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RESUME

L’administration d’une di¢te enrichie a 0,2% en cholestérol (DEC) cause une
hypercholestérolémie maternelle et feetale, et entraine une diminution de 15,5% du poids
des rejetons a la naissance chez les lapines. Cependant, les mécanismes qui engendrent la
diminution du poids des rejetons sont encore inconnus Le glucose joue un rdle primordial
dans le développement feetal. Une diminution de I’apport en glucose et une hypoglycémie
foetale sont les mécanismes pathophysiologiques d’une restriction de la croissance
intrauterine (RCIU). Le glucose traverse le placenta en utilisant des transporteurs
spécifiques, soit les SGLT (dépendant du Na") et les GLUTS (transport facilité). Cependant,
la régulation des GLUTs nécessite leur translocation du pool intracellulaire vers la
membrane plasmatique et ce phénomeéne peut grandement étre influencé par
’environnement lipidique de la membrane. L’objectif de cette étude est donc d’étudier
’impact d’une DEC durant la gestation chez la lapine sur le métabolisme du glucose,
’expression génétique et protéique des SGLT et GLUTs et le routage des GLUTs dans le
placenta. Pour effectuer cette étude, deux groupes de lapines gestantes et leurs rejetons ont
¢té utilisés: un groupe de femelles a été nourri avec une diete standard pour lapin et [’autre
avec une DEC. Les niveaux sériques de glucose et d’insuline ont ét¢ évalués. La
quantification relative de GLUTs (ARNm) dans le placenta a été fait par « reverse
transcriptase polymerase chain reaction » (RT-PCR) en temps réel. La quantification des
niveaux d’expression protéique de SGLT1 et de GLUTs placentaires a été réalisée par
immunobuvardage de type Western. Nos résultats démontrent que la concentration du
glucose chez les rejetons hypercholestérolémiques est inférieure a celle de leur meére, ainsi
qu’a celle des rejetons contréles. Une diminution du niveau d’insuline maternelle a la fin de
la gestation a également été observée dans les deux groupes des lapines. Cependant, aucune
différence dans I’insulinémie fcetale n’a été retrouvée. L expression des GLUT1, GLUT3 et
GLUT4 (ARNm) placentaires n’a pas ét€¢ modifiée par la DEC. En ce qui a trait a
I’expression protéique des GLUTs, la DEC ne semble pas influencer leur niveau dans des
extraits de protéines totales placentaires. Cependant I’expression de la SGLT1, elle, est
fortement diminuée (4 fois). Par contre, le fractionnement cellulaire a permis de démontrer
une diminution de ’expression de GLUT1 dans la membrane plasmique des placentas de
lapines hypercholestérolémiques, avec une augmentation concomitante de ’expression de
GLUTI dans la fraction cytosolique. Cependant, aucune différence dans 1’expression
protéique de GLUT4 dans ces 2 fractions n’a été constatée dans le placenta de deux
groupes de lapines. En conclusion, I’hypercholestérolémie maternelle: 1) entraine une
hypoglycémie feetale, 2) n’influence pas le niveau de I’insuline maternelle et foetale, 3) n’a
pas d’effet sur I’expression génétique de GLUTI1, GLUT3 et GLUT4 placentaires, 4)
diminue D’expression de SGLT1 placentaire dans I’extrait de protéines totales, et 5)
influence uniquement le routage des GLUT]1 vers la membrane plasmique. L hypoglycémie
feetale pourrait, donc, €tre engendrée par la diminution de la mobilisation de GLUTI
placentaire dans la membrane plasmatique. Le faible poids a la naissance des rejetons
hypercholestérolémiques pourrait s’expliquer par I’hypoglycémie feetale.

Mots clés : hypercholestérolémie, RCIU, transporteur du glucose, placenta, lapin.



INTRODUCTION

Au cour de la gestation, le développement foetal dépend d’un apport continu de
nutriments provenant de la circulation maternelle (Battaglia et Meschia 1986, Morris et
Boyd 1988). Les nutriments maternels servent & assurer le métabolisme énergétique, la
croissance et les réserves du placenta et du feetus. Parmi ceux-ci, le glucose joue un rdle
primordial dans le développement intra-utérin du feetus (Bataglia et Meschia 1978; Takata
et Hirano 1997). En effet, il représente pour le foetus une source d’énergie et un facteur de
croissance et couvre en fin de grossesse 80 % des besoins oxydatifs feeto-placentaires

(Aldoretta et Hay 1995).

Le placenta constitue une barriere sélective entre le sang maternel et le sang feetal.
Le placenta cumule plusieurs fonctions telle que le transport des particules nutritives, le
métabolisme et la production des hormones et des cytokines (Knipp et al 1999). Les
nutriments traversent le placenta grace aux différents transporteurs situés dans ses parties
basale et apicale du syncytiotrophoblaste. Spécifiquement, la diffusion transplacentaire du
glucose est facilitée par des protéines impliquées a la fois dans le captage du glucose

maternel et son transfert.

La croissance prénatale est un processus complexe de par son déroulement et son
intensité. Lors de la gestation, de nombreuses modifications hormonales et métaboliques
sont observées pour maintenir le développement de la grossesse et la croissance feetale
(Butte 2000; Di Cianni ef al. 2003). Des perturbations de ces métabolismes, dans certaines
conditions spécifiques, peuvent provoquer des pathologies de la gestation telles que la
restriction de la croissance intrautérine (RCIU) qui represente un probléme de santé
publique. Ce phénomene concerne environ 5% de I’accouchement a terme et encore

aujourd’hui 1’étiologie et les mécanismes de la RCIU ne sont que partiellement élucidées



(Jansson et al 1993). Des études antérieures, faites dans notre laboratoire, sur des lapines
gestantes nourries avec une diete enrichie a 0,2% en cholestérol (DEC) démontrent une
réduction du poids de leurs rejetons a la naissance (Montoudis et al. 1999), bien que le
transfert transplacentaire de I’acide linoléique et de la leucine, deux éléments essentiels a la

croissance du feetus, soit normal (Montoudis et al. 2004).

Puisque le glucose constitue un élément essentiel au développement fectal, nous
émettons donc ’hypothése que 1’hypercholestérolémie chez les lapins durant la gestation
pourrait : 1) modifier le métabolisme maternel et foetal du glucose et de ’insuline, 2)
influencer 1’expression génétique et protéique des transporteurs du glucose placentaire, 3)
modifier le routage des transporteurs facilités du glucose (GLUT) vers la membrane
plasmique. Ces travaux de recherche visent donc a mieux comprendre les mécanismes

pouvant étre impliqués dans une RCIU induite par I’hypercholestérolémie maternelle.



CHAPITRE I

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 METABOLISME DU CHOLESTEROL LORS DE LA GROSSESSE

La grossesse est caractérisée par plusieurs adaptations anatomiques, physiologiques
et métaboliques qui se développent dans 1’organisme maternel pour assurer la croissance
foetale. La plus grande disponibilité des substrats et des précurseurs, du métabolisme
feetoplacentaire et de la production hormonale, s'effectue par l'intermédiaire d'une
augmentation de l'apport alimentaire et par des modifications endocrines contribuant a

améliorer la disponibilité des nutriments.

1.1.1 LE CHOLESTEROL

Le cholestérol est un élément vital pour la survie cellulaire. 1l entre dans la
composition des membranes cellulaires et des hormones stéroidiénnes (Rawn 1990). Le
cholestérol et ses esters sont transportés par le plasma sanguin sous forme de lipoprotéines,
qui sont des particules globulaires de haute masse moléculaire, présentant une membrane
formée d’une monocouche de phospholipides et de cholestérol libre, un ceeur formé de
lipides apolaires (esters de cholestérol et triglycérides (TG)) de méme que des

apolipoprotéines (Havel et al. 1987) (Fig.1).
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\ Protéine
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Figure 1. Structure d’une lipoprotéine

(tiré de www.nutrition.arizona.edv/. ../chapl1/ch11.htm).

Les lipoprotéines transportent les lipides d’un tissu a I’autre, permettant le transport
de composés hydrophobes (les lipides) dans un milieu hydrophile (le plasma sanguin).
Arrivées a la destination, les lipoprotéines sont captées par des récepteurs spécifiques ou

non spécifiques, afin de délivrer leur contenu aux cellules.
1.1.2 LE CHOLESTEROL PENDANT LA GESTATION
Chez ’humain lors de la grossesse, la concentration en cholestérol total (CT) est

augmentée durant les 2°° et 3 tiers (Chiang e al. 1995). Grace au cholestérol présent dans

la circulation maternelle, le placenta va synthétiser de la progestérone, qui, en dehors de la



grossesse, est produite par le corps jaune. Cette hormone a pour effet de relacher les
muscles viscéraux maternels (Holt 1989). Ensuite, elle est transformée au niveau hépatique
et surrénalien pour donner des précurseurs des cestrogénes qui retourneront dans le placenta
ou ils seront transformés en cestrogeénes (Pasqualini 2005). Il y a trois types d'cestrogénes:
oestradiol, oestriol, oestrone, dont seul l'oestradiol a une action lors de la grossesse. Cette
derniére permet, dans l'organisme maternel, une action trophique (nutritive) sur de
nombreux tissus (développement de l'endomeétre autour de I'ceuf, développement de Ila
glande mammaire en vue de l'allaitement...) (Pepe et Albrecht 1994).

Le cholestérol joue également un rdle primordial dans le développement
embryonnaire et feetal. I est une composante essentielle de la membrane cellulaire, un
précurseur d’acides biliaires et des hormones stéroidiennes, et a la fin de la gestation, une
source importante pour la synthese des glucocorticoides feetaux. Il est également impliqué
dans la prolifération et la différentiation des cellules, la production d’énergie, le stockage
de composés énergétiques (Martines-Botas et al. 1999; Mauch et al. 2001; Suarez et al.
2002). La demande du feetus en cholestérol est donc relativement haute. Le cholestérol
feetal provient de sources endogéne et exogene : le cholestérol endogene est synthétisé dans
le foie feetal, tandis que le cholestérol exogéne est synthétisé par le placenta ou provient de
la circulation maternelle (Wadsack et al. 2003).

Fait important & noter, chez la lapine, la gestation entralne une diminution
progressive de la concentration du CT jusqu'a atteindre des niveaux non-détectables a
terme. Ce phénoméne pourrait s’expliquer par une importante utilisation du cholestérol
pour la synthése des hormones stéroidiennes (progestérone, cestrogeéne et cortisol) servant

au maintien de la gestation jusqu’a terme (Mitropolos et al. 1981).

1.1.3 EFFET D’UNE DIETE ENRICHIE EN CHOLESTEROL SUR LA
GESTATION

En vue d’étudier l’effet de l’hypercholestérolémie pendant la gestation et le

développement feetal, plusieurs modéles d’animaux ont été utilisés (Munilla et Herrera



1997; Montoudis et al. 1999; Napoli et al. 2000; McConihay et al. 2001; Alves de Assis et
al. 2003). Le métabolisme des lapins est trés sensible au cholestérol alimentaire et, suite a
I’administration d’une alimentation riche en cholestérol, ce demier s’accumule en grande
concentration dans leur plasma (Kovanen et al. 1981). Chez les lapines gestantes, une
(DEC) entraine une augmentation des niveaux de CT et des acides gras libres (AGL) dans
le plasma maternel par rapport aux lapines non traitées (Montoudis et al. 2004). De plus,
chez la lapine nourrit avec cette diete, I’activité des enzymes (hépatiques et placentaires)
impliquées dans le métabolisme du cholestérol, telles que la hydroxy-3-methyl-glutaryl
coenzyme A-reductase (HMG-CoA-réductase), 1’acyl-CoA/cholestérol acyl transférase
(ACAT) et la cholestérol-7a-hydroxylase est modifiée (Montoudis et al. 2003). Lors de la
gestation chez ces lapines, I’activité hépatique de la HMG-CoA-réductase et celle de la
cholestérol-7a-hydroxylase est réduite par la DEC, alors que 1’activité de I’ ACAT n’est pas
affectée par la DEC, mais est réduite par la gestation (Montoudis et al. 2003). Toutefois, au
niveau du placenta, seule I’activité de la HMG-CoA-réductase est augmentée (Montoudis et
al. 2003). Chez les rejetons des lapines nourries avec la DEC, il a été constaté que les
niveaux sériques du CT et des TG sont augmentés, alors que, dans le foie des rejetons,
’activité¢ de la HMG-CoA-réductase et ACAT est réduite (Montoudis et al. 2004). De plus,
il a été démontré que les rejetons présentent une importante diminution de poids de 15,5% a
la naissance (Montoudis et al. 1999).

Fait intéressant, deux autres études également réalisées avec des lapines gestantes
nourries avec une DEC variante de 0,168% a 0,221% n’a pas montré des modifications des
niveaux plasmiques de CT et TG chez les rejetons, cependant ces mémes fractions dans la
circulation maternelle ont été augmentées, mais a des niveaux différents. Dans ces deux
mémes études 1’hypercholestérolémie maternelle ne semble pas influencer le poids des
rejetons (Napoli et al. 2000; Palinski e al. 2001).

Chez les rates gestantes, une DEC a 2% entralne une augmentation de Ia
concentration de TG, de CT et des AGL (Munilla et Herrera 1997). Elle provoque une
réduction du HDL-cholestérol dans la circulation matemelle également observée dans le

placenta (Munilla et Herrera 1997). Une autre études similaire, mais utilisant une DEC a



4% a également démontré une augmentation de la concentration de CT dans le plasma
maternel des rates (Alves de Assis et al. 2003). Toutefois, ces dietes (2% et 4%) ne
semblent pas influencer les concentrations en CT et en TG dans la circulation feetale
(Munilla et Herrera 1997; Alves de Assis et al. 2003). Cependant, le poids des rejetons des
rates nourries a une DEC a 2% est normal (Munilla et Herrera 1997), alors qu’il est
diminué chez ceux dont les méres ont été nourries avec une DEC a 4% (Alves de Assis et
al. 2003). Intéressante, 1’étude de Alves de Assis et collaborateurs (2003) a démontré que la
DEC a 4% provoque différentes pathologies lors de la grossesse et des anomalies au niveau
du développement du feetus (nombre élevé d’avortements, diminution de nombre de
rejetons dans une portée, augmentation du niveau de la mortalité des rejetons et la réduction
de la fonction rénale dans la vie adulte).

Finalement, une autre étude faite chez les hamsters Golden Syrian, nourrient avec
une DEC a 0,5% ou a 2% a démontré une augmentation de la concentration de CT dans la
circulation maternelle et feetale (McConihay ef al. 2001).

Au cours de la grossesse chez la femme, une augmentation progressive de 40% du
CT et des TG est observée, de plus les LDL sont augmentées de 200-300% (Martin et al.
1999). Les concentrations augmentées de CT et des TG ont une influence positive sur les
niveaux de la 17B-estradiol, de la progestérone, de la lactogéne placentaire et de I’insuline
durant toute la grossesse (Desoye ef al. 1987). L’augmentation des lipoprotéines pendant la
grossesse est causée par leur hypersécrétion et la réduction de leur catabolisme. Cette
hyperlipidémie peut & 1’occasion induire le développement d’un état hypertensif avec pré-
éclampsie, de I’hyperglycémie avec résistance a l’insuline, du diabéte gestationnel et de
I’obésité maternelle (Martin et al. 1999). L’hypercholestérolémie maternelle peut aussi
augmenter les risques de développement de maladies cardiovasculaires chez les enfants

dans leur vie adulte (Napoli et al. 1997).



1.2 GESTATION ET PLACENTATION CHEZ LA LAPINE

La gestation chez les lapines dure environ 31 jours. Les rejetons sont au nombre de
8 £ 1 et ont un poids moyen de 48,4 £ 1 g au 30° jour de la gestation (Montoudis et al.
1999). A 15 jours de gestation, le placenta de la lapine est de type hémochorial, donc,
comparable a celui de la femme. Le sang maternel entre en contact avec le chorion au
niveau de la chambre intervilleuse. Toutefois, il n’y aucun contact entre le sang feetal et le
sang maternel (Nessman-Emanuelli 1983). Puis, aprés le dix-septieéme jour, le placenta
devient de type hémo-endothélial, le syncytiotrophoblaste ne détruirtait pas 1'épithélium
utérin, mais fusionnerait avec celui-ci pour former un syncytium fceto-maternel. Ce
placenta ne serait donc pas strictement de type hémochorial puisque le sang maternel est en

contact avec un tissu en partie constitué de 'épithélium utérin (Hoffman et Wooding 1993)

(Fig.2).
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Figure 2. Circulation dans le placenta de lapin

(tiré de http://medicine.ucsd.edu/CP A/rabbit.html).



Ainsi, la perméabilité du placenta et les échanges entre les sangs maternel et feetal y sont
plus importants que dans un placenta de type hémochorial. Le placenta a une forme bi-

discoide caractérisée par deux lobes séparés par un profond sillon interlobaire.

1.3 CARACTERISTIQUES DU METABOLISME DU GLUCOSE ET DE
L’INSULINE

1.3.1 GLUCOSE

Les apports énergétiques au feetus se font essentiellement par les sucres, en
particulier le glucose, qui assurent environ 50% du métabolisme énergétique et permettent
la constitution de réserves lipidiques (Jones et Rolph 1985; Fowden 1997). Les cellules
feetales ont besoin d'énergie pour leur développement et leur croissance. Cette énergie est
apportée par la dégradation de molécules organiques, parmi lesquelles le glucose est un des
plus essentiels (Wachters-Hagedoorn et al. 2004). 1l est transporté a chaque cellule de
’organisme par la circulation sanguine. Toutes les cellules du corps humain sont capables
d'utiliser le glucose pour produire de I'énergie. Cette énergie se présente sous forme d’une
molécule d'adénosine triphosphate (ATP) et sa production se réalise en deux temps : la
glycolyse, puis la respiration au sein des mitochondries (Pilkis et al. 1992). De maniére tres

schématique, la glycolyse permet la dégradation de glucose en pyruvate (Fig.3):

2 ADP +2 P 2 ATP

glucose I 2 pyruvates

2MAD+ 2 MNADH +2H+

Figure 3. Glycolyse (tiré de www.biochimie.univ-montp2.fr).
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Cette dégradation s'accompagne de la synthése de deux molécules d’ATP utilisables par la
cellule. En général, les molecules de pyruvates formées sont ensuite dégradées dans le
cycle de Krebs, au sein des mitochondries. Ces réactions s'accompagnent de la formation
transitoire de molécules d'acétyl-CoA. Dans certains cas, les molécules de pyruvate
permettent la réalisation d’une fermentation, qui régénere les molécules de nicotinamide
adénine dinucleotide (NAD") indispensables au fonctionnement de la glycolyse. La
dégradation compléte du pyruvate permet donc, grace a la chaine respiratoire, de former
I'ATP (Fig.4). En conclusion, le glucose, grace a la glycolyse, au cycle de Krebs et a la

chaine respiratoire, permet la production d'énergie utilisable par la cellule (Baudin 2001).

pyruvate
£
—
energie (ATP
: D
pyruvate 2 H20
GDP + Pi
3 MAD+ chame- ,a-’er‘a're
4 ' FAD
acety-CoA
cyie e Krebs
2 CaR
GTP
3 NADH + 3 H+
FADH2
CoenzymeA
mfocbandre
\\ J./

Figure 4. Métabolisme du pyruvate (tiré de www.biochimie.univ-montp2.fr).
1.3.2 INSULINE

La glycémie est sous le contréle permanent de deux hormones pancréatiques:
I’insuline et le glucagon. L’adrénaline, les hormones thyroidiennes, les glucocorticoides et
I’hormone de croissance modulent également les taux de glucose sanguin (Boyle et al.

1989; Cryer 1993, Jiang et Zhang 2003, Raju et Cryer 2004) (tableau 1).
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Tableau 1. Régulation hormonale : un systéme hormonal complexe régule la glycémie.

Pénétration Activation Lypolyse Cétogenese Résultat

intra glycogénolyse  Glycérol sur la
cellulaire  Néoglucogenese ++ glycémie
Insuline A N N N N
Glucagon A 2 2 N
Catécholamines N 2 2 N
ACTH A ™
Cortisol A A 2 N
STH = 2 N

L'insuline est synthétisée sous forme de pré-pro-hormone dans les cellules 3 des
ilots de Langerhans. Son peptide signal est clivé dans les citernes du réticulum
endoplasmique et intégré dans les vésicules sécrétoires de l'appareil de Golgi, elle acquiert
alors sa conformation puis est verrouillée a 'aide de deux ponts disulfures (Steiner et Tager
1979; Baudin 2001). Des protéases spécifiques clivent le tiers central de la molécule qui se
dissocie en formant le peptide C, la partie amino-terminale, tandis que le peptide B reste 1ié
par un pont disulfure au peptide carboxy-terminal A. L'insuline sécrétée par le pancréas est
directement infusée par la veine porte dans le foie ou elle exerce de profonds changements
métaboliques. En plus de son rdle dans la régulation du métabolisme du glucose, 1'insuline
stimule la lipogenése, diminue la lipolyse et augmente le transport d'acides aminés vers les
cellules (Cerasi 1975). Elle module aussi la transcription, modifiant le contenu cellulaire de
nombreux acides ribonucléiques messagers (ARNm). L'insuline stimule la croissance, la

synthése de I’acide désoxyribonucléique (ADN), la division cellulaire, effets qu'elle partage
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avec les «insulin like growth factor » (IGFs) et la relaxine. L'action de l'insuline est
consécutive a la stimulation de son récepteur présent & la membrane cellulaire. Son
récepteur appartient a la famille de récepteurs a activité tyrosine kinase. En ce qui concerne
son r6le dans le maintien de l'homéostasie du glucose hépatique, l'activation du récepteur
induit des phosphorylations successives augmentant la mise en réserve de glucose avec une
diminution concomitante du glucose hépatique libéré dans la circulation.

La sécrétion d'insuline par les cellules 3 du pancréas est principalement régulée par
le taux plasmatique de glucose. Le mécanisme précis par lequel le glucose induit ce signal
n'est pas encore totalement €élucidé. Une possibilité serait que I'augmentation de l'entrée du
glucose dans les cellules 3 provoque une augmentation concomitante de son métabolisme.
Cette augmentation induirait une élévation du ratio ATP/adénosine diphosphate qui a son
tour inhiberait les canaux potassiques ATP-sensibles. Ces effets provoqueraient une
dépolarisation cellulaire induisant une entrée calcique et une sécrétion d'insuline (Fraychet
1990).

L'augmentation chronique de nombreuses autres hormones incluant les hormones de
croissance, les estrogénes et la progestérone, augmente la sécrétion d'insuline en
augmentant la synthése d'ARNm de pré-pro-insuline et d'enzymes impliquées dans le
processus de la synthése de la pré-pro-hormone. A l'inverse, l'adrénaline diminue la
sécrétion d'insuline par une voie qui dépend de l'adénosine monophosphate cyclique.
L'adrénaline influence aussi I'homéostasie du glucose par I'interaction avec des récepteurs

alpha-adrénergiques (Lembo ef al. 1994).

1.3.3 METABOLISME DU GLUCOSE MATERNEL LORS DE LA GROSSESSE

Pour répondre aux exigences croissantes du feetus, des ajustements métaboliques et
hormonaux s'établissent chez la mére. Lors de la grossesse, le métabolisme du glucose est
perturbé; la production du glucose hépatique est augmentée et son utilisation par les tissus
diminue pour maintenir la croissance du feetus (Di Cianni et al. 2003). Lors d’une grossesse
normale, I’homéostasie du glucose est maintenue grace a une augmentation de la sécrétion

d’insuline. Durant les deux premiers trimestres, un anabolisme tissulaire intense
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accompagne une sensibilité accrue a l'insuline, puis, au troisiéme trimestre, une
insulinorésistance associée a une réduction de la sensibilité tissulaire a ['insuline jusqu'a
80% et a une augmentation de la sécrétion d'insuline se développe (Butte 2000). Cette
augmentation est associée a une hypertrophie et a une hyperplasie des cellules  du
pancréas maternel (Van Assche et al. 1978). L’insuffisance des mécanismes d’adaptation
ou les altérations des cellules B entrainent le développement du diabéte gestationel qui se
retrouve dans 2 a 4% des grossesses et affecte a la fois la mére et le bébé (Di Gianni et al.
2003). Ces alterations pourraient étre dues a des mutations de la glucokinase (5% des cas de
diabéte gestationel) (Chiu ez al. 1994) ou a des processus auto-immuns (< 10%) (Damm et
al. 1994). La majorité des cas d’insuffisance des cellules  lors de la grossesse demeure

encore inconnue.
1.3.4 METABOLISME DE L’INSULINE LORS DE LA GROSSESSE

L’insuline est dosable dans la circulation fcetale des la fin du premier trimestre. Sa
sécrétion est modulée par les concentrations sériques feetales en acides aminés, puis en
glucose (Fowden 1995; Fowden et Hill 2001). Les mécanismes d'action de I'insuline sont
divers: elle peut stimuler au niveau feetal 1'apport transplacentaire du glucose, la synthése
du glycogéne et des protéines, la prolifération cellulaire et augmenter le taux d'IGFI. En cas
de diabete maternel, I’hyperglycémie maternelle induit de fagon linéaire une hyperglycémie
feetale responsable d’un hyperinsulinisme feetal (Salvesen et al. 1993; Schwartz et al.
1994). 11 en résulte une macrosomie foetale avec augmentation de la masse graisseuse qui
reflete a la fois 1’action trophique directe de l’insuline et ses effets métaboliques,
notamment lipogéniques (Susa et al. 1984). A I’inverse, I’agénésie pancréatique avec les

états d'hyperinsulinisme maternel induit un RCIU sévere.
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1.4 CROISSANCE PRENATALE

1.4.1 CROISSANCE PRENATALE ET FACTEURS MATERNELS

Des facteurs maternels sont impliqués dans la croissance prénatale tout au long de la
gestation, et méme des la phase préimplantatoire. Ce sont tout d’abord des facteurs
environnementaux liés aux conditions de vie (carences nutritionnelles, altitude...), a
I’exposition aux agents toxiques (tabac, alcool, cocaine...) et infectieux qui perturbent ou
ralentissent la croissance et le développement de 1’embryon, du feetus et du nouveau-né
(Cornelius et al. 2002). Le génome maternel a lui aussi un réle primordial dans les jours qui
suivent la fécondation et avant l’implantation. Enfin, les qualités mécaniques et
fonctionnelles (synthése de facteurs paracrines) de 1’environnement tubaire et utérin ne sont
pas négligeables. Les contraintes mécaniques et physiques sont en partie responsables de la

plus petite taille des nouveau-nés issus les grossesses multiples (Han 1999).

1.4.2 CROISSANCE PRENATALE ET FACTEURS EMBRYONNAIRES

Le développement embryonnaire et placentaire se fait de fagon concomitante et
intriquée. Il comprenne schématiquement trois étapes: une étape de morphogenése, une
étape d’organogenése, et une étape de différenciation et de spécialisation cellulaire
(Rappoport 1993). Ces étapes sont principalement sous le contréle du génome zygotique.
Différents génes sont impliqués dans ces processus de morphogenéese et de développement
de ’embryon et du placenta. Les étapes de migration et de différenciation cellulaire font
intervenir des facteurs de croissance tels que «l’epidermal growth factor » (EGF), le
« vascular epidermal growth factor », les IGFs, la superfamille du « transforming growth
factor-B » (TGF-p) et les protéines morphogéniques osseuses (Hernandez-Valencia et al.
2001). La plupart de ces facteurs sont produits par le placenta dont ils conditionnent
I’organisation et la structure définitive acquise a la fin du premier trimestre. Leur

expression anormale pourrait donc perturber I’implantation, 1’arborisation villositaire du
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placenta, la différenciation du trophoblaste, la vascularisation placentaire, et donc le
développement et la croissance fcetal (Gluckman et Harding 1992; Leperco et Mahieu-

Caputo 1998; Wollman 1998).

1.4.3 CROISSANCE PRENATALE ET FACTEURS FETAUX

La croissance feetale implique elle aussi des facteurs de croissance et des hormones
qui exercent des actions de type autocrine, paracrine et endocrine. La plupart de ces
hormones sont détectables des le début du second trimestre dans la circulation foetale.
Leur(s) récepteur(s) a (ont) €té¢ caractéris€¢ (s) au niveau tissulaire avec une maturation
progressive du rétrocontrdle hypothalamo-hypophysaire au cours de la grossesse (Sibley et
al. 1997, Challis et al. 2001; Fowden et Hill 2001). Ces hormones ne sont pas directement
impliquées dans la croissance somatique. En revanche, elles stimulent la maturation
spécifique de nombreux tissus en induisant la synthése d’enzymes et de facteurs tissulaires
comme I’IGF-1 (Price et al. 1992; Sloboda et al. 2002). Les hormones thyroidiennes,
hypophysaires et surrénaliennes agiraient sur le métabolisme foetal en relation avec son état
de stress et son état nutritionnel (Fowden 1995; Han 1999). L’insuline et les IGFs exercent
quant & eux un role essentiel dans la croissance foeto-placentaire via leurs effets
mitogéniques et métaboliques (Fowden 1992; Fowden 2003). L’IGF-1 et I’IGF-2 sont des
facteurs de croissance tissulaires qui agissent sur des récepteurs membranaires voisins de
ceux de ’insuline. Les 1GFs jouent un role important dans la croissance du feetus puisqu’ils
modulent la prolifération cellulaire et I’utilisation tissulaire des nutriments en relation avec
son statut nutritionnel (Wilson et al. 1982; Verhaeghe et al. 1996; Gude et al. 2004). Le
niveau des IGFs dans le sang du cordon est diminué en présence de RCIU en comparaison
d’une grossesse normale (Lassarre et al. 1991; Langford et al. 1995; Leger et al. 1996; Nieto-
Diaz et al. 1996). L’expression des génes codant pour les IGFs et de leurs protéines de
liaison est contr6lée par les corticoides et les hormones thyroidiennes, notamment en
relation avec 1’état de stress du feetus. Il en résulte une modulation des concentrations en

IGFs et de leur biodisponibilité. In utero, l'expression des IGFs n’est probablement pas
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contrdlée par I'hormone de croissance (GH) hypophysaire, mais plutét par l'apport de
nutriments et par 1'insuline (Murphy 2006). L’action des hormones feetales sur la croissance
prénatale est donc intimement liée au statut nutritionnel du feetus qui dépend

essentiellement des apports maternels via le placenta.
1.4.4 CROISSANCE PRENATALE ET FACTEURS PLACENTAIRES

1.4.4.1 Métabolisme placentaire

Le placenta est un organe de fonctionnement autonome, de durée de vie limitée et
programmée. Il est le site d’échanges nutritifs et gazeux entre la mere et le feetus et il
produit de nombreuses hormones et facteurs de croissance nécessaires au maintien de la
gestation et au développement fcetal (Popek 1999). Le placenta est par ailleurs un tissu
évolutif a forte croissance dont le métabolisme est trés actif. A titre d’exemple, 60% du
glucose extrait de la circulation maternelle par un mécanisme de diffusion facilitée est
utilisé par le placenta pour son propre métabolisme (Schneider et al. 1996). Un équilibre
complexe est donc nécessaire entre un métabolisme orienté vers la survie et le
développement du placenta et un métabolisme orienté vers la nutrition du foetus. Chez
I’humain, I’hormone chorionique gonadotropique du trophoblaste maintient le corps jaune
dans un état actif, lui permettant de sécréter la progestérone. A un stade plus avancé durant
la grossesse, cette fonction est assurée par le placenta (Porter et al. 1982). Si le placenta
humain est un organe endocrinien extrémement actif (Alsat et Evain-Brion 1998), il n’est
cependant pas totalement autonome en ce qui concerne les mécanismes de la
stéroidogenése. Une autre particularité du trophoblaste est la possibilité d’inactiver le
cortisol maternel ou feetal en cortisone, ce qui permet un contrdle précis de la quantité de
glucocorticoides actifs qui parvient au feetus. Le placenta humain sécréte également de
nombreuses hormones polypeptidiques; certaines comme 1’hormone lactogéne placentaire
(hPL), aussi appelée hormone chorionique somatomammotrophique, sont connues depuis
de nombreuses années mais leurs rdles physiologiques restent encore a élucider. Enfin, la

production de neuropeptides a €t€ mise en évidence dans le placenta, bien que celui-ci soit
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dépourvu d’innervation. Récemment, la production de leptine a également été démontrée
dans le placenta, et sa concentration sérique augmente au cours de la grossesse chez la
femme (Masuzaki et al. 1997).

Par contre, chez la lapine, le placenta n’est pas un organe endocrinien actif
(Malassine et al. 2000), ce sont plutdt les ovaires qui sont indispensables lors de la
gestation, car ils produisent les hormones, en particulier la progestérone, qui maintiennent
la grossesse jusqu’a terme (Lytton et Poyser 1982). Les blastocystes placentaires
synthétisent une importante fraction de 1’estrogéne, et celui-ci joue un réle majeur dans le
maintien lutéal et dans la biosynthése de la progestérone (Holt 1989). De plus, pendant la
gestation de la lapine, la concentration plasmatique de progestérone demeure élevée
(Kriesten et Murawski 1988). Par contre, le placenta de lapine produit I’hPL, qui provoque
la sécrétion lactée chez les lapines et est analogue a la prolactine (Lin et al. 2000). Elle n’a
pas un rdle lactogéne, mais participe avec les stéroides sexuels dans la préparation de la
glande mammaire a la lactation. Cette hormone contrdle ainsi la mobilisation des lipides
maternels (Gootwine 2004).

Enfin, de nombreux facteurs de croissance et des cytokines sont synthétisés par le
placenta, ceux-ci jouant, via des mécanismes autocrines ou paracrines, un rdle dans son
développement et dans le maintien de ses fonctions différenciées (Popek 1999).

Le placenta constitue au sens large «une barriere protectrice» contre les différents
agents toxiques et infectieux, cependant certains de ces agents peuvent franchir cette
barriere d'emblée, ou par suite de présence de 1ésions du placenta (Myllynen et al. 2005).
En outre, le placenta constitue également une barriére incompléte contre les effets nocifs de
certains médicaments: ainsi, les antibiotiques et les corticoides passent la barriére
placentaire, en plus, certaines hormones stéroidiennes traversent également le placenta en
fonction de leur taille (Reali et al. 2005).

De plus, en considérant que les poumons feetaux sont remplis de liquide pulmonaire,
le placenta doit assurer la fonction respiratoire. Le placenta a, de plus, une fonction

excrétrice pour 1’élimination des déchets dans le liquide amniotique (Yllera et al. 2003).
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1.4.4.2 Transfert placentaire

La capacité du placenta a transférer les nutriments d'origine maternelle dans la
circulation feetale conditionne le développement et la croissance du feetus. Les nutriments
(glucose, acides aminés, lipides, vitamines et oligo-éléments), 'oxygene et I'eau assurent
ses besoins oxydatifs, sa croissance et la constitution de ses réserves €nergétiques (Sibley et
al. 1997). L'apport en nutriments, influencé par des facteurs spécifiques au milieu intra-
utérin, augmente au fur et 3 mesure que se développe l'unité feeto-placentaire.

La perméabilité placentaire augmente progressivement pour atteindre son maximum
au terme de la gestation. Les transferts nutritionnels feeto-placentaires augmentent donc
qualitativement et quantitativement (Sibley er al. 2002). Chacun des nutriments apportés
par le sang maternel gagne la circulation feetale via des mécanismes spécifiques de transfert
(Glazier et al. 1999). Ainsi le passage des nutriments au travers du placenta équivaut a un
transfert transmembranaire (Economides et al. 1989; Sibley et al. 1997), dont les
mécanismes peuvent étre de 3 types (Fig.5):

1. Diffusion simple : qui se fait selon un gradient de concentration (ceci n'affecte
que les petites molécules : eau, urée...) (Sibley et Boyd 1992).

2. Diffusion facilitée : ce passage se fait toujours grace au gradient de concentration,
mais il est facilité par l'intervention de molécules transporteuses (ce mode de transport
concerne 'O, et le glucose) (Muecler 1994; McGowan ef al. 1995; Olson and Pessin
1996). Ces 2 types de transport ne consomment pas d'énergie.

3. Transport actif : il permet le passage de molécules contre le gradient de
concentration et est associé¢ a une consommation d'énergie. 11 s’effectue par l'intermédiaire
d'un transporteur spécifique de la molécule. Ces molécules sont captées au niveau des
récepteurs de la membrane placentaire, qui les transportent a 1’intérieure de la cellule. Ce
type de transport dépend des récepteurs présents sur la membrane, et leurs nombres et leurs
types augmentent au cours de la grossesse. Les molécules transférées par ce mécanisme
sont principalement le fer, le calcium et les acides aminés (Dicke et Verges 1994; Jansson

et al. 1998).
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Figure 5. Mécanismes d’un transfert transmembranaire (tiré de
http://cwx.prenhall.com/bookbind/pubbooks/memurrygob/medialib/
media_portfolio/text_images/FG24 08.JPG).

Oxygeéne

Le placenta posséde une trés grande capacité d’extraction de I'oxygéne et du
glucose maternel et, dans une moindre mesure, des autres nutriments. L’oxygene est, pour
la moitié, utilisé par le placenta pour son propre métabolisme et pour I’autre moitié par le
feetus dont le métabolisme énergétique est essentiellement aérobique malgré une pression
partielle d’oxygéne (PvO,) relativement faible de la veine ombilicale. En cas de privation
d’apport en oxygene, la capacité d’extraction de I’oxygene du compartiment maternel est
conservée, ce qui permet au placenta et au feetus de préserver en priorité leur métabolisme
énergétique. L oxygene est utilisé pour ’oxydation du glucose qui représente la principale

source d’énergie du placenta et du feetus.
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Acides aminés, lipides et calcium

Les acides aminés qui circulent a des concentrations plasmatiques trés variables sont
extraits de la circulation maternelle pour étre utilisés essentiellement par le feetus et tres peu
par le placenta (Glaser er al. 1999; Battaglia et Regnaut 2001). Tout comme le glucose, ces
acides aminés sont d’abord utilisés pour fournir de 1’énergie au feetus, puis pour constituer
ses réserves protéiques et glucidiques (protéines et glycogene musculaires).

Les lipides (cholestérol, TG, acides gras libres (AGL)) et les lipoprotéines
augmentent dans le sang maternel, surtout en fin de grossesse. Ils sont utilisés pour un tiers
environ par le placenta et pour deux-tiers par le feetus. Les AGL peuvent soit diffuser
librement a travers le syncytium et gagner la circulation feetale, soit étre estérifiés et stockés
sous forme de TG placentaires qui a leur tour sont dégradés pour restituer des AGL au
feetus (Haggarty 2002). Les lipoprotéines, notamment les LDL, seront captées via des
récepteurs spécifiques et traverser la barriere syncytiale par endocytose. Ces lipoprotéines
subissent au niveau du placenta 1’action de lipases délivrant ainsi le cholestérol, les TGs et
des AGL tant au placenta qu’au feetus. 1l n’existe ni au niveau placentaire, ni au niveau
feetal, de syntheése de novo de cholestérol (Alsat et Evain-Brion 1998). Ces lipides vont étre
essentiellement utilisés pour 1’établissement de réserves lipidiques et glucidiques
feetoplacentaires puisqu’ils ne sont pratiquement pas oxydés a des fines énergétiques.

Pour le calcium, les apports sont entierement dirigés vers le feetus pour permettre la

minéralisation de ses os (Belkacemi ez al. 2004).

1.5 TRANSPORT DU GLUCOSE

Le glucose joue un rdle important dans le développement intra-uterin du feetus
(Bataglia et Meshia 1978; Takata et Hirano 1997). En effet, il représente pour le feetus une
source d’énergie et un facteur de croissance (Aldoretta et Hay 1995). Le glucose fourni en
fin de grossesse 80% des besoins oxydatifs feeto-placentaires, ce qui représente 70% de
l'utilisation totale du glucose par la mére. La glycémie feetale est liée de fagon linéaire a la

glycémie maternelle, car le feetus ne produit pas de glucose en raison de son immaturité
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hépatique (Herrera 1985) et correspond a environ au 2/3 de celle maternelle. De plus, le
placenta utilise & lui seul la moitié du glucose capté dans la circulation maternelle
(Schneider et al. 1981). Ce glucose est en priorité oxydé pour produire de 1I’énergie tant au
niveau du placenta qu’au niveau du feetus. L’excédent de glucose sert ensuite a
I’élaboration des réserves en glycogeéne et en TG au niveau du placenta, du foie et du
muscle feetal. Ce métabolisme évolue au cours de la grossesse. Ainsi, une partie du glucose
sert en début de grossesse, a la synthése du glycogéne placentaire, alors qu’en fin de
grossesse, il sert a la production de lactate qui sera a son tour oxydé pour fournir de
I’énergie. La régulation de I’apport en glucose maternel implique des protéines hormonales
d’origine syncytiale, sécrétées de facon continue et croissante dans la circulation
maternelle. La plus ancienne est I’hPL dont le réle physiologique n’est encore pas
clairement établi. Chez la mere, elle induirait une insensibilité a 1’insuline et permettrait
ainsi en cas de jelne prolongé de maintenir un apport glucosé suffisant au feetus. La
seconde est I’hormone de croissance placentaire (pGH) qui module les concentrations
sériques maternelles en IGF-1 (Lacroix ef al. 2003). Cette hormone semble surtout réguler
le métabolisme maternel pour assurer un apport glucosé constant au feetus.

L’hyperglycémie maternelle entraine une diminution de la pGH sérique.

1.6 TRANSPORTEURS DU GLUCOSE

1.6.1 STRUCTURE ET NOMENCLATURE

L'entrée du glucose & travers la membrane cellulaire représente un des plus
importants systémes de transport de nutriments dans les cellules de mammiferes, puisque
I'énergie fournie par le métabolisme du glucose joue un réle capital dans le maintien de
I'homéostasie et donc, de la survie cellulaire. Les glucides arrivent au feetus par diffusion
facilitée, ce qui permet de maintenir égaux les taux de glycémie feetaux et maternels (Illsley
2000). Le glucose passe donc a travers la membrane cellulaire grace a des mécanismes

passifs, représentés par les sodium dependent glucose transporters (SGLT) et les GLUTs
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(Takata et Hirano 1997; Joost et Thorens 2001). Biochimiquement, les GLUTs sont
composés d'environ de 500 acides aminés, et possedent 12 domaines transmembranaires,

dont les extrémités N- et C-terminales pointent vers le cytoplasme (Bell et al. 1993)
(Figure 6).
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Figure 6. Structure moléculaire d'un GLUT (tiré de Bell et al. 1993).

La famille des GLUTSs compte a ce jour 14 isoformes (GLUTI a GLUTI14) qui
peuvent étre divisés en 3 sous-familles en fonction de leur similarité de séquence en

acides aminés (Fig.7) (Illsley 2000; Joost et Thorens 2001; Augustin et al. 2004).
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Figure 7. Dendogramme des GLUTs humaines. Les chiffres indiquent le
pourcentage d’identité (tiré de Scheepers et al. 2004).

1.6.2 MECANISME D’ACTION

Au début des années 80, deux groupes de chercheurs se sont intéressés a étudier les
mécanismes cellulaires contribuant a I'augmentation de la captation du glucose dans les
tissus cibles de l'organisme (Cushman et Wardzala 1980; Suzuki et Kono 1980). IIs ont
alors utilisé l'insuline comme modele expérimental afin de démontrer que le principal
mécanisme par lequel cette hormone stimule la captation du glucose dans les cellules
adipeuses s’effectuait par la translocation de transporteurs de glucose a partir d'un
compartiment intracellulaire jusqu'a la membrane plasmique (Cushman et Wardzala 1980;
Suzuki et Kono 1980). Il est connue que le GLUT1 est localisé principalement a la
membrane plasmique des cellules et est responsable du transport de glucose basal au niveau
des tissus insulino-sensibles (Zorzano et al. 1989; Marette et al. 1992). Ce transporteur est

également retrouvé dans les membranes internes du tissu adipeux. Dans ce dernier tissuy, il a
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été démontré que l'insuline induisait une augmentation de la translocation du GLUTI a la
membrane plasmique, avec une diminution concomitante de ce transporteur a partir d'un
réservoir interne contenant environ 50% de la totalité des GLUT1 (Kahn et al. 1987; James
et al. 1988; Slot et al. 1991; Czech et Buxton 1993). Ainsi, une stimulation par ’insuline
augmente la translocation du GLUT1 dans le myocyte cardiaque de rats (Zorzano et al.
1997) et dans la cellule musculaire L6 (Klip et al. 1993). Par contre, dans la cellule
trophoblastique humaine, la translocation du GLUT1 de la surface cellulaire vers un
compartiment intracellulaire est observée en présence d’hyperglycémie (Hahn et al. 2000).
En ce qui concerne le GLUT4, a son état basal, il est localisé principalement au niveau
intracellulaire. Sous I'action de l'insuline, le niveau de translocation du GLUT4 a la
membrane plasmique est augmenté dans les adipocytes et les muscles squelettiques et
cardiaques (Guinett-Deniau et al. 1994; Zierath et al. 1996; Malide et Cushman 1997;
Zorzano et al. 1997). Dans la cellule adipeuse, sa translocation est cing fois plus importante

a celle du GLUT]1 (Calderhead et al. 1990).

1.6.3 DISTRIBUTION TISSULAIRE

Les GLUTs différent en terme de distribution tissulaire, de caractéristiques
cinétiques et de spécificité relative au type d'hexoses transportés (Tableau 2).

La localisation, la fonction et I’expression des GLUTs ont été étudiées chez les
mammiféres dans différents tissus maternels, feetaux et dans le placenta durant la gestation
normale, ainsi que lors des gestations pathologiques telles que le RCIU, le diabéte mellites
de types I et II ou le diabete gestationnel (Jansson et al. 2001; 2002; Kitano et al. 2002;
Limesand et al. 2004). Outre les isoformes GLUT1 et GLUT3 qui sont des GLUTs
majeurs au niveau du placenta, des études ont démontré que plusieurs isoformes des
GLUTs (GLUT4, GLUT9AN, GLUT9, GLUT8 et GLUT12) sont exprimés dans le tissu
placentaire (Carayannopoulos ef al. 2000; Gude et al. 2003; Augustin et al. 2004; Ericsson
et al. 2005).
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Tableau 2. Les GLUTSs : distribution tissulaire et fonction biologique.

Nom Distribution tissulaire Fonction biologique
GLUT 1 Placenta, muscle, érythrocytes, Transport du glucose basal et a
tissu adipeux, cerveau travers la barriere hémato-
(vaisseaux), cellules endothéliales | encéphalique et hémato-tissulaire
GLUT 2 Foie, cellules 3 du pancréas, Transport bidirectionnel du glucose
intestin, tube rénal proximal dans les hépatocytes
Relache du glucose par les cellules
de l'intestin et du rein
Senseur du glucose dans les cellules 3
du pancréas
GLUT 3 Placenta, cerveau (neurones), rein, | Transporteur principal du glucose au
foie, intestin niveau des neurones
GLUT 4 Muscles squelettique et cardiaque, | Transport du glucose régulé par
cerveau, placenta, tissu adipeux 1'insuline et la contraction
blanc et brun
GLUT 5 Intestin, testicules, reins, tissu Transport du fructose
adipeux
GLUT 6 Cerveau, rate, leucocytes
GLUT 7 Hépatocytes
GLUT 8 Testicules, cerveau, placenta, Transport du glucose insulinosensible
muscles squelettique et cardiaque, | au niveau des blastocytes
blastocyte, intestin
GLUT 9 Leucocytes, cerveau, reins Transport du glucose, mécanismes
(membrane basolatérale), foie, de régulation inconnus
placenta
GLUT 9AN | Reins (membrane apicale),
placenta
GLUT 10 Foie, pancréas, muscles Proposé comme gene de

squelettique et cardiaque, cerveau,
placenta

susceptibilité au diabete
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Nom Distribution tissulaire Fonction biologique

GLUT 12 | Muscles squelettique et cardiaque, | Transport du glucose, mécanismes
prostate, intestin gréle, tissu de régulation inconnus
adipeux blanc, placenta

GLUT 14 Testicules

Plus particuliérement, il a été démontré que I’isoforme insulinodépendant GLUT4 est
fortement impliqué dans le transfert du glucose au début de la grossesse (Ericsson et al.
2005). L'isoforme GLUTS est abondamment exprimé dans les testicules, les blastocytes
et a un plus faible niveau dans le placenta (Carayannopoulos et al. 2000; Doege et al.
2000; Ibberson et al. 2000; Phay ef al. 2000). De plus, une de ces études révéle que
GLUTS est mobilisé a la surface cellulaire par 1'insuline et contribue a 1'augmentation du
transport du glucose dans les blastocytes (Carayannopoulos et al. 2000).

Au niveau placentaire, le GLUT1 est présent dans le syncytiotrophoblaste (Jansson
et al. 1993; Knipp et al. 1999); le GLUT3 dans I’endothélium vasculaire (Head et al. 1999);
le GLUT4 dans les cellules du stroma intravilleux (Xing et al. 1998); le GLUTS8 dans
I’épithélium utérin et chorionique (Limesand ef al. 2004). Le GLUTI2 est quant a lui
présent dans le syncytiotrophoblaste et dans les cellules extravilleuses lors du premier
trimestre de la gestation, et dans les cellules du stroma en fin de gestation (Gude et al.
2003). La présence du GLUT9 et du GLUT9AN (ARNm) a également été observée dans le
placenta humain (Augustin et al. 2004).

1.7 PARTICULARITES DES TRANSPORTEURS DU GLUCOSE

1.7.1 GLUT1

GLUT1 a été le premier isoforme a étre caractérisé dans les cellules de
mammiferes. Son expression a été observée dans plusieurs tissus, principalement au
niveau du placenta, du cerveau, des érythrocytes, des yeux, des reins et & un moindre

niveau dans les tissus insulino-sensibles i.e. les muscles squelettique et cardiaque ainsi
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que les tissus adipeux blanc et brun (llssley 2000; Joost et Thorens 2001). De fagon
générale, 1'expression du GLUT]1 est augmentée par une variété de stimuli qui favorisent
la croissance ou la division cellulaire requérant davantage d'énergie, comme |'insuline, le
PDGF, I'IGF-1, le TGF-B, les hormones thyroidiennes, ’hormone de croissance, ainsi
que certains oncogeénes (Birnbaum et al. 1987; Rollins et al. 1988; Maher et al. 1989;
Tordjman et al. 1989; Kitagawa et al. 1991; Tai et al. 1990; Weinstein et al. 1990).
Cependant, le glucose exerce un effet contraire sur 1'expression du GLUT1 (Walker et
al. 1988; Wertheimer et al. 1991).

Chez la femme, le GLUTI1 est exprimé dans le placenta, les muscles, le tissu
adipeux, les érythrocytes, le cerveau et les cellules de la barriere hémato-tissulaire (Takata
et al. 1993; Muecler 1994), alors que chez les rates, il est exprimé dans le placenta, le
cerveau, le foie, ainsi que dans les adipocytes (Gould et al. 1993). Chez ’humain, le
GLUT]1 est présent au niveau du syncytiotrophoblaste sur les membranes de bordure en
brosse (BBM) et les membranes basales (BPM), cependant, la distribution du GLUT1 est
asymétrique, il a y 5 fois plus de transporteurs dans la BBM que dans la BPM, ce qui
confirme la régulation du transport du glucose par la glycémie maternelle (Barros et al.
1995; Vardhana et Illsley 2002). Il a aussi été¢ démontré que la BPM constitue une barriére

limitante pour le transport transplacentaire de glucose (Vardhana et Illsley 2002).

1.7.1.1 GLUT]1 et le diabéte

Dans le placenta de femmes diabétiques (diabéte gestationnel et diabéte mellitus),
deux fois plus de GLUT1 sont retrouvés dans la BPM, comparativement aux femmes sans
pathologie (Gaither ef al. 1999). Par ailleurs, chez les femmes ayant un diabéte mellitus de
type I, une augmentation du transport transplacentaire de glucose a été observée durant le
troisiéme trimestre de la grossesse, alors qu’un présence de diabéte gestationnel ce
transport n’est pas altéré (Jansson et al. 2001).

Chez les brebis, la concentration en protéine du GLUT1 placentaire est diminuée en

présence d’une hyperglycémie maternelle physiologique, sans état morbide. Cette
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diminution pourrait étre I’'un des mécanismes de défense du feetus contre [’hyperglycémie,
car une augmentation du glucose pourrait provoquer une hypoxie feetale, une acidose des
tissus ou d’autres formes de toxicité par le glucose (Schroeder et al. 1997; Das et al. 1999).
Une diminution de la concentration du GLUT1 placentaire est également observée chez les
souris gestantes, rendues diabétiques suite a 1’administration de la streptozotocine (STZ).
Fait intéressant dans cette étude, le poids des rejetons & la naissance est diminué (Ogura et
al. 1999).

Par contre, chez les rates diabétiques gestantes, I’ARNm et la protéine GLUTI
placentaire ne sont pas modifié€s, mais le poids de leurs rejetons est diminué (Boileau ef al.
1995). Cependant, le transfert transplacentaire du 2-déoxyglucose et du glycogéne est
augmenté chez les rates diabétiques, en comparaison avec les rates contrdles. De plus,
I’insuffisance placentaire suite a une ligature de I’artere utérine accompagnée d’hypoxie et
d’hypoglycémie feetale entraine une diminution de la concentration du GLUTI dans le

placenta (Das et al. 1998).

1.7.1.2 GLUT1 et le RCIU

Une hypoglycémie est retrouvée chez les feetus humains présentant une RCIU. Dans
ce contexte, le transfert transplacentaire du glucose et ’expression protéique du GLUT]
placentaire ne sont pas altérés. Les auteurs suggérent que I’hypoglycémie feetale observée
dans cet état pourrait étre causée par d’autres mécanismes d’adaptation (Jansson et al.
2002).

L’expression du GLUT] et le transport du glucose en présence d’une RCIU ont été
étudiés en utilisant plusieurs modéles animaux (Das et al. 1998; Pickard et al. 1999;
Langdown et Sugden 2001). Les résultats de ces études sont souvent contradictoires. Chez
les rats gestantes, I’induction d’une RCIU par un traitement au dexaméthasone a conduit a
I’augmentation de I’expression de GLUTI placentaire, et ce de fagon dose-dépendente
(Langdown et Sugden 2001). Une diminution de 50% de I’expression protéique du GLUT]

a été retrouvée dans le placenta lors d’une RCIU induite par une ligature de 1’artére utérine
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(Das et al. 1998). De plus, une hypothyroxinémie maternelle induit une RCIU et en
conséquence une réduction de 1’expression protéique du GLUT] est observée dans le
placenta et dans le cerveau feetal, cependant aucune modification du niveau d’ARNm du

GLUT]1 n’a été démontrée dans ces mémes tissus (Pickard et al. 1999).

1.7.2 GLUT2

Chez ’humain, le GLUT?2 se trouve dans le foie, I’intestin, les reins et les cellules 3
du pancréas (Thorens et al. 1992). 1l joue un réle dans la stimulation du transport du
glucose dans les cellules . Dans le foie, le GLUT2 est retrouvé dans la membrane
sinusoidale des hépatocytes. 1l régule le transport de glucose sous contrdle hormonal et
prépare les voies pour le transfert du glucose et du fructose dans les entérocytes et les tubes
rénaux proximaux (Wood et al. 2003). 1l est a noter qu’aucune expression protéique du

GLUT?2 n’a été détectée dans le placenta humain a ce jour (Jansson et al. 1995).

1.7.3 GLUT3

Chez I’humain, le GLUT3 est présent dans les cellules de I’intestin, les tissus
nerveux et ’endothélium vasculaire (Huaguel-de-Mauzon et al. 1997). La présence de
I’ARNm du GLUT3 a été observée dans le tissu villeux placentaire (Kayano et al. 1988).
Chez les rongeurs, le GLUT3 (ARNm et protéine) se trouve dans le cerveau et dans la
membrane plasmatique faisant face a la circulation maternelle du placenta (Gould et al.
1993; Gerhard et al. 1995), alors que ’ARNm GLUT3 se retrouve uniquement dans les
testicules et le placenta. Chez la chevre, le GLUT3 (ARNm et protéine) est également
retrouvé sur la surface apicale du trophoectoderme placentaire (Das et al. 2000).

Chez les souris génétiquement diabétiques, une augmentation de I’ARNm du
GLUTS3 a été observée, cependant aucune modification de la concentration protéique du
GLUTS3 placentaire n’a été démontrée (Devascar et al. 1994). Toutefois, chez des rates et

des souris, dont le diabete a été induit par un traitement a la STZ, les niveaux du GLUT3
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(ARNm et protéine) dans le placenta ont ét€¢ augmentés en comparaison aux animaux
contréles (Boileau ef al. 1995; Ogura et al. 1999). 11 a été suggéré que le GLUT3 (ARNm et
protéine) pourrait jouer un réle important dans la régulation du transport transplacentaire du
glucose, et que son expression serait régulée par la glycémie maternelle (Boileau et al.

1995).

1.7.4 GLUT4

Le GLUT4 -constitue le principal transporteur de glucose responsable de
l'augmentation de la captation du glucose induite par I'insuline ou la contraction musculaire.
11 représente plus de 90 % de la totalité des GLUTs exprimés dans les muscles squelettique
et cardiaque, et dans les tissus adipeux blanc et brun (Holman et al. 1990; Marette et al.
1992). 11 est présent dans des vésicules cytoplasmiques, et la stimulation de ces vésicules
par I’insuline entraine une élévation de I’expression du GLUT4 et une augmentation de
I’activité de transport de glucose dans les cellules (Takata et Hirano 1997). Le placenta est
un organe riche en récepteurs a ’insuline (Desoy et al. 1993) et contient le GLUT4 qui se
trouve dans les cellules stromales intervilleuses en cohabitation avec ses récepteurs (Xing et
al. 1998). L’expression de GLUT4 (ARNm et proteine) est plus élevée au début de la
grossesse qu’a terme (Ericksson et al. 2005). Ces résultats sont en accord avec les données
de Challier (Challier et al. 1986) et Urbach (Urbach et al. 1989) qui démontrent que le
transport du glucose a la fin de la gestation n’est pas régulé par I’insuline.

Chez les rongeurs, 1’hyperinsulinémie augmente 1’expression du GLUT4 (Le
Marchand-Brustel et al. 1990), tandis que I’insulinopénie chez les rats diabétiques diminue
la concentration du GLUT4 (Burcelin et al. 1993). Cependant, chez les femmes diabétiques
le niveau d’expression de ’ARNm et protéique du GLUT4 dans le placenta n’est pas
modifiée par rapport aux femmes non diabétiques (Xing et al. 1998). Par contre une
réduction de I’expression protéique du GLUT4 est observée dans le tissu adipeux des

femmes diabétiques (Sinha et al. 1991; Garvey 1992).
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1.7.5 GLUTS

Le GLUTS est le transporteur de fructose. 11 se retrouve dans !’intestin, les
testicules, les reins, les muscles squelettiques et dans le tissu adipeux (Kayano et al. 1990;
Dadidson et al. 1992). Ce transporteur est absent dans le placenta humain, ce qui est
facilement justifiable par le fait que ce demier ne transporte pas de fructose (Quraishi et

llisley 1999).

1.7.6 GLUT®6

Chez I’humain, le GLUT6 (ARNm et protéine) (précédemment appelé GLUT9) se
retrouve dans le cerveau et les leucocytes périphériques. L’ARNm du GLUT®6 a également
été retrouvé chez la rate (Doege et al. 2000b). Cependant, sa présence n’a jamais été

détectée dans le placenta.

1.7.7 GLUT7

Le GLUT7 est un transporteur de glucose retrouvé dans les membranes du
réticulum endoplasmique des hépatocytes et dans d’autres cellules (Waddell et al. 1992,

Burchell et al. 1994).

1.7.8 GLUTS

Le GLUTS a été identifié dans plusieurs tissus humains et murins. Il se trouve en
grande concentration dans les testicules et, & un niveau moins important, dans le placenta et
d’autres tissus, y compris les insulinosensibles, comme les muscles squelettiques, le ceeur,
le cerveau et I’intestin (Carayannopoulos et al. 2000; Doege et al. 2000a, Ibberson et al.
2000). Par ailleurs, le GLUT8 se trouve dans le trophoectoderme du blastocyste
préimplanté chez la souris (Carayannopoulos et al. 2000) et dans le blastocyste préimplanté

de la brebis (Augustine ef al. 2001). Le haut niveau d’expression du GLUTS retrouvé dans
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les testicules suggere la régulation de 1’expression de ce transporteur par les
gonadotrophines (Doege et al. 2000). Dans le cerveau, I’ARNm du GLUTS est localisé
dans les neurones de I’hippocampe et dans les neurones granulaires du « gyrus dentus ».
Chez des rates dont le diabete a été induit par un traitement au STZ, une augmentation des
GLUTS8 (ARNm et protéine) a été€ observée dans ces structures (Reagan et al. 2001).

Le GLUTS a également été retrouvé dans le placenta de chévres et son niveau
d’expression augmente progressivement vers la fin de la gestation. Dans les modéles
expérimentaux présentant une insuffisance placentaire et une RCIU, une réduction de la
concentration de GLUTS8 et du transport transplacentaire du glucose a été remarquée

(Limesand et al. 2004).

1.7.9 GLUT9 et GLUT9AN

Le GLUTO9 ainsi que son variant, le GLUT9AN, ont été retrouvés dans plusieurs
tissus humains (Augustin et al. 2004), tels que le foie, le rein, le placenta et les leucocytes,
tandis que le GLUT9AN a été retrouvé seulement dans les reins et le placenta (Phay ef al.

2000). Le role spécifique de GLUT9 et GLUT9AN est encore inconnu.

1.7.10 GLUT10

Le GLUTI0 (protéine) a été trouvé dans le foie et le placenta humain. Un niveau
important de son ARNm a été détecté dans les tissus ayant une haute activité métabolique
reliée au glucose, tels que le foie, le muscle et le pancréas (Dawson et al. 2001). Un faible
niveau de son messager est également exprimé dans le ceeur, le placenta, et le rein (McVie-
Wylie et al. 2001). Fait intéressant, le gene du GLUTI10 a été localisé sur le chromosome
humain 20, dans une région associée au diabéte de type 2. Ce geéne pourrait étre un candidat

pour la susceptibilité au diabete de type 2 (Dawson et al. 2001).
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1.7.11 GLUT11

L’ARNm du GLUTI11 a été identifi¢ uniquement dans le cceur et le muscle
squelettique chez I’homme et le rat, alors que la protéine a été retrouvée dans les
membranes plasmatiques des cellules cardiaques (Doege et al. 2001). 1l a une séquence en
acide aminé similaire & celle du GLUTS. Cependant, sa fonction spécifique est encore
inconnue (Joost ef al. 2001). Le fructose (5 mM) inhibe le transport du D-glucose par le
GLUT11 dans les membranes isolées des cellules COS-7. 11 a été suggéré que GLUT11 est,
tout comme le GLUTS, un transporteur du fructose (Doege et al. 2001).

1.7.12 GLUT12

Le GLUTI12 est exprimé dans le cceur, le muscle squelettique, le tissu adipeux
blanc, la prostate, ’intestin, le placenta, les cellules épithéliales malignes du sein et les
cellules épithéliales des glandes mammaires (Macheda et al. 2002, 2003; Gude et al. 2003).
Le plus important niveau de GLUT12 est retrouvé dans les structures ou le transport de
glucose est lié a I’insuline. 11 a été suggéré que le GLUT12, tout comme le GLUT4, serait
un GLUT insulinodépendant (Rogers et al. 2002). Dans le placenta humain, le GLUT12 est
présent dans le syncytiotrophoblaste et dans les cellules trophoblastiques extravilleuses, au
premier trimestre de la gestation; il est également retrouvé dans les cellules stromales, les
muscles lisses vasculaires villeux et les cellules endothéliales vasculaires, en fin de

gestation (Gude et al. 2003).

1.7.13 SGLT

En 1987; un clone ' ADN¢ codant pour un cotransporteur Na'-glucose a été isolé &
partir de l'intestin gréle de lapin (Hediger et al. 1987). Le cotransporteur SGLT1 humain,
de rat, de mouton, et de porc a ensuite ét€ cloné (Hediger et al. 1989; Ohta et al. 1990; Lee

et al. 1994; Tarpey et al. 1994). Un second cotransporteur Na'-glucose appelé SGLT?2 a
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récemment été cloné (Wells et al. 1992; Mackenzie et al. 1994; Kanai et al. 1994). 1l
possede une identité de 60-76% par rapport au SGLT1. Les SGLTs utilisent 1’énergie
électrochimique contenue dans le gradient de Na* pour transporter le glucose de la lumiére
vers le milieu intracellulaire avec un rapport de deux molécules de glucose pour un ion de
Na' pour le SGLT1 et le SGLT3, et avec un rapport d‘une molécule de glucose pour un ion
de Na’ pour le SGLT2 (Scheepers et al. 2004). Le glucose accumulé & l'intérieur des
cellules est ensuite transporté vers le milieu sanguin a l'aide des GLUTs situés a la
membrane basolatérale (Fukumoto ef al. 1989; Kayano ef al. 1990). Les SGLTs humains
sont constitués de 659 a 672 acides aminés et ont un poids moléculaire d’environ de 73
kDa. En se basant sur I'nydrophobicité des acides aminés, une structure membranaire avec
14 segments transmembranaires a été proposée pour les membres de cette famille (Turk et
Wright 1997). Cette superfamille n’a aucune similitude structurale avec les GLUTs.

La famille de SGLTs compte a ce jour 6 isoformes. Ils se trouvent principalement
dans les BBM des cellules intestinales, dans 1'épithélium du tubule rénal (néphron) et en
quantité moins importante dans les poumons, le cerveau et le foie (Wright 2004). La
présence de I’isoforme SGLT2 (ARNm et protéine) a été démontrée dans les cellules des
trophoblastes humaines (Li et al. 2004). De plus, cette équipe a démontré sa régulation a la

baisse en état d’hyperglycémie.

1.8 CROISSANCE F(ETALE PATHOLOGIQUE

Dans plus de 60 % des cas, le poids de I'enfant a la naissance est déterminé
génétiquement (Peleg et al. 1998). Cependant, la nutrition a un impact évident. Une
inadaptation quantitative et qualitative du transfert transplacentaire des substrats

énergétiques modifie la croissance foetale ou le rapport masse grasse/masse maigre.
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1.8.1 RCIU

La vie foetale représente une période critique qui influe sur le développement
postnatal. L'environnement utérin généralement protecteur est souvent perturbé par des
complications de la grossesse. La prééclampsie (hypertension artérielle et protéinurie au
cours de la grossesse) survient dans 7 a 13% des grossesses (Fayyad et Harrington 2005), le
diabete gestationel dans 3-5% (King 1998), et I'accouchement avant terme dans 7% (Smith
et al. 2005). De plus, environ 4 % des nouveau-nés sont petits pour leur dge gestationnel.
La RCIU est un probléme de santé publique important qui représente la deuxiéme cause de
mortalité infantile en importance dans les pays développés (Monk et Moore 2004). La
RCIU se définit comme une biométrie de trophicité foetale inférieure au 10°™ percentile et
il s’agit donc d’une situation fréquente (Wollman 1993; Leperco et Matieu-Caputo 1998).
La RCIU augmente le risque de telles pathologies de la grossesse comme 1’asphyxie feetale,
I’encéphalopathie néonatale et I’hypothermie. Il est également souvent une cause
d'invalidité irréversible (paralysie cérébrale et troubles neurologiques, développementales
et cognitifs) (Barcer et al. 1993; Houang et al. 1999). De plus, il a été démontré que la
RCIU prédispose a d'importantes maladies qui se manifestent a 1'dge adulte, telles que
I'hypertension, le syndrome métabolique associé a 1’obésité, 1'accident vasculaire cérébral,
les coronaropathies et le diabéte de type 2, accroissant ainsi l'importance de cette
pathologie au niveau de la santé publique (Greenwood et Bell 2003).

La RCIU est secondaire dans environ 40% des cas, et idiopathique dans environ
60% des cas (Murthi et al. 2005). Certaines de ces derniéres formes sont familiales. Les
causes de la RCIU les plus souvent observées sont :

- les causes maternelles : hypertension gravidique ou syndromes vasculo-rénaux,
tabac, alcool et maladies maternelles chroniques ;

- les causes placentaires : petit placenta, insertion preevia et troubles ischémiques
placentaires ;

- les causes feetales : infection virale (cytomégalovirus), aberration chromosomique

et grossesse multiple.
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Parmi toutes ces étiologies, la plus fréquente est 'hypertension artérielle gravidique
retrouvée dans environ 30 % des cas. Dans cette étiologie, les mécanismes de 'altération de
la croissance intra-utérine passent par une diminution du débit utéro-placentaire (Hackett et
al. 1992; Somerset et al. 1998). Une RCIU peut résulter d'une réduction du développement
villeux, des apports matemnels en oxygene ou en nutriments (Kanaka-Gantenbein et al.
2003). Dans un premier temps la carence d’apport en oxygeéne ne se traduit ni par une
souffrance feetoplacentaire, ni par une apoptose tissulaire augmentée. Si cette privation se
poursuit, le feetus s’adapte en redistribuant son flux sanguin vers ses organes vitaux pour
les protéger. Quand cette adaptation est dépassée, le développement d’une RCIU est alors
observée accompagnée d’une hypoxie, puis d’une acidose (diminution de la PvOj;
diminution du pH; augmentation de la PCO et des lactates) délétere pour les tissus feetaux,
notamment les tissus nerveux (Glaser et al. 1999, Pardi et al. 2002).

Lors d’une RCIU, une augmentation du gradient materno-fecetal menant a une
hypoglycémie fcetale sans hyperinsulinisme est observée. Le transfert placentaire du
glucose serait altéré via une modification de l’expression des GLUT, ou via une
modification de leur répartition entre la membrane syncytiale et la membrane basale. 11 y
aurait aussi une inadaptation feetale, mais les mécanismes qui régulent la glycémie sont
encore mal connus et varient avec la maturation du feetus au cours de la grossesse (Jansson
et al. 1993; Glaser et al. 1999; Pardi et al. 2002). Le jelin maternel prolongé induit une
diminution de ’apport en glucose au feetus. Il en résulte une diminution de la sécrétion
d’insuline feetale et, en fin de grossesse, une mobilisation du glucagon hépatique feetal. A
Iinverse, en cas de diabéte maternel, ’hyperglycémie maternelle induit alors une
hyperglycémie feetale et un hyperinsulinisme responsable de la macrosomie foetale.
L’hyperglycémie maternelle entraine une diminution de la pGH sérique. Dans la RCIU, une
diminution parall¢le de la concentration de la pGH et de ’IGF-1 maternels est observée.
Leur transfert s’effectue au niveau de la barriére syncytiale par transport actif contre le
gradient feeto-maternel. Il met en jeu une pompe Na'-K' dépendante nécessitant de
I’oxygéne et de I’ATP couplée a différents transporteurs selon la nature de 1’acide aminé

(systemes A, L...). Ainsi, le transfert materno-feetal du glucose s'effectuant selon un
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gradient de concentration, il s'amoindrit lorsque celui-ci diminue du fait d'une
hypoglycémie maternelle (Jansson et Powell 2006). Une carence modérée en acides gras
essentiels et en certains acides aminés peut également provoquer une RCIU, ce qui n'est pas
le cas lors d'une restriction protéique (Norberg ef al. 1998; Jansson et al. 1998; Cetin et al.
2002). Dans le cas des acides aminés lorsqu’une diminution du gradient feeto-maternel est
observée, il en résulte une augmentation globale de la concentration en acides aminés
circulant au niveau maternel et une diminution de la concentration en acides aminés
circulant au niveau feetal (Battaglia et Regnault 2001; Pardi ef al. 2002). Ceci se traduirait
par la mobilisation des réserves maternelles, 1’augmentation des besoins du feetus, et une
altération du transfert global des acides aminés. Les restrictions au cours de la seconde
moitié de la grossesse ont plus d'impact sur la croissance feetale.

Dans la RCIU, le transfert transplacentaire des lipides n’est globalement pas altéré,
sauf pour les AGL (Pardi et al. 2002; Haggarty 2002). Cependant, I’utilisation de ces
lipides semble alors déviée vers le métabolisme oxydatif pour subvenir aux besoins
énergétiques du feetus et du placenta, et cela aux dépens de leur croissance. La mobilisation
des lipides maternels semble impliquer la leptine matemelle qui est a la fois d’origine
adipocytaire et placentaire (Sagawa et al. 2003). Cependant, aucune relation n’est observée
entre les concentrations sériques de leptine maternelle et la croissance feetale. En plus les

niveaux de leptine ne semblent pas modifiés en présence d’une RCIU.

1.8.2 ANOMALIES PLACENTAIRES ET RCIU

Le r6le du placenta est essentiel dans le contréle de la nutrition pour mener a bien la
croissance du feetus. Les anomalies placentaires sont significativement trés augmentées en
présence d’une RCIU, sans qu'il soit possible de systématiser clairement leur r6le dans la
genese de l'hypotrophie feetale, ni de déterminer une relation de causalité stricte avec la

RCIU.
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1.8.2.1 Anomalies placentaires morphologiques

La fréquence d'anomalies placentaires morphologiques en présence d’une RCIU est
élevée, soit de 70 a 90% selon les études (vs 17% dans les grossesses normales) (Fondacci
et al. 1992; Ferrazzi et al. 1999). Dans 45% des placentas lors d’une RCIU, la
configuration placentaire est anormale, ce qui suggére une altération de l'implantation de
l'euf, soit mal localisée, superficielle ou trop profonde. La croissance placentaire est
habituellement corrélée a la croissance feetale et elle est donc souvent diminuée en cas
d’une RCIU (Bortolus et al. 1998). Cependant, il a ét¢ démontré que le placenta pourrait
perdre de 30-40% de ses villosités sans effet sur la croissance feetale.

Les placentas de RCIU présentent une baisse de leur taux global de prolifération
cellulaire (Izutsu et al. 1999), mais sans modification de l'index de prolifération au
troisiéme trimestre (3.7% vs 3.1%) (Smith ez al. 1998). L'expression placentaire de geénes
régulant la synthese de I’ADN et des protéines («growth arrest-specific» et «growth arrest-
and DNA damage-inducible») est diminuée in vitro en conditions d'hypoxie (Rees et al.
1999). Le phénomene d'apoptose, dont la régulation est complexe (génétique : génes bax et
bcl-2 ; environnementale : hypoxie ; cytokines (TNFa, EGF...)) serait augmenté dans les
placentas d’une RCIU (Axt et al. 1999; Léa et al. 1999; Murthi et al. 2005). Les 1ésions
vasculaires (hématome décidual basal, infarctus placentaire, nécrose villositaire ischémique
avec dépots de fibrine) sont observées dans 57% des placentas de RCIU (Gray et al. 1999;
Sheppard et al. 1999; Shu et al. 2000).

1.8.2.2 Le métabolisme placentaire

L'activité enzymatique placentaire, qui intervient aussi bien sur les échanges foeto-
maternels que sur les synthéses trophoblastiques, est diversement modifiée selon les
contextes. Lors d’une RCIU idiopathique le facteur dégradant I'ADP, le cytochrome C
oxydase et le glucose - 6 phosphatase sont inchangés, par contre ils sont diminuées en cas

de pré-éclampsie associée (Matsubara et al. 2000).



39

1.8.2.3 La production d'hormones

En présence d’une RCIU sévere, une baisse des cestiols urinaires maternels est
observée, ainsi que I'hPL et la pGH, dosées dans la circulation matemelle sont diminués
(Mirlesse et al. 1993; Mc Intyre et al. 2000). De plus, la baisse conjointe des taux d'IGF et
1'élévation des IGF-BP suggerent une modification de la biodisponibilité des IGFs dont les

récepteurs placentaires ne sont pas diminués (Holmes et al. 1999).

1.8.2.4 Anomalies fonctionnelles

De multiples anomalies fonctionnels placentaires ont été décrites en association
avec la RCIU, dont le caractére primaire ou secondaire n'est pas clairement établi.

Le transport membranaire. Dans les placentas de RCIU, l'activité de transport est
diversement modifiée: les études in vitro ne montrent pas de modification de la capacité de
transfert de I'eau, d'urée, du mannitol (Powell ef al. 1999). En revanche, le transfert d'acides
amines, tels que la leucine, la lysine, la taurine, est diminué (Jansson et al. 1998; Norberg et
al. 1998). Les capacités placentaires du transport du glucose ne seraient pas modifiées, mais
la consommation placentaire en est augmentée en cas de RCIU associée a une prématurité
(Challis et al. 2000; Isley et al. 2000). De plus, 'hypothyroxinémie maternelle et la baisse
de I'EGF circulante (chez la souris) sont accompagnées d'une baisse du GLUT1 (Pickard et
al. 1999). Finalement, I'hypoxie mais aussi diverses substances, comme 1'éthanol, induisent

in vitro une diminution du transport des acides aminés, du glucose et du zinc.
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ARTICLE

Avant-propos

“Differential expression of glucose transporters in rabbit placenta: effet of

hypercholesterolemia in dams” par Olha Kevorkova, Lucie Simoneau, Julie Lafond.

Dans une étude précédente (Montoudis et al. 1999), nous avons démontré que chez les
lapines, une DEC induit une réduction du poids des rejetons a la naissance. Par la présente
étude, nous voulons déterminer si le métabolisme et le transfert placentaire du glucose, un
nutriment essentiel au développement foetal sont influencés par les modifications
physiologiques provoquées par la DEC chez la lapine durant la gestation. Pour ce faire, des
dosages du glucose et d’insuline sériques ont été effectués chez les lapines gestantes. Des
essais de RT-PCR en temps réel ont évalué I’expression d’ARN des GLUT placentaires.
Les niveaux protéiques de GLUTs et de SGLT1 placentaires ont été mesurés a partir des
extraits de protéines totales, ainsi que dans des fractions cytosolique et de la membrane
plasmique, par ’immunobuvardage de type Western. A la lumiére de nos résultats, un
faible poids des rejetons a la naissance peut étre expliqué par une réduction du transfert du
glucose via la réduction de I’expression protéique de SGLT1 dans des extraits de protéines
totales et la diminution de I’expression de GLUT1 dans la fraction de la membrane

plasmique placentaire.

J’ai directement participé a cette recherche. J’ai fait une revue de la littérature sur ce
sujet et j’ai développé mon hypothése de travail. J’ai ainsi effectué une élaboration des
techniques et une réalisation de toutes les manipulations. J’ai également rédigé I’article

scientifique résultant de ces travaux.
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ABSTRACT

Low birth weight is observed in rabbit offspring when maternal
hypercholesterolemia is induced during gestation, but the related etiology is still unknown.
Glucose is one of the most important substances during fetal development and defect in the
glucose supply to fetus was related to pathophysiological mechanism in intrauterine growth
restriction (IUGR). Thus the aim of this work was to evaluate the impact of maternal
hypercholesterolemia during rabbit gestation on the glucose metabolism and on the routing
of glucose transporters (GLUT and SGLT) in placenta. In this study, maternal and offspring
serum levels of glucose and insulin were evaluated for control and hypercholesterolemic
groups, and the mRNA and protein expressions of placental GLUTs were quantified by real
time RT-PCR and Western immunoblot, respectively. Our data demonstrate that maternal
hypercholesterolemia during gestation: 1) induces offspring hypoglycemia; 2) does not
modify the mRNA and protein expressions of GLUT1 and GLUT4 in total placental
extract; 3) down-regulates the placental SGLT1 protein expression; 4) impairs the
translocation of GLUT1 but not of GLUT4 from cytoplasmatic pool to the cell membrane
surface. Then, we assume that reduction of offspring birth weight in presence of maternal
hypercholesterolemia may be related to the offspring’s hypoglycemia and the reduction of

the cell surface expression of placental GLUT].
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INTRODUCTION

Glucose is the primary source of energy for metabolism and development for the
fetus and placental tissue [1]. The fetal consumption of glucose increases rapidly toward
term due to the almost 20-fold increase in fetal weight during the second half of pregnancy
[2]. In utero, the human fetal plasma glucose concentration correlates with the maternal one
[3, 4], and maternal basal plasma glucose concentration tends to decrease with the
progression of pregnancy even in the presence of a twofold increase of insulin level [5, 6].
In spite of the presence of insulin receptor in placenta [7, 8], the effects of insulin, the
major regulator of glucose level, have still not been clarified in the human placenta. Many
of investigators [9-11] have postulated that the placenta is insulin resistant, while others
have shown that glucose transport in human placenta can be modulated by insulin using
brush-border membrane vesicles and cytotrophoblast cells [12-14]. Since insulin receptors
are preferentially localized at the fetal side of the human term placenta, it has been
suggested that fetal insulin can play a major role in regulating insulin-dependent processes.

Since fetus is not capable of producing appreciable amounts of glucose until late in
gestation, it is critically dependent of the net transfer of glucose across the placenta [15].
The high fetal demand for glucose, especially during the third trimester necessitates the
presence of rapid, high-volume system for maternal-fetal glucose transfer. This is regulated
by several factors: glucose supply, placental glucose metabolism and placental glucose
transporter density [16]. Placental glucose transport is a stereoscopic, saturable and carrier-
mediated process of facilitated diffusion [10], involving a family of membrane-spanning
glycoproteins, the glucose transporters (GLUT) [17] and Na'-dependent active glucose
transporter (SGLT) [18, 19]. At least 12 different GLUTs and 6 SGLTs isoforms have been
characterized in mammalian tissues [20, 21]. Among them, 5 high-affinity GLUTs isoforms
(GLUTI1, GLUT3, GLUT4, GLUTS and GLUTI12) and SGLT2 have been identified in
human and animal placentas for different period during gestation [19, 22-26]. GLUTI
represents the major glucose transporter in human placenta that controls glucose transport

from the maternal to the fetal compartment under physiological conditions and their
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expression is maximal at delivery [27]. At term, GLUT3 is localized to the endothelial cells
lining the fetal capillaries and is thought to be important for regulating glucose levels
between these cells and fetal blood [24]. In rodent and sheep, placental GLUT3 mRNA and
protein levels increase as gestation advances while GLUT1 abundance is unaffected or
decreased toward term [22, 28]. GLUT4, an insulin-responsive glucose transporter, is
present in placental stromal cells and may be important for transporting glucose and
conversion to glycogen in these cells in response to insulin in the fetal circulation [29].
GLUTS has been found to be expressed in human term placenta, but may be less important
in early pregnancy [30]. Also, immunohistochemistry has shown that GLUT12 staining was
virtually completely absent from the syncytiotrophoblast from term placenta and was found
predominantly in villous vessel smooth muscle cells and villous stromal cells [31]. While
GLUT! may be important for maternal-fetal glucose transport throughout pregnancy,
GLUTSs 3, 4 and 12 may only be required for this function in first trimester.

Although it is known that glucose is the primary substrate for fetal oxidative
metabolism, the regulatory mechanisms and function of glucose transporters in placenta are
still not fully understood.

Fetal metabolism, and consequently fetal growth, directly depends on an adequate
supply of oxygen and essential nutrients derived from the maternal circulation. Macrosomia
and selective organomegaly are present in excess of glucose in presence of diabetic
pregnancy, both insulin-dependent and gestational [32]. In the opposite case, maternal
malnutrition during pregnancy cause the intrauterine-grown restriction (IUGR) [33-35].
The IUGR is a frequently occurring and serious complication of pregnancy, this etiology
complication is multifactorial, but a reduced transfer of nutriment and oxygen to the fetus is
likely final common pathway in many cases. Measurements of fetal plasma glucose have
consistently shown a decreased concentration of glucose in IUGR fetuses [36, 37]. A
decreased expression of glucose transporters has been suggested as one possible
mechanism by which fetal plasma glucose concentration is reduced. However, studies
investigating placental transporter expression and activity in [UGR are limited and their

conclusions are often discordant [30, 34, 38-40]. In animals, during the second half of
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gestation, placental GLUT abundance is altered in an isoform-specific manner by
glucocorticoid administration (rat) [41], thyroidectomia (rat) [39] and by variations in
nutrient availability induced by fasting, restriction of dietary intake (sheep, rat) [34, 35],
diabetes (rat, mice, sheep) [42-44] and direct maternal infusions of glucose (sheep) [45].
Both increases and decreases in GLUT gene expression and protein abundance are
observed in placenta in response to these manipulations depending on their timing and
duration. Taken together, these observations indicate that placental GLUT protein
abundance is responsive to environmental conditions and/or the concomitant changes in
fetal growth that these conditions induce.

In the previous study, we have reported that a 0.2% enriched-cholesterol diet (ECD)
during rabbit gestation induced maternal and fetal hypercholesterolemia and consequently
significantly reduced offspring birth weight by 15,5% compared to control diet [46]. In
addition, this reduction of offspring birth weight was not related to the decrease of the
placental transfer of linoleic acid or leucine into fetal plasma [47]. In the present study, we
hypothesized that the reduction of offspring birth weight could be related to a modification
of glucose metabolism and of placental glucose exchange. We also hypothesized that
hypercholesterolemia changes the distribution pattern of GLUTs between the plasma
membrane and intracellular sites in rabbit placental tissue. Thus, we evaluated fetal and
maternal glucose and insulin levels and the expression of placental GLUT1, GLUTS3,
GLUT4 and SGLT1 in order to evaluate the impact of hypercholesterolemia on maternal

and fetal glucose metabolism and placental glucose transfer.

MATERIALS AND METHODS

Experimental animals

New Zealand’s adults white virgin female rabbits weighting 3—4 kg were purchased from
Charles River (Saint-Constant, Canada). Those rabbits were treated according to the criteria

for the care and use of laboratory animals with the recommendation of the Canadian
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Council on Animal Care (CCAC). During the two weeks of acclimatization period, all
rabbits were fed with 150 g per day of a standard rabbit’s Chow diet (SD) (Ralston Purina,
Drummondpville, Canada) and water ad libitum. To conduct this study, female rabbits were
divided in two groups: 1) the control group consisted of rabbits fed with 150 g/day with the
SD throughout their gestation (30 days), this control group’s follow-up began on the mating
day (day 0 up to day 30) and 2) the ECD group fed with 150 g/day with SD enriched with
0.2% (w/w) cholesterol seven days before mating and their follow-up began with the

administration of the diet throughout gestation.

Experimental methods

Maternal blood was collected by an ear artery puncture, following the subcutaneous
injection of acepromazine maleate (Atravet) (0.6 mg/Kg), before mating and at the end of
pregnancy. An additional blood sampling was done on rabbits determined to be part of the
ECD group prior the beginning of the diet. The last blood collection was done at term (days
30) by an intracardiac puncture, following a subcutaneous injection of Atravet (0.6 mg/Kg)
and an intramuscular injection of Ketamin chlorhydrate (40 mg/Kg) and of Xylazin (5
mg/Kg). Thereafter, the dams were euthanized by a lethal intracardiac injection of Euthanyl
(0.5 ml/Kg), and then their abdomen was opened. Both horns of the uterus were excised
and the offspring were removed from the uterus with their respective intact placenta.
Placentas were immediately frozen in liquid nitrogen and kept at -80 C until used. Blood
was obtained from the offspring by intracardiac puncture and they were killed by an
intracardiac injection of Euthanyl (0.5 ml/Kg). Blood samples were centrifuged for 5 min at

12 000 X g and serum samples were kept at -80°C until analysis.

Glucose and insulin analysis in rabbit serum

The glucose and the insulin concentration were measured in serum of dams and offspring of
both control and ECD groups. The glucose assay was performed using a QuantiChrom
Glucose Assay Kit (BioAssay System, Hayward, CA) according to the manufacturer’s

instruction and the optical density was read at 640 nm. The insulin level was assayed using
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Mercodia Ultrasensitive Insulin ELISA kit (Mercodia AB, Uppsala, Sweden) with

recombinant human insulin as a standard. The optical density was read at 450 nm.

RNA extraction and real-time RT-PCR experiments

Total RNA was isolated from 100 mg placental tissue using the RNeasy Lipid Tissue Mini
Kit according to the manufacturer’s instructions (Qiagen, Mississauga, Canada). The cDNA
synthesis was carried out using Omniscript RT kit (Qiagen) with 2 ug of total RNA at 37
°C for 1 h in a 20 ul final volume. Oligonucleotide primers were synthesized by Qiagen.
Each amplification reaction (12.5 ul) was performed in presence of 0.2 uM dNTP, 0.5 uM
of each primer, 2.5 U Taq DNA polymerase (Taq PCR core kit, Qiagen) and 1/12.5 of the
cDNA synthesis reaction. Fragments of ¢cDNA were amplified using the followings
primers GLUTI sens (S) 5’-TGCCCTGCATGTCCTATCTGA-’3 and GLUT1 antisens
(AS) 5’-TGAAATTCGAGGTCCAGTTGG-’3, GLUT3 (S) 5’-
CGTCATCTTTGCCGTCTTC-’3 and GLUT3 (AS) 5’-ACATGGGTGGTGGTCTCAA-’3,
GLUT4 (S) S5-TGGTCTCGGTGTTCTTGGTG-’3 and GLUT4 (AS) 5’-
CTCAAAGAACGCCACAAAGC-3. The annealing temperature was 58°C for GLUT]I
and GLUTS3, and 60°C for GLUT4 (40 cycles). After PCR 10 pl of each sample was
migrated in 1.5% agarose gels and visualized by ethidium bromide staining. Real-time
RT-PCR experiments were performed using the LightCycler System (RocheBiochemicals,
Laval, Canada) in 10ul reaction containing lul of 1x SYBR Green according to the
manufacturer's instructions (Takara Bio Inc, Otsu, Japon). HPRT-1 was used as reference
gene for normalization. The PCR cycling regimen was 5 min at 95 °C, 40 iterations of a
three-step temperature series (5 s at 95 °C, 20 s at the optimal annealing temperature for
each pair of primers and 15 s at 72 °C). Amplification of the HPRT-1 cDNA was used to
control the integrity of the cDNA and as internal control to quantify the expression of a
given gene in real-time PCRs. For quantification studies, the comparative method or AACt
method of relative quantification was used. To compare the amplification efficiency of 2
target genes (A and B), a dilution series for both genes from a reference cDNA were

prepared and the Cr values of target A are subtracted from the Cr values of target B. The
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difference in Ct values was then plotted against the logarithm of the dilution series. The
slope of the resulting straight line was always <0.1. The relative quantification of the
mRNA level of each gene was evaluated by comparison with the mRNA expression of
HPRT-1 using RelQuant 1.01 software.

Protein extraction

Placental tissue samples (200 mg) were homogenized using a Polytron Tissue
homogeniser in 1 ml ice-cold extraction buffer (125 mM Tris-HCl pH 8.0, 2 mM CaCly,
1.4% (v/v) Triton X-100, 2 pg/mL aprotinin 1 pg/mL pepstatin, 4 pM leupeptin 1 mM
PMSF). Homogenates were kept on ice for 30 min, centrifuged at 10,000 g for 25 min at 4

°C and the supernatants were collected and stored at -80 °C until used.

Tissue fractionation

The fractionation of placental plasma membrane and cytosolic proteins was carried
out from 500mg of placental tissue using the Plasma Membrane Protein Extraction Kit
according to the instructions of the manufacturer (BioVision, Mountain View, CA). The
protein concentration was determined using BCA kit (Pierce, Rockford, IL). GLUT1 and
GLUT4, in both the plasma membrane and cytosol fractions, were measured by Western

blotting.

Western blot analysis

Total, plasma membrane and cytosolic proteins were solubilized in sample buffer
(4% SDS, 30mM dithiotheitol, 0.25 M sucrose, 0.01 M EDTA-Na, and 0.075%
bromophenol bleu), resolved using a 10% SDS-PAGE and electroblotted into PVDF
membranes (Millipore, Cambridge, Canada) at 1.7 mA/cm?®. Thereafter, membranes were
incubated in blocking buffer (TBS-T (Tris-buffered saline (TBS) supplemented with 0.1%
Tween-20) containing 5% skim milk) for 1 h at room temperature, immunoblotted
overnight at 4°C with the primary antibody GLUT1 (1:500); GLUT4 (1:1000) or SGLT-1
(1:300) (Alpha Diagnostic International, San-Antonio, Tx) diluted with the blocking buffer.
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Membranes were washed 3 times in TBS-T and the probes were incubated with horseradish
peroxidase-conjugated secondary anti-rabbit antibody IgG (1:2500; Chemicon Iternational
Inc, Temecula, CA) in blocking buffer for 1 h at room temperature. Blots were then washed
3 times with TBS-T, the detection was performed using the BM Chemiluminescence
system (Roche Biochemicals) and visualized by autoradiography (Amersham Bioscience,
Buckinghampshire, UK).

The loading of placental proteins was monitored by the detection of the
glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (GAPDH) protein (for total and cytosolic
proteins) and of the folate binding protein (FBP) (for plasma membrane faction). The
blotting membrane were stripped and reblotted with a GAPDH or FBP antibodies. Briefly,
nitrocellulose membranes were incubated in a stripping buffer (100 mM 2-
mercaptoethanol, 2% SDS, 62.5 mM Tris-HCI, (pH 6.7)) for 10 min at room temperature.
Thereafter, membranes were washed in washing buffer (1M Na,HPO4 1M NaH,POy4, 9g/L
NaCl, (pH 7.2)) for 5 min, blocked in blocking buffer for 1 h at room temperature, re-
blotted with the primary monoclonal anti-GAPDH (1:2500; Chemicon International Inc) or
anti-FBP (1:5000; Abcam Inc, Cambridge, MA) 1h at room temperature. Membranes were
washed 3X TBS-T and probe were incubated with secondary anti-mouse peroxidase-linked
IgG (1:2500; Chemicon International Inc) or anti-goat peroxidase-linked IgG (1:5000;
Chemicon Interational Inc) in blocking buffer for 1 h at room temperature. Blots were
then washed 3X with TBS-T, the detection was performed using the BM
Chemiluminescence system (Roche Biochemicals) and visualized by autoradiography
(Amersham Biosciences). The band intensity was analyzed by Image analysis software

(Quantity One Quantitation software, Windows/Macintosh).

Statistical analysis

Results were reported as mean + SEM. The concentration of glucose, insulin, relative
mRNA and protein expression levels were evaluated using the unpaired Student #-test. A P-

value <0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

Concentration of glucose in dams and offspring serum

The impact of maternal cholesterol level during pregnancy was studied on
maternal and offspring’s serum glucose concentrations. The concentration of serum
glucose was determined in dams for control group before mating (day 0) and for ECD
group before the beginning of treatment (day -7). Our results demonstrated no significant
differences between control and treated groups of rabbits before gestation and at term (Fig.
1A). In addition, the glycemia was not significantly different between both control and
ECD dam’s groups. In contrast, the glucose concentrations in offspring were significantly
decreased compared to dam’s concentration (Fig. 1B). Moreover, glycemia of offspring

from the ECD dams is significantly lower compared to offspring from the control group.

Serum insulin level in dams and offspring

The serum insulin level was also evaluated for dams and offspring for both control
and ECD groups. Our data demonstrated that the serum insulin level was significantly
decreased in both groups of dams at term (day 30) compared to before gestation (Fig. 2A).
The hypercholesterolemia during gestation did not affect the insulin metabolism in
hypercholesterolemic mothers. In addition, the insulinemia in offspring from both control

and ECD groups was not modified (Fig. 2B).

mRNA expression of placental GLUTs

The analysis of GLUTs mRNA expression was necessary to determine whether the
ECD modified their expression level in placenta. Our RT-PCR study demonstrated the
presence of the GLUT1, GLUT3 and GLUT4 mRNA in rabbit placentas at term (Fig. 3A).
In order to quantitatively evaluate the specific expression of glucose transporter in
placentas for both groups, real-time RT-PCR was used. Our results show that no significant
differences were observed for GLUTs mRNA expressions in placentas from the control and

the ECD groups (Fig. 3B).
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Western blot analyses

Since mRNA expression level is not necessary correlated with proteins levels, we
performed Western blot experiments in placentas from control and ECD groups. For
GLUT!1 and GLUT4 proteins, the expected size of the band was of 55kDa (Fig. 4A, 5A),
while that of SGLT-1 was of 75kDa (Fig.6A). The immunoblot analysis of GLUTSs
expression in placental total protein extract shows that neither GLUTI nor GLUT4
expression levels were affected by maternal hypercholesterolemia (Fig. 4B, 5B). In
contrast, in the placental total protein extract obtained from hypercholesterolemic dams the
expression level of SGLT-1 was significantly lower (P<0.001) that in those from control
dams (Fig. 6B).

GLUT translocation study

Since it is known that GLUT protein expression at the cell membrane surface is
regulated by lipid environment, we investigated whether maternal hypercholesterolemia
modified the routing of GLUT to the plasma membrane of placenta. Thus, for this study,
we have determined the expression level of GLUT1 in plasma membrane (Fig. 7A) and
cytosolic fraction (Fig. 8A) isolated from placentas of both groups (control and under
ECD). The FBP was used as housekeeping gene for plasma membrane proteins and it
shows a single band at approximately 60 kDa as described by Malm et al [48]. Our results
demonstrated that in cytosolic fraction a significantly increase of GLUTI1 expression
protein in placentas was observed for the hypercholesterolemic group (under ECD)
compared to control group (Fig.7B). In contrast, GLUTI obtained from placental plasma
membrane fraction from ECD group was significantly decreased compared to the control
group (Fig. 8B). The content of GLUT4 protein in these placental fractions was similar in
both groups. Then, no difference was observed for the GLUT4 from cytosolic (Fig. 9B) and
plasma membrane fractions (Fig. 10B) isolated from placentas of both groups (control and
under ECD).
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DISCUSSION

This is the first study to report the influence of hypercholesterolemia during
gestation regarding the characterization of the placental glucose transporter and glucose and
the insulin metabolism in rabbit. The present paper shows for the first time the presence of
SGLT-1 in the placenta of rabbit and its down-regulation in presence of
hypercholesterolemia. In addition, we have demonstrated that the maternal
hypercholesterolemia affects the routing of GLUTS to the plasma membrane of placenta.

Our previous study [46] conducted in our laboratory showed that maternal
hypercholesterolemia induced by a maternal diet (ECD) provoked an important increase of
serum cholesterol and triglyceride level in these offspring and an associated reduction of
the their birth weight. Some others teams also reported that small for gestational age (SGA)
newborns are often hypertriglyceridemic and hypercholesterolemic compared with those of
normal size [49, 50].

It is well established that glucose is a vital substrate for fetal development and
growth, and it was demonstrated that its placental transfer increases linearly with maternal
glycemia and that it is mainly dependent on the concentration of glucose in the maternal
circulation [51]. Many studies reported that IUGR human fetuses are hypoglycemic and
hypoinsulinemic in utero compared to normal birth weight fetuses and that alteration of the
fetal availability for the glucose could explain the reduction of the birth weight [37, 52, 53].
In our study, similar results were obtained showing hypoglycemia in low birth weight
offspring compared to control ones. In addition, a direct correlation between maternal and
offspring’s glucose concentration was observed in the control group of rabbits, while no
similar findings were observed in presence of hypercholesterolemia.

Alteration in the maternal or fetal plasma glucose concentration changes the
maternal-fetal glucose concentration gradient, resulting in an altered rate of glucose transfer
[16]. Also, another important factor that must be considered regarding the regulation of the
fetal glucose level is the placental consumption [54]. Many studies were conducted on this
subject according normal and IUGR pregnancies, and many conflicting data were obtained.

Challis et al [55], using classical techniques involving in vitro perfusion of intact
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cotyledons obtained from six severely growth restricted preterm babies showed a two-fold
increase in placental glucose consumption in [UGR compared to preterm pregnancy with
normal growth of the fetus. In contrast, in a preliminary study of Malek [56], a decrease of
the glucose consumption has been observed in placental villous tissue obtained from
growth restricted preterm babies compared to normal growth preterm babies. However,
another study conducted by Magnusson [57] have found similar glucose consumption in
villous tissue obtained from IUGR pregnancies and appropriate gestational age babies.
Another study also found that the maternal-fetal glucose concentration gradient was
increased in relation to the clinical severity of IUGR, possibly representing an adaptation to
maintain glucose uptake across the placenta [37]. Thus, the question turning on if whether
or not the I[UGR placenta has altered glucose consumption is of major importance for the
understanding of the pathophysiology of IUGR. The absence of correlation between
maternal and offspring glucose level observed in the present study could be due to an
increase of the placental glucose consumption in ECD dams, and could contribute to the
greater difference in glucose concentration between the maternal and offspring’s circulation
in the ECD group.

It is well established that the circulating glucose concentration is a primary
determinant for fetal insulin secretion [57]. Then, since the insulin is the most important
stimulating growth hormone during the fetal life, the fetal hypoinsulinemia may be a
primary mechanism causing a restricted fetal growth in presence of a pregnancy
complication. In this paper, we have evaluated the possibility that the disturbance of the
fetal glucose metabolism and the diminution of offspring weight are related to a
modification of the fetal insulin level. Plasma insulin and IGF-1 levels are decreased in
growth-retarded fetal rats [58, 59]. Moreower, the glucose transport was diminished in lung
but not in muscle and brain of SGA rats in responses to physiological and
superphysiological concentrations of insulin and IGF-I [60]. In other study, small babies are
more likely to be hypoinsulinemic [49, 52] than normal size babies. The hypothesis that
pancreatic cell dysfunction may be involved in the etiology of hypoinsulinaemia in these

babies is supported by necropsy studies of pancreatic tissue in SGA babies [61] and animal
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studies [62, 63]. However, Spencer et al. [53] reported similar value for insulin, proinsulin
and Des 31, 32 proinsulin in cord blood of SGA babies. Similarly, we were unable to show
significant differences in insulin level in control and ECD offspring. Moreover, the
insulinemia was not different for both control and ECD dams. Usually, during normal
human and rodent pregnancy, the insulin level increases during the last third of gestation [5,
64, 65]. The question of whether insulin regulates placental glucose uptake and transport
has been addressed quite extensively and remains controversial. Most studies [9, 66, 67],
but not all [12], show that insulin does not affect placental glucose transport at term. In
our study, the absence of difference in maternal insulinemia for both control and ECD
groups confirms the hypothesis that placental glucose transport and metabolism are not
sensitive to maternal plasma insulin level.

Proper fetal development is dependent on sufficient oxygen and essential nutrient
supply to the fetus. A variety of maternal and uteroplacental factors could limit the fetal
growth, Maternal diet, caloric intake and metabolic function have an important role to play
in supplying nutrients to the fetus. In addition, alterations in maternal metabolism in
response to hormonal signals ensure a redirection of required nutrients to the placenta and
mammary gland [68]. Since substrate transport, including glucose, is directed from the
maternal to the fetal circulation under physiological conditions, the placenta’s ability to
facilitate this transfer is of critical importance for the development of a healthy fetus [69].
Thus, despite the importance of a high volume flow of glucose for fetal growth and
development, there is little data on the expression and activity of glucose transporter in
pathological condition. GLUTI is the primary transporter mediating facilitated glucose
transfer across the placental barrier in the second half of pregnancy and glucose movement
across the basal plasma membrane appears to be the rate-limiting step. Our studies
demonstrate that the weight reduction in ECD offspring is not associated with an alteration
in the gene expressions of placental GLUT1, GLUT3 and GLUT4. However, it has been
previously shown that IUGR caused by maternal epidermal growth factor deficiency results
in a reduced mRNA expression of GLUT3, with no effect in GLUT1 mRNA expression in

placenta [40]. Moreover, decreased levels of GLUT8 mRNA and protein in placental tissue
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have been observed in an ovine [IUGR model [30]. Placental GLUT3 gene expression was
also reduced under the conditions of food restriction during the last week of gestation in the
rats [70]. However, the quantification of the GLUT3 mRNA expression provides little
functional information about protein expression, especially in the placenta where tissue of
both maternal and fetal origin is present. In addition, the relationship between GLUT3
mRNA and protein expression appears to be inconsistent, implying that posttranscriptional
regulation occurs [71]. As specific antibody against rabbit GLUT3 is not commercially
available, it was not possible to measure its abundance in our placental extract. Therefore,
we investigated the expression level of GLUT1 and GLUT4 protein in the placental tissues.
The protein expression level of both GLUT1 and GLUT4 in placentas of the growth
restricted offspring was not significantly different from those of the control group using
total protein extract. Similar results regarding GLUT1 protein expression and activity were
reported in human IUGR placenta [38] and in rat placenta in hypothyroxinaemic pregnancy
[39].

A key mechanism in the regulation of glucose uptake involves the translocation of
transporters from intracellular pool to the plasma membrane through vesicular trafficking
[72]. Thus, we investigated if the presence of an enriched cholesterol environment could
differentially regulate this trafficking into placental cells. This paper reports the diminution
of the GLUT1 protein expression in the placental plasma membrane fraction of ECD dams
with the concomitant increase in the cytosolic fraction, while no modification of the
GLUT4 protein distribution was observed between these cellular components. Interestingly,
under normal conditions, Hahn et al [73] demonstrated that GLUT! is predominantly
expressed in plasma membrane of cultured trophoblast cells compared to GLUT4, while in
response to hyperglycemia GLUT]! is translocated from the plasma membranes to the
intracellular compartment. In contrast, after short-term insulin stimulation the intracellular
pool of GLUT1 translocates to the plasma membrane in rat cardiac myocytes [74], in rat
[75] and 3T3-L1 adipocytes [76] and after long-term insulin treatment in L6 skeletal
muscle cells [77]. In contrast to GLUTI, under basal, non-stimulated conditions, the

majority of GLUT4 is stored intracellularly [74]. Insulin is able to translocate GLUT4 to
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the cell surface primarily by stimulation of exocytosis [78]. Insulin also decreases the rate
of GLUT4 endocytosis approximately two- to threefold in adipose cells [79, 80]. In our
study, we found similar levels of insulin for dams of control and ECD groups. Therefore,
modification of translocation of GLUT1 seems to be not regulated by maternal insulinemia.
Thus, other factors, such as the membrane lipid environment, could be involved in the
regulation of the translocation of GLUT1 in presence of maternal hypercholesterolemia.
Effectively, morphological observations indicated that the placentas of ECD dams showed
an important accumulation of lipids [46]. Moreover, several studies also showed that a high
concentration of cholesterol in membranes is correlated with a reduction of membrane
fluidity and vice versa [81, 82]. Thus, hypoglycemia in low birth weight offspring
described in the present study could be related to a reduction in GLUTI1 in plasma
membrane.

Concomitantly with GLUTSs, transmembrane transfer of glucose is mediated by
SGLTs protein. Six main isoforms of SGLT have been identified in the small intestine,
heart and kidney [21] and their function, binding affinity and capacity have been
intensively studied. However, there is little information available on this sodium-glucose
cotransporters and its function in the placenta. The presence of the SGLT-2 isoform has
been shows in human trophoblast cell in culture. Similarly to GLUTI, the SGLT-2
(mRNA) expression is also down-regulated in trophoblast cells cultured under
hyperglycemic conditions [19]. The SGLT1 is a high-affinity, low-capacity sodium-glucose
symporter with a sodium-to-glucose coupling ratio of 2:1 [21]. Although the expression of
SGLT-1 in placenta has not been previously reported, previous studies implied that sodium-
related glucose transporter might be present in placental tissues [83-85]. Our results showed
for the first time the presence of SGLT-1 in rabbit placenta and indicated that maternal
hypercholesterolemia down-regulates the expression of SGLT-1 protein. Thus additional
studies are necessary to evaluate whether SGLTSs are involved in placental glucose transport

under pathologic conditions.
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In summary, our study showed that maternal hypercholesterolemia during gestation
induces hypoglycemia in offspring without any modification of the maternal glucose, and
the solely reduction of the translocation of the GLUT1 to the placental plasma membrane.
In addition, we reported for the first time the presence of SGLT-1 protein in rabbit placenta
and its down-regulation by hypercholesterolemia. All these data suggest that the offSpring
hypoglycemia and low birth weight could be related to a defect in the routing of GLUT1

according the lipid cell environment.
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FIGURE LEGEND

Fig.1. The glucose concentration (mg/dl) observed in (A) the serum of dams before mating
(day 0 for control group (n=6)) and before the administration of the diet (day -7 for ECD
group (n=7)) and at term, day 30, (B) the serum of dams at term and offspring from both
control (n=16) and ECD group (n=18). Each experiment was performed in duplicate and
averaged. The value represents the mean+SEM.

*p<0.05, control offspring vs. ECD offspring

**p<(.001, ECD dams vs. ECD offspring.

Fig.2. Insulin level (mUI/L) observed in (A) serum of dams before mating (day O for
control group (n=7)) and before administration of diet (day -7 for ECD group (n=7)) and at
term (day 30 for dams of both groups (control, n=9 and ECD, n=11) and (B) in serum of
dams at term and offspring (control, n=20 and ECD, n=29). Each experiment was
performed in duplicate and averaged. The values represent the meantSEM. *p<0.05,
compared to day 0 or day -7 for each group respectively.

Fig.3. Representative mRNA expression of GLUT1, GLUT3 and GLUT4 in control rabbit
placenta (A). Quantitative mRNA expression of GLUT1, GLUT3 and GLUT4 by real-time
RT-PCR in rabbit placentas (vs. HPRT-1) of both control (GLUTI, n=5, GLUT3 and
GLUT4, n=8) and ECD (GLUT]1, n=7, GLUT3 and GLUT4, n=9) (B). Values are given as
mean = SEM.

Fig.4. Representative Western blot showing the content of placental GLUT] and GAPDH
(A) using total protein extract in control and ECD group of rabbit. 20 ul of protein was
loaded for each sample. The mean density of GLUT]I total protein expression in placentas
of control and ECD group of rabbits (control, n=4; ECD, n=5) (B). Values are given as
mean £ SEM.

Fig.5. Representative Western blot showing the content of placental GLUT4 and GAPDH
(A) using total protein extract in control and ECD group of rabbit. 40 pl of protein was
loaded for each sample. The mean density of GLUT4 total protein expression in placentas
of control and ECD group of rabbits (control, n=4; ECD, n=5) (B). Values are given as
mean = SEM.

Fig.6. Representative Western blot showing the content of placental SGLT-1 and GAPDH
(A) using total protein extract in control and ECD group of rabbit. 40 ul of protein was
loaded for each sample. The mean density of SGLT-1 total protein expression in placentas
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of control and ECD group of rabbits (control, n=4; ECD, n=4) (B). Values are given as
mean £ SEM. **p<0.001.

Fig.7. Representative Western blot showing the content of placental GLUT1 and GAPDH
(A) using cytosolic fraction in control and ECD group of rabbit. 10 pl of protein was loaded
for each sample. The mean density of GLUT1 cytosolic protein expression in placentas of
control and ECD group of rabbits (control, n=4; ECD, n=5) (B). Values are given as mean
+ SEM. *p<0.0005.

Fig.8. Representative Western blot showing the content of placental GLUT1 and GAPDH
(A) using plasma membrane fraction in control and ECD group of rabbit. 20 pl of protein
was loaded for each sample. The mean density of GLUT1 plasma membrane protein
expression in placentas of control and ECD group of rabbits (control, n=3; ECD, n=4) (B).
Values are given as mean = SEM. *p<0.005.

Fig.9. Representative Western blot showing the content of placental GLUT4 and GAPDH
(A) using cytosolic fraction in control and ECD group of rabbit. 20 ul of protein was loaded
for each sample. The mean density of GLUT4 cytosolic protein expression in placentas of
control and ECD group of rabbits (control, n=4; ECD, n=5) (B). Values are given as mean
+ SEM.

Fig.10. Representative Western blot showing the content of placental GLUT4 and GAPDH
(A) using plasma membrane fraction in control and ECD group of rabbit. 30 ul of protein
was loaded for each sample. The mean density of GLUT4 plasma membrane protein
expression in placentas of control and ECD group of rabbits (control, n=4; ECD, n=4) (B).
Values are given as mean = SEM.
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CONCLUSION GENERALE

Les études réalisées dans le cadre de ma maitrise avaient pour but la poursuite de
travaux entrepris dans notre laboratoire portant sur I’impact d’'une DEC (0.2%) sur le
développement fcetal, dont la principale conclusion a été que le poids des rejetons
hypercholestérolémiques est réduit par rapport a celui des rejetons contrdles. Toutefois, les
modifications métaboliques conduisant a ces effets sont demeurées inconnues, tant du point

de vue maternel que foetal.

Nous avons voulu vérifier si la diminution du poids des rejetons pouvait étre reliée a
une modification du métabolisme du glucose et de I’insuline, ainsi qu’a une variation de
I’expression des transporteurs du glucose placentaire en présence d’une
hypercholestérolémie. Pour ce faire, nous avons fait un dosage du glucose et de ’insuline
dans le sérum maternel et feetal et évalué 1’expression de SGLTI et des GLUTs (ARNm et
protéines) placentaires. Les résultats de notre présente étude démontrent que la DEC induit
une diminution de la concentration du glucose dans le sérum fcetal, sans aucune influence
sur la glycémie maternelle. Cependant, cette diéte ne modifie pas le niveau d’insuline
maternelle et feetale. Par contre, il y a une diminution significative de 1’insulinémie
maternelle a la fin de la gestation dans les deux groupes des lapines.
L’hypercholestérolémie chez les lapines gestantes ne semble pas influencer I’expression
génétique du GLUT1, GLUT3 et GLUT4. Dans cette étude nous avons démontré que la
DEC ne modifie pas 1’expression protéique du GLUT1 et GLUT4 placentaire dans des
extraits de protéines totales, mais elle diminue celle du SGLT1. Nous avons voulu vérifier
si I’hypercholestérolémie pouvait altérer le routage des GLUTs du pool intracellulaire vers
la membrane plasmique. Nos résultats démontrent que la DEC induit une diminution de la
translocation du GLUT1 placentaire vers la membrane plasmique, sans toutefois modifier

celui du GLUT4.
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Finalement, I’ensemble de cette recherche nous indique qu’un apport adéquat en
glucose est essentiel au développement foetal et que I’hypercholestérolémie affecte la
mobilisation des GLUTs. La réduction de I’expression de ces derniers réduit donc le
transfert du glucose vers le feetus, entrainant ainsi une hypoglycémie foetale et une
diminution du poids des rejetons a la naissance. Ces résultats feraient sans doute écho au
sein de la communauté de chercheurs travaillant dans le domaine.

Il serait intéressant de faire d’autres études avec des échantillons de placentas
humains. Nous pourrions évaluer 1’expression des transporteurs du glucose placentaires
chez les femmes hypercholestérolémiques, ainsi que dans les cas du RCIU assossié a la
hypercholestérolémie maternelle. Cela permettera certainement de faciliter 1’avancement

des recherches dans 1’étude complexe de RCIU et de la hypercholestérolémie maternelle.
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