants de cette matrice, deux grands types d'artéres sont ainsi distingués: (1) les artéres
élastiques ou artéres de conductance (aorte, gros troncs artériels supra-aortiques, carotides, artéres
iliaques) possédant une média riche en fibres élastiques qui assurent les propriétés de compliance artérielle
(fonction d'amortissement de la pulsatilité cardiaque), (2) les artéres musculaires ou artéres de
résistance (artéres mésentériques, coronaires, tibiales, brachiales, artérioles) ou la faible présence de fibres
élastiques est le déterminant principal et la forte proportion de CMVLs assure les propriétés vasomotrices de

ce type de vaisseaux.

- I'adventice ou tunique externe est composée d'un tissu conjonctif simple. Elle repose sur la lame
élastique externe qui délimite cette tunique de la média. Elle contient des fibroblastes, des cellules
adipeuses et les vasa vasorum. Le role nourricier des vasa vasorum est restreint a la partie externe de la
média. En effet celle-ci est avasculaire tant que son épaisseur n'atteint pas une trentaine d'unités

lamellaires.

I Endothélium IFibres élastiques u Cellules musculaires lisses IFibres de collagene

IS Comparaison artéres musculaires et élastiques
rtéres de conductance P et clasta

. T e e E e A e 8 e W
+mince

Coeur LEl épaisse  gmp——m—7 ; L
s ’:/( ) '/’" LEI réduite |
Epaisse e —— < e\
(CML>FE) —R Trés épaisse

¥/4& % (CML<FE)
LEE présente \ 2

LEE mal
définie

@ 2-4mm @ Ao 25 mm
Epaisseur: 1mm Epaisseur: 2mm
n
( Capillaires
G v

Figure 9: Composition de I'arbre vasculaire avec ses différents types de vaisseaux.

2. Physiologie et mécanique du systeme vasculaire
2.1. Physiologie

Les artéres élastiques de gros calibre servent de conduits a faible résistance pour transporter le sang

du coeur aux artéres de taille moyenne ; les fibres élastiques représentent 40% de la composition totale de la
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paroi vasculaire. Pendant la systole ventriculaire, ces artéres riches en fibres élastiques se déforment, se
dilatent et une partie de I'énergie est emmagasinée dans cet étirement. Pendant la diastole, I'artére reprend
son diamétre initial et I'énergie est restituée, ce qui permet de maintenir la pression et donc I'écoulement
continu de sang. L'élasticité de ces arteres permet d'amortir les fluctuations de pression entre la diastole et la
systole. Ainsi, ces artéres modulent la pression pulsée et jouent un réle essentiel dans le controle de la pression
et du flux sanguin. Les arteres élastiques sont les premiers vaisseaux a subir et a amortir les forces de pression
dues aux contractions cardiaques car ceux sont les plus proches du cceur. Ce sont donc les vaisseaux les plus
distensibles et les plus compliants (capacité d'un vaisseau a augmenter son volume par unité d’augmentation

de pression artérielle).

Les arteres musculaires offrent une résistance a I'écoulement du sang. Elles représentent le site
principal de résistance dans le systéme vasculaire et peuvent avoir un grand impact sur la perfusion de tissu et
la pression artérielle. Elles adaptent leur débit au besoin des organes cibles et permettent une régulation trés
fine des débits sanguins locaux grace a leur capacité de moduler leur tonus en fonction de la pression, du débit
et des besoins tissulaires (stimuli neuronaux et hormonaux).

En effet, le débit obéit a la loi de Poiseuille :

Q étant le débit volumique et AP la différence de pression amont-aval dans le vaisseau

Selon la loi de Poiseuille (écoulement laminaire),

R étant le rayon du vaisseau, n la viscosité du sang et L la longueur du vaisseau

Ainsi, ces artéres, riche en fibres musculaires lisses (artéres mésentériques) permettent le controle du débit
sanguin en se contractant (diminution du diametre de I'artére en réponse a la pression : tonus myogénique)
ou en se relachant (augmentation du diameétre de I'artére en réponse au flux : dilatation flux-dépendante).
A I'état basal, le tonus vasculaire de ces artéres résulte de l'interaction entre tonus myogénique et sympathique
d'une part et dilatation due au flux d'autre part. Le tonus myogénique désigne la capacité d’'un vaisseau a
diminuer activement son diamétre, par contraction de ses CMVLs, en réponse a une augmentation de la
pression intraluminale (Davis and Hill, 1999; Levy et al., 2001). Ce tonus est indépendant de toute stimulation
nerveuse ou hormonale (Davis and Hill, 1999) et gagne de l'importance avec la diminution du calibre des
vaisseaux, atteignant son maximum au niveau des petites artéres et des artérioles ol il peut aller jusqu’'a
occasionner une fermeture totale du vaisseau (Davis, 1993b). Ce tonus joue un role protecteur pour les
capillaires situés en aval contre une augmentation de la pression en amont. A l'inverse, la dilatation flux-
dépendante implique I'activation des cellules endothéliales suite a une augmentation des forces de cisaillement
(« shear stress ») suite a l'augmentation du flux sanguin. En réponse, les cellules endothéliales secrétent des
agents vasodilatateurs entrainant le relachement des CMVLs sous-jacentes.
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Les artérioles ont un calibre fin et leur structure histologique est considérablement simplifiée. Elles
représentent le segment vasculaire ol la chute de pression est la plus importante. Au niveau des capillaires, la
pression est d’environ 20 mmHg alors qu’en amont des artérioles elle est de 80 mmHg. Il est classique de
distinguer : 1) les métartérioles qui possedent encore une lame élastique interne et ol la média contient
plusieurs assises de fibres lisses et 2) les artérioles proprement dites composées d’une intima qui comprend
I'endothélium et la lame basale, sans lames élastiques interne ou externe (le tissu conjonctif sous-endothélial
est réduit a sa plus simple expression), une média constituée d’une seule assise de fibres musculaires lisses
disposées concentriqguement autour de la lumiere et d’un adventice de faible épaisseur, ne contenant pas de
vasa vasorum.

Chaque artériole débouche sur un réseau de capillaires précédés de renforcements focaux des fibres lisses

constituant les sphincters pré-capillaires.

Les capillaires sont les vaisseaux les plus fins de I'organisme. Ils sont disposés en réseaux enchevétrés
au sein méme des organes. Ils ne contiennent quasiment que des cellules endothéliales dont le but est
I'échange avec les organes. On estime & 700 m? environ la surface totale d’échange chez un sujet adulte

normal. Le débit dans un capillaire donné peut subir d'importantes variations pour s'adapter aux besoins.

Les vaisseaux sont constamment soumis a des contraintes mécaniques: (1) les contraintes pariétales
ou stress circonférentiel (08) agissant tangentiellement sur la paroi et liées directement a la pression et aux
dimensions du vaisseau (diametre, épaisseur); et (2) les contraintes de cisaillement (1) agissant dans la
direction longitudinale, a l'interface sang-endothélium, et liées directement au profil de vitesse de I'écoulement.
La contrainte pariétale est définie par la formule g6 = P x r / h (h étant I'épaisseur de la paroi). Les contraintes
de cisaillement dépendent du débit (Q) et de la viscosité (u) du fluide, et sont inversement proportionnelles au

cube du rayon du vaisseau (Figure 10).
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Figure 10: Différence entre contrainte pariétale et contrainte de cisaillement (Kwak et al., 2014; Malek et al.,
1999).

Ces contraintes interviennent non seulement dans le controle de la vasomotricité, mais aussi dans la croissance

et le développement physiologiques des vaisseaux. Toute altération des contraintes mécaniques s'accompagne

d’un processus d'adaptation au nouvel environnement hémodynamique, conduisant a terme au remaniement de

la paroi vasculaire (remodelage, cf paragraphe 4.3.).

2.2, Mécanique

2.2.1. Endothélium et réactivité vasculaire

Longtemps percu comme une structure inerte, I'endothélium est aujourd’hui considéré comme un organe

dynamique ayant des fonctions cruciales telles que les échanges sang/tissu, un role anti-inflammatoire,

anticoagulant ou antiagrégant autant dans un contexte physiologique que pathologique (Bunting et al., 1976;

Furchgott and Zawadzki, 1980) (Tableau 2).

Hémostase vasculaire

Hémodynamique vasculaire

+ échanges sang-tissu (réles de barriere et de
perméabilité)

+ défense contre les pathogénes en produisant
des molécules qui modulent la réaction
inflammatoire aigué (IL-1, IL-6, IL-8) et les
molécules d’adhésion cellulaire

* production de facteurs de croissance comme le
FGF (fibroblast growth factor), PDGF (platelet
derived growth factor) et CSF (colony
stimulating factor)

+ synthése et sécrétion du facteur de Von
Willebrand

sécrétion des substances vasoactives qui
contrélent le débit sanguin (NO, PGI,, EDHF, ET-
1, AnglII, TXA2, ROS)

angiogenese (formation de néo-vaisseaux a
partir des vaisseaux préexistants) : initiation par
prolifération et  migration des cellules
endothéliales suite a une vasodilatation puis
stabilisation du néo-vaisseau par interaction des
cellules endothéliales avec des péricytes et les
CMVLs
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+ synthése et sécrétion de molécules inhibant
I'agrégation  plaquettaire  (PGI2,  NO,
thrombomoduline)

* synthése du collagéne et des protéoglycans

pour assurer le maintien de la membrane
basale

Tableau 2: Roles de I'endothélium dans la mécanique artérielle.

Mais le role principal de I'endothélium est de réguler les contraintes en réponse a des stimuli chimiques
(ACh, substance P, bradykinine, adénosine) ou mécaniques (écoulement du sang) en agissant sur la
vasomotricité vasculaire, par la synthése et la libération de nombreux facteurs vasodilatateurs (NO, PGI,,
EDFH) ou vasoconstricteurs (ET-1, Angll, TXA2, ROS) impliqués dans la modulation du tonus vasculaires des

CMVLs sous-jacentes (Figure 11).

Production de facteurs vasoconstricteurs Production de facteurs vasodilatateurs
Prée-pro-ET Acide  Angiotensinogéne Cyt P450 L- arginine Acide arachidonique
hidoni - NADPH
l/ arachidonique J/ rénine LCOX CytP450
J/ COX oxydase NOS
Big-ET Angl eNOS © PGH,
\L ECE PGHZ \l/ ECA découplée l/ PGIS Facteurs
l TXS Angll Vv hyperpolarisants
ET Oy NO PGl, dérivés de
TXA, \V SOD I’endothélium
H,0, (EDHF)
;"/I :“ : l'l -O{‘\"
!\:\0"; \\\\ ,’“
e -
‘
vasoconstriction vasodilatation
balance

Figure 11: Production de facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs par I'endothélium vasculaire. Les
principaux facteurs vasoconstricteurs sont I'endothéline (ET), I'angiotensine II (Angll), les espéces réactives de
I'oxygene en particulier les anions superoxyde (02°) et le thromboxane A2 (TXA2). Les principaux facteurs
vasodilatateurs sont le monoxyde d'azote (NO), la prostacycline (PGI,) et les facteurs hyperpolarisants dérivés
de I'endothélium (EDHF).

a) Facteurs vasodilatateurs

Le monoxyde d’azote
Le NO est la molécule vasodilatatrice ayant recueilli le plus d'intérét au cours des derniéres années et

sans doute la plus importante d'un point de vue physiologique (Ignarro, 1989; Palmer et al., 1987) . La
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biosynthése du NO et de son co-produit, la L-citrulline, est catalysée par les NO synthases (NOS) a partir de L-
arginine (Palmer et al., 1988). Cette réaction nécessite de I'oxygéne mais également des cofacteurs comme le
NADPH (Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate), le tétrahydrobioptérine (BH4), la flavine adénine
dinucléotide (FAD) et enfin la flavine mononucléotide (FMN) (Zhao et al., 2015). Il existe au moins 3 isoformes
de NOS, codées par des genes distincts (Geller and Billiar, 1998; Moncada et al., 1991). La NOS neuronale
(nNOS) se trouve principalement au niveau du systéme nerveux, la iNOS est I'isoforme inductible rencontrée
dans les macrophages, et enfin la NOS endothéliale (eNOS) est retrouvée au niveau des cellules endothéliales
vasculaires. Cette eNOS peut étre activée par deux voies distinctes: une voie calcium dépendante et une voie

indépendante du calcium (Figure 12).

Acetylcholine,

bradykinin,
Growth factor, histamine
hormones l

Endothelial cell

'
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PKA- or Akt- @T
phosphorylatlon ./
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\_./ @
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Figure 12: (Zhao et al., 2015).

+ voie calcium-dépendante
La liaison de I'acétylcholine a la surface de la cellule endothéliale, au niveau des récepteurs muscariniques de
type M2, induit I'augmentation de l'activité de la eNOS via l'augmentation de la concentration calcique
intracellulaire induite par la libération d’inositol triphosphate (IP3) couplé a la calmoduline (CaM).

+ voie calcium-indépendante
Les intégrines (Tzima et al., 2005) ou les récepteurs a activité tyrosine kinase, sensibles aux forces de
cisaillement, sont capables, via l'activation de la voie PI3K/Akt d'activer la eNOS par phosphorylation des
résidus sérine, en particulier la Ser 1177 chez I'homme (ou Ser 1179 chez le rongeur) (Morello et al., 2009).
L'insuline ou le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF) sont également capables, en se liant a

leurs récepteurs, d'activer cette voie permettant une production de NO.

Une fois synthétisé dans les cellules endothéliales par la eNOS, le NO diffuse, d'une part vers la lumiére
du vaisseau ou il exerce un role anti-agrégant et anti-adhérent sur les plaquettes circulantes (Benjamin et al.,

1991) et, d'autre part vers les CMVLs adjacentes oU il va activer la guanylate cyclase soluble et ainsi augmenter
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le taux intracellulaire de GMPc ; cette cascade aboutit a une relaxation des CMVLs résultant simultanément
d’une baisse de concentration intracellulaire en calcium et d'une désensibilisation de I'appareil contractile de la
cellule au calcium (Ignarro, 1989). Le No est la principale source de vasodilatation dans les arteres de

conductance (Boo et al., 2002; Celermajer, 1997).

La prostacycline

La prostacycline ou PGI,, découverte en 1976 est un dérivé de I'acide arachidonique, formé a partir des
phospholipides sous l'action de la phospholipase A2 (Bunting et al., 1976). L'acide arachidonique est un
précurseur important dans la synthése des eicosanoides via 2 voies: la voie des COX et la voie de la
lipooxygénase. Sous l'action de COX-1 (constitutive) et COX-2 (inductible), I'acide arachidonique est converti en
prostaglandine H,, elle-méme convertie en PGI, sous l'action de la prostacycline synthase (PGIS) (Qian et al.,
2012). Les forces de cisaillement percues par la cellule endothéliale induisent la synthése de PGI, soit de fagon
directe via l'activation des COX, soit de facon indirecte via I'augmentation de la concentration calcique intra-
cytoplasmique (Demirel et al., 1998; Frangos et al., 1985).

La PGI, est I'un des prostanoides les plus importants qui régule I'noméostasie vasculaire. Elle permet, tout
comme le NO, une vasodilatation et une inhibition de I'agrégation plaquettaire (Moncada et al., 1977; Radomski
et al., 1987). L'action vasodilatatrice de la PGI, s'opére par une élévation du taux intracellulaire d’AMPc
(Flammer and Lischer, 2010). Mais les effets de la PGI, sont intimement liés a ceux du NO. En effet, la PGI,
facilite la libération endothéliale de NO (Shimokawa et al., 1988) qui, en retour, potentialise I'action des PGI, au
niveau musculaire par inhibition de la phosphodiestérase, prolongeant ainsi indirectement la demi-vie de I’AMPc
(Delpy et al., 1996). Toutefois, la contribution de la PGI; a la relaxation endothélium-dépendante est beaucoup
moins importante que celle du NO, puisque dans certain territoires vasculaires, son effet ne peut étre observé
que lorsque les autres voies ont été inhibées (Liischer et al., 1990). En effet, son action est plus importante
dans les territoires vasculaires de petite taille par rapport aux vaisseaux de conductance (Joannides et al.,
1995). Enfin, dans les maladies vasculaires, la PGI, peut jouer un réle compensatoire en cas de diminution de la
bioactivité de NO (Félétou et al., 2011).

L’EDHF

L'observation d'une hyperpolarisation des CMVLs par I'ACh en présence d'inhibiteurs de NO (L-NAME) et
de COX (indométacine) a permis de mettre en évidence de nouveaux factuers impliqués dans la vasodilatation :
les facteurs hyperpolarisant de I'endothélium (EDHF) (Busse et al., 2002). Ces molécules sont capable de
produire une hyperpolarisation au niveau de la membrane des CMVLs empéchant ainsi I'entrée du calcium dans
la cellule, ce qui a pour conséquence de bloquer la contraction (Sandoo et al., 2010). La nature des EDHF reste
controversée mais |'utilisation d'apamine et de charybdotoxine, inhibiteurs spécifiques des canaux SKa et IKa
des cellules endothéliales, suggerent I'implication de ces deux types de canaux dans ce phénoméne (Busse et
al., 2002).
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b) Facteurs vasoconstricteurs

L’angiotensine II

Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone est un systéme humoral jouant un role essentiel dans le
maintien de I'homéostasie hydrosodée et la régulation de la pression artérielle. La rénine circulante secrétée par
I'appareil juxtaglomulaire rénal convertit I'angiotensinogéne, dérivé du foie, en angiotensine I (Danser and
Nguyen, 2008) . L'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) permet la conversion d'Angl en Angll qui
exerce ses actions via des récepteurs aux protéines G a 7 domaines transmembranaires dont les récepteurs
AT1R et AT2R. La liaison de I' AngII a son recepteur AT1R induit, entre autre, a la contraction, la prolifération et
I'nypertrophie des CMVLs, alors que sa fixation au récepteur AT2R pourrait avoir des effets inverses (Nakajima
et al., 1995).

L’endothéline-1

L'endothéline est un puissant vasoconstricteur (Hickey et al., 1985), présent sous 3 isoformes de 21
acides aminés chacune : ET-1, ET-2 et ET-3 (Inoue et al., 1989). Dans le systéme vasculaire, seule I'ET-1 est
présente. Cette molécule, produite par I'endothélium, provient du clivage de précurseurs inactifs (les pré-pro-
Ets et la Big-ET) par I'enzyme de conversion de I'endothéline (Yanagisawa et al., 1988). La libération de cette
molécule est stimulée par des facteurs inflammatoires tels que IL-1, TNF-a et est diminuée par le NO et ou la
PGI, (Alonso and Radomski, 2003). En se liant a ses récepteurs, ET-A et ET-B au niveau des cellules
musculaires lisses, I'ET-1 va induire une vasoconstriction, alors que sa fixation a I'ET-B endothéliale va induire
une vasorelaxation (Bacon et al., 1995; Davenport et al., 1995; Tirapelli et al., 2005). L'ET-1 est également
capable de provoquer une inflammation. En effet, sa liaison au récepteur ET-A active les macrophages,
augmente I'adhérence des neutrophiles sur la paroi vasculaire, augmente les radicaux libres qui entrainent une
dysfonction endothéliale. Enfin, I'ET-1 provoque la prolifération des CMVLs en se fixant aux récepteurs ou par
activation d'autres facteurs de croissance comme PDGF, ce qui entraine I'augmentation du ratio média /lumiére

des vaisseaux (Sandoo et al., 2010).

Le thromboxane A,

Le thromboxane A, (TXA2) est le vasoconstricteur majeur produit par les COXs. En effet, I'endothélium
vasculaire permet la synthése de prostaglandines H, a partir de |'acide arachidonique via les COX-1 (Qian et al.,
2012). Ces prostaglandines H, sont ensuite transformées en TXA2 par la thromboxane synthase (Qian et al.,
2012). Le TXA,, par sa fixation sur ses récepteurs (récepteurs TP) qui se trouvent a la fois sur les plaquettes et
sur les CMVLs, a des effets pro-agrégants, pro-inflammatoires mais aussi vasoconstricteurs et s‘oppose ainsi

aux effets de la PGI, (Auch-Schwelk et al., 1990). Comme le TXA, et la PGI; sont, tous les deux, produits par
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les COXs, la balance entre ces deux molécules aide au maintien de I'noméostasie du vaisseau (Sandoo et al.,
2010).

Les espéces réactives de I'oxygéne

Les especes réactives de I'oxygene (ROS) comprennent I'anion superoxyde (0O;), le radical hydroxyle
(HO") et les molécules comme le peroxyde d'hydrogene (H,0,), le peroxynitrite (ONOO") et I'acide hypochloreux
(HOCI) (Touyz and Schiffrin, 2004). Dans les vaisseaux, les ROS sont produites par les cellules endothélailes
mais aussi par les CMVLs et les fibroblastes. Parmi ces ROS, les anions superoxyde sont des espéces chimiques
instables qui possédent un électron non apparié. Ils sont produits dans les mitochondries, le réticulum
endoplasmique et dans la membrane de plusieurs types cellulaires dont les macrophages et les cellules
endothéliales. La production de ROS met en jeu les NADPH oxydases, la xanthine oxydase, la lipoxygénase, le
cytochrome P450 ou encore la eNOS découplée (Stroes et al., 1998). En s'associant avec le NO, les Oy
permettent la formation de (ONOO’) (Beckman et al.,, 1990), considérés comme facteurs vasoconstricteurs
(Katusic and Vanhoutte, 1989).
Le systéme permettant de contrebalancer les ROS, protégeant ainsi la cellule du stress oxydatif, est composé
de 3 isoformes de la superoxyde dismutase (SOD) : la SOD cytosolique (CuZn-SOD), la SOD mitochondriale
(Mn-SOD) et la SOD extracellulaire (EC-SOD). Elles sont responsables de I'élimination de I'0,” dans les cellules
vasculaires en convertissant 1'0,” en H,0,. Le H,0; est ensuite converti en H,0 par la catalase et la glutathion
peroxydase (GPX) (Yung et al., 2006). Ainsi, les ROS peuvent moduler directement la réactivité des vaisseaux
en intervenant a la fois dans la dilatation et la contraction, dépendant du territoire vasculaire et du type de ROS
généré (Touyz and Schiffrin, 2004).

2.2.2. Cellules musculaires lisses et réactivité vasculaire
a) Relaxation de la cellule musculaire lisse vasculaire (Figure 13)

En déterminant le diamétre de la lumiére des vaisseaux, la dilatation ou contraction des CMVLs controle
la pression artérielle et la répartition des débits sanguins. L'état contractile des CMVLs refléte, a chaque instant,
I'équilibre entre les facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs qui controlent le niveau de phosphorylation
des chaines légéres de myosine (MLC). La relaxation de la CMVL résulte de la diminution de la concentration et
de la sensibilité au Ca®* intra-cytoplasmique soit par I'expulsion du calcium & I'extérieur de la cellule, soit par
son recaptage dans le réticulum endo-sarcoplasmique, soit par l'activation de la phosphatase des MLCP
bloquant ainsi I'activation des MLC. Certains médiateurs comme le NO ou la PGI, entrainent, par I'action de la
guanylate cyclase et de I'adénylate cyclase, I'augmentation de GMPc et d’AMPc. Les protéines kinases PKG et
PKA sont alors activées et vont étre responsables de la phosphorylation du phospholamban. Ce peptide, a I'état
non phosphorylé, est un inhibiteur des pompes ATPases—Ca’* dépendantes du réticulum sarcoplasmique
(Serca) responsables du recaptage du calcium du cytoplasme vers le réticulum. La levée d'inhibition des
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pompes Serca induit alors une relaxation de la CMVL. Par ailleurs, PKG et PKA sont également responsables de
la phosphorylation de la Myosin Light Chain Kinase (MLCK), la rendant inactive. Les chaines Iégéres de myosine
ne peuvent ainsi étre activées par la MLCK, contribuant ainsi a la relaxation de la CMVL. Enfin, la diminution du
Ca’* intra-cytoplasmique peut également étre due a I'efflux du calcium par stimulation des pompes Serca, de
I'’échangeur Na*/Ca* ou par activation des canaux potassiques ATP et calcium-dépendants. En effet, aprés
phosphorylation de ces derniers par la PKG ou I'activation directe par le NO, il se produit une hyperpolarisation
membranaire qui inhibe I'entrée du calcium via les canaux calciques voltage-dépendants (Collin and Levy,
2008) .

b) Contraction de la cellule musculaire lisse vasculaire (Figure 13)

La vasoconstriction résulte de I'augmentation de la quantité et de la sensibilité au Ca®* dans la CMVL.
Deux systémes dépendants et synergiques peuvent étre mis en jeu :

- la stimulation des CMVLs par des agonistes vasoconstricteurs tels que I’AnglI, I'ET-1, le TXA2 ou encore
la vasopressine, la noradrénaline via leurs récepteurs membranaires spécifiques (récepteurs couplés a
une protéine G) déclenche une cascade enzymatique mettant en jeu, dans la majorité des cas, la
phospholipase C, laquelle hydrolyse le phosphatidylinositol bisphosphate en inositol trisphosphate (IP3)
et en diacylglycérol. L'IP3 libéré va se fixer sur des canaux calciques réticulo-plasmiques assurant leur
ouverture et la libération du calcium.

- l'augmentation de calcium intra-cytoplasmique peut étre due a une modification du potentiel de
membrane. Le potentiel de membrane des cellules musculaires lisses varie entre —45 et =70 mV et
une dépolarisation (rapprochant le potentiel de membrane de 0 mV) induit I'ouverture des canaux
calciques voltage dépendants et I'entrée du calcium extracellulaire dans la CMVL. Ainsi, le calcium
intra-cytoplasmique, passant d'une concentration d’environ 0,1 M a I'état basal a une concentration
seuil supérieure a 1 M, va se complexer a différentes molécules dont la calmoduline. Le complexe
Ca’*—Calmoduline ainsi formé, active alors la MLCK, responsable de la phosphorylation et ainsi de
I'activation MLC. L'activité ATPasique des chaines légeres de myosine permet la contraction des
filaments d'actine et ainsi la contraction du muscle lisse vasculaire. Par ailleurs, le diacylglycérol, libéré
au cours de cette réaction, active la protéine kinase C, responsable de la phosphorylation de la MLCP

devenant ainsi inactive.
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Figure 13: Mécanismes de la contraction et relaxation de la cellule musculaire lisse vasculaire (CMVL). AC :
adénylate cyclase ; ACh : acétylcholine ; ADM : adrénomédulline ; ADP : adénosine diphosphate ; AMPc :
adénosine monophosphate cyclique ; ANP : peptide natriurétique atrial ; ATP : adénosine triphosphate ; DAG:
diacylglycerol ; Gq : protéine G/sous-unité alpha de type q ; Gs : protéine G/sous-unité alpha de type s ; GC :
guanylate cyclase ; GMPc : guanidine monophosphate cyclique ; IP3 : inositol trisphosphate ; MLC : chaine
légére de myosine (Myosine Light Chain) ; MLCK : kinase de la chaine légére de myosine (Myosine Light Chain
Kinase) ; NO : monoxyde d'azote ; Pi: phosphate inorganique ; PIP2 : phosphatidylinositol bisphosphate ; PKA :
protéine kinase A ; PKG: protéine kinase G ; PKC : protéine kinase C ; PLB : phospholamban ; R : récepteur
couplé a une protéine G ; R-IP3 : récepteur a I'IP3, ROC : canaux récepteur-dépendants (Receptor Operated
Channels) ; Ry-R : récepteur a la ryanodine ; Serca : pompes de recaptage du calcium cytoplasmique (Sarco
Endoplasmic Reticulum Calcium ATPases) ; VIP : peptide inhibiteur vasoconstriction (Vasoactive Inhibitor

Peptide) ; VOC : canaux voltage-dépendants (Voltage Operated Channels) (Collin and Levy, 2008).

3. Remodelage vasculaire

Les vaisseaux n‘ont pas de structure fixe ; ils peuvent se modifier sous l'influence de stimuli mécaniques,
neuronaux ou humoraux, physiologiques ou pathologiques ; ce phénoméne est appelé remodelage. Le concept
de remodelage artériel a été initialement proposé par Baumbach et Heistad en 1989 (Baumbach and Heistad,
1989).

Les artéres de conductance et les arteres de résistance sont capables de détecter les changements dans
I'environnement, d'intégrer les signaux de communication intercellulaire et, grace a la production locale de
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médiateurs, d'influer sur leurs structures et leurs fonctions (Renna et al., 2013) par la réorganisation
géométrique de la paroi ; ceci aussi bien en réponse a des modifications physiologiques de la circulation
sanguine (e.g. l'activité physique qui provoque une augmentation du flux sanguin aboutissant a un
accroissement du diameétre vasculaire) qu‘a des stimuli pathologiques (e.g. I'HTA ou la diminution du débit
sanguin qui conduit a un rétrécissement du diameétre). Ainsi le remodelage désigne la capacité de I'artére a
modifier, de fagon durable, son calibre (élargissement ou diminution) en faisant intervenir différents processus
cellulaires (la croissance, |'apoptose, la migration cellulaire avec production ou dégradation de matrice
extracellulaire...). Ce phénoméne met en jeu des interactions dynamiques entre les facteurs de croissance
générés localement (e.g. VEGF), les substances vasoactives (e.g. Angll ou, ET-1) et les stimuli
hémodynamiques (e.g. forces de cisaillements, étirements) (Gibbons and Dzau, 1994).

Une altération chronique du profil hémodynamique entraine le remodelage de la paroi vasculaire.
Suivant les profils hémodynamiques, différents types de remodelage vasculaire peuvent se développer. Les
mécanismes qui déterminent ces différentes formes de remodelage sont complexes, mais semblent étre initiés

par des variations de pression, de débit, ou de I'environnement hormonal pergu par le vaisseadu.
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Figure 14: Les différents types de remodelage existants en fonction des modifications de surface de la média
et de diameétre interne dans les artéres de conductance (AC) et de résistance (AR), adapté de Mulvany et coll
(Mulvany et al., 1996).

En réponse a différents stimuli, le vaisseau est capable de s’adapter en faisant varier sa masse pariétale
(surface de la media) ou son diamétre, ou les 2. Les variations de masse pariétale peuvent étre soit de type

hypertrophique (augmentation de la quantité de matériau avec augmentation de la surface sectionnelle), soit
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de type hypotrophique (diminution de la quantité de matériau). Quant aux variations du diamétre, il est
possible d’observer soit une diminution du diametre interne signe d’'un remodelage constrictif (généralement
néfaste) (Castorena-Gonzalez et al., 2014; Chantler and Frisbee, 2015), soit a une augmentation de ce
diametre signe d'un remodelage expansif (bénéfique) (Osol and Mandala, 2009; Whyte and Laughlin, 2010).
Les vaisseaux qui ne présentent que des modifications de diamétre sans évolution de leur masse pariétale font
un remodelage dit eutrophique (Figure 14).

L'augmentation chronique de pression provoquée par I'hypertension va induire un remodelage hypertrophique
des artéres de conductance (Flamant et al., 2007) et un remodelage eutrophique constrictif au niveau des
artéres de résistance (Prewitt et al., 2002). L'augmentation chronique de flux va induire un remodelage
expansif hypertrophique dans les artéres de conductance (Tronc et al., 1996) et de résistance (Vessiéres et al.,
2012). Au contraire, une baisse de débit chronique provoque un remodelage constrictif hypertrophique des
artéres de plus gros calibre (Langille and O'Donnell, 1986; Tang et al., 2008) et un remodelage constrictif
hypotrophique des artéres musculaires (Baron-Menguy et al., 2010). Ces différents types de remodelage sont

approfondis dans le chapitre 5 ci-dessous.

3.1. Remodelage artériel et hypertension

3.1.1. Arteres de conductance et remodelage dii a I'hypertension artérielle
La capacité des gros vaisseaux a faire varier activement leur diamétre par une contraction de leurs
CMVLs est trés limitée. Aussi, dans ces vaisseaux, une augmentation graduelle de la pression luminale est
accompagnée d’'une augmentation durable du stress pariétal, stimulant de ce fait une réponse
hypertrophique. Ceci aboutit a un épaississement de la média, associé a une augmentation du nombre et/ou
de la taille des CMVLs et de la quantité de matrice extracellulaire (MEC). Cette réponse hypertrophique permet
ainsi de normaliser la tension pariétale. Au cours de I'hypertension artérielle, le remodelage hypertrophique
d'artéres a deux conséquences fonctionnelles :
- acourt et a3 moyen termes, il préserve les propriétés élastiques de la paroi artérielle
- along terme il potentialise le développement de I'athérosclérose en effet, alors que son but initial est
de maintenir une perfusion tissulaire efficace malgré les agressions subies par la paroi artérielle, ce
remodelage peut, a terme, avoir des conséquences néfastes, notamment sur la rigidité artérielle ou la

constitution de la plaque d’athérome.

Mécanismes

Les intégrines joueraient un role important dans le remodelage hypertrophique en transmettant le
stimulus mécanique vers l'intérieur de la cellule. Une fois stimulées, les intégrines activent les MAP kinases
provoquant I'augmentation de facteurs de transcription (c-fos) et I'expression de plusieurs protéines comme les
métalloprotéases (MMPS), ICAM-1 ou IGF-1. D'autres parts, le NO joue un rdle majeur dans I'état de

quiescence des CMLVs alors que I'ET-1 et I’AnglI, toutes deux augmentées en cas d’HTA, agissent comme des
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promoteurs de la croissance cellulaire. Ceci contribuerait donc au remodelage hypertrophique (Flamant et al.,
2007).

D’autres facteurs de croissance, comme le PDGF (platelet-derived growth factor ou facteur de croissance dérivé
des plaquettes), peuvent également étre impliqués dans la réponse hypertrophique en réponse a
l'augmentation de pression (Mulvany et al., 1996). En effet, en cas d’hypertrophie, I'expression de l'isoforme
PDGF-A est accrue au niveau de l'aorte des rats spontanément hypertendue et dans les artéres de rats soumis
a une hypertension d‘origine rénale (modele 1 rein-1 clip) (Boumaza et al., 2001).

Enfin, bien que le contenu en élastine de la paroi vasculaire, en présence de remodelage hypertrophique associé
a I'hypertension artérielle (Hadjiisky et al., 1987) ne soit pas modifié, la structure de I'élastine semble étre

modifiée avec une diminution de la taille de ses fenestrations (Boumaza et al., 2001).

3.1.2. Arteres de résistance et remodelage dii a I'hypertension artérielle

Au niveau des artéres de résistance, la vasoconstriction chronique et I'hypertension sont toutes
associées au rétrécissement de la lumiére et par la suite au remodelage constrictif (Huelsz-Prince et al.,
2013). L'activation des mécanismes de développement d’une HTA (cause génétique et/ou environnementale,
systémes neuro/hormonaux) aboutit a I'augmentation du stress oxydant et de l'inflammation (Intengan and
Schiffrin, 2001) ; ce qui va induire une dysfonction endothéliale due a la réduction de la biodisponibilité du NO
d’'une part, et une vasoconstriction avec la croissance et l'apoptose des CMVLs accompagnée par des
modifications de la MEC d’autre part (Touyz, 2005). Ainsi, en cas d'augmentation de pression artérielle,
I'accroissement du tonus myogénique va céder progressivement la place a un réarrangement du matériel
pariétal autour d’une lumiére plus petite, ce processus étant appelé remodelage eutrophique. Le remodelage
constrictif eutrophique entraine alors une réduction durable du calibre des vaisseaux de résistance, et constitue
la base structurale de l'accroissement des résistances vasculaires dans I'HTA. L'augmentation de la masse
pariétale (hypertrophie), quant a elle, ne serait qu'un mécanisme compensatoire du remodelage eutrophique
devenant insuffisant, a lui seul, pour normaliser le stress pariétal (Pries et al., 2005). Ce remodelage
hypertrophique, bien que généralement observé dans les artéres de conductance, peut se retrouver dans les
artéres de résistance chez des patients présentant une hypertension réno-vasculaire (Rizzoni et al., 1996).
L'épaississement de la média est alors associée a la prolifération et I'hypertrophie des CMVLs et a une synthése
accrue de la MEC (collagene, fibronectine et glycosaminoglycanes) (Touyz et al. 2001). Au cours de I'HTA, le
remodelage hypertrophique peut également étre associé a I'activation du systéme de I'ET-1 (Schiffrin 2000). Ce
type de remodelage, initialement adaptatif, devient finalement délétére en ayant des conséquences
dramatiques sur la pression de perfusion locale et I'apport sanguin des organes cibles compromettant leur

fonction, et contribuant ainsi aux complications cardiovasculaires de I'HTA.
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Mécanismes

Ce processus nécessite la transmission de I'information des CMVLs activées a la MEC via les intégrines
pour aboutir au réarrangement de la fibronectine, des fibres de collagéne et de la matrice extracellulaire
(Bakker et al., 2004). Ce réarrangement matriciel nécessite les MMPs et correspondrait a une autorégulation
des CMVLs permettant de diminuer le diametre interne sans dépense énergétiques (Martinez-Lemus et al.,
2004) (Figure 15).
De nombreux processus cellulaires peuvent étre impliqués dans le remodelage. Des études cliniques et
expérimentales ont montré que l'augmentation de la production de ROS, par un accroissement de |'activité de la
NADPH oxydase et des réactions inflammatoires (attachement et migration des leucocytes), était au centre de
nombreuses perturbations dont des modifications de la matrice extracellulaire, aboutissant ainsi a
I'augmentation du ratio paroi/lumiére (Savoia and Schiffrin, 2007). La stimulation de I'activité NADPH oxydase
serait due a des niveaux élevés d’Angll circulante (Touyz, 2005), augmentant ainsi I'expression de médiateurs
de l'inflammation, de molécules d'adhésion et ainsi des MMPs, notamment MMP-2 et MMP-9 qui jouent un role
central dans la migration des CMVLs et leur réorganisation.

Neurohumoral/hormonal drive | <— | Genetics /Environment

/ v
- Vasoactive peptides (Angiotensin,endothelin ,etc.)
Elevated 7
blood
pressure ———————> Reactive oxygen species
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Figure 15: Mécanismes physiopathologiques conduisant au remodelage des artéres de résistance en cas

d'hypertension artérielle (Intengan and Schiffrin, 2001).

L’angiotensine II (Figure 16)
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La liaison de I’AnglII (fortement exprimée dans la plupart des cas d’hypertension) a son récepteur AT1R
induit I'activation de kinases telles que c-Src, FAK, PI3K et JAK2 qui, a leurs tours, activent des molécules de
signalisation telles que MEK/MAPK agissant sur l'inflammation, la croissance, I'apoptose, la migration et la
survie cellulaire. D’autre part, le couple AngII/ATiR stimule la voie PLC-IP3 induisant la libération de Ca®*
intracellulaire nécessaire a la contraction des CMVLs mais également les MMPs capables de libérer la liaison
héparine de I'EGF (epidermal growth factor) (Saito and Berk, 2001). De plus, I'Angll active des récepteurs a
activité tyrosine kinase, méme si elle ne peut pas se lier directement dessus; ce processus de transactivation a
été démontré pour les récepteurs de I'EGF, du PDGF et de I'IGF-1 (insulin-like growth factor-1 ou facteur de
croissance ressemblant a I'insuline ou somatomédine C) (Saito and Berk, 2001). En cas d’hypertension, I’AngIl
augmente la production d'hormones vasoactives telles que I'ET-1, mais aussi des facteurs de transcription
comme le TGFB (transforming growth factor), le bFGF (basic fibroblast growth factor, le facteur de croissance
basique des fibroblastes) et I'IGF-1. Enfin, I’AnglI relaye plusieurs actions cellulaires en stimulant la formation
de ROS (Shi et al., 1999) ; en effet, I’AngIl est un puissant stimulateur vasculaire de la NADPH oxydase
(Griendling et al., 1994).
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Figure 16: Voies de signalisation induites par I'angiotensine II (AnglI) et les espéces réactives de I'oxygéne

(ROS) dans les cellules musculaires lisses vasculaires adapté de touyz (Touyz, 2005).

Le stress oxydant (Figure 16)
L'élévation de la pression artérielle provoque un stress oxydant (Barton et al., 2001; Griendling et al.,

2000). Ainsi l'activation de la NADPH oxydase par I’AnglI induit une production accrue d'anion superoxyde (O;)
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et de peroxyde d’hydrogéne (H,0,) aboutissant a une augmentation de la quantité de ROS dans le vaisseau.
Cette augmentation va alors stimuler I'activation de facteurs de transcription tels que NF-kB, AP-1 et HIF-1 qui
a leurs tours vont activer les génes pro-inflammatoires pour produire des cytokines et des chimiokines et
induire I'expression de molécules d'adhésion cellulaire. Les ROS sont donc impliqués dans presque tous les
stades de la réponse inflammatoire, y compris la perméabilité vasculaire, 'adhésion des leucocytes et leur
transmigration, la chimiotaxie, la croissance cellulaire et la fibrose (Harrison et al., 2003). L'équipe de Martinez-
Lemus en 2011 a pu montré que la stimulation prolongée d'artéres de résistance avec de la noradrénaline
associée a I'’AngII induisait une activation des MMPs dépendante de I'activation des ROS (Martinez-Lemus et al.,
2011). Ainsi, en plus de sa capacité a activer les voies des MAP kinases (p38, JNK et ERK5) et des canaux
ioniques tout en réprimant la voie des tyrosines kinases, les ROS sont capables d’activer la voie des MMPs

permettant ainsi la réorganisation de la paroi (Touyz, 2005)

L’inflammation

Dans I'hypertension artérielle, une relation étroite entre remodelage constrictif des artéres de résistance
et inflammation, liée a I'action de I'Angll, de I'ET-1, et a la production de ROS a été montré (Savoia and
Schiffrin, 2006). Mais, les cytokines pro-inflammatoires sont également capables d'activer directement la
NADPH oxydase responsable du remodelage (Chabrashvili et al., 2002; Chandramohan et al., 2008)

D’une part, I'angiotensine II, via le stress oxydant, favorise l'inflammation en activant NF-kB (facteur
nucléaire-kappa beta), qui a son tour va déclencher la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Vaziri, 2008)
notamment VCAM-1(vascular cell adhésion protein 1 ou protéine d'adhésion de cellule vasculaire) et la E-
sélectine (Pueyo et al., 2000). L'AngII module également la production de MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein-1 ou protéine chimiotactique des monocytes) et de l'interleukine 6 (IL-6), stimulant ainsi le recrutement
des leucocytes mononucléaires au niveau de la media. Ces facteurs sont augmentés dans le plasma de patients
hypertensifs et refletent I'état d'inflammation vasculaire (Hlubocka et al., 2002).

Ainsi, le stress oxydant et l'inflammation sont impliqués dans un cercle vicieux dans lequel I'activation de I'un
entraine la stimulation de l'autre, avec deux éléments intermédiaires majeurs: les ROS et NF-kB (Figure 12).

Enfin le systéme immunitaire semble jouer un réle direct dans le remodelage constrictif associé a
I'nypertension (Ko et al., 2007). Au cours de l'inflammation, I'activation des macrophages entraine la sécrétion
de diverses cytokines notamment TNFa (facteur de nécrose tumorale alpha) qui stimule le processus
inflammatoire vasculaire impliqué dans I'HTA (Warren and Ralph, 1986). L'infiltration des cellules immunitaires
entraine la production excessive d'02" et I'expression d'Angll, ces derniers contribuant au stress oxydant et au

remodelage (Nava et al., 2003; Rodriguez-Iturbe et al., 2003) .

La transglutaminase tissulaire
Les premiéres études sur artéres mésentériques isolées ont montré qu’en présence de sérum de veau

foetal, les vaisseaux développaient une vasoconstriction progressive suivie d’'un remodelage constrictif sans
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modification de la surface de la média (Bakker, et al. 2000). Des études plus poussées ont permis de
démontrer que le processus de remodelage constrictif eutrophique nécessitait la transmission de I'information
des CMLVs activées a la MEC, via les intégrines B3, et aboutissait au réarrangement des fibres de collagéne et
de la MEC (Bakker et al., 2004). Ce réarrangement matriciel correspond a une autorégulation de la taille des
CMLVs permettant de diminuer le diamétre interne sans dépense énergétique (Martinez-Lemus et al., 2004).
Malgré tout, pour permettre cette réorganisation, les liaisons covalentes entre cellules doivent étre modifiées.
Malgré les études indiquant que les intégrines sont impliquées dans ce processus, en particulier les ayBs
intégrines (Bakker et al., 2004; Heerkens et al., 2006), un autre candidat semble impliqué dans le processus de
réorganisation de la matrice et donc dans le remodelage : la transglutaminase tissulaire ou transglutaminase 2
(tTG), enzyme de liaison des protéines, médiateur de l'interactions entre les intégrines et la MEC (Griffin et al.,
2002).

Plusieurs études ont montré que la tTG joue un rdle important dans le remodelage vasculaire constrictif.
En effet, le remodelage constrictif induit par I'ET-1 ou la phényléphrine au niveau des artéres mésentériques est
bloqué par des inhibiteurs de la tTG (cystamine) (Bakker et al., 2005; Eftekhari et al., 2007). L'utilisation de L-
NAME (L-NS-Nitroarginine methyl ester, inhibiteur de NO synthase) chez des souris tTG*'* provoque une
augmentation de la pression artérielle associée a un remodelage constrictif des petites artéres, absent chez les
souris tTG” déficientes en tTG malgré l'augmentation de pression artérielle (Pistea et al., 2008). Pourtant, des
études contradictoires utilisant les inhibiteurs de la tTG mettent cette enzyme hors de cause en cas de
remodelage constrictif dii a I'augmentation de pression. En effet, un traitement a la cystamine chez des rats
hypertendus ne modifie pas les propriétés vasculaires malgré la réduction de pression artérielle (Engholm et al.,
2011).

3.2. Remodelage artériel et variations de flux sanguin

3.2.1. Arteres de conductance et remodelage en réponse a des variations de flux

Des changements du flux sanguin conduisent a une réponse compensatrice de la paroi vasculaire afin de
normaliser les contraintes de cisaillement percues par les cellules endothéliales. La réorganisation structurale de
la paroi artérielle aprés des changements chroniques de flux sanguin a été étudiée principalement dans les
grosses artéres permettant une meilleure compréhension des maladies telles que I'athérosclérose et les
anévrismes.
Dans le cas d'une augmentation persistante du flux sanguin, le remodelage adaptatif du vaisseau implique
la réorganisation des composants cellulaires et extracellulaires autour d’un diametre artériel plus grand, associé
a son épaississement. Ce processus a été décrit pour la premiére fois dans les modéles cliniques de fistules
artério-veineuse (FAV) ; les fortes augmentations de flux induites par la liaison entre l'artére et la veine
(Shumacker, 1970), aboutissent a un ajustement du diameétre de l'artére correspondante suite a la
restructuration de la matrice extracellulaire et a la modulation de la capacité de synthése des CMVLs (Lehoux et

al., 2002). Au niveau expérimental, des études ont également montré que le flux sanguin en aigu (Pohl et al.,
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1986) et en chronique régulait le diametre des artéres en association avec la réorganisation des composants
cellulaires et extracellulaires de la paroi vasculaire (Langille et al., 1989). Cette réponse était liée a une réaction
des cellules endothéliales (Hull et al., 1986).

De nouveaux modeles de ligature ont ensuite été mis au point afin d’étudier le remodelage en réponse a une
augmentation et a une baisse de flux comme les modéles de ligature des carotides. Des études expérimentales
de ligature carotidienne chez le rat ont montré que la structure des vaisseaux était modifiée apreés 4 semaines
de ligature de la carotide gauche (Miyashiro et al., 1997). En effet, la carotide ligaturée avait un diametre
externe considérablement diminué (associé a une baisse de flux de 93%) alors que la carotide contro-latérale
voyait sont diamétre augmenté (en association avec une augmentation de flux de 46%). Ainsi, suite a une
diminution chronique du flux, les artéres de conductance seraient plutot soumises a une diminution de leur

diamétre,

Mécanismes
Le monoxyde d’azote

Le NO joue un rble majeur dans le remodelage au flux. En effet, dans les artéres exposées a des
augmentations chroniques de flux (ligature carotidienne), la production de NO est augmentée (Miller and
Burnett, 1992) en relation avec l'expression de la NO synthase endothéliale (eNOS) (augmentation de
I'expression dans la carotide ayant son débit augmenté et diminution d’expression dans la carotide ligaturée)
(Miyashiro et al., 1997), des forces de cisaillement et de I'augmentation de diameétre artériel (Tuttle et al.,
2001). Dans un modele expérimental de FAV entre l'artére carotide commune gauche et la veine jugulaire
externe, Tronc et son équipe ont montré que l'augmentation de diamétre de l'artére en réponse a
I'augmentation de débit, était contre-balancé par un traitement de 4 semaines au L-NAME. Ainsi, |'utilisation de
ces modéles a permis de prouver que le remodelage vasculaire induit par des modifications du flux sanguin
était en lien avec les contrainte de cisaillement percues par l'endothélium et sa réponse NO-dépendante
(Miyashiro et al., 1997; Tronc et al., 1996).

Le stress oxydant

Plusieurs autres études ont montré que les ROS étaient également impliquées dans I'activation des MMPs
(Grote et al., 2003; Rajagopalan et al., 1996). Ainsi, il est probable que le peroxynitriqgue (ONOQ"), formé a
partir de NO et d’O;", active les MMPs. En effet, |'utilisation du modéle de ligature carotidienne chez le lapin a
permis de mettre en évidence la présence d’'ONOQO" dans la paroi artérielle de la carotide non ligaturée (ayant
un flux augmenté) comparée a des vaisseaux traités au L-NAME (Tronc et al., 1996). Pour évaluer le réle de la
NADPH oxydase dans ce processus, I'équipe de Castier et coll a développé un nouveau modéle de FAV reliant
I'artére carotide droite commune avec la veine jugulaire adjacente chez des souris déficientes en p47phox ou en
gp91phox, deux sous-unités de la NADPH oxydase. Ils ont pu démontrer que la contrainte de cisaillement
engendrée par l'augmentation de flux activait uniquement la sous-unité p47phox de la NADPH oxydase
générant ainsi du ONOO™ qui active les MMPs et facilite le remodelage artériel (Castier et al., 2005).
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Les métalloprotéinases matricielles

Dans le modele de FAV, une des caractéristiques marquantes de la paroi artérielle, apres augmentation
du débit, est la fragmentation des lames élastiques internes par lintervention des MMPs (Greenhill and
Stehbens, 1987; Tronc et al., 1996) dont MMP-2 et MMP-9, hyper-activées peu de temps apreés la création de la
fistule. Cette sur-activité persiste jusqu'a 'augmentation du diameétre du vaisseau et a la normalisation de la
contrainte de cisaillement (Karwowski et al., 1999; Tronc et al., 2000)
. D'autre part, plusieurs études ont rapporté que l'inhibition des MMPs empéchait la dégradation de I'élastine
(Tronc et al., 2000), diminuant ainsi 'augmentation de diamétre engendré par I'augmentation de flux, dans les
modeles de FAV chez le rat (Karwowski et al., 1999) et le lapin (Tronc et al., 2000). Par la suite, des études
expérimentales ont mis en évidence un role du NO comme important régulateur des MMPs. En effet, dans les
modeles de FAV, l'inhibition de la eNOS par le L-NAME réduit 'activation des MMPs (Tronc et al., 2000) et limite

I'augmentation de diamétre de I'artére (Guzman et al., 1997; Tronc et al., 1996).

3.2.2. Arteres de résistance et remodelage en réponse a des variations de flux

Les artéres de résistance sont elles aussi capables de modifier leur structure suite a différents stimuli,
le type de réponse étant dirigé par le tonus vasculaire (Bakker et al., 2008a). Ainsi, un remodelage expansif
hypertrophique (augmentation du diamétre et de la masse pariétale) se produit dans des conditions
physiologiques (augmentation de flux) telles que l'exercice physique, la grossesse, le développement feetal ,
mais également dans la croissance tumorale et joue un role clé dans I'angiogeneése et I'artériogenese (Cousin et
al., 2010; De Mey et al., 2005). Le remodelage constrictif se produit plutot dans des conditions
pathologiques (diminution de flux) comme les maladies ischémiques, le diabete et I'hypertension (Mulvany,
2002).

Le modele le plus utilisé pour étudier le remodelage des artéres de résistance en réponse au flux est le
modéle de ligature des artéres mésentériques. En effet, I'architecture de la circulation mésentérique est
constituée d'un réseau en arcade, ce qui permet la modification chirurgicale du flux sanguin sans ischémie
tissulaire. Des artéres de 2™ ordre sont ligaturées afin d’en diminuer le flux (bas flux, BF) ; I'artére située entre
les 2 vaisseaux ligaturés voit son flux augmenter (haut flux, HF) ; les vaisseaux situés a distance des ligatures
gardent un flux normal (NF). Ces modifications se font sans modification de la pression artérielle ou de

I'environnement hormonal (Figure 17).
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Figure 17: Représentation du systéme de ligatures ; les ligatures des artéres de 2" ordre entrainent une
baisse de flux dans l'artére de 1 ordre correspondante. L'artére située entre les deux vaisseaux ligaturés est
désignée comme artére haut-flux (HF). Les artéres situées a distance des ligatures ont un débit normal (NF)
(Loufrani and Henrion, 2008).

Mécanismes (Figure 18)
L’inflammation

En réponse a des variations de flux, les cellules inflammatoires jouent un réle crucial dans le remodelage
des artéres de résistance. En effet, il a été démontré que I'augmentation des forces de cisaillement en réponse
a une augmentation de flux attirait les monocytes (Heil and Schaper, 2004). Ces cellules inflammatoires
peuvent ainsi contribuer directement au remodelage, par la libération d'enzymes de dégradation de la matrice
telles que les MMP-9 dont une augmentation d'expression est observée (Bakker et al., 2008a; Castier et al.,
2005; Retailleau et al., 2010). Bien que les leucocytes peuvent faciliter le remodelage expansif, ils peuvent
également contribuer a un remodelage constrictif grace aux macrophages (Bakker et al., 2006). En 2008,
Bakker et ses collegues ont montré que les artéres de résistance exposées a une diminution ou a une
augmentation de flux sanguin avaient une proportion de macrophages dans I'adventice plus importante. D'autre
part, les remodelages constrictif et expansif de ces artéres étaient inhibés par I'élimination des monocytes et
des macrophages suite a une perfusion de clodronate encapsulé dans des liposomes ; ce qui indique que
I'altération du flux sanguin déclenche une réponse inflammatoire (Bakker et al., 2008a). En effet, I'expression
des marqueurs CD68 (marqueur de macrophages), CD11b (marqueur de leucocytes activés), TNFa et IL-1b
(cytokines associées a la réponse inflammatoire T-helper 1, Th1) sont augmentés de fagon similaire dans les
vaisseaux a haut et bas flux (Bakker et al., 2008a). Par contre, I'expression d'IL-4 (cytokine associée a des
lymphocytes T auxiliaires 2, Th2) est significativement augmentée dans les vaisseaux a faible débit,
contrairement aux vaisseaux a haut débit (Bakker et al., 2008a). Enfin, la réaction inflammatoire n’est pas
seulement caractérisée par une régulation a la hausse des cytokines pro-inflammatoires, mais elle est
également accompagnée par I'augmentation de I'expression de cytokines anti-inflammatoires (TGFB, IL-10)
(Bakker et al., 2008a).

L’angiotensine II
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L'hypertrophie de la paroi artérielle, associée a I'augmentation du diameétre dans les artéres a haut flux,
implique la production locale d’AnglIl (Su et al., 1998). L'inhibition de la conversion de I'angiotensine I en Angll
par le perindopril, ou le blocage du récepteur AT1R par le candesartan, empéchent cette hypertrophie sans
affecter I'augmentation de diamétre (Cousin et al., 2010). Ceci est en accord avec d'autres travaux antérieurs
montrant l'implication du systéme rénine-angiotensine local dans la réponse vasculaire aux forces de
cisaillement (Matrougui et al., 2000). Il a également été montré que l'action hypertrophique de I'AngIl passait
par l'activation d’'ERK1/2.

D'autre part, I'AnglI, via I'activation d'ERK1/2, joue un rdle majeur dans le remodelage constrictif. En effet, des
études in vitro ont montré que le périndopril, le candésartan mais aussi le PD98059 (bloqueur d'ERK1/2)
réduisent la contractilité a I'AnglIl des vaisseaux (Baron-Menguy et al., 2010). In vivo, ces mémes inhibiteurs

empéchent la réduction de diamétre dans les artéres a bas flux (Baron-Menguy et al., 2010)

Le monoxyde d’azote et le stress oxydant

L'équipe de Baron-Menguy a pu montrer que la réduction de diamétre des artéres a bas flux était
associée a une réduction de la relaxation dépendante de I'endothélium et a la sous-expression de la eNOS
(Baron-Menguy et al., 2010). Ainsi, une réduction de flux diminue la stimulation des cellules endothéliales qui
produisent alors moins de NO, ne permettant plus de contre-balancer les effets vasoconstricteurs de I’AngllI et
la surproduction d’ions O, .Néanmoins, la réduction du niveau d'ions O, (tempol ou apocynine) n'a pas
empéché remodelage constrictif. A I'inverse, les cellules endothéliales des artéres a haut flux expriment une
plus grande quantité de eNOS par rapport a des artéres controles (Bouvet et al., 2007; Dumont et al., 2007) ce
qui aboutit a une augmentation de production du NO, indispensable a I'augmentation de diamétre du vaisseau
(Dumont et al., 2007). Dans ces mémes artéres, il a été montré une hausse du niveau des ROS (Bouvet et al.,
2007; Dumont et al., 2008). Ces ROS proviendraient non seulement des macrophages (Forman and Torres,
2001) mais également du NO, source principale d'ions ONOO", qui a son tour activerait les MMPs (Retailleau et
al., 2010).
La transglutaminase tissulaire

Le remodelage constrictif des artéres mésentériques de rat induit par une diminution du flux sanguin

fait également intervenir les tTG. Il a été montré que I'inhibition de la tTG atténuait le remodelage constrictif d{i
a une baisse de flux (Bakker et al., 2005). En effet, chez des souris déficientes en transglutaminase tissulaire
(souris tTG™”), il a été observé que bien que le remodelage constrictif di & une baisse de flux ne soit pas inhibé,
son apparition était retardée. mettant en avant l'implication du facteur XIII (transglutaminase circulante) libéré
par les macrophages présents dans l'adventice (Bakker et al., 2006). Dans ce modéle, il a également été
montré que le remodelage était inhibé par I'élimination des monocytes et des macrophages grace a une
perfusion de clodronate encapsulé dans des liposomes, suggérant également un role de l'inflammation (Bakker
et al., 2008a, 2008b; Matlung et al., 2009).
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Figure 18: Mécanismes de remodelage en réponse a des variations de débit : l'augmentation (A) ou la
diminution (B) du flux induisent une réponse inflammatoire responsable d’'un stress oxydatif et de synthése
d’angiotensine II. Il en résulte une activation des métalloprotéinases (MMP) qui provoquent une dissociation
partielle de la matrice extracellulaire (MEC) avec une activation de la transglutaminase (qui stabilise la paroi
vasculaire) dans I'artére a bas flux. La suite dépend alors du stimulus de base. Dans les artéres soumises a une
augmentation de débit, I'endothélium est sur-stimulé et produit plus de NO. Ce dernier agit sur la paroi
dissociée par les MMPs et augmente le diamétre artériel. Dans les artéres soumises a une baisse de débit,
I'endothélium est sous-stimulé et produit moins de NO. Ce dernier ne contrebalance plus I'angiotensine II qui
peut alors contracter I'artére. Dans tous les cas, le remodelage sera stabilisé lorsque le diamétre aura atteint un
niveau permettant de normaliser la contrainte de cisaillement. Dans I'artére a débit élevé, une hypertrophie

compensatrice est activée par les MAP kinase ERK1/2.
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Le risque cardiovasculaire est non seulement déterminé par les facteurs de risque conventionnels au
cours de la vie adulte mais également par une programmation précoce durant la vie feetale (Barker, 2005).
Ainsi, des modifications de I'environnement intra-utérin entrainent une programmation anormale adaptative des
fonctions vitales du feetus. Aprés la naissance, le changement d’environnement devenu « hostile », va induire le
développement progressif de maladies a I'age adulte.

L'épidémie actuelle d'obésité et de diabéte augmente la probabilité de diabéte chez la femme enceinte.
Qu'il soit pré-gestationnel de type 1 ou de type 2 ou gestationnel, le diabéte maternel entraine des
changements définitifs de structure et/ou de fonction des tissus du feetus en développement et reste, a ce jour,
associé a des complications a court mais également a long terme pour la descendance. En effet, de nombreuses
études ont montré que les enfants nés de parents diabétiques étaient plus souvent atteints de pathologies
cardiovasculaires et d’'HTA au cours de la vie adulte (Barker et al., 1989b; Torrens et al., 2009). Mais les
altérations de la fonction vasculaire, en cas de reprogrammation feetale induite par le diabéete maternel,
aboutissant au développement d'une HTA sont encore mal connues.
Les conséquences d’une exposition in utero a un diabéte maternel sur la fonction vasculaire de la descendance,
ont été étudiées en utilisant un modéle expérimental de rates rendues diabétiques par injection de
streptozotocine le premier jour de la gestation (Amri et al., 1999). Ce modéle animal de diabéte maternel est
caractérisé par des niveaux modérés d’hyperglycémie aboutissant a une gestation normale et a la naissance de
ratons sains, normotrophes. Dans ce modeéle, il a clairement été identifié que I'exposition in utero au diabéte
maternel était un facteur de risque du développement d’une HTA a I'age adulte. En effet, les petits issus de
meére diabétique développent une HTA aux alentours de 6 mois initialement modérée puis d’aggravation
progressive pour atteindre une PAS de 200 mmHg a I'dge de 18 mois. Chez ces animaux, une premiére étude a
montré que l'exposition in utero au diabéte maternel induisait un déficit néphronique congénital et une
reprogrammation des transports tubulaires de sodium, conduisant a une anomalie de I'excrétion sodée rénale,
pouvant étre responsable de cette HTA volo-dépendante (Nehiri et al., 2008). Au cours d'une seconde étude, il
a été montré des modifications du profil d’expression génique aortique spécifique des rats issus de meres
diabétiques au stade pré-hypertensif (3 mois) avec modifications d’expression de plusieurs acteurs de la voie
du métabolisme de I'acide arachidonique, notamment une diminution de I'expression du récepteur a la
prostacycline (IP) ayant des effets fonctionnels sur la vasodilatation induite par la PGI, au niveau des artéres de
conductance. Ces perturbations favoriseraient donc une vasoconstriction, pouvant étre reliée au développement

de I'HTA chez ces animaux (Duong Van Huyen et al., 2010).

Mais le niveau de la pression artérielle étant contr6lé principalement par le réseau microvasculaire, il
était intéressant d'étudier les effets de I'exposition in utero au diabéte maternel sur la reprogrammation de la
fonction vasculaire au niveau des artéres mésentériques afin de déterminer leur implication dans le
développement de I'HTA. Dans ce type d'artéeres, les débits sanguins locaux sont finement régulés grace a leur
capacité a moduler leur tonus en fonction de la pression, du débit et des besoins tissulaires. Ces artéres

possedent un tonus basal résultant de l'interaction entre le tonus myogénique (pression), la dilatation au flux
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endothélium-dépendante et les systemes neurohumoraux vasoactifs locaux. D’autre part, toute variation de
I'environnement hémodynamique va étre pergue au niveau des cellules vasculaires et se traduira par des
modifications fonctionnelles et structurales des vaisseaux. En réponse a ces contraintes, le vaisseau est capable
de se « restructurer » par une modification de son diameétre ou de I'épaisseur de sa paroi (remodelage artériel)
dans le but de normaliser les contraintes de la paroi. Aussi, il était important d’étudier également les
mécanismes du remodelage artériel suite a I'exposition in utero au diabéte maternel afin de mieux appréhender

la reprogrammation vasculaire en réponse a des modifications d’environnement feetal.

Au cours de cette thése, je me suis donc intéressé :

1) aux effets de I'exposition in utero au diabéte maternel sur la fonction des artéres
mésentériques de la descendance male,

2) aux effets de I'exposition in utero au diabéte maternel sur le remodelage vasculaire induit
soit par I'HTA, soit par des variations chroniques de débit sanguin dans les artéres
élastiques et musculaires de la descendance male, ainsi qu'aux modifications des voies de
signalisation impliquées dans le remodelage vasculaire,

3) a I'étude du dimorphisme sexuel en cas d’exposition in utero au diabéte maternel.
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1. Modele animal

Les animaux sont élevés a I'animalerie BNMI (agrément n°® B 49007003). Des rates femelles Sprague-
Dawley pesant 200-300g sont mises au male durant la nuit. Le lendemain matin, des frottis vaginaux sont
réalisés. Un frottis positif indique le premier jour de gestation. Puis les rates gestantes sont rendues diabétiques
le premier jour de gestation par une injection intrapéritonéale unique de streptozotocine (35mg/kg ip, STZ)
préparée dans du tampon citrate (0,4 mol/l, pH 4,4). Les animaux témoins regoivent, quant a eux, une quantité
équivalente de tampon citrate. L'état diabétique est vérifié chez les rates en mesurant leur glycémie sur une
goutte de sang prélevée a la queue (AccuChek®, Roche). Seules les rates dont la glycémie est comprise entre
15 et 25 mmol/l sont incluses dans I'étude. Ce statut diabétique est vérifié tous les 2 jours jusqu'a la mise bas.
A la naissance, les ratons males et femelles issus de méres diabétiques (DMO) ou de méres controles (CMO)
sont pesés, et chaque portée est réduite a 10 animaux. Tous les animaux sont maintenus dans une piéce
controlée pour la température (21°C) et la lumiére (cycle de 12h de lumiére). Ils ont libre accés a la nourriture

et I'eau jusqu'a expérimentation (3 et 18 mois).

Tous les projets suivants ont regu l'avis favorable du CEEA des Pays de Loire (CEEA 2011.42 du 23 novembre
2011 et dossier 00960.02 du 24 janvier 2014 renouvelé le 27 janvier 2016).

2. Mesure de la pression artérielle chez I'animal vigil

La pression artérielle est mesurée chez I'animal vigil soit par cathéter placé au niveau de l'artére
fémorale, soit par pléthysmographie.
La pression artérielle sanglante est mesurée a l'aide d'un cathéter (PE50 soudé a du PE10, DI : 0,28mm, DE :
0,61 mm, Biotrol) placé dans I'artére fémorale droite sous anesthésie. Aprés cannulation, le cathéter artériel est
glissé sous la peau et extériorisé dans la région inter-scapulaire du rat et est rempli d’'une solution de
polyvinylpyrrolidone (PVP) a 40% (Prolabo) hépariné (100UI/ml) pour éviter que le cathéter ne se bouche. Trois
jours apres l'opération, le cathéter est relié a un capteur de pression lui-méme relié a un systéme d’acquisition
permettant I'enregistrement de la pression artérielle continue pulsatile.
La mesure par pléthysmographie est réalisée grace a un manchon caudal placé sur la queue de I'animal
(systeme BP-2000, Viositech, Bioseb). Ce systéme est basé sur la photo-pléthysmographie transmissive, ol les
variations lumineuses transmises au travers de la queue constituent le signal de base analysé pour déterminer
la pression vasculaire et la fréquence cardiaque. A chaque battement du coeur, une onde de pression se déplace
dans le systéme vasculaire. Lorsqu'elle atteint la queue de I'animal, les vaisseaux se dilatent légérement, ce qui
occasionne une augmentation de la diffraction lumineuse (correspondant a la systole). Aprés le passage de
I'onde, les vaisseaux de la queue se contractent et la pression diminue, ce qui occasionne une réduction de la
diffraction lumineuse (correspondant a la diastole).
Pour une bonne qualité, fiabilité et reproductibilité des mesures, celles-ci ont été répétées pendant 2 semaines,

la premiére semaine servant de période d’habituation aux animaux.
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3. Myographie

La réactivité vasculaire basale de segments d’artéres mésentériques a été étudiée chez des animaux
agés de 3 et 18 mois. Aprés euthanasie, le mésentére est prélevé dans une solution physiologique dont la
composition est la suivante: NaCl 130mM ,KCl 3,7mM, MgS04(7H;0) 1,2mM, NaHCO; 14,9mM ,CaCl, (2H,0)
1,6mM , HEPES 5mM ,KH,PO4 1,2mM et D glucose 11mM. Les artéres mésentériques sont ensuite dégraissées
puis chaque segment de 2mm de long est monté dans les cuves d'un myographe de Mulvany (DMT). Un
premier fil de tungsténe de 40um de diamétre est inséré a l'intérieur de l'artére et fixé a une machoire, elle
méme reliée a un transducteur permettant de mesurer la tension. Un second fil est ensuite inséré et fixé a une
seconde machoire, reliée a une visse micrométrique permettant de régler I'écartement entre les deux

machoires et donc les forces appliquée sur les parois (tension isométrique) (Figure 19).

Myographie (tension isométrique)

machoire fixe reliée a un machaoire réglable reliée a
capteur de force une vis micromeétrigque

Figure 19: Technique de myographie (appareil et montage).
Une premiére étape de prétension est réalisée par palier jusqu'a obtenir une tension équivalente a 90 mmHg.
Aprés 45 minutes de repos, I'état fonctionnel de I'artére est vérifié par 3 tests successifs avec une solution riche

en potassium (80mM, permet de vérifier I'état fonctionnel du muscle lisse du vaisseau indépendamment de

I'endothélium), puis aprés lavage et 10 minutes de repos, une contraction & la phényléphrine (Phe, 10 M,
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agoniste al-adrénergique, permet de vérifier I'état fonctionnel du muscle lisse du vaisseau en passant par
I'endothélium), suivie d'une dilatation & I'acétylcholine (10® M, agoniste M2-muscarinique, permettant de
vérifier la viabilité de I'endothélium). Aprés un repos de 20 minutes, les différentes courbes doses réponses

sont ensuite réalisées :

« courbe dose réponse de contraction & la Phe 10° M & 10° M
« courbe dose réponse de dilatation & I'ACh 10° M & 10° M
« courbe dose réponse de dilatation au beraprost (analogue de la PGI,) 10° M & 10° M

+ courbe dose réponse de dilatation au SNP 10° M & 10° M

4. Ligature des arteres mésentériques

Les mécanismes de remodelage des artéres de résistance en réponse a des variations de flux ont été
étudiés au niveau des artéres mésentériques de rats CMO et DMO agés de 3 mois. Le rat est opéré sous
anesthésie (induction : isoflurane 5% et débit d'air de 2L/min puis maintien : isoflurane 2,5%). Une fois le
mésentére externalisé, des ligatures (nceud simple, fil de suture 7-0) sont réalisées sur les branches de 2™
ordre entrainant une baisse de flux dans l'artére de 1°" ordre correspondante (bas flux, BF), (Figure 20).
L'artere située entre les deux artéres ligaturées voit son flux augmenter (haut flux : HF) pour lui permettre
d'irriguer correctement les tissus en liaison avec les artéres ligaturées. Les artéres situées a distance des
ligatures ont des flux non perturbés et sont utilisées comme arteres de contrdle (flux normal, NF). Une fois les
ligatures réalisées, le mésentére est replacé dans la cavité abdominale puis I'abdomen est refermé avec suture

indépendante du plan musculaire et du plan épidermique (fil de suture 4-0).

Artere Bas Flux (BF) Artére Haut Flux (HF) Artére Normal Flux (NF)

Ol

Figure 20: Montage photo montrant I'emplacement de chaque ligature (tirets bleus) ainsi que le résultat des

variations chroniques de flux sur des coupes d'artéres mésentériques apres coloration a I'orcéine.
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Deux groupes d’animaux seront réalisés pour permettre d'étudier le remodelage soit aprés 7 jours de
ligatures ou soit aprés 21 jours de ligature. Les mésentéres seront étudiés par artériographie (étude du
diametre passif) puis par histomorphométrie. Deux jeux de ligatures sont réalisés sur chaque mésentére, un
jeu permettant I'étude du diamétre passif et le second prélevé pour des études biochimiques et conservé,

aprés prélevement a -80C°,

5. Ligature carotidienne

Les mécanismes de remodelage des artéres de conductance en réponse a des variations de flux ont été
étudiés au niveau des carotides de rats CMO et DMO agés de 3 mois. Les animaux sont opérés sous anesthésie
de la méme maniére que lors des ligatures des artéres mésentériques. Des ligatures (nceud double, fil de suture
4-0) ont été réalisées sur la branche commune de la carotide gauche, entrainant une baisse de flux dans
I'artére (BF) qui induit un remodelage constrictif. A l'opposé, la carotide droite non ligaturée subit une
augmentation chronique de flux sanguin induisant un remodelage expansif (Figure 21). Le remodelage

développé sera étudié 30 jours apres la ligature par histomorphométrie.

Artére Haut Flux (HF) Artére Bas Flux (BF)

“ir

Figure 21: Montage photo montrant I'emplacement de la ligature sur la carotide gauche (CAG ; emplacement
précisé par un tiret noir) ainsi que le résultat des variations chroniques de flux sur des coupes de carotide aprées
coloration a l'orcéine ; la ligature de la carotide gauche entraine une baisse de flux (bas flux, BF). La carotide

droite (CAD) non ligaturée est désignée comme artére haut flux (HF).
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6. Artériographie

L'artériographie permet I'étude de la réactivité vasculaire en réponse a des variations de pression ou de
flux. Le tonus myogénique et le diamétre passif de segments d’artéres mésentériques ont été étudiés chez des
animaux agés de 3 et 18 mois. Une fois I'animal euthanasié, le mésentére est prélevé dans une solution
physiologique dont la composition est la suivante: NaCl 130mM ,KCl 3,7mM, MgS04(7H,0) 1,2mM, NaHCO;
14,9mM ,CaCl, (2H,0) 1,6mM , HEPES 5mM ,KH,PO4 1,2mM et D glucose 11mM. Les artéres mésentériques
sont ensuite dégraissées et montées entre deux pipettes de verre reliées a 2 pompes peristaltiques permettant
de faire varier le flux ou la pression a l'intérieur du vaisseau. Une camera reliée a un ordinateur permet de
mesurer les variations de diamétre du vaisseau en réponse a des variations de flux ou de pression. Une fois
montée, l'artére est mise sous pression a 75 mmHg (pression physiologique). L'état des cellules musculaires
lisses ainsi que des cellules endothéliales est vérifié par des tests successifs de contraction au KCL, a la Phe
puis a I'ACh, comme pour la myographie. Les mesures de pression et de diameétre ont été recueillies a I'aide
d'un systeme d'acquisition de données Biopac (Biopac MP100 couplé au logiciel Acgknowledge) (Figure 22).

6.1. Tonus myogénique

La pression de base de l'artére est fixée a 10 mmHg. Des paliers successifs de pression sont ensuite
appliqués (10, 25, 50, 75, 100 et 125 mmHg) permettant de mesurer le tonus actif du vaisseau. Le diamétre du
vaisseau est mesuré a chaque palier de pression. Le tonus myogénique est la différence entre le diamétre passif
de I'artére et son tonus actif.

6.2. Diamétre passif

La solution physiologique saline est remplacée par une solution physiologique saline sans calcium
entrainant la mort du vaisseau (NaCl 130mM ,KCI 3,7mM, Mg,S04(7H20) 1,2mM NaHCO; 14,9mM , EGTA 2mM,
HEPES 5mM, KH,PO4 1,2mM et D -glucose 11mM). Les artéres sont alors mises a une pression de 75 mmHg et
incubées en présence de SNP 10 M et de papavérine 10 M pendant 20 min afin de dilater au maximum le
vaisseau. Les paliers successifs de pression (10, 25, 50, 75, 100 et 125 mmHg) sont a nouveau appliqués avec
une mesure de diameétre a chaque palier. Une fois les mesures terminées, la pression est redescendue a 75
mmHg et l'artére est fixée dans du para-formaldéhyde (PFA) 4 % pH 7,4 pendant 30 minutes. Les artéres sont
ensuite incluses dans de I'OCT par des vapeurs d'azote liquide et conservées a -80C° pour analyses

histomorphométrigues.
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Artériographie (tension isobarique)
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Figure 22: Principe de I'artériographie (appareil et montage).

7. Histomorphométrie

Aprés inclusion dans de I'OCT (Optimal Tissue Compound, Tissue-Teck, VWR), les cupules sont trempées
dans un bain d’isopentane refroidi afin de solidifier 'OCT de fagon douce et permettant ainsi de conserver les
structures des vaisseaux au maximum. Chaque échantillon est ensuite conservé a -80°C. Des coupes
transversales de 7 ym d'épaisseur ont été réalisées a I'aide d'un cryostat (Cryocut Leica CM3050 S, Leica
Biosystems). Les coupes sont ensuite placées sur des lames Superfrost Ultraplus (Thermo Fisher Scientific)
permettant une adhérence maximale des coupes.

Chaque lame est ensuite colorée a l'orcéine (coloration des fibres d’élastine en rose) et a I'eau lithinée

(coloration des noyaux en bleu). La solution d'orcéine est composée de 1g d’orcéine (Sigma), 100ml d’éthanol
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70%, 0,6ml d’HCI concentré. La solution d’eau lithinée est obtenue en saturant de I'eau stérile par du carbonate
de lithium et en filtrant la préparation.
Les lames sont plongées dans des bains successifs :

- 10 min dans la solution d'orcéine

- 2 fois 1 min dans de I'eau stérile pour le rincage

- 1 min dans de I'eau lithinée

- 2 min dans de I'eau stérile pour le rincage

- 5 min dans de I'éthanol absolu pour la déshydratation

- 3 fois 1 min dans du Toluéne
Une fois séches, les coupes sont montées entre lame et lamelle par 3 gouttes de milieu de montage DPX. Aprés
acquisition d'images a l'aide d’'une caméra reliée a un microscope (Olympus T100 microscope, caméra Sony),
les périmétres interne et externe de la média et la surface cross-sectionnelle de la média (MCSA) sont
mesurés ; le rapport surface média/surface lumiére (M/L) ainsi que les diamétres interne et externe sont

calculés. L'analyse est effectuée grace au logiciel Image J.

8. Rein isolé perfusé

Le rat est placé sous anesthésie (induction : isoflurane 5% et débit d'air de 2L/min puis maintien :
isoflurane 2,5%). Aprés laparotomie, le systéme intestinal de I'animal est extériorisé. L'aorte abdominale, les
artéres rénales, I'artere mésentérique supérieure et la veine cave inférieure sont nettoyées du tissu conjonctif
environnant. Le rein est dégagé et le carrefour de I'aorte abdominale avec I'artére rénale est minutieusement
disséqué sous loupe. L'aorte abdominale est ensuite incisée (coupe de 45 degrés couvrant les 2/3 de la lumiére
du vaisseau). Un cathéter est alors inséré et remonté jusqu’a l'artére rénale (Weiss et al., 1959). Le cathéter
(PE50/PE20, FMD) est maintenu en place par une ligature située au niveau de l'aorte abdominale. Le rein
perfusé par une solution de Krebs (selon (El-Mas et al., 2003)) est prélevé avec soin et placé dans une chambre
a organe chauffée (Boesen and Pollock, 2007), le systéme étant relié a 1 pompe peristaltique permettant de
perfuser le rein a des débits donnés. La pression de perfusion rénale est alors mesurée grace a un capteur de
pression reliée a un logiciel d'acquisition (Acgknowledge).

Aprés 30 a 45 minutes, la viabilité du rein est ensuite testée par le déclenchement d’une contraction a la
phényléphrine (107 M), suivie d'une dilatation & I'acétylcholine (10 M). Aprés un repos de 15 minutes,
différentes courbes dose-réponse sont réalisées a un débit physiologique de 5 ml/min:

« courbe dose-réponse de dilatation & I'ACh 10° M & 3*10° M

+ courbe dose-réponse de dilatation au beraprost (analogue de la PGI,) 102 M & 3*10% M

+ courbe variation de pression en fonction du débit (sans cacl2 + 100yL SNP + 10uL papavérine pour

dilater au maximum le systéme vasculaire rénal)
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9. Activité Transglutaminase

L'activité tTG des artéres mésentériques est mesurée sur vaisseau entier. Aprés euthanasie, le
mésentere de lanimal est prélevé rapidement puis disséqué et dégraissé. Les segments d'artéres
mésentériques sont ensuite incubés pendant 24 heures a 37°C dans 100 pl de tampon composé de milieu de
Leibovitz avec 10% de Sérum Feetal Bovin (Gibco), un mélange d’une solution antibiotique/antimycotique 1%
(Gibco), de la cadavérine marquée a I'AlexaFluor594 (10 pmol/L, Invitrogen), du Dapi (5 ug/ml, Molecular
probes), soit en présence de SNP (10 mol/L), soit de DTT (2 mmol/L, Sigma) ou des 2. Le DTT est utilisé
comme agent activateur permettant la translocation de la tTG et ainsi son activation. Le SNP, donneur de NO,
est utilisé comme inhibiteur de I'activité tTG. L'activité basale est observée sur des coupes sans DTT. Les
vaisseaux sont ensuite montés entre lame et lamelle pour observation en microscopie confocale (Nikon Eclipse
TE2000S) ; la fluorescence émise, qui représente I'activité de la tTG, est mesurée par le logiciel Image J.

L'activité tTG au niveau des carotides est réalisée sur des coupes de carotide fixées. Les coupes sont
dans un premier temps réhydratées pendant 5 minutes dans du PBS, puis saturées dans du PBS-BSA 5%. Les
coupes sont ensuite recouvertes de 100ul de tampon contenant du milieu de Leibovitz avec 10% de Sérum
Feetal Bovin (Gibco), un mélange d’une solution antibiotique/antimycotique 1%, de la cadavérine marquée a
I’AlexaFluor594 (10 umol/L), du Dapi (5 ug/ml) et du DTT (2 mmol/L). L'activité basale est observée sur des

coupes sans DTT.

10. Analyse statistique

Les tests ont été réalisés avec un risque p de 5%. La significativité de la variance entre les différents
échantillons a été déterminée par ANOVA a deux facteurs pour les courbes. Pour les autres analyses, des tests

non paramétriques ont été utilisés. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM.

11. Plan d’expérimentation
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Figure 23: Plan expérimental retracant les différentes études. Les parameétres gris correspondent aux études
effectuées longitudinalement ; les paramétres orange correspondent aux études réalisées chez les DMO et les
CMO agés de 3 mois ; les parametres bleus correspondent aux études réalisées chez les DMO et les CMO agés

de 18 mois ; AM : artéres mésentériques, CA : carotide, PA : pression artérielle.
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RESULTATS
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Premiére Partie: Effets de |'exposition in utero au diabéte
maternel sur la fonction des artéres mésentériques chez le

male

1°" article : “Long Lasting Microvascular Tone Alteration in Rat Offspring Exposed

in Utero to Maternal Hyperglycaemia”

Emilie Vessieres, Abdallah Dib, Jennifer Bourreau, Eric Lelievre, Marc-Antoine Custaud,

Martine Lelievre-Pégorier, Laurent Loufrani, Daniel Henrion and Céline Fassot

PLoS One, 2016 ; 11:e0146830
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Contexte scientifique

Comme pour toute autre espéce vivante, la croissance et la santé de 'homme dépendent du milieu dans
lequel il évolue. La période feetale et la trés jeune enfance sont certainement les périodes de plus grande
adaptabilité mais aussi de plus grande vulnérabilité face a cet environnement. Depuis une vingtaine d’années,
des preuves convergentes suggéerent que cette adaptabilité pourrait avoir des conséquences néfastes affectant
le développement et la santé des enfants et des adultes a long terme. Plusieurs modéles animaux tels que la
modification de la nutrition maternelle, la réduction de la circulation utéro-placentaire, ou l'utilisations de
traitements comme les glucocorticoides ont mis en évidence un lien étroit entre environnement feetal et
programmation de I'HTA a I'age adulte en montrant que des changements rénaux ou des modifications de la
régulation des hormones étaient impliqués (McMillen and Robinson, 2005; Nehiri et al., 2008; Vehaskari and
Woods, 2005). Indépendamment du mécanisme rénal, I’'HTA pourrait étre, en partie, due a une programmation
foetale entrainant une altération de la structure et/ou de la fonction vasculaire (Ghulmiyyah et al., 2011; Gomes
and Gil, 2011; Jones et al., 2012; Lamireau et al., 2002; Rodford et al., 2008) . Les troubles métaboliques et
I'HTA sont de plus en plus associés a I'exposition in utero au diabéte maternel(Gomes and Gil, 2011; Wright et
al., 2009).

Dans notre laboratoire, un modéle d'exposition du foetus au diabéte maternel a été développé chez la
rate gestante, induit par une simple injection de STZ (35 mg/kg, ip) au 1* jour de gestation. Il est caractérisé
par des niveaux modérés d'hyperglycémie maternelle pendant toute la durée de la gestation aboutissant a une
gestation normale, et a la naissance de ratons sains et normotrophes. Ces animaux issus de meres diabétiques
(DMO) développent de nombreuses anomalies dont une réduction définitive du capital néphronique de 30%
(Amri et al., 1999; Duong Van Huyen et al., 2003) et une HTA dés I'age de 6 mois (165 = 5 mmHg *** vs 139
+ 3 mmHg) progressant avec I'age (Nehiri et al., 2008). Plusieurs études épidémiologiques ont mis en évidence
une relation entre un déficit néphronique et le développement d’une HTA a I'age adulte (Hughson et al., 2006;
Ingelfinger and Woods, 2002; Keller et al., 2003). Pourtant, I'étude de réactivité des aortes chez les DMO issus
des meéres diabétiques dgés de 3 mois (stade pré-hypertensif) a montré une altération spécifique de la
vasodilatation induite par un analogue de la PGI,, associée a une réduction du nombre de récepteurs a la
prostacycline (récepteur IP) de 50% (aussi bien au niveau messager que protéique) (Duong Van Huyen et al.,
2010). Ces résultats ont donc mis en lumiére une reprogrammation de la fonction vasculaire induite par
I'exposition in utero au diabéte maternel qui pourrait étre impliquée dans le développement de I’'HTA observée
chez ces animaux.

Alors que la PGI, n‘a qu‘un faible réle dans le maintien du tonus des grosses arteres, son role est majeur
dans le maintien du tonus vasculaire au niveau des artéres de résistance (Fetalvero et al., 2006; Joannides et
al., 1995). Aussi, cette premiére étude s'est intéressée aux effets du diabéte maternel sur la fonction des
artéres mésentériques. Nous avons donc cherché a déterminer si I'hyperglycémie maternelle pendant la
grossesse pouvait affecter le tonus vasculaire de I'artére de résistance dés le stade pré-hypertensive (3 mois)

et plus tard dans la vie (18 mois), en émettant I'nypothése que la programmation feetale du tonus vasculaire

Abdallah Dib | Programmation feetale du systéme vasculaire en réponse a l'exposition in utero au
diabete maternel chez le rat

LS9 | 61



pourrait influer sur la régulation de la pression artérielle chez les DMO par une altération de I'équilibre entre les

réponses vasodilatatrices et vasoconstrictrice.

Résultats majeurs

Ces travaux ont permis de montrer, chez les males issus de méres diabétiques, des anomalies de
réactivité vasculaire des artéres mésentériques, associées a des perturbations des voies de transduction du
signal et ce des le stade pré-hypertensif. Concernant les systémes vasodilatateurs, nous observons une
diminution protéique précoce du récepteur IP mais également de la peNOS aussi bien a 3 mois qu’a 18 mois.
Ces résultats sont en parfaite adéquation avec les résultats de réactivité vasculaire montrant non seulement
une diminution de réponse a la prostacycline mais également une dysfonction endothéliale plus tardive.
Concernant les systémes vasoconstricteurs, nous observons une augmentation de l'activité contractile des
cellules musculaires lisses a 18 mois, en relation avec le maintien d’un tonus myogénique élevé. En effet, nous
avons trouvé un accroissement du rapport pMLC/MLC associé a une augmentation de I'activité RhoA et PKA
chez les rats agés issus de meres diabétiques.
Cette étude met donc en évidence une reprogrammation de la fonction vasculaire chez les rats issus
de meéres diabétiques, en faveur d’'un phénotype vasoconstricteur, qui pourrait étre impliquée dans

le développement de I'HTA observée chez ces animaux.
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Abstract

Epidemiologic studies have demonstrated that cardiovascular risk is not only determined by
conventional risk factors in adulthood, but also by early life events which may reprogram
vascular function. To evaluate the effect of maternal diabetes on fetal programming of vas-
cular tone in offspring and its evolution during adulthood, we investigated vascular reactivity
of third order mesenteric arteries from diabetic mother offspring (DMO) and control mother
offspring (CMO) aged 3 and 18 months. In arteries isolated from DMO the relaxation
induced by prostacyclin analogues was reduced in both 3- and 18-month old animals
although endothelium (acetylcholine)-mediated relaxation was reduced in 18-month old
DMO only. Endothelium-independent (sodium nitroprusside) relaxation was not affected.
Pressure-induced myogenic tone, which controls local blood flow, was reduced in 18-month
old CMO compared to 3-month old CMO. Interestingly, myogenic tone was maintained at a
high level in 18-month old DMO even though agonist-induced vasoconstriction was not
altered. These perturbations, in 18-months old DMO rats, were associated with an
increased pMLC/MLC, pPKA/PKA ratio and an activated RhoA protein. Thus, we
highlighted perturbations in the reactivity of resistance mesenteric arteries in DMO, at as
early as 3 months of age, followed by the maintenance of high myogenic tone in older rats.
These modifications are in favour of excessive vasoconstrictor tone. These results evi-
denced a fetal programming of vascular functions of resistance arteries in adult rats
exposed in utero to maternal diabetes, which could explain a re-setting of vascular functions
and, at least in part, the occurrence of hypertension later in life.
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Introduction

The concept of “fetal programming” is defined as the process whereby an adverse in utero envi-
ronmental stimulus during the critical period of development can induce cardiovascular dis-
eases during adulthood [1]. Epidemiological studies have clearly demonstrated that changes in
the intra-uterine environment during specific windows of fetal development are significant
causes of fetal stress [2,3], leading to loss of structure/function and pre-emptive adaptations to
an adverse post-natal environment [4]. The mechanisms by which these alterations occur are
not fully understood but they can include: 1) permanent structural changes in organs; 2) epige-
netic modifications and 3) permanent effects on the regulation of cellular ageing [5].

Environmental perturbations during pregnancy predispose offspring to altered vascular
function, leading to hypertension [6,7,8,9] and cardiovascular disease later in life [10]. It is well
known that the vascular tone of small arteries (i.e. mesenteric arteries) is the main determinant
of arterial resistance and ultimately of arterial pressure. Vascular tone is defined as blood vessel
response by vasodilation or vasoconstriction to external stimuli in order to regulate transmural
pressure [11]. In resistance arteries, endothelium-dependent vasodilation, mediated by a com-
bination of several vasoactive substances including nitric oxide (NO) and prostacyclin (PGI,),
acts directly to reduce vascular tone [12,13]. Conversely, myogenic tone (MT) is a contraction
of small resistance arteries in response to increased intraluminal pressure [11]. This response is
independent of neural, metabolic, and hormonal influences but directly implicates smooth
muscle cells with dynamic remodelling of actin cytoskeleton and actin polymerization [14]. In
addition, myosin light chain (MLC) phosphorylation, filamin and profilin are key regulators of
the dynamic reorganization of actin filaments [15,16]. Thus equilibrium between MT and dila-
tion allows efficient control of local blood flow and arterial pressure through its effect on vascu-
lar calibre in peripheral tissues. Studies using models of animals exposed in utero to maternal
diabetes or obesity have shown the occurrence of endothelial dysfunction in large and resis-
tance arteries [17,18,19]. These vascular perturbations have only been linked to alterations in
the NO pathway [20,21,22,23]. However, in an experimental model of in utero exposure to
moderate maternal hyperglycaemia, our group has demonstrated that, prior to hypertension
development [24], the aortae of offspring (DMO, 3 months old) of young diabetic mothers,
showed a specific alteration of PGI,-induced vasodilation linked to a functional reduction in
prostacyclin receptor (IP receptor) activity [25]. As studies seem to focus on unbalanced vascu-
lar tone due to vasodilation perturbations, little is known about vasoconstrictor pathways
involved in the control of vascular tone.

In this study, we aimed to determine whether maternal hyperglycaemia during pregnancy
could affect resistance artery tone in offspring at a pre-hypertensive stage and later in life. We
hypothesize that fetal programming of vascular tone could impact the regulation of arterial
pressure in DMO through an impaired balance between vasodilator and vasoconstrictor
responses.

Research Design and Methods
Animals

Pregnant Sprague-Dawley rats, weighing 250-300g, were made diabetic on day 0 of gestation
by a single intraperitoneal injection of streptozotocin (Sigma, 35mg/kg), as previously
described [25]. The diabetic state was checked in fasted rats by measuring the plasma glucose
concentration (AccuChek®), Roche) in their tail blood. Only pregnant females whose plasma
glucose ranged between 15 and 25mmol/l were included in the study. This diabetic status was
confirmed every two days until delivery. On the day of delivery, the newborn rats were
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weighed. Each litter was then reduced to 10 pups. All animals were kept in a temperature and
light controlled room, at 21°C with a 12 hour light cycle. They had ad libitum access to food
(SDS Laboratory) and tap water. Eight to fourteen different litters of DMO and CMO were
used for the entire study. After weaning, males from each litter were split into 4 different
groups: 2 groups for blood pressure measurements and 2 groups for vascular tone measure-
ments. For each type of measurement, there was one group of 3-month old and one group of
18-month old rats. Each experiment was performed on animals from at least 3 different litters,
(taking into account that the same litters are represented in each group of experiments). All
experiments were conducted in accordance with the institutional guidelines and the recom-
mendations for the care and use of laboratory animals as put forward by the French Ministry
of Agriculture. The protocol was approved by the Ethic Committee of “Pays de Loire” (permit
# CEEA.2011.42).

Arterial blood pressure measurements

Blood pressure (BP) was measured in conscious CMO and DMO at 3 and 18 months of age as
previously described [25]. In short, animals were anesthetized using sodium pentobarbital
anaesthesia (60mg/kg, i.e.; Sanofi) and an arterial catheter (PE-50 fused to PE-10: internal
diameter of 0.28mm, and external diameter of 0.61mm) was inserted into the femoral artery.
Upon regaining consciousness, animals were housed in individual cages. After 3 days of recov-
ery, BP was recorded in conscious unrestrained animals over a period of 30 minutes. The arte-
rial catheter was connected to a pressure transducer (P10EZ, Becton Dickinson), linked with a
Gould RS 3400 polygraph in order to continuously measure pulsatile BP.

Vascular function of resistance arteries

Vascular function was assessed in isolated mesenteric arteries of 3 and 18-month old rats.

Pharmacological study. contraction and vasodilation of isolated mesenteric arteries was
assessed in response to KCI (80mM) and cumulative dose-response curves of phenylephrine
(PE), acetylcholine (Ach, endothelium-dependent vasodilator), sodium nitroprusside (SNP,
endothelium independent vasodilator) and beraprost (PGI, analogue, endothelium-derived
vasodilator). Reagents were purchased from Sigma-Aldrich (PE, Ach and SNP) and Cayman
(beraprost). Arterial segments (2mm long) were dissected and mounted on a wire-myograph
(Danish MyoTechnology, DMT) as previously described [26]. Briefly, 2 tungsten wires (25um
diameter) were inserted into the lumen of the artery and fixed respectively to a force transducer
and a micrometer. Arteries were bathed in a 5ml organ bath containing a physiological salt
solution (PSS) maintained at a pH of 7.4, a pO, of 160mmHg and a pCO, of 37mmHg. After
wall tension normalization, arteries were allowed to stabilize for 30 minutes. Endothelial integ-
rity was assessed after pre-constriction with 10°M PE by evaluating the vasodilator effect of
107° M Ach. Endothelium-independent relaxation to SNP was obtained at the end of the proto-
col. Cumulative concentration-response curve to Ach, SNP and beraprost were performed
after PE-induced pre-constriction (10 *M). Data were expressed as a % relaxation of PE-
induced pre-contraction.

Study of pressure-dependent tone. mesenteric arteries were cannulated at both ends in a
video-monitored perfusion system (LSI) as previously described [27]. Briefly, third order arter-
ies were bathed in a physiological salt solution (pH 7.4, PO, 160mmHg, PCO, 37mmHg). Pres-
sure was controlled by a servo-perfusion system. Pressure was increased little by little from 10
to 125mmHg without intraluminal flow [28]. At the end of each experiment, arterial segments
were superfused with a Ca**-free physiological salt solution containing ethylenbis-(oxyethyle-
nenitrolo) tetra-acetic acid (EGTA; 2mM), papaverin (10*M) and SNP (10°M); then pressure
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steps were repeated to determine the passive diameter of the arteries [29]. Results are given in
micrometres for artery diameter. Myogenic tone was expressed as the percentage of passive
diameter (measured diameter/passive diameterx100).

Histomorphometry analysis

Morphological studies were performed on mesenteric arteries fixed in 4% buffered formaldehyde
and embedded in OCT. Sections (7um) were stained with orcein for elastic fibre detection in
order to measure histomorphometric parameters. Internal and external media perimeters,
intima-media thickness and medial cross-sectional area were determined after image acquisition
(Nikon Eclipse E600 microscope, Sony camera), and analysed using Image] software (NIH).

Blood parameters

Before sacrifice, glycaemia was quantified in fed animals, on a sample of arterial blood with a
glucometer. Serum blood level of 6-keto-PGF1a, a stable metabolite of PGI,, was measured in
CMO and DMO, using a commercially available kit (Cayman).

Western blot analysis of protein expression

Western blot analysis of proteins of interest was performed following previously described tech-
niques [30]. Briefly, mesenteric arteries were rapidly dissected and frozen in order to maintain
their in vivo activity (phosphorylated targets). Proteins were extracted and the total protein con-
tent was determined by the Bradford technique [31] in order to file equal amounts (15pg) of the
denatured proteins. Membranes were incubated with polyclonal antibodies directed against
MLC, phosphorylated MLC (pMLC), filamin-1, profilin-1, P38 MAP kinase (P38), phosphory-
lated P38 (pP38), protein kinase A (PKA), phosphorylated PKA (pPKA), RhoA and IP receptor.
The detection was performed by chemiluminescence emitted from luminol oxidized by peroxi-
dase (ECL system, Amersham). Each protein expression was compared to B-actin.

RhoA-GTP measurement

RhoA-GTP was measured in mesenteric artery segments using a commercially available kit
(G-LISA® RhoA Activation Assay Biochem Kit™, BK124, Cytoskeleton Inc.).

Statistical analysis

Results are expressed as means + SEM. Significance of the differences between groups was
determined by analysis of variance (2-way ANOVA for concentration-response curves) or a
non-parametric Mann-Whitney test. Values of p<0.05 were considered to be significant. All
statistical analysis was performed using Graphpad Prism®) software.

Results

Effect of maternal hyperglycaemia on body weight, glycaemia and
arterial blood pressure in offspring

Hyperglycaemia of mother rats ranged from 15 to 25mmol/l induced normal gestational and
delivery conditions as previously described [32]. For rats delivered spontaneously at term (21
days); the number of pups per litter was similar in both CMO and DMO groups (13.3 + 0.7
and 11.1 + 0.9 pups, for CMO and DMO respectively) with an equivalent birth weight
(10.42 £ 0.20grs for CMO and 10.41 + 0.40grs for DMO). As shown in Table 1, body weight
was lower in 18 month-old DMO than in age-matched CMO (Table 1). Nevertheless, no
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Table 1. Physiological parameters of control mother offspring (CMO) and diabetic mother offspring (DMO).

3 months 18 months
CMO DMO CMO DMO
Body weight (g) 385.6 +20.8 376.3+13.2 797.5 £52.7 626.0 £ 18.5*
Glycaemia (mmol/l) 77105 68104 103118 139132
MBP (mmHg) 935139 99.2+4.0 984178 125.3+4.3*

At 3 months of age, n = 16 CMO and 12 DMO for body weight and glycaemia, n = 7 CMO and 7 DMO for mean blood pressure (MBP); at 18 months of
age, n = 11 CMO and 11 DMO for body weight and glycaemia, n = 6 CMO and 4 DMO for blood pressure. Values are mean + SEM.
* p<0.05 DMO vs. CMO.

doi:10.1371/journal pone.0146830.1001

difference in glycaemia was found between the 2 groups. Finally, mean arterial blood pressure
(MBP) was significantly higher in 18 month-old DMO, compared to aged-matched CMO and
3 month-old DMO (Table 1).

Isolated mesenteric arteries relaxation in offspring

Acetylcholine induced a concentration-dependent relaxation of isolated mesenteric resistance
arteries. Achetycholine-mediated relaxation was significantly lower in mesenteric arteries of
18-month old DMO, compared to age-matched CMO and compared to 3-month old DMO.
However, PE-induced pre-contraction was equivalent (Fig 1A). Endothelium-independent
(SNP) relaxation was not affected in DMO (Fig 1B).

Effect of maternal hyperglycaemia on the prostacyclin pathway in
offspring

In both 3- and 18-month old DMO, the IP receptor expression level in mesenteric resistance
arteries was significantly decreased compared to age-matched CMO (Fig 2A). This was associ-
ated with a significant reduction in beraprost-induced relaxation, 3- and 18-month old DMO
compared to age-matched CMO (Fig 2B). The level of 6-keto-PGF1a increased with age and
was equivalent in DMO and CMO.

Vasoconstriction pathways of mesenteric arteries in offsprings

Whereas MLC protein level was similar in CMO and DMO at 3 and 18 months of age (S1 Fig),
we observed a significant decrease in pMLC protein expression level in DMO at 3 months, and
an increase at 18 months (S1 Fig). Thus in DMO, the pMLC/MLC ratio was slightly decreased
at 3 months but 3-fold increased at 18 months of age (Fig 3A). This was associated with an
increased pPKA/PKA ratio (Fig 3B and S1 Fig) and activated RhoA protein (Fig 3C and S1
Fig). We analysed MAPK P38 activity and found a similar expression level of P38 in CMO and
DMO (S2 Fig), whereas the activity reflected by the ratio of phospho-P38/P38 was significantly
increased in DMO at 18 months of age (Fig 3D). Finally, we observed that filamin-1 protein
expression, which is implicated in actin reticulation, was similar between CMO and DMO both
at 3 and 18 months (Fig 3E), whereas profilin-1, which supports actin polymerisation, signifi-
cantly increased in 18-month-old DMO (Fig 3F).
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Fig 1. Vascular relaxation of mesenteric arteries in control (CMO) and diabetic (DMO) mother offspring. Concentration-response curve to
acetylcholine (ACh, A) and sodium nitroprusside (SNP, B). Bar graphs represent the level of pre-contraction induced by 10°°M phenylephrine. Values are
mean + SEM (n = 7 minimum per group). * p<0.05 and ** p<0.01 DMO vs. CMO.

doi:10.1371/journal pone.0146830.g001
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Fig 2. Prostacyclin-mediated relaxation and receptor expression level in control (CMO) and diabetic (DMO) mother offspring. (A) Relative protein
expression of the prostacyclin receptor (IP receptor) was analysed by Western-blot in mesenteric arteries of CMO (open bars, n = 5) and DMO (solid bars,

n =5); each value was normalised to B-actin protein expression. (B) Left panel represents phenylephrine (PE)-induced pre-contraction level; right panel
shows concentration-relaxation response curve to beraprost of mesenteric arteries in CMO and DMO (n = 5 at 3 months and n = 7 at 18 months of age for
each group). Values are mean + SEM. (C) Measurement of serum 6-keto-PGF1-a (prostacyclin metabolite) in CMO (n = 6) and DMO (n = 6). Each bar graph
represents mean + SEM. * p<0.05 DMO vs. CMO and ## p<0.01 18 vs. 3 months-old animals.

doi:10.1371/journal. pone.0146830.9002

Contractility of isolated mesenteric arteries and histomorphology in
offsprings

Phenylephrine- and KCl-mediated contraction were similar in 3- and 18-month-old DMO and
CMO (Fig 4A and 4B).

Stepwise increases in pressure induced myogenic tone in third order mesenteric resistance
arteries. Passive arterial diameter was not significantly different between groups (Fig 4C). Inter-
estingly, in 18-month old DMO, myogenic tone was maintained at a high level, equivalent to
that of 3-month old DMO, although myogenic tone decreased with age in CMO (Fig 4D).

Lumen diameter, media cross sectional area (MCSA) and intima media thickness (IMT)
were were not significantly different between CMO and DMO and not affected by age (Fig 4E).
In addition, the media/lumen ratio was not significantly different in DMO and CMO (Fig 4E).

Discussion

Resistance arteries play a key role in the control of peripheral vascular resistance, tissue perfu-
sion and, as a result, in cardiovascular homeostasis [33]. As resistance arteries are the main
determinant of tissue blood flow and subsequently blood pressure, their vascular reactivity was
analysed. Our study evidenced modifications of mesenteric artery vasodilation function in rats
exposed to maternal hyperglycaemia at as early as 3 months, before the development of hyper-
tension. Indeed, we found an early decreased IP receptor protein level which had a functional
repercussion on vascular relaxation, which worsened thereafter with endothelial dysfunction
and an elevated myogenic tone. Although endothelial dysfunction (i.e. alteration in the NO
pathway) has been described in numerous experimental models of fetal programming
[19,20,34] and detected in our model (decreased PeNOS/eNOS ratio in DMO, data not
shown), sustainable changes in the vascular PGI2/IP pathway and late perturbation in myo-
genic tone have never been reported, to the best of our knowledge.

In 3-month old DMO rats, we identified an early alteration in PGL,-induced vasodilator
response of resistance arteries. We demonstrated that this reduction in PGI,-dependent relaxa-
tion was associated to a decrease in IP receptor expression level. These results, obtained in
resistance arteries, are in agreement with the assumption that modifications affecting the IP
receptor could contribute to hypertension in later life [25]. The PGI,/IP receptor-mediated
vasodilation involves the ;cAMP pathway and might be implicated in BP regulation [35]. Previ-
ous studies have demonstrated that genetic inactivation of PGI, synthase causes significant
alterations in the architecture of the vascular wall, including thickening of the arterial media
and consequently, an increase in arterial BP [36]. Nevertheless, the effector appeared to be the
IP receptor instead of the level of PGL,. Indeed, decreased IP receptor levels was not associated
with changes in PGI, generation as evidenced by the absence of modification in serum 6-keto-
PGFlo in DMO compared to CMO. This is in agreement with a previous study showing no
change in urine and plasma 6-keto-PGF1a levels in mice lacking the IP receptor [37]. The high
6-keto-PGF1a concentration observed in 18 month-old rats could be a consequence of an age-
related increase in vascular COX-2 mRNA and protein expressions as previously demonstrated
in the rat aorta [38,39]. Although studies involving mice lacking the IP receptor show
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Fig 3. Western blot analysis of contractile proteins. (A) Activity of MLC reflected by the pMLC/MLC ratio; (B) activity of PKA reflected by the pPKA/PKA
ratio; (C) activity of RhoA reflected by the RhoA-GTP/RhoA ratio; (D) activity of MAP kinase P38 reflected by the ratio of pP38/P38 and protein expression
levels of (E) filamin-1 and (F) profilin-1, normalised to B-actin were measured in mesenteric arteries from 3- and 18-month old CMO and DMO. Values are
mean  SEM (n = 5 minimum per group). * p<0.05 and ** p<0.01 DMO vs. CMO at the same age, ## p<0.05 18 vs. 3 months of age.

doi:10.1371/journal. pone.0146830.9003

contradictory results regarding baseline blood pressure, due to differences in the mice’s genetic
background [35,37,40], during salt loading, the IP receptor deficiency led to more severe hyper-
tension in comparison to wild-type mice [35,40].

Later in life, DMO developed a deeper endothelial dysfunction besides altered beraprost-
induced vasodilation. Indeed, in 18-month-old DMO, endothelium (acetylcholine)-dependent
relaxation decreased, even though endothelium-independent (SNP)-induced vasodilation
remained unchanged. The diminished endothelium-dependent relaxation in 18 month old
DMO could be correlated to a higher myogenic tone of the mesenteric arteries. Thus, this
decreased activity associated with the diminished effect of PGI,, results in unbalanced vasocon-
striction functions followed by increased blood pressure.

In DMO rats, vasoconstriction induced by PE or KCl was not affected, suggesting that the
contractile apparatus was preserved. In agreement, restricted or low-protein diets of mothers
during pregnancy have shown similar results [41,42], suggesting that fetal programming of car-
diovascular disorders could not be due to alteration of the contractile apparatus. Despite these
observations, we showed that pressure-induced MT was maintained at a high level in 18-month
old DMO compared to age-matched CMO. However, MT has been shown to decrease with age
in mice or rats [43,44]. The increased MT may be related to the high blood pressure found in 18
month-old DMO since elevated MT has been reported during the early stages of hypertension
development in mouse and rat models [44,45,46]. Pressure or stretch applied to smooth muscle
cells induces changes cytoskeletal organization, including actin polymerization and phosphoryla-
tion of MLC [11], due to RhoA activation [47]. In 18-month old DMO, we observed higher
PMLC/MLC and pPKA/PKA ratios and greater RhoA activity, compared to age-matched CMO
and to the 3-month old rats. In addition, we also found an increase in profilin-1 expression levels
in 18-month old DMO; this latter finding is in agreement with recent studies showing that profi-
lin-1 is involved in MT [16,48]. However, in contrast to another study showing that filamin-1 is
also involved in MT [49], filamin-1 was not affected. Similarly, we observed the maintenance of a
high level of pP38/P38 ratio in mesenteric arteries of 18-month old DMO, even though several
studies have shown a weak involvement of the P38 MAP kinase pathway in myogenic tone
[47,50,51]. Nevertheless, we may hypothesize that some minor pathways such as the P38 MAP
kinase pathway might play a more important role in MT in old DMO thus maintaining an ele-
vated level of pressure-induced vasoconstriction. We may also postulate that the high level of MT
found in 18-month old DMO results in the maintenance of RhoA expression levels, as RhoA is
essential for MT [47]. The high PKA activity observed in arteries of 18-month old DMO could
explain this high RhoA level, as PKA activity modulates MT [52], and this could involve a PKA-
dependent Ser188 phosphorylation, which protect RhoA from degradation [53].

Conclusion

Our study shows that exposure to maternal hyperglycaemia involves early vascular perturba-
tions in relation to reprogramming of the PGL,/IP pathway. The decreased IP expression is
constant over time, although its effect seems to alter vascular response in an age-dependent
manner. Second, changes in vascular function are in favour of vasoconstriction, which could
take part to the hypertension observed in adult DMO. Thus, the decreased arterial IP
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Fig 4. Vascular contraction and histomorphological parameters of mesenteric arteries from control (CMO) and diabetic (DMO) mother offspring.
(A) Concentration—response curve to phenylephrine (PE); (B) KCl-induced contraction; (C) passive arterial diameter measured in response to increased
pressure; (D) myogenic tone and (E) lumen diameter, media cross-sectional area (MCSA), intima-media thickness (IMT) and remodelling index {media/
lumen ratio). Values are mean + SEM (n = 5 minimum per group). ** p<0.01 DMO vs. CMO at 18 months of age; ### p<0.001 CMO 18 vs. CMO 3.

doi:10.1371/journal. pone.0146830.9004

expression, which does not affect vascular function in 3 month-old rats, could amplify the vas-
cular dysfunction associated.

In humans, a natural mutation of the IP receptor (IP ) is associated with impaired
PGI2/IP pathway leading to atherothrombosis and coronary heart disease [54,55]. A more
recent study has described a dominant negative action of [P®*'2€ on wild-type IP function,
which enhances endoplasmic reticulum retention of the IP receptor and reduces signalling in
response to a PGI, analogue [56].

Thus, perinatal resetting in the PGI2/IP pathway seems to be significant and precocious of
the development of cardiovascular disease. A better understanding of mechanisms implicated
in this resetting of vascular functions by maternal hyperglycaemia would certainly open new
epidemiologic and therapeutic perspectives.

R212C

Supporting Information

S1 Fig. Protein expression levels of (A) MLC, (B) phosphorylated-MLC, (C) PKA, (D) phos-
phorylated PKA, (E) RhoA normalized to B-actin and (F) RhoA activity in mesenteric
arteries from CMO and DMO rats at 3 and 18 month of age. Open bars represent CMO val-
ues and solid bars represent DMO values. Values are mean + SEM (n = 5 minimum per group).
(TIF)

$2 Fig. Protein expression levels of (A) P38 and (B) phosphorylated-P38 (C) normalized to
B-actin in mesenteric arteries from CMO and DMO rats at 3 and 18 month of age. Open
bars represent CMO values and solid bars represent DMO values. Values are mean + SEM

(n =5 minimum per group).

(TIF)

$3 Fig. Western blot analysis of mesenteric arteries of CMO and DMO at 3 months of age.
The following proteins were analysed: prostacyclin receptor (IP Rc), beta-actin (B actin),
RhoA, profilin-1 (profilin), filamin-1 (filamin), P38 MAP kinase (P38), phosporylated P38
MAP kinase (pP38), myosin light chain (MLC), phosphorylated myosin light chain (pMLC),
protein kinase A (PKA) and phosphorylated protein kinase A (pPKA).

(TIF)

$4 Fig. Western blot analysis of mesenteric arteries of CMO and DMO at 18 months of age.
The following proteins were analysed: prostacyclin receptor (IP Rc), beta-actin (B actin),
RhoA, profilin-1 (profilin), filamin-1 (filamin), P38 MAP kinase (P38), phosporylated P38
MAP kinase (pP38), myosin light chain (MLC), phosphorylated myosin light chain (pMLC),
protein kinase A (PKA) and phosphorylated protein kinase A (pPKA).

(TIF)
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Contexte scientifique

Toute variation de I'environnement hémodynamique est percue au niveau des cellules vasculaires et se
traduit par des modifications fonctionnelles et structurales des petits et gros vaisseaux. Les cellules qui
composent les artéres s'adaptent a leur environnement mécanique et sont capables de supporter les contraintes
qui leur sont imposées sous forme de pression ou de flux. En réponse a ces contraintes, le vaisseau est capable
de se « restructurer » par une modification de son diameétre ou de I'épaisseur de sa paroi (remodelage artériel)
dans le but de normaliser les contraintes de la paroi.

Dans un modele de rat soumis in utero au diabéte maternel, nous avons mis en évidence des
perturbations de la réactivité aussi bien des artéres conductance que des artéres de résistance chez les DMO
dés I'age de 3 mois (notamment des anomalies de réponse a la PGI,), suivies a plus long terme d’un tonus
myogénique restant élevé chez les rats agés. Parce que la PGI, joue un rdle clé dans le contréle du tonus
vasculaire en favorisant la vasodilatation (Fetalvero et al., 2006) et que le tonus myogénique assure
I'autorégulation du flux sanguin dans les organes et le relie ainsi aux propriétés intrinséques du muscle lisse
(Kauffenstein et al., 2016), les modifications observées sont en faveur d'un tonus vasoconstricteur excessif.
Des travaux antérieurs ont mis en évidence une étroite relation entre tonus vasculaire et remodelage artériel.
En effet, la vasoconstriction persistante est capable d’induire un remodelage constrictif dans plusieurs types
d'artéres (Bakker et al., 2002, 2004, 2005). Ce remodelage peut étre inhibé ou reversé par des composés
vasodilatateurs tels que les inhibiteurs des canaux calciques (Bakker et al., 2002; Eftekhari et al., 2007) . Aussi
une relation de cause a effet existe entre tonus vasculaire et remodelage, le tonus vasculaire étant un facteur
déterminant dans le type de remodelage développé par I'artére. Ces altérations de la fonction vasculaire étant
retrouvées dans de nombreux modéles d’exposition in utero au diabéte maternel (Duong Van Huyen et al.,
2010; Holemans et al., 1999; Manderson et al., 2002; Vessieres et al., 2016), il était intéressant d'étudier le
remodelage des grands et petits vaisseaux chez ces animaux en réponse a la pression ou au flux ainsi que la

programmation des mécanismes de remodelage.

Résultats majeurs

Dans cette seconde étude, alors que les rats issus de meéres diabétiques développent une HTA a I'age
adulte, nous n‘observons aucun remodelage artériel aussi bien dans les arteres de conductance que dans les
artéres de résistance a un age post-hypertensif (18 mois). Au niveau de l'aorte, cette absence de remodelage
chez les animaux DMO peut étre expliquée par l'augmentation des points d'ancrage observés entre la matrice
extracellulaire et les cellules musculaires lisses permettant ainsi une baisse de la contrainte pariétale sans
modification de I'épaisseur du vaisseau.
De plus, alors qu’une diminution de flux sur les artéres mésentériques entraine un remodelage constrictif chez
des animaux contrdles (CMO), nos résultats chez les DMO montrent, apres 7 et 21 jours de ligature une
absence de remodelage bas-flux. Une étude mécanistique a mis en évidence une anomalie d'activation de la
transglutaminsae au niveau de ces artéres pouvant expliquer I'absence de remodelage.
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Cette étude met donc en évidence une reprogrammation de la structure des vaisseaux et des

mécanismes de remodelage chez les rats issus de méres diabétiques.
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Abstract

Objective: Intra-uterine environment modifications are now recognized as an important
cause of fetal stress, leading to pre-emptive adaptations to an adverse post-natal
environment, and adult diseases. It has been demonstrated that diabetic mothers children
have an increased risk to develop cardiovascular adulthood diseases.

In response to pathological stimuli, such as hypertension and blood flow, vessels are able to
reorganize their structure. Because remodelling is currently associated with the development
of cardiovascular diseases, our objective was to study vascular remodelling after in utero
exposure to maternal diabetes to investigate the effect of intra-uterine environment
perturbations on vascular fetal programming. We developed an animal model of rats
exposed in utero to moderated maternal hyperglycemia (DMO), which developed
hypertension at 6 months of age.

Methods and Results: We analysed thoracic aorta structure at pre and post-hypertensive
stages (3 and 18 months of age). In old DMO aorta, we did not observe any constrictive
remodelling. This could be related to the increase of smooth muscle cell attachments to
elastic laminae. Moreover, by in vivo mesenteric arteries ligation, we studied vascular
remodelling in response to low flow (LF) in 3 months-old animals. One or 3 weeks after
ligation, LF arteries of DMO rats did not exhibit constrictive remodelling. Furthermore,
transglutaminase activity, essential for constrictive remodelling, was significantly lower in
DMO mesenteric arteries.

Conclusions: Our results demonstrate that in utero exposure to maternal diabetes induces
deep changes in vascular remodelling during adulthood. This absence of vascular

remodelling could be a pre-emptive adaptation to fetal-programmed hypertension.

Key words: maternal diabetes, fetal programming, hypertension, vascular remodelling
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Introduction

Classical risk factors for cardiovascular disease include smoking, obesity, sedentary
lifestyle and high blood pressure (Forouhi and Sattar, 2006). However, compelling evidence
suggests that intra-uterine and early postnatal environments could play a role in the
susceptibility to a number of chronic pathology in later life. In fact, several studies have
shown that adult hypertension, diabetes and obesity might have their origin in fetal life
(Barker, 1997; Lahti et al., 2010; Lehnen et al., 2013; Simeoni and Barker, 2009; Van Assche
et al.,, 2001). This concept, known as the developmental origins of health and disease,
proposes that adverse intra-uterine environment could cause permanent readjustments in
fetal homeostatic system leading to lifelong changes in structure and function of the organs
(Kajantie et al., 2005; Lehnen et al., 2013; Simmons, 2006).

Nowadays, the global prevalence of diabetes in pregnancy continues to rise.
Consequently, the relationship between in utero exposure to maternal diabetes and the
incidence of cardiovascular diseases, especially hypertension, has been the subject of
numerous clinical and experimental studies. It has been demonstrated that children and
offspring of diabetic mothers have higher systolic blood pressure (Aceti et al., 2012; Bunt et
al., 2005; Gomes and Gil, 2011; Nehiri et al., 2008; Rocha et al., 2005; Wichi et al., 2005).
Mechanisms of this early-programmed high blood pressure are complex. Some studies have
suggested that maternal hyperglycemia can promote remarkable changes in kidney
morphology and function in mature offspring leading to hypertension (Abi Khalil et al., 2010;
Gomes and Gil, 2011; Hokke et al., 2013; Nehiri et al., 2008; Nelson et al., 1998). In addition,
baroreflex dysfunction and increased activity of the renin angiotensin system have also been
reported in adult offspring of diabetic mothers (Chen et al., 2010; Wichi et al., 2005). But
increasing evidences propose that functional changes in the vasculature could be one of the
major reasons for the increase of blood pressure in offspring of diabetic rats (Duong Van
Huyen et al., 2010; Manderson et al., 2002; Porto et al., 2010; Vessiéres et al., 2016).

Indeed, it has been demonstrated that adult offspring of-diabetic rats (DMO) showed several
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signs of vascular dysfunction, reflected by a reduced response to endothelium-dependent
vasodilators (Ach) in large or small arteries in young and old DMO (Holemans et al., 1999;
Rocha et al., 2005; Vessiéres et al., 2016) due to L-arginine—nitric oxide pathway alteration
(Cavanal et al., 2007) or a reduced K*(ATP) activity in the cholinergic relaxation (Porto et al.,
2010) . In addition, an increased contractile response to noradrenaline was described in
DMO involving up-regulation of the COX-2 pathway (Ramos-Alves et al., 2012).
Consequently, the balance between vasodilation and vasoconstriction seems to be
disturbed. Duong et al have demonstrated a specific gene expression profile of the thoracic
aorta in favor of vasoconstriction with altered prostacyclin-induced vasodilation, linked to a
reduction of prostacyclin receptor expression (Duong Van Huyen et al., 2010). Moreover,
functional studies have shown that pressure-induced vascular tone was exacerbated in old
DMO rats while endothelium-mediated dilations induced by acetylcholine or prostacyclin
analogues were reduced (Vessieres et al., 2016).

Because prostacyclin plays a key role in several vascular functions, in particular in the
control of vascular tone by promoting vasodilatation and differentiation of vascular smooth
muscle cell (Fetalvero et al., 2006), fetal programming of vascular tone could impact not only
the regulation of arterial pressure but also arterial remodelling. Indeed, persistent
vasoconstriction induces inward remodelling in several types of arteries (Bakker et al., 2002,
2004, 2005). Inward remodelling could be inhibited or reversed by vasodilator compounds
such as calcium channel inhibitors (Bakker et al., 2002) or amlodipine (Eftekhari et al., 2007),
demonstrating a close relationship between vascular tone and remodelling (Bakker et al.,
2008a).

Chronic diminution in blood flow occur in pathological conditions (arterial occlusive
diseases, diabetes and hypertension) (De Mey et al., 2005; Mulvany, 2002). Flow-induced
remodelling enables the vascular wall to adjust to new hemodynamic conditions, as
described in large (Lehoux et al., 2002) and small (resistance) arteries (De Mey et al., 2005;
Mulvany, 2002), and restore flow, shear stress, and wall tension at physiological levels.

Under pathological conditions, such as high pressure or decreased flow, the ability of the
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vessel to maintain all these parameters constant may be compromised. Thus, maladaptative
vascular remodelling is currently recognized as an important contributor to the development
of cardiovascular pathologies (Pasterkamp et al., 2000). The relation between prenatal
programming and vascular remodelling has not yet been established. Thus, our objective
was to study the effect of in utero exposure to maternal diabetes on vascular remodelling

induced either by chronic changes in blood pressure or blood flow.
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Research Design and Methods

Animals: Pregnant Sprague—Dawley rats, weighing 250-300g, were made diabetic on day 0
of gestation by a single intraperitoneal injection of streptozotocin (Sigma, 35mg/kg), as
previously described (Duong Van Huyen et al.,, 2010) .The diabetic state was checked in
fasted rats by measuring the plasma glucose concentration (AccuChek®, Roche) in their tail
blood. Only pregnant females whose plasma glucose ranged between 15 and 25mmol/l were
included in the study. This diabetic status was confirmed every two days until delivery. On
the day of delivery, the newborn rats were weighed. Each litter was then reduced to 10 pups.
All animals were kept in a temperature and light controlled room, at 21°C with a 12 hour light
cycle. They had access to food (diet n°3430, Serlab) and tap water ad libitum. Control
animals were issued from non-diabetic females (CMO). Each group was composed of males
from at least 3 different litters. Before sacrifice, glycaemia was quantified in fed animals, on a
sample of tail arterial blood. All experiments were conducted in accordance with the
institutional guidelines and the recommendations for the care and use of laboratory animals
of the French Ministry of Agriculture. The protocol was approved by the Ethic Committee of

“Pays de Loire” (permit n° 00960.01).

Arterial blood pressure measurements: At 3 and 18 months of age, systolic blood
pressure (SBP) was measured in conscious rats by tail-cuff plethysmography (BP-2000,
Viositech). Briefly, this technic uses transmission photoplethysmography, in which variations
in the amount of light transmitted through the tail is the basic signal that is analysed to
determine the blood pressure and pulse rate. The diastolic and systolic pressure can be
determined by monitoring the vessel dilation as the occlusion cuffs inflates. For good quality,
reliability and reproducibility of the measurements, rats were trained during few days before
measurments. Then, blood pressure records were made during 7 successive days on quiet

animals in a silent ambience at constant temperature under a heating apparatus.
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Isolated perfused kidney: 3 months-old rats were operated under anesthesia (2.5%
isoflurane). After laparotomy, the abdominal aorta, renal arteries, the superior mesenteric
artery and the inferior vena cava are cleaned of the surrounding connective tissue. The
kidney is released and the crossroads of the abdominal aorta with left renal artery is carefully
dissected. A catheter (PE50 / PE20, FMD) is inserted in the abdominal aorta to renal artery
(Weiss et al., 1959) and is maintained by a ligature on the abdominal aorta. The kidney,
perfused continuously at 37°C by Krebs solution (according to (El-Mas et al., 2003)), is
removed carefully and placed in a room heated chamber (Boesen and Pollock, 2007),
connected to a peristaltic pump to infuse kidney at given rates. The renal perfusion pressure
is measured in response to stepwise increase in perfusion flow (4 to 50 ml/min). Pressure
measurements are collected using a data acquisition system (Acgknowledge® software,

Biopac).

Model of ligation: Three-month-old male rats were anaesthetized (Isoflurane, 2.5%) and
submitted to surgery in order to modify blood flow in the mesenteric circulation as described
previously (Loufrani and Henrion, 2008) Briefly, three consecutive first-order arteries are
used. Ligatures (7-0 silk surgical thread) are applied to second-order branches of the first
and third arteries (low flow artery, LF). Equivalent arteries located at distance of the ligated
arteries are used as control arteries (normal flow, NF). At the time of anesthesia and at the
end of surgery, animals were treated with buprenorphine (TEMGESIC, 0.1 mg/kg, s.c.). After
7 or 21 days, the rats were sacrificed by CO2 inhalation. The gut was excised and the
mesenteric arteries were gently dissected. From each rat, HF, LF and NF arteries were
isolated and divided in several segments used respectively for pressure—diameter

relationship measurements, histological study and biochemical analyses.

Pressure—diameter relationship in isolated mesenteric arteries: LF and NF arteries are
cannulated at both ends and mounted in a video monitored perfusion system as previously

described (Retailleau et al., 2013). Briefly, cannulated arterial segments are placed in a 5 ml
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organ bath containing a Ca*-free physiological salt solution with EGTA (2mmol/L) and
sodium nitroprusside (SNP, 10 umol/L). Pressure is progressively increased (10 to 125 mm
Hg) in order to determine passive arterial diameter. Pressure and diameter measurements
are collected using a data acquisition system (Biopac MP100 and Acgknowledge® software,
Biopac). At the end, arterial segments were fixed with formaldehyde under a pressure of 75

mmHg in order to perform histological studies.

Histomorphometry analysis: Each segment of mesenteric or renal arteries and thoracic
aorta were embedded in Tissue-Tek (Sakura) and frozen in isopentane. Sections (7um) were
stained with orcein in order to measure histomorphometric parameters (internal and external
media perimeters, medial cross-sectional area, MCSA) after image acquisition (Nikon Eclipse

E600 microscope, Sony camera) and analyze using ImageJ software (NIH).

Muscle cell attachment to elastic lamellae: Thoracic aorta of 3 months old CMO and DMO
were fixed in 0.1 M phosphate buffer containing 2.5 % of glutaraldehyde (LFG) overnight at
4°C. Samples were then post-fixed with 1% osmium tetroxide/1% potassium ferricyanide for
45 min and dehydrated in a graded series of ethanol. Samples were finally embedded into
epoxy resin (Epon, LFG) and ultrathin sections (70 nm) were cut, contrasted with 3% uranyle
acetate for 15 min and observed with a JEOL 1400 transmission electron microscope (JEOL)
at an accelerating voltage of 120 keV. Image acquisition was made at a magnification of X 12
000. Smooth muscle cell to extracellular matrix connections were defined as elastin
expansion that spanned obliquely from the elastic laminae to the surface of the vascular
smooth muscle cells (VSMCs) as previously described (Bezie et al., 1998). Results were

obtained by analysing 50 images per animal.

Transglutaminase activity: Mesenteric arteries of 3 months-old CMO and DMO were split
into 4 groups and incubated at 37°C during 24 hours in 100 yL buffer containing Leibovitz
medium with 10% fetal bovine serum, a mix of antibiotic-antimycotic solution (1%, 15240062,

Gibco), Dapi (5 ug/mL, Molecular Probes), and (1) Alexa Fluor594/Cadaverine (10 ymol/L, A-
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30678, Invitrogen), or (2) Alexa Fluor594/Cadaverine + SNP (10 mol/L), or (3) Alexa
Fluor594/Cadaverine + dithiothreitol (DTT, 2 mmol/L, 43816, Sigma), or (4) Alexa
Fluor594/Cadaverine + DTT (2 mmol/L) +SNP (10 mol/L). Vessels were mounted on Mowiol
and imaged on a confocal microscope (Nikon Eclipse TE2000S). TG2 activity was quantified
by spatial integration of AlexaFluor594 signal in ImageJ. Data were corrected for vessel size

and depicted in arbitrary units.

Statistical analysis: Results are expressed as means * SEM. Significance of the
differences between groups was determined by analysis of variance (2-way ANOVA) for
concentration-response curves or a non-parametric Mann-Whitney test for histological
analysis. Values of p<0.05 were considered to be significant. All statistical analysis were

performed using GraphPad Prism® software.
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Results

Absence of remodelling in thoracic aorta in response to chronic high blood pressure
Although CMO and DMO rats have a similar blood pressure at 3 months of age, we observed
a greater increase of SBP in 18-months old DMO compared to CMO (Fig 1A), demonstrating
the development of hypertension in DMO. Histological analysis of thoracic aorta showed that
internal perimeter and MCSA were equivalent between CMO and DMO at 3 months of age
(Fig 1B and 1C). But, in 18 months-old animals, we measured an equivalent rise of these
parameters both in CMO and DMO despite hypertension (Fig 1B and 1C), showing an
absence of arterial remodelling in response to elevated blood pressure in DMO rats. In these
animals, electronic microscopy analysis highlighted increased numbers of connections

between VSMCs and extracellular matrix (Fig 1D).

Modification of kidney hemodynamic

In isolated perfused kidney of 3 months old animals, flow response curve showed a more
important pressure response in DMO rats than in CMO (Fig 2A), demonstrating a rise in
peripheral resistances. Histological study of renal artery showed a smaller internal diameter
in DMO than in CMO rats, associated with a greater MCSA in DMO animals (Fig 2B). The
increased ratio media/lumen in DMO rats indicated the presence of an inward remodelling in

renal artery of DMO rats (Fig 2B).

Absence of inward remodelling in low-flow mesenteric artery

In basal conditions, mesenteric arteries of 3 months old DMO have a smaller diameter than
in CMO rats (213.3 £ 29.9 uym vs 284.0 + 43.7 ym, DMO and CMO respectively, p<0,01).
After 1 week of ligation, although stepwise increase in pressure induced a decrease of
passive diameter in LF artery of CMO rats, no change was observed in LF artery of DMO
animals (Fig 3A, S1A). Moreover, in CMO rats, histological parameters showed a decreased
MCAS in LF compared to NF (Fig 3B); this modification is associated with a decrease of

internal and external diameters (Fig S1B). But, in DMO rats, MCSA was similar in NF and LF
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arteries (Fig 3B). Interestingly, 3 weeks after ligation, no modification in LF passive diameter
and histological parameters were observed in DMO rats (Fig S2), demonstrating an absence

of inward remodelling in case of low flow but not a delay in the onset of remodelling.

Absence of Transglutaminase 2 activity

In order to test if endogenous TG2 could be activated by a cell-permeable reducing agent,
mesenteric arteries were incubated with DTT. In 3 months old CMO rats, TG2 activity, as
indicated by incorporation of Alexa Fluor-594/Cadaverine, was higher after stimulation by
DTT than in non-stimulated vessels. Moreover, TG2 activity was strongly reduced by SNP
(NO donor). Interestingly, in DMO mesenteric arteries, we did not detect any TG2 activity

after DTT stimulation (Fig 4).
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Discussion

Chronic alterations in the hemodynamic profile is associated with arterial remodelling
(Langille, 1996; Lehoux and Tedgui, 1998). In several forms of hypertension, constrictive
remodelling is defined as an increase of wall-to-lumen ratio, associated with hypertrophy in
larges arteries (Heagerty et al., 1993; Intengan and Schiffrin, 2001). In our model of maternal
diabetes, although previous studies have shown that offspring developed hypertension
around 6 months of age (Nehiri et al., 2008), our results did not show any modification of
physiological parameters of the thoracic aorta despite high blood pressure. This could be
related to the increased number of connections between VSMCs and elastic laminae, which
thereby could normalize wall stress in response to high blood pressure as it has been
demonstrated in the spontaneously hypertensive rat (Bezie et al., 1998).

Kidney is one of the main organs controlling blood pressure. Furthermore, fluctuation in renal
perfusion results in alterations in renal resistance arteries such that renal blood flow remains
constant. However, in this study, we demonstrated an hypertrophy of the renal artery
associated with higher pressures in response to an increased flow at a pre-hypertensive
stage. These results might show an alteration in renal vascular resistance which could be
linked to an impaired nephrogenesis with a 30% reduction of nephron number in DMO rats
(Nehiri et al., 2008). Resistance arteries are the main determinant of tissue blood flow and
subsequently blood pressure. Interestingly, Vessiéres et al have shown an absence of
inward remodelling in mesenteric arteries while myogenic tone was maintained at a high
level in 18-months old DMO compared to age-matched CMO (Vessiéres et al., 2016).
Myogenic tone ensures auto-regulation of blood flow in organs and relies on the intrinsic
property of smooth muscle to contract in response to pressure (Kauffenstein et al., 2016).

On the other hand, low blood flow and high blood pressure are both associated with a
reduction in lumen diameter (Buus et al., 2001; Mulvany, 1990). The development of inward
remodelling requires two conditions: first a chronic vasoconstriction and secondly a matrix

reorganization (Bakker et al., 2002; Langille and Dajnowiec, 2005 Huelsz-Prince et al.,

Abdallah Dib | Programmation feetale du systéme vasculaire en réponse a l'exposition in utero au
diabete maternel chez le rat

=3 [ 93



2013). In our model, even if vasoconstriction state is not affected in DMO, we demonstrated
an inhibition of the TG2 activity in mesenteric arteries. Indeed, we tested if endogenous TG2
could be activated by a cell-permeable reducing agent. Our results show, in DMO, the
inhibition of TG2 activity highlighted by an absence of of Alexa Fluor-594/Cadaverine
incorporation after DTT stimulation. Several studies have shown that vascular remodelling of
small arteries after reduced blood flow, hypertension, and exposure to vasoconstrictors
depends of TG2 activity to stabilize arterial wall and normalize shear stress (Bakker et al.,
2005, 2006; Eftekhari et al., 2007). Biological functions of TG2 involve a1-adrenergic
signalling, and activation of RhoA. Major TG2 function is to stabilize matrix proteins through
the formation of specific cross-links. Although protein cross-linking is the main feature of
TG2, providing mechanical strength to tissues (Lorand and Graham, 2003), how vascular

smooth muscle tone induces TG2 activity remains unknown (Huelsz-Prince et al., 2013).

Finally, our results suggest that TG2 plays a functional role in the progression of the arterial
remodelling and highlight a fetal programming of vascular structure and function in response

to maternal diabetes.
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Legends captions

Figure 1: Longitudinal study of thoracic aorta structure at pre-hypertensive (3 months) and
hypertensive (18 months) stages in control (CMO) and diabetic (DMO) mother offspring. (A)
Evolution of systolic blood pressure (SBP), (B) cross-sectional area of the media (MCSA),
(C) internal perimeter of CMO (open bars, n=13 at 3 months of age and n=7 at 18 months of
age) and DMO (solid bars, n=13 at 3 months of age and n=5 at 18 months of age). (D)
Electronic microscopy images of SMCs attachment showed by red arrows and connexion
number (n=3 for CMO, open bars and n=3 for DMO, solid bars) at a pre-hypertensive stage

(3 months). Each bar graph represents mean £ SEM. * p<0.05 DMO vs CMO.

Figure 2: Kidney hemodynamic study and histological analysis of renal artery in 3 months-
old control (CMO) and diabetic (DMO) mother offspring. (A) Flow-response curve in isolated
perfused kidney of CMO (white curve, n=5) and DMO (black curve, n=3) rats. (B) Internal,
external diameters, cross-sectional area of the media and ratio media/lumen in CMO (open
bars, n=4) and DMO (solid bars, n=6). Each bar graph represents mean + SEM. * p<0.05

DMO vs CMO

Figure 3: Flow remodelling analysis of mesenteric arteries in 3 months-old control (CMO)
and diabetic (DMO) mother offspring. (A) Low flow (LF) and normal flow (NF) arteries
diameters of CMO and DMO in response to stepwise increase pressure (n=7). (B) Cross-
sectional area of the media (MCSA) of normal flow (NF) and low flow (LF) arteries in CMO
(open bars, n=12) and DMO (solid bars, n=9) rats. Each bar graph represents mean + SEM.

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 DMO vs CMO or LF vs NF.

Figure 4: Transglutaminase 2 (TG2) activity of mesenteric arteries in 3 months-old control
(CMO) and diabetic (DMO) mother offspring. TG2 activity (incorporation of Alexa Fluor-

594/Cadaverine) has been measured in non-stimulated artery (basal condition), with SNP
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(NO donor, inhibitor of TG2 activity), with DTT (activator of TG2 activity) or with SNP+DTT in
CMO (open bars, n=6) and in DMO (solid bars, n=3) rats. Each bar graph represents mean +

SEM. ** p<0.01 DTT vs non-stimulated.
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Figure S1: Flow remodeling analysis of mesenteric arteries in 3 months-old control (CMO) and diabetic
(DMO) mother offspring 7 days after ligature. (A) Low flow (LF) arteries diameters of CMO and DMO in
response to stepwise increase pressure (n=7); LF diameter is expressed as a percentage of change
compared to normal flow (NF) artery. (B) Internal and external diameters of NF and LF arteries in CMO
(open bars, n=12) and DMO (solid bars, n=9). Each bar graph represents mean + SEM. * p<0.05, **
p<0.01, DMO vs CMO or LF vs NF.
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Données complémentaires

1- Remodelage des artéres mésentériques en réponse a une augmentation de flux

Dans notre modéle de ligature mésentérique, le vaisseau situé entre les 2 vaisseaux ligaturés voit son
flux augmenté (artére HF) afin d'irriguer correctement les tissus en liaison avec l'artéres ligaturée. L'analyse du
diametre passif des artéres HF montre une augmentation de celui-ci aussi bien chez les rats males agés de 3
mois CMO que DMO (Figure 24), bien que le diamétre de base soit plus petit (213,3 £ 29,9 um et 284,0 + 43,7
pum, DMO vs CMO respectivement, p<0,01). Les mémes observations ont été faites 21 jours apres la ligature

(résultats non montrés).
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Figure 24: Diamétre passif des artéres mésentériques haut-flux (HF) et normal-flux (NF) 7 jours apres ligature
de rats males agés de 3 mois issus de meres controles (CMO) ou diabétiques (DMO). Les valeurs sont

exprimées en moyenne + sem. *, p<0,05, **, p<0,01 et ***, p<0,001 HF vs NF.

D’un point de vue histomorphométrique, les artéres HF des CMO et des DMO ont des diamétres interne
et externe plus grands, associés a une augmentation de leur MCSA 7 jours aprés augmentation du flux (Figure

25). Les mémes observations ont été faites 21 jours apres la ligature (résultats non montrés).
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Figure 25: Histomorphométrie des arteres mésentériques en réponse a une augmentation de flux 7 jours apres
ligature chez des rats males agés de 3 mois issus de meres controles (CMO) ou diabétiques (DMO). Diametres
interne et externe, surface cross-sectionnelle de la média (MCSA) des arteres haut-flux (HF) et normal-flux

(NF). Les valeurs sont exprimées en moyenne £ sem. *, p<0,05 et **, p<0,01 HF vs NF.

Ces résultats montrent donc I'apparition d’un remodelage expansif suite a 'augmentation de flux chez les
DMO.

2- Remodelage des carotides en réponse a des variations de flux

Nous n’observons aucune différence de débit entre la carotide droite et la carotide gauche aussi bien
chez les males CMO que DMO agés de 3 mois. Aprées 4 semaines de ligature de la carotide gauche, le débit de
celle-ci est diminué de 53,3% chez les CMO et de 43,9% chez les DMO. Celui de la carotide droite est augmenté
de 74,5% chez les CMO et de 74,2% chez les DMO (Figure 26A). L'étude histomorphométrique montre que la
diminution de flux sur la carotide gauche est associée a une diminution du diameétre interne et une
augmentation de la surface de la média (Figure 26B, histogrammes blancs). Ces modifications aboutissent a un
rapport M/L augmenté indiquant la présence d'un remodelage constrictif. L'augmentation de flux observée dans
la carotide droite est, quant a elle, associée a une augmentation des diamétres interne et externe et de la
MCSA, sans modification du rapport M/L (Figure 26B, histogrammes noirs), indiquant la présence d’un

remodelage expansif.
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Figure 26: Remodelage de la carotide en réponse a des variations de flux aprés 4 semaines de ligature
(Operated) ou sans ligature (Sham) chez des maéles agés de 3 mois issus de meres controles (CMO) ou
diabétiques (DMO). A : flux carotidien mesuré avant et aprés ligature par doppler (Systéme Transonic). B :
histomorphométrie des carotides droite et gauche (diamétres interne et externe, surface cross-sectionnelle de

la média (MCSA), ratio média sur lumiére (M/L)). Les valeurs sont exprimées en moyenne + sem. *, p<0,05 et

** p<0,01.

3- Activité de la Transglutaminase 2 au niveau carotidien

Nous n‘observons aucune différence d'activité de la Transglutaminase 2 chez les DMO par rapport aux

CMO (Figure 27).
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Figure 27: Activité de la Transglutaminase 2 sur des coupes de carotide de rats males agés de 3 mois issus de
méres controles (CMO) ou diabétiques (DMO) en présence (DTT) ou en absence (non-stimulated) d'un
activateur de l'activité transglutaminase. Les valeurs rouge-vert/bleu (r-v/b) sont exprimées en moyenne *

sem. *, p<0,05.
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Troisieme Partie: Impact de I'exposition in utero au diabéete

maternel sur la descendance femelle

Abdallah Dib | Programmation feetale du systéme vasculaire en réponse a l'exposition in utero au
diabete maternel chez le rat

110



Contexte scientifique

De nombreuses études épidémiologiques ont examiné I'association entre poids de naissance et pression
artérielle mais trés peu se sont intéressées aux différences homme-femme (Barker et al., 1993b; Frontini et al.,
2004; Huxley et al., 2000) .Pourtant, méme si de nombreuses études décrivent une relation inverse entre poids
de naissance et niveau de pression artérielle aussi bien chez les hommes que chez les femmes (Forsén et al.,
2004; Taylor et al., 1997), certaines études montrent que cette relation entre poids de naissance est plus
étroite chez les femmes ayant eu un poids de naissance extrémement bas (Rich-Edwards et al., 1997). Par
ailleurs, chez la femme, la maladie coronarienne est associée a un faible poids de naissance en relation avec
une anomalie de croissance alors que chez I'hnomme, la maladie coronarienne est associée a un faible poids de
naissance d{ a une maigreur a la naissance (faible indice pondéral : poids a la naissance/taille a la naissance).
Ainsi, les taux de mortalité les plus élevés par maladie coronarienne ont été observés chez les hommes minces
a naissance, mais affichant un rattrapage pondéral important, conduisant a un surpoids a I'age de 7 ans (Forsén
et al., 2004). Concernant I'HTA, des différences entre sexe ont également été décrites (Rosamond et al., 2007).
En effet, une augmentation de la pression artérielle est plus fréquente et sévére chez les hommes par rapport
aux femmes pré-ménopausées du méme age (Reckelhoff, 2001).
Aussi, ces données suggérent que la réponse a un environnement foetal défavorable pourrait conduire a un

dimorphisme sexuel dans la gravité ou le développement des maladies chroniques de I'adulte.

Les données chez 'homme se limitent a des données épidémiologiques. Celles-ci suggérent que des
conditions défavorables pendant la grossesse ont des effets différents en fonction du sexe. Par exemple, un
faible poids de naissance est associé a des altérations cardiaques différentes suivant le sexe, avec une
augmentation des résistances vasculaires chez les hommes et une augmentation de l'activité sympathique
cardiaque chez les femmes (Jones et al., 2008).

Au niveau expérimental, les comparaisons males/femelles ont été étudiées principalement chez le rat
(Khan et al., 2003; Langley-Evans et al., 1996; Nivoit et al., 2009; Ozaki et al., 2001; Reverte et al., 2011a) ou
la souris (Gallou-Kabani et al., 2010; Vickers, 2011) (Tableau 3). Chez le rat, un retard de croissance intra-
utérin est associé a une insuffisance placentaire aboutissant a la naissance de ratons males ou femelles
hypertendus. Néanmoins, aprés la puberté, seuls les males restent hypertendus. A l'inverse, a la puberté, les
femelles ont une pression artérielle stabilisée du fait d’'un niveau maximum d'cestrogene. Ce role protecteur des
cestrogenes a été vérifié sur des femelles ovariectomisées qui présentaient alors une forte augmentation de la
pression artérielle, effet contrebalancé par I'ajout d'cestrogene ou par le blocage du SRA (Ojeda et al., 2007a).
Ces nouveaux résultats montrent que le réle protecteur des cestrogénes passerait par l'inhibition du SRA.
D’autre part, la testostérone semble jouer un role dans la stimulation de ce systéme hormonal, ce qui pourrait
expliquer I'augmentation de pression artérielle chez les descendants males (Ojeda et al., 2007a). Il a ainsi été

montré que les niveaux de testostérone sont significativement plus élevés chez les descendants males avec
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retard de croissance intra-utérin par rapport aux animaux contréles (Ojeda et al., 2007b). Alors que la
castrations de rats males témoins n'a pas d'effet significatif sur les niveaux de pression artérielle (Ojeda et al.,
2007b, 2010), I'HTA observée chez les descendants males avec retard de croissance intra-utérin est abolie
apres castration ; un traitement par la testostérone rétablit I'nypertension artérielle (Ojeda et al., 2007b,
2010). De plus, il a été démontré qu’un traitement a I'énalapril (inhibiteur de I'enzyme de conversion) diminue
la pression artérielle chez les descendants males, prouvant que le SRA est bien impliqué dans le développement
de I'HTA chez les méles en cas de perturbation de I'environnement intra-utérin. Ainsi, les niveaux plus élevés de
testostérone chez ces animaux pourraient stimuler de facon inappropriée le SRA et entrainer une augmentation
de pression artérielle (Ojeda et al., 2010).

Toutes les études mettent en évidence une sensibilité accrue a I'HTA des descendants rats males par
rapport aux femelles (Alexander, 2003; Dodic et al., 2002; Kwong et al., 2000; Langley-Evans et al., 1996;
Maloney et al., 2011; Woods et al., 2005). En effet, les males semblent étre beaucoup plus sensibles aux
anomalies in utero que leurs homologues féminins (Grigore et al., 2008) et ce quelque soit les perturbations de
I'environnement intra-utérin (dexaméthasone en prénatal, régime pauvre en protéine, déficit de perfusion
utérine) (Alexander, 2003; Kwong et al., 2000; Langley-Evans et al., 1996; Ortiz et al., 2003; Woods et al.,
2005) . L'étude de la fonction endothéliale a montré des perturbations aussi bien chez les descendants males
que chez les descendants femelles (do Carmo Pinho Franco et al., 2003; Franco et al., 2002; Ozaki et al.,
2001). Pourtant, cette susceptibilité a I'HTA pourrait étre en lien avec une fonction rénale altérée surtout chez
les males (Gilbert et al., 2007; Loria et al., 2007; Reverte et al., 2011a; Woods et al., 2005). Il a ainsi été
suggéré que cette altération de la fonction rénale, associée a une réduction du nombre de néphrons, était due a
des différences anatomiques chez les males (Woods et al., 2005). Puis, un role important du SRA dans le
développement rénal a été suggéré (Woods and Rasch, 1998; Woods et al., 2001, 2005) . En effet, de
nouvelles études utilisant des antagonistes de I’Ang II ont montré une plus grande sensibilité du développement
rénal chez le méale, méme si celui des femelles était également affecté, avec une diminution du taux de filtration
glomérulaire et du volume papillaire uniqguement chez les males (Saez et al., 2007)

Par la suite, le role des hormones sexuelles est devenu un théme important de la biologie vasculaire ;
ainsi I'accumulation de preuves suggérant que les hormones sexuelles pourraient jouer un role protecteur au
niveau vasculaire (Perusquia and Stallone, 2010). En effet, de nombreuses études ont démontré un effet
bénéfique des hormones sexuelles endogénes sur la régulation du tonus vasculaire, en montrant par exemple,
que ces hormones augmentent la libération de NO et / ou sa biodisponibilité, diminuent le stress oxydatif, et
réduisent la synthése de prostanoides vasoconstricteurs (Blanco-Rivero et al., 2006; Duckles and Miller, 2010).
D’autre part, en agissant sur les facteurs de croissance et les cascades des signaux en lien avec la prolifération
des CMVLs, ces hormones sexuelles pourraient avoir un réle dans le remodelage vasculaire (Bonnet et al.,
2009; Ii et al., 2009). Del campo et coll ont d'ailleurs montré que la testostérone et le B-cestradiol empéchaient
le remodelage constrictif induit par une vasoconstriction chronique in vitro. Ce remodelage, a la fois chez les

males et les femelles, dépend du NO et de I'activité de la tTG mais chez les femelles, I'inhibition du remodelage
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constrictif pourrait étre di a l'inhibition de I'activité tTG mediée par la NO (del Campo et al., 2013). Ces

données suggérent donc des mécanismes d'action différents suivants les hormones sexuelles et donc suivant le
sexe (Barrett-Connor and Bush, 1991; Wenger et al., 1993) (Tableau 3).

Référence

Modéles
expérimentaux
Chez le méle
(Langley-Evans et
al., 1996)

(Kwong et al., 2000)

(Ozaki et al., 2001)
(Dodic et al., 2002)
(Franco et al., 2002)
(Alexander, 2003)
(Ortiz et al., 2003)
(Hemmings et al.,
2005)

(McMullen and
Langley-Evans, 2005)
(Woods et al., 2005)
(Zambrano et al,,
2005)

(Gilbert et al., 2007)
(Loria et al., 2007)
(Mueller and Bale,
2007)

(Sinclair et al., 2007)
(Nivoit et al., 2009)
(Tang et al., 2009)
(Micke et al., 2010)
(Reverte et al,
2011b)

(Maloney et al,
2011)

résultat principal

Régime pauvre en protéine: pression artérielle élevée chez les descendants
males par rapport aux femelles

Régime pauvre en protéine: augmentation de la pression artérielle chez les
descendants males

Carence nutritionnelle (réduction de 30%) : augmentation de la pression
artérielle et de la dysfonction vasculaire chez les descendants males
Exposition a la dexaméthasone : pression artérielle plus élevée chez les
descendants males

Restriction nutritionnelle (50%) : réduction de I'expression de la eNOS dans
I'aorte chez la descendance male

Réduction de la circulation utérine : augmentation imortante de la pression
artérielle chez les descendants males

Injection de dexaméthasone : élévation continue de la pression artérielle
chez les descendants males

Hypoxie : augmentation myogénique chez les descendants males

Régime pauvre en protéine : élévation de la pression artérielle dépendant
des glucocorticoides seulement chez les descendants males

Régime pauvre en protéine : pression artérielle élevée, associée a un
nombre de néphrons réduit chez les descendants males

Régime pauvre en protéine pendant la lactation : affecte la sensibilité a
l'insuline dans la deuxieme génération male

Restriction nutritionnelle : atteinte de la néphrogenese chez les
descendants males

Blocage de I'AnglI juste aprés la naissance : augmentation de la protéinurie
et altération de la capacité de concentration de I'urine chez les descendants
males

Exposition chronique au stress : diminue la capacité d'apprentissage chez
les descendants males

Réduction péri-conceptionnelle en méthionine et vitamine B : altération de
la pression artérielle chez les descendants males

Haute teneur en graisse et en sucre : augmentation de la résistance a
I'insuline chez les descendants males

Exposition prénatale a la bétaméthasone : diminution du taux de filtration
glomérulaire et de I'excrétion de sodium chez les descendants males

Faible teneur en protéine au cours du premier trimestre : affecte plus
lourdement les males dans la vie adulte

Blocage de I'AngII juste aprés la naissance + régime alimentaire riche en
protéine : insuffisance rénale chez les descendants males

Alimentation maternelle déficiente en méthyl : altération de I'homéostasie
du glucose chez les descendants males

Espéce

Rat
Rat
Rat
Mouton
Rat
Rat
Rat
Rat
Rat
Rat
Rat
Mouton

Rat

Souris
Mouton
Rat
Mouton
Vache
Rat

Rat
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Chez la femelle

(Khan et al., 2003) Régime riche en graisse : augmentation de la pression artérielle chez la | Rat
descendance femelle

(Wilcoxon et al.,, Exposition a I'éthanol : diminution des niveaux placentaires de 11B8- Rat

2003) hydroxystéroide déshydrogénase-2 et hypertrophie ventriculaire gauche
chez la descendance femelle

(Manikkam et al., | Exposition a la testostérone prénatale : croissance post-natale augmentée | Mouton

2004) chez la descendance femelle

(Porter et al., 2007) Régime riche en sel : augmentation de la réponse au stress chez la Rat
desendance femelle

(Mao et al., 2010) Haute teneur en matiere grasse ou faible teneur en matiere grasse des | Souris
produits de régime : up-régulation des génes placentaires

(Gallou-Kabani et al., Régime riche en graisse : hypo-méthylation de I'ADN dans le placenta de la = Souris
2010) descendance femelle

(Vickers et al., 2011) | Exposition au fructose : diminution du poids du placenta, augmentation de | Rat
la leptine plasmatique et du glucose chez la descendance femelle

Epidémiologie

Chez I'homme
(Zarén et al., 2000) Tabac : diminution du poids de naissance chez les descendants males Humain

(Mingrone et al., | Obésité : niveaux plus élevés d'insuline en réponse a des tests de tolérance | Humain
2008) au glucose

Chez la femme

(Roseboom et al., | Restriction calorique : taux plus élevés d'obésité chez les descendants | Humain

2001) femmes

(Clifton, 2005) Asthme maternel : altération du métabolisme des glucocorticoides | Humain
placentaires et de la croissance

(Stark et al., 2009) Administration de bétaméthasone : augmentation de l'activité placentaire | Humain
11B-hydroxystéroide déshydrogénase-2, positivement corrélée avec le
niveau de pression artérielle moyenne

Tableau 3:

Dans les modeles de programmation feetale induite par I'exposition in utero au diabéte maternel, les
études s'intéressant aux différences males/femelles sont peu nombreuses. Des études chez le rat montrent
que, contrairement aux descendants femelles, les descendants males issus de méres diabétiques développent
de I'HTA autour de 2-3 mois (Holemans et al., 1999; Rocha et al., 2005; Wichi et al., 2005) ou plus
tardivement, aux alentours de 6 mois (Katkhuda et al., 2012; Nehiri et al., 2008; Ramos-Alves et al., 2012).
Pour expliquer le développement de I'HTA chez ces animaux, les auteurs ont suggéré des changements de
sensibilité du baroréflexe, de la réactivité vasculaire, de I'activité du SRA ou des systémes du métabolisme de
I'acide arachidonique (Duong Van Huyen et al., 2010; Gomes and Gil, 2011). En effet, chez les descendants
femelles adultes de rats témoins et de rats rendus diabétiques par injection de STZ, alors que la pression
artérielle était similaire dans les deux groupes, la fréquence cardiaque était plus faible chez les petits issus de
méres diabétiques ; d'autre part, les artéres mésentériques de ce groupe avaient une sensibilité accrue a la

noradrénaline et des anomalies de relaxation dépendante de I'endothélium (Holemans et al., 1999). Par
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ailleurs, Segar et coll ont montré une contractilité aortique accrue associée a une dysfonction endothéliale chez
les descendants femelles mais pas les males (Segar et al., 2009). Ainsi, I'exposition in utero a I'nyperglycémie

aboutit a des changements cardiovasculaires spécifiques au sexe chez les descendants adulte.

Mais les effets du diabéte maternel sur la structure et le remodelage vasculaire chez les descendants femelles

en réponse & des variations de flux sont peu connus. L'objectif de cette 3°™ étude a été d'étudier
spécifiguement la structure et les mécanismes de remodelage chez la descendance femelle issue de meéres

diabétiques.

Résultats
1- Données physiologiques

Suite a l'injection de STZ, les meres diabétiques développent une glycémie de (387,1 + 106,8 mg/dl)
par comparaison a celle des meres contréles (88,8 + 29,6 mg/dl). Par contre, a I'age de 3 mois les niveaux de
glycémie des animaux issus de meéres diabétiques (DMO) et issus de meéres contrdles (CMO) sont équivalents

(159,2 £ 12,8 vs 172,1 £ 8,2 mg/dl) ainsi que la pression artérielle et la fréquence cardiaque (Tableau 4).

PAS (mmHg) | PAM (mmHg) |PAD (mmHg) FC (bpm)
CMO (n=6)| 139,1+1,2 101,822 | 81,029 42101100
DMO (n=8) | 147,0£2,1 107,522 | 878+28 | 4086+6,3

Tableau 4:

Le poids corporel, les ratios poids coeur/poids corporel et poids du cceur sans les oreillettes/poids du

ceeur sont également équivalents entre CMO et DMO (Figure 28).

Poids (g) Poids du cceur / Poids
300 0.004

0.003
200

0.002

100
0.001

T 0.000 T
CcMo DMO CMOo DMO

Poids du cceur sans

10 oreillette / Poids du cceur

0.8

0.6

0.4

0.2
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Figure 28: Poids corporel, ratios poids du cceur/poids corporel et poids du cceur sans oreillette/poids du coeur

des rates agées de 3 mois issues de meres contrdles (CMO) et de meres diabétiques (DMO).

2- Histomorphologie des artéres de résistance aprés 7 jours de ligature

Chez les rats DMO femelles, aprés 7 jours de ligature, nous observons une augmentation significative des
diamétres interne et externe de l'artére haut-flux (HF) par rapport a l'artére normal-flux (NF), associée a une
augmentation significative de la MCSA (Figure 29). Par contre, les diamétres interne et externe de I'artére bas-
flux (BF) restent équivalents a celui de l'artére NF (Figure 29) démontrant une absence de remodelage

constrictif chez ces animaux.
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Figure 29: Diametres interne et externe, surface cross-sectionnelle de la média (MCSA) et rapport surface
média/surface lumiére (M/L) de coupes transversales d'artéres mésentériques haut-flux (HF) ,normal-flux (NF),

et bas-flux (BF) de rates agées de 3 mois issus de meéres diabétiques aprés 7 jours de ligature.

3- Diamétres passifs des artéres mésentériques aprés 21 jours de ligature

Le diamétre artériel passif a été mesuré sur des artéres mésentériques de rats CMO et DMO aprés 21
jours de ligature. Les artéres a haut,- bas- et normal-flux ont été désignées comme HF, BF et NF, |'artére NF
servant de controle. L'augmentation progressive de la pression (de 10 a 125 mmHg) induit un accroissement du
diametre interne proportionnellement a la pression appliquée. Chez les CMO, le diamétre interne est plus élevé
au niveau de l'artere HF que de l'artére NF, démontrant I'apparition d’un remodelage expansif spécifique a

I'augmentation de flux. Inversement, le diametre interne de I'artére BF est considérablement diminué par
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rapport a |'artére NF (Figure 30A), ce qui est la caractéristique d'un remodelage constrictif d{i a la diminution du
flux. Chez les rats DMO, on retrouve bien une augmentation significative du diameétre interne de I'artere HF par
rapport a celle de I'artére NF par contre le diamétre interne de I'artére BF reste équivalent a celui de I'artére NF

(Figure 30B) quelque soit le niveau de pression appliqué.
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Figure 30: Variation du diameétre passif d’arteres mésentériques haut-flux (HF), normal-flux (NF) et bas-flux
(BF) en réponse a une augmentation de pression chez des rates dgées de 3 mois issues de meéres controles

(CMO) et de méres diabétiques (DMO) aprées 21 jours de ligatures.

Ces études préliminaires semblent mettre en évidence des anomalies cardiovasculaires chez la
descendance femelle adulte identiques a celles observées chez la descendance male. En effet, I'évaluation du
remodelage vasculaire des artéres mésentériques montre la persistance d'un remodelage expansif en réponse a

I'augmentation chronique de flux et une absence de remodelage constrictif en cas de diminution du flux aussi
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bien 7 jours que 21 jours apres ligature. Ces résultats nécessiteront de plus amples investigations notamment

dans l'augmentation du nombre d'individus par groupe.
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DISCUSSION GENERALE
ET
CONCLUSION
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Les maladies cardiovasculaires, dont I'HTA, continuent d'étre la principale cause de décés dans le
monde. Elles coexistent fréquemment avec un diabéte de type 2, une dyslipidémie, une résistance a l'insuline
et la maladie rénale chronique, reflétant un mécanisme commun qui pourrait étre a l'origine lié a
I'environnement intra-utérin. En réponse a I'augmentation de la prévalence de I'obésité et du diabéte chez la
femme en age de procréer, le nombre de grossesses sous l'influence du diabete maternel croit régulierement.
Méme si il est bien connu que les nourrissons nés de ces meéres ont un risque accru de mortalité et de
morbidité, les complications a long terme restent moins décrites. La majorité des études s'intéressent a
I'apparition d’anomalies métaboliques chez les descendants de meéres diabétiques, mais peu d’entre-elles
s'intéressent aux altérations cardiovasculaires, y compris au développement de I'HTA.

Au cours de cette thése, nous nous sommes donc intéressés aux effets du diabéte maternel sur la fonction et la
structure des vaisseaux de la descendance. L'ensemble des résultats obtenus est résumé dans la figure ci-

dessous (Figure 31).

Effets de I’exposition in utero au diabéte maternel chez le mdle

3 mois

ﬁelaxaﬁon PGl, \
N

cMmo v/ DMO
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Figure 31: Schéma récapitulatif des différents résultats obtenus au cours de cette these chez le rat male issu

de mére contréle (CMO) ou de mere diabétique (DMO) a 3 et 18 mois.
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Dans un modéle expérimental d'exposition in utero a une hyperglycémie maternelle modérée, les
animaux issus de meéres diabétiques (DMO) développent une HTA dés 6 mois (165 + 5 mmHg vs 139 + 3
mmHg, p<0,001), s'aggravant avec I'age (Nehiri et al., 2008). A un stade pré-hypertensif (3 mois), I'étude de
la réactivité des aortes chez ces animaux montre une diminution importante de la vasodilatation induite par un
analogue de la PGI,, liée a une diminution du nombre de ses récepteurs (récepteur IP) (Duong Van Huyen et
al., 2010). La vasodilatation médiée par le couple PGI,/IP implique la voie de I'AMPc et pourrait ainsi étre
impliquée dans la régulation de la pression artérielle (Francois et al., 2005). En effet, en cas d'HTA, il a été
montré une modification de I'équilibre entre prostanoides vasodilatateurs et vasoconstricteurs (Félétou et al.,
2011) renforcé par le fait que les réponses a I'ACh sont restaurées par I'inhibition de la voie des COX-2 (Ramos-
Alves et al., 2012). Etant donné que la prostacycline joue un réle clé dans le contréle du tonus vasculaire,
notamment des artéres de résistance, nous avons voulu déterminer si I'hyperglycémie maternelle pendant la
grossesse pouvait affecter le tonus vasculaire des artéres de résistance a un stade pré-hypertensif (3 mois) et
post-hypertensif (18 mois). Concernant les systéemes vasodilatateurs, nos résultats mettent en évidence une
relaxation a la PGI, réduite dans les artéres de résistance aussi bien a 3 mois qu’a 18 mois. La relaxation
endothélium-dépendante est également diminuée mais seulement chez les DMO agés de 18 mois (Figure 31).
Ces résultats sont accord avec les travaux menés par Rocha et coll mettant en évidence une diminution de
I'effet vasodilatateur a I’ACh chez des DMO des I'dge de 12 mois (Rocha et al., 2005). En ce qui concerne les
systemes vasoconstricteurs, nous observons le maintien d'un tonus myogénique élevé a I'age de 18 mois
(Figure 31). Ainsi la programmation feetale du tonus vasculaire pourrait influer sur la régulation de la pression
artérielle chez les DMO par une altération de I'équilibre entre les réponses vasodilatatrice et vasoconstrictrice
induisant une contraction chronique et une augmentation des liaisons cellulaires irreversibles (Martinez-Lemus
et al., 2004).

Le tonus vasculaire est étroitement lié au phénomeéne de remodelage vasculaire qui détermine sa direction
(constrictif ou expansif) (Bakker et al., 2008a). Ainsi, notre second objectif a été d'étudier le remodelage
vasculaire en cas d'exposition in utero au diabéte maternel suite au changement chronique de pression ou de
flux. Les vaisseaux sanguins sont en permanence sous contrainte en raison des forces de cisaillement pergues
par I'endothélium et de la contrainte pariétale percue par les CMVLs. Ces contraintes sont des déterminants
majeurs de la composition et de la morphologie du vaisseau (Lehoux et al., 2004). Or, dans notre modéle, nous
avons pu démontrer que, face a I'HTA observée, les DMO agés ne développent aucun remodelage
hypertrophique ou eutrophique aussi bien dans l'aorte que dans les artéres mésentériques (Figure 31). Au
niveau des arteres de conductance (aorte), ces résultats pourraient étre liés a l'augmentation des points
d'ancrage des CMVLs a la MEC (Figure 31). D'ailleurs, dans les artéres de conductance de rat spontanément
hypertendu, il a été démontré que le réseau d’élastine jouait un role majeur dans I'adaptation mécanique de la
paroi artérielle par des variations de I'étendue de I'ancrage des cellules musculaires (Bezie et al., 1998). Ainsi
cette réorganisation des connections coordonnerait la tension des lames élastiques a la tension active globale

des CMVLs (Davis, 1993a) et aboutirait a une diminution des forces appliquées a la paroi vasculaire par la
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pression artérielle, permettant ainsi de normaliser la contrainte pariétale. Cette réorganisation matricielle plus
solide pourrait donc étre a I'origine de I'absence de remodelage. D'autre part, alors que I'augmentation de flux
entraine bien un remodelage expansif dans les artéres de conductance (carotide) et dans les artéres de
résistance (artere mésentérique), la réduction du débit n’entraine un remodelage constrictif que dans les gros
vaisseaux (Figure 31). Le remodelage constrictif en réponse a des agents vasoconstricteurs, a I’'HTA ou bien a la
diminution chronique de flux, nécessite deux conditions : une vasoconstriction durable et la présence d'enzymes
de réticulation pour fixer le vaisseau dans cet état (Bakker et al., 2002; Langille and Dajnowiec, 2005 Huelsz-
Prince et al., 2013). Chez nos animaux issus de méres diabétiques, la premiére condition ne semble pas altérée
puisque nous avons mis en évidence un important tonus vasoconstricteur. Par contre, la diminution de I'activité
de la tTG (enzyme de réticulation des protéines) dans les artéres de résistance pourrait expliquer I'absence de
remodelage constrictif en cas de diminution de flux ou d'hypertension. En effet, un lien étroit entre remodelage
des petites arteres et activité de la tTG a été démontré en cas de diminution chronique de flux, d'hypertension
ou suite a l'exposition a des agents vasoconstricteurs (Bakker et al., 2005, 2006). Ce remodelage, lorsqu’il est
induit par I'ET-1 ou la Phe ou en réponse a une diminution chronique de flux sanguin au niveau des artéres
mésentériques, est bloqué par les inhibiteurs de la tTG (cystamine) (Bakker et al., 2005; Eftekhari et al.,
2007). De plus, alors que chez des souris tTG**, le L-NAME induit un remodelage constrictif des petites artéres
en réponse a l'augmentation de la pression artérielle, chez les souris tTG”", ce remodelage est absent malgré
I'augmentation de pression (Pistea et al., 2008). Bien que les voies par lesquelles la tTG exerce son effet sur le
remodelage, ne sont pas clairement définies, cette enzyme pourrait jouer un réle dans la résistance mécanique
de la paroi du vaisseau en réponse a ces stimuli, par réticulation des protéines structurales de la MEC; de cette
fagon, la tTG pourrait figer I'artére contractée dans son état (Bakker et al., 2002; Langille and Dajnowiec,
2005). Au niveau des gros vaisseaux, les travaux récents de Santhanam et coll ont mis en évidence un lien
étroit entre la formation de liaisons induites par la tTG et la rigidité des artéres de conductance associée au
vieillissement (Santhanam et al., 2010). Cette enzyme serait également impliquée dans la calcification
vasculaire et le développement et la stabilité de la plaque d'athérome (Matlung et al., 2010; Vanbavel and
Bakker, 2008). Pourtant la fonction de la tTG n'a pas été étudiée dans le remodelage des gros vaisseaux en
réponse a I'HTA ou a une diminution du flux. Une seule étude montre une activité transglutaminase diminuée
au niveau des gros vaisseaux chez le rat hypertendu (SHR et DOCA-sel) (Petersen-Jones et al., 2015), alors
gue nos résultats au niveau carotidien suite a une diminution chronique de flux, montrent une activité

transglutaminase normale.

En conclusion, notre travail a mis en évidence des perturbations de la réactivité vasculaire associées a
des modifications des mécanismes de remodelage. Ces résultats soulignent une programmation feetale au
niveau du systéme vasculaire chez le rats adulte exposé in utero au diabéte maternel, qui pourrait étre
impliquée dans le développement de I'hypertension. La modification de la structure intrinséque du vaisseau

permettrait, dans un premier temps, de normaliser les contraintes engendrées par I'HTA. L'incapacité de nos
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animaux DMO a faire un remodelage constrictif semblerait alors initialement protecteur puisque des études
récentes indiquent que le remodelage des artéres de résistance est I'un des premiers parametres prédictibles
des événements cardiovasculaires en contribuant a la progression de la maladie vasculaire dans des états
pathologiques impliquant des altérations de la charge hémodynamique (Mathiassen et al., 2007; Rizzoni et al.,
2003). L'hypertension observée dans notre modéle s'aggravant rapidement avec I'dge (Nehiri et al., 2008),
I'absence de ce remodelage deviendrait délétere, les modifications strucurales des vaisseaux ne permettant plus
a eux seuls de normaliser les contraintes pariétales, avec des conséquences dramatiques sur les organes cibles
compromettant leur fonction. Cette adaptation deviendrait inefficace pour contrebalancer les troubles
vasculaires chez les DMO, altérant rapidement I'état de santé des animaux.

La programmation feetale des maladies cardiovasculaires et plus particulierement de I'HTA est la
conséquence de modifications structurales et fonctionnelles a des périodes critiques du développement.
L'intérét de ce projet, a été d'identifier les facteurs a I'origine des anomalies vasculaires et les conséquences
fonctionnelles qui en résultent a I'age adulte. En terme de santé publique, une meilleure connaissance des
mécanismes physiopathologiques de cette re-programmation vasculaire et plus précisément des mécanismes
vasculaires impliqués dans |'aggravation des pathologies cardiovasculaires permettrait 1) de mettre en place un
suivi personnalisé en cas d'exposition in utero au diabéte maternel et 2) de proposer des stratégies
thérapeutiques pour une prise en charge précoce visant a controler les conséquences pathologiques d'une telle

re-programmation.
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Programmation fcetale du systéme vasculaire en réponse a I'exposition in utero au

diahate matarnel chez le rat

Fetal programming of vascular system in adult rats exposed in utero to maternal diabetes

Résumé

L'exposition in utero au diabete maternel aboutit a des
changements cardiovasculaires permanents en lien avec des
altérations de la fonction vasculaire. En effet, alors que le rat
exposé in utero a I'hyperglycémie maternelle modérée (DMO)
développe une hypertension artérielle a 6 mois, une altération
spécifique de la vasodilatation induite par la prostacycline dans
I'aorte est présente dés 'age de 3 mois.

La prostacycline jouant un réle clé dans le controle du
tonus vasculaire dans les artéres de résistance, nous avons
émis ['hypothése que la programmation feetale du tonus
vasculaire suite a I'hyperglycémie maternelle pouvait jouer sur la
régulation de la pression artérielle chez les DMO. Notre étude
montre que la relaxation induite par la prostacycline est
diminuée dans les arteres mésentériques aussi bien a 3 mois
qu'a 18 mois; de plus, une dysfonction endothéliale tardive
associée a une augmentation de I'activité contractile des cellules
musculaires lisses (tonus myogénique) est observée a 18 mois.
Le tonus vasculaire est étroitement li¢ au remodelage
vasculaire ; aussi nous avons étudié l'effet du diabéte maternel
sur le remodelage vasculaire apres altération chronique de la
pression ou du flux. Chez les DMO &gés, I'hypertension n’induit
aucun remodelage de l'aorte, ni des artéres mésentériques.
Chez les jeunes DMO, la réduction du flux carotidien gauche
(ligature) induit un remodelage constrictif; la carotide droite
subissant, quant a elle, un remodelage expansif en réponse a
laugmentation de flux. Par contre, la ligature des artéres
mésentériques n'entraine aucun remodelage en réponse a la
diminution de flux chez les DMO, alors que le remodelage
expansif suite a I'augmentation de flux est maintenu.

Ces résultats mettent en évidence une programmation
foetale du systeme vasculaire en réponse au diabéte maternel,
qui pourrait étre impliquée dans le développement de
I'hypertension a plus long terme.

Mots clés: diabéte maternel, programmation fcetale,
systéme vasculaire

Abstract

Cardiovascular alterations including hypertension are lifelong
consequences of in utero exposure to maternal diabetes. One possibility
was that hypertension could be caused by alterations of vascular
function. Preliminary studies demonstrated that rat exposed in utero to
moderated maternal hyperglycemia (DMO) developed hypertension
around 6 months of age, associated with a specific alteration of
prostacyclin-induced vasodilation in aorta.

Because prostacyclin plays a key role in the control of vascular
tone in resistance arteries, we aimed to determine whether maternal
hyperglycaemia could affect this parameter in offspring. We
hypothesized that fetal programming of vascular tone could impact
regulation of arterial pressure in DMO. We found that prostacyclin-
induced relaxation was reduced in resistance arteries both at 3- and 18-
month of age; endothelium-mediated relaxation was reduced in 18-month
old DMO although an increase of contractile activity of smooth muscle
cells (myogenic tone) was measured at the same age.

Secondly, because vascular tone is closely linked to vascular
remodeling, we studied the effect of maternal diabetes on vascular
remodeling after chronic alteration of pressure or flow. In old DMO,
hypertension did not induce inward remodeling neither in aorta nor in
mesenteric arteries. In young DMO, the reduction of left carotid flow
(induced by ligation) induced an inward remodeling; the right carotid
underwent an increased flow involving outward remodeling. Conversely,
in mesenteric arteries, after 1 or 3 weeks of ligation, DMO did not exhibit
inward remodeling in response to low-flow although outward remodeling
in high-flow arteries is maintained.

These results evidenced a fetal programming of vascular
system in adult rats exposed in utero to maternal diabetes, which may be
involved in the development of hypertension.

Key Words : maternal diabetes, fetal programming, vascular system



