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LISTE DES ABREVIATIONS UTILISEES

AMPc¢ = adénosine monophosphate

ARNm = acide désoxyribonucléique messager

ATP = adénosine triphosphate

D = dalton

EDREF = endothelium derived relaxing factor

FIV  =fécondation in vitro

GMPc¢ = Guanosine monophosphate cyclique

IP3  =inositol triphosphate

Kca channels = canaux potassiques sensibles au calcium

M = mole/litre

MLCK = myosine light chain kinase (kinase des chaines 1égéres de la myosine)
MLCP = myosine light chain phosphatase (phosphatase des chaines 1égéres de la myosine)
NO =monoxyde d’azote

NOS =NOsynthase

NOSc = NOsynthase constitutive

eNOSc = NOSc endothéliale

bNOSc = NOSc neuronale (b pour : brain)

NOSi =NOsynthase inductible

PKC = protéine kinase C

PLC = protéine lipase C

Prot Gs = protéine G inhibitrice

Prot Gs = protéine G stimulante

rPCR = reverse polymerase chain reaction ( réaction de polymérisation en chaine inverse)
SNP =sodium nitroprussiate (nitroprussiate de sodium)

SOD = super oxyde dismutase
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La physiologie de la contraction utérine reste encore aujourd’hui méconnue sur bien
des points. La fibre myométriale elle-méme, et ses mécanismes d’adaptation et de coopération
n’ont été étudiés que par analogie avec la cellule musculaire lisse vasculaire. De méme, les
mécanismes permettant & I’utérus dans son entier de tolérer le développement d’un embryon
puis d’un feetus sont mal connus. Enfin, la capacité merveilleuse qu’a I’utérus de mener - le
plus souvent a terme - 1’enfant vers la vie par le déclenchement du travail, n’est que trés
partiellement comprise et plusieurs questions restent sans réponse.

Ainsi, bien que les anomalies de cette physiologic soient de mieux en mieux
comprises, toutes ne bénéficient pas d’un traitement absolument efficace.

Par exemple, 1’amélioration de la prise en charge des accouchements prématurés vient
avant tout des progrés de la néonatologie et de la systématisation d’une corticothérapie
maternelle de maturation pulmonaire, mais les thérapeutiques médicamenteuses sur la menac;
d’accouchement restent aléatoires.

Dans le domaine de I’aide médicale a la procréation aussi, bien que I’implantation soit
le facteur limitant (4), les moyens d’action sur celle-ci sont peu nombreux et souvent difficiles
a évaluer in vivo. De récents travaux ont montré qu’il existait de fagon certaine une
corrélation négative entre le nombre de contractions utérines au moment du replacement
embryonnaire et le taux d’implantation (20). La contractilité utérine est elle-méme dépendante
de nombreux facteurs, tous plus ou moins dépendants du climat hormonal qui baigne 1’utérus.
La vascularisation, étroitement soumise aux modifications hormonales, joue une part active
dans la réceptivité endométriale et le “dialogue” intercellulaire qui s’établit dés avant
I’implantation.

En 1980, le monoxyde d’azote (NO) est reconnu en tant que composant biologique
synthétisé par 1’endothélium vasculaire (V.REF 50). 1l agit sur les cellules musculaires lisses

du vaisseau en les relachant. Le pas a été vite franchi vers les applications en gynécologie-

obstétrique comme agent tocolytique, par analogie histologique. Les progrés escomptés ne
-12- 0




sont pas encore manifestes, peut-étre de par la grande difficulté a effectuer des études
randomisées dans notre spécialité.

Dans cette thése, nous avons fait le point bibliographique des connaissances actuelles
sur le NO et I’utérus. Notre idée était au départ de mieux comprendre la contraction de
Putérus non gravide afin de nous rapprocher des conditions rencontrées en fécondation in
vitro (FIV) au moment du replacement embryonnaire. C’est pourquoi, dans une partie
expérimentale, nous avons étudié les modifications des contractions spontanées de fragments
d’utérus humains non gravides induites par un précurseur de NO, la L-arginine, ou par un
donneur de NO, le nitroprussiate de sodium (SNP). Afin de mieux comprendre les
mécanismes de la relaxation utérine induite par le NO, nous avons également étudié I’effet
d’un inhibiteur de la guanylate-cyclase (le bleu de méthyléne) qui bloque la production du 3°-
5”guanosine monophosphate cyclique (GMPc) et I’effet d’un analogue stable du GMPc, le 8-

bromo-GMPc.
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CHAPITRE 1 : LA CONTRACTION UTERINE
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I : PHYSIOLOGIE DE LA CONTRACTION UTERINE
1.1 : ANATOMIE ET STRUCTURE FONCTIONNELLE DE L’UTERUS

Nous ne reprendrons ici que I’anatomie microscopique de I’utérus dans la partie qui
nous intéresse, a savoir le myométre, ou tunique musculeuse du corps et de I’isthme utérin.

Sa description a soulevé de nombreuses controverses, lies essentiellement aux
moyens d’études différents utilisés par chaque auteur. Nombreux sont ceux qui ont extrapolé
I’étude sur utérus gravide a I’utérus non gravide. Nous présentons ici la classique description
inspirée de KAMINA (1984).

Le myométre forme a lui seul la presque totalité de l’épaissellr de I'utérus. C’est un
tissu trés dense et résistant, criant presque sous le scalpel, d’environ 8 millimétres d’épaisseur.
Il se compose de fibres musculaires lisses, fusiformes, groupées en faisceaux. Ces derniers,
tantdt aplatis, rubanés, tant6t cordiformes, sont séparés par les lames conjonctives renforcées
par un important réseau élastique. Ces faisceaux musculaires sont unis entre eux par des
anastomoses terminales ou latérales et forment de nombreux plans musculaires superposés.
L’orientation des faisceaux est tres confuse déja chez le feetus. Cependant I’on peut
reconnaitre quatre plans musculaires superposés :

- La couche sous-séreuse, mince et de formation tardive du point de vue embryonnaire, qui
regoit des fibres du ligament propre de I’ovaire, du ligament rond, du ligament utéro-sacral et
des fibres musculaires doublant les deux feuillets du ligament large. Ces fibres constituent a la
surface utérine des faisceaux a prédominance transversale, qui se relévent sur la ligne
médiane en avant pour cravater le fond utérin. On isole souvent un gros faisceau médian (net
sur I’utérus gravide) descendant par la face antérieure jusqu’au col : c’est le faisceau de Calza.
- La couche supra-vasculaire, qui est constituée essenticllement d’une série d’anneaux de

fibres musculaires.

w




- La couche vasculaire, trés épaisse, qui forme les deux tiers de la paroi. Ses faisceaux
musculaires entrecroisés dans tous les sens forment la couche plexiforme. Les vaisseaux y
sont trés nombreux, et leur lumiére peut s’effacer complétement lorsque le muscle utérin se
contracte, les anneaux musculaires représentant les ligatures vivantes de Pinard.

- Enfin, la couche sous-muqueuse, qui est formée surtout de faisceaux circulaires se disposant

en anneaux concentriques au niveau des orifices utérins —ostii tubaires et isthme, ot on lui

donne improprement le nom d’orifice interne du col (Figure 1).

Figure 1: différentes couches du myomeétre (d’aprés P.Kamina, dans Anatomie
gynécologique et obstétricale 1984).

A : couche sous-séreuse, B : couche vasculaire, C : couche sous-muqueuse, D : couche supra-
vasculaire.

1 : fibres longitudinales médianes, 2 : fibres longitudinales utéro-vaginales. Le faisceau de
Calza se trouve entre les deux.

-16 - 0




Le tissu conjonctif représente une grande proportion du myométre. On y trouve du collagéne,

des glycoprotéines et des protéoglycanes. Schématiquement sa participation va en

s’accroissant du fond vers le col ( Figure 2). 1l a un rdle plastique et de transmission des

forces contractiles engendrées par les cellules musculaires. Il contient également des

fibroblastes, livre passage aux nerfs, aux lymphatiques et aux vaisseaux sanguins.

%
30
20

10

_ | =

Corps Isthme Col

Figure 2 :répartition quantitative des fibres musculaires
dans I'utérus (d’aprés Schwalm 1984)

P <riode d’activité génitale

[——Ménopause

I.2 : STRUCTURE ET ULTRASTRUCTURE DE LA FIBRE MYOMETRIALE

La fibre myométriale est une cellule musculaire lisse fusiforme, capable de

s’hypertrophier en phase oestrogénique et pendant la gestation, passant de 30 a 250 um de

longueur et de 6 & 15 um de diamétre. Forme et taille sont trés variables, dépendant des

conditions hormonales et d’étirement. Plus de 80% du volume de la cellule est occupé par

I’appareil contractile.
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Elle est composée de différents éléments :

- la membrane plasmique. De structure trilamellaire classique, elle est séparée du tissu
conjonctif environnant par une mince lame basale. De nombreuses digitations augmentent
la surface cellulaire. Cette membrane plasmique posséde aussi des invaginations, appelées
caveolae, qui sont des vésicules de surface. A proximité du réticulum sarcoplasmique et
des mitochondries, on leur attribue un role dans les échanges ioniques. Sur la membrane
existent aussi des bandes denses, structures situées & la face interne de la membrane
plasmique, servant de point d’ancrage aux filaments d’actine et aux filaments
intermédiaires. C’est 4 leur niveau que se situent les jonctions gap.

- le réticulum sarcoplasmique. Le réticulum sarcoplasmique rugueux se situe
préférentiellement autour du noyau alors que le réticulum sarcoplasmique lisse est proche
de la surface cellulaire et des caveolae.(66) L existence de ponts opaques aux électrons a
cet endroit laisse supposer un couplage fonctionnel entre ces deux structures (corps
denses). Le role du réticulum sarcoplasmique est essentiel dans la régulation de la
concentration en calcium intracellulaire. C’est aussi le principal site de stockage du
calcium dans la cellule.

- Les mitochondries. Elles se trouvent aussi en deux lieux préférentiels, autour du noyau et
prés de la membrane plasmique. Elles sont le siége du métabolisme oxydatif. Leur role
dans la régulation du calcium intracellulaire reste limité.

- L’appareil contractile. Il se compose de filaments fins, de filaments épais, intermédiaires

et des corps denses précédemment cités.
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1.3 : L’APPAREIL CONTRACTILE

Comme dans le muscle strié, on retrouve dans le muscle lisse des filaments fins et
épais, mais dont la distribution en est tout a fait anarchique. Ceci permet au muscle lisse une
plus grande amplitude de raccourcissement et une possibilité de se contracter dans toutes les
directions. La strie Z des muscles striés est remplacée par les corps denses, distribués

irréguliérement dans la cellule (29).

1.3.1 : LES FILAMENTS FINS

Ils sont principalement composés de monomeéres d’actine dont la composition en
acides aminés ne différe que par quelques acides aminés en N terminal de celle du muscle
strié. Seul différe le rapport filaments fins/filaments épais, plus important dans le muscle lisse.
L’actine est une chaine polypeptidique unique de poids moléculaire de 41800 daltons (D).
Elle est constituée de 2 brins de 4 nm de diamétre, composés de structures globulaires

organisées en conformation hélicoidale avec 13,5 structures globulaires par tour de spire

(figure 3).

Le filament d’actine est polarisé, et ceci joue un rdle dans I’interaction actine/myosine.
Les filaments fins contiennent aussi par ordre décroissant de concentration, de la
tropomyosine, de la caldesmone et de la filamine. Il n’existe pas dans le muscle lisse de

troponine.
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Figure 3: représentation schématique d’un filament d’actine montrant la
configuration hélicoidale des molécules globulaires

1.3.2: LES FILAMENTS EPAIS

IIs sont composés de myosine. Celle-ci a un poids moléculaire de 500 000 D. Elle
apparait comme une molécule allongée avec une téte formée de 2 renflements globulaires.
Chaque molécule est formée de 6 chaines polypeptidiques : 2 chaines lourdes identiques, de
200 000 D, 2 paires de chaines légéres d’environ 20 000 et 16 000 D chacune. Les deux
chaines lourdes s’enroulent I’une avec 1’autre selon une conformation hélicoidale, et forment
une sorte de queue se terminant par les 2 tétes globulaires. Chacune de ces tétes est

accompagnée d’une chaine légere de chaque paire (figure 4).
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Figure 4 :représentation schématique d’une molécule de myosine
Chacune des 2 tétes porte une chaine 1égére de chaque type.

La téte globulaire porte 3 sites fondamentaux pour la contraction :

- unsite d’interaction avec I’actine.

- un site de fixation de la chaine légére de 20 KD dont la phosphorylation est le principal
élément régulateur de la contraction.

- un site enzymatique a activité ATPase.

1.3.3 : LES FILAMENTS INTERMEDIAIRES

Ils sont constitués principalement de 2 protéines : la desmine, majoritaire, et la
vimentine. Elles n’ont pas d’action contractile propre mais semblent jouer un rdle dans la

cohésion et la constitution du cytosquelette, avec les corps denses auxquels elles sont

amarrées.
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1.3.4 : LES CORPS DENSES

De structure opaque aux €lectrons, ils sont répartis dans tout le cytoplasme, trés riches
en alpha-actinine et sont, de ce fait, considérés comme des équivalents fonctionnels des stries
Z du muscle strié. Ils servent de point d’ancrage aux filaments fins et intermédiaires, et

contribuent & la constitution du cytosquelette.

1.4 : LA CONTRACTION UTERINE

I.4.1 : ACTIVITE ELECTRIQUE

Le muscle lisse viscéral dont ’utérus est un représentant, est caractérisé par
Pinstabilité de son potenticl de membrane et par le fait qu’il présente des contractions
continues et irréguliéres indépendantes de toute innervation. Cet état permanent de
contraction partielle s’appelle le tonus. Le potentiel de membrane n’a pas de valeur réelle de
“repos ”. De plus, il est aussi sous I’influence du cycle hormonal. Ce potentiel est bas quand
le tissu est actif, plus élevé quand il est inhibé. Dans les périodes de repos relatif, sa valeur
moyenne est d’environ —50 mV. C’est le gradient ionique qui permet ce potentiel. En effet, le
milieu intracellulaire est riche en K* et pauvre en Na' et CI, a Pinverse du milieu
extracellulaire. Le gradient existe grice aux différents niveaux d’activation des canaux
membranaires qui définissent une perméabilité sélective. La technique du « patch-clamp »
permet maintenant d’étudier I’électrophysiologie des cellules (62). 1l existe plusieurs types de
canaux potassiques, en particulier les canaux potassiques calcium dépendants (KCa channels)
et les canaux potassiques ATP-dépendants (62).

Le muscle commence a se contracter 200 ms apres le début du potentiel de pointe et

donc 150 ms aprés que le potentiel d’action soit terminé. Le maximum de la contraction n’est
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donc atteint que 500 ms aprés le potentiel de pointe. Le couplage excitation/contraction est
donc un phénomeéne trés lent comparé 4 la contraction du muscle squelettique et cardiaque.

Le muscle lisse viscéral est particulier car il se contracte quand il est étiré. L’ étirement
est suivi d’une diminution du potentiel de membrane, d’une augmentation de la fréquence des
potentiels d’action et d’une augmentation générale du tonus.

Il n’existe pas de corrélation linéaire force/longueur, mais un comportement qui
correspond plus & celui d’une masse visqueuse que d’un tissu solide, propriété que 1’on

—
appelle plasticité.

Il semble que chaque cellule soit capable de s’activer spontanément, c’est a dire que
chaque fibre puisse étre “pace-maker”. D’autre part, chaque cellule peut présenter un
potentiel d’action par activité électrique propagée, elle est alors dite “ pace-follower ” (66).

La fréquence, la durée et I’amplitude des contractions sont liées a la; fréquence de
potentiels d’action générés par les potentiels “ pace-maker ”, au nombre de potentiels d’action
produit dans chaque cellule “ pace-follower” et au nombre de cellules mises en jeu dans
I’événement contractile. Ainsi la propagation d’un potentiel unique provoque une contraction
d’amplitude et de durée limitée, des salves de potentiels propagés provoquent une contraction
plus forte et plus longue. Le blocage de la conduction se traduit par une réduction de

P’amplitude et de la durée des contractions.

1.4.2 : LES JONCTIONS GAP

Les jonctions gap sont les sites de passage ionique privilégié entre les cellules. Elles
assurent un couplage électrique intercellulaire et permettent vraisemblablement la
transmission des potentiels d’action d’une cellule a ’autre.

Des études réalisées en microscopie électronique a haute résolution ont révélé que

chaque jonction gap est composée de plusieurs canaux intercellulaires. Chaque canal est
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formé par I’arrangement hexagonal de 6 sous-unités protéiques autour d’un pore central.
L’espace inter-membranaire est réduit & 2 nm et les canaux sont perméables aux ions
inorganiques, 4 différents métabolites (tels que peptides et glucides) et aux seconds messagers
(tels le GMPc).

Leur r6le dans le contrdle de la contractilité est beaucoup étudié. Ainsi leur expression
est variable au cours du cycle menstruel et est minimale au quatriéme jour post-ovulatoire (2),
semblant ainsi préparer I’implantation. Ces résultats vont dans le sens de récents travaux
ayant prouvé une corrélation négative entre implantation embryonnaire en FIV et contractions
utérines (20). De plus, la sensibilité aux contractions calcium-induites semble chez la souris
influencée pendant la grossesse par des facteurs locaux, puisque les 2 cornes des utérus de
rates ne réagissent pas de la méme fagon selon que la grossesse y soit implantée ou pas (53).
Les jonctions gap permettent une régulation lente du couplage intercellulaire, leur expression
et leur dégradation se couplant aux “ besoins ” de I’utérus, c’est a dire s’adaptant & la phase du

cycle ou au moment de la gestation.

1.4.3 : INTERACTION DES PROTEINES CONTRACTILES

Le raccourcissement cellulaire puis musculaire qui découle de Pinteraction des
protéines contractiles est expliqué par le glissement des filaments d’actine entre ceux de
myosine. Les tétes globulaires de la myosine s’accrochent & 1’actine puis se décrochent de
fagon répétitive, produisant & chaque mouvement €lémentaire un déplacement d’un filament
par rapport & ’autre. -

C’est essentiellement au niveau de la myosine que se produit la régulation de son
interaction avec I’actine. Seule la myosine phosphorylée est capable d’interagir avec 1’actine.

Cette phosphorylation est assurée par la kinase des chaines Iégéres de la myosine ou “ myosin
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light chain kinase "(MLCK) dont Pactivité est elle-méme sous la dépendance de 3 facteurs

(70) :

la formation d’un complexe Ca''/calmoduline. 1l est comme une sous-unité de la MLCK.
Pour une concentration-intracellulaire en Ca*" d’au moins 10° M, ce complexe se fixe 4 la
MLCK qu’il active, La calmoduline se comporte comme un “ testeur ” de la concentration
en Ca™, puisqu’elle doit fixer 4 ions calcium pour interagir avec la MLCK. Cette capacité
d’interaction est dévoilée par la modification de la conformation induite par la fixation des
ions calcium (3).
Le taux d.”’AMP ’cyclique (AMPc). Une augmentation de celui-ci inhibe la MLCK. En
effet, I’AMPc active une protéine-kinase AMPc dépendante qui phosphoryle la MLCK et
la rend inactive par diminution de son affinité pour la calmoduline. Peut-étre le GMPc
joue-t-il également un rdle en inhibant la MLCK sur des cultures de cellules utérines (76).

- Le taux de GMPcyclique (GMPc). Le GMPc exerce ses effets biologiques par
Pintermédiaire d’une protéine kinase GMPc-dépendante (PKG), et joue le rdle de second
messager. Les mécanismes par lesquels le GMPc et la PKG exercent leurs éffets relaxants
restent encore mal connus. Les PKG phosphorylent de nombreuses protéines au niveau de
la cellule musculaire lisse. Cependant, compte tenu du role essentiel du Ca’™ dans la
régulation du muscle lisse, plusieurs hypotheses suggérent que 1’augmentation du GMP¢
produirait une baisse de Ca™" par trois mécanismes (59):

Bdiminution du Ca*" cytoplasmique par accroissement de I’extrusion vers le milieu

extracellulaire et de la recapture du Ca™" vers le réticulum sarcoplasmique.

RInhibition de ’entrée du Ca"™" par blocage des canaux calciques transmembranaires.

Rinhibition des voies de transduction conduisant i ’augmentation du Ca*" en

particulier la voie de la PLC et de I’IP3 (61). Cette voie expliquerait la modulation de

la contractilité¢ par le NO en cas de contraction déclenchées par I’activation d’une

protéine G.
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La figure 5 traduit mieux que de longues explications les cascades aboutissant a la
contraction de la fibre utérine.

Dans la figure 6 sont résumés les principaux équilibres qui vont conditionner I’état de la
fibre musculaire. Les agonistes vont sensibiliser I’appareil contractile au Ca*" en augmentant
Pactivité de la MLCK et activant la protéine kinase C (PKC). Au contraire, les protéines
kinases A ou G en renforgant ’activité de la phosphatase des chaines légeres de la myosine
(MLCP) ont un effet désensibilisant au Ca™.

Dans la figure 7 sont exposés les modes d’actions du GMPc sur une cellule musculaire

vasculaire lisse.

| par /{Ca?']>10°M

| Ca
r—-— CaM inactive -

iCa’),- CaM active

s KCLM inaclive <t

w-
/’ par \[Ca?’] < 10'M

e e .

‘ ATP ' ADP
1 Actine + Myosine Myosine - @ - Actine

Relaxa

Figure 5 :régulation de la contractilité par phosphorylation/déphosphorylation de la
myosine. ‘D’aprés J.L Freslon dans Pharmacologie moléculaire. 1989)
"~ CaM = calmoduline, KCLM = kinase des chaines légéres de la myosine,
- Voies conduisant 4 la contraction par phosphorylation de la myosine
—» Voies conduisant 4 la relaxation par déphosphorylation de la myosine
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Figure 6 : mécanismes cellulaires régulant la contractilité du muscle lisse.

(D’aprés J.L Freslon dans **** année **¥*)
MLCK = kinase des chaines 1égeres de la myosine, MLCP = phosphatase des mémes chames
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Figure 7 : mode d’action du GMPc sur la cellule vasculaire lisse
GCpart = guanylate cyclase particulaire GCsol = guanylate cyclase soluble
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1.4.4 : REGULATION DE LA CONCENTRATION DU CALCIUM LIBRE
INTRACELLULAIRE

Comme nous venons de le voir, la concentration du calcium libre intracellulaire est le

principal facteur de régulation de la contraction utérine. Trois phénoménes conduisent a

I’augmentation de la concentration du calcium libre intracellulaire :

La dépolarisation de la membrane plasmique induite par les potentiels d’action. Elle met
en jeu des canaux calciques dépendants du voltage (VOC = voltage operating channel)
dont I’ouverture permet la diffusion passive du calcium extracellulaire vers le cytoplasme.
La liaison d’un agoniste a son récepteur membranaire. Cette liaison peut provoquer
I’ouverture d”un canal calcique récepteur dépendant (ROC = receptor operating channel)
et/ou, via I’activation de la phospholipase C (PLC), provoquer la formation d’inositol
triphosphate (IP3) qui provoque la libération du Ca™ stocké dans le réticulum
sarcoplasmique.

Les stimuli mécaniques, qui, par I’activation de canaux sensibles a 1’étirement (SAC =
strech activated channels), pourraient aussi favoriser I’entrée de Ca™™.

dnka
La relaxation nécessite que la concentration en calcium libre extracellulaire soit inférieure

a 0.1 pM. Ceci implique donc un efflux contre le gradient électrochimique ainsi qu’une

mobilisation vers les sites de stockage intracellulaires. Trois phénoménes peuvent étre

individualisés :

- au niveau de la membrane plasmique, une Mg?*/Ca*™/ATPase activée par le complexe

calcium/calmoduline est responsable de ’efflux de Ca** (64). L’existence d’un transport
ATPase indépendant a été démontré sur 1’utérus de rate (15)

toujours au niveau de la membrane plasmique, une pompe Na'/Ca*" échange 3 ions Na+
contre la sortic d’un ion Ca”. Ce mécanisme électrogénique ne nécessite pas de

consommation d’ATP.
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- enfin, au niveau du réticulum sarcoplasmique, la principale pompe calcique serait
également une Mg?'/Ca**/ATPase différente de celle de la membrane plasmique. Le
retour du calcium vers le réticulum sarcoplasmique serait également favorisé par la

présence de protéines liant spécifiquement le Ca™, telle la calséquestrine (77).

1.45: LES RECEPTEURS MEMBRANAIRES ET LES SECONDS
MESSAGERS

La cellule musculaire lisse utérine posséde a sa surface des récepteurs membranaires
dont I’activation par différents agents va avoir un effet relaxant ou procontractile. Deux types
de seconds messagers ont ét€ individualis€s :

- les_phosphg-inositides. De nombreux agents (ocytocine, vasopressine, agonistes oul-
adrénergiques, acétylcholine), activent le systéme phospho-inositides/phospholipase C.
(voir figure 8). L’IP3 est le principal second messager de ce systéme et est responsable

d’une élévation du Ca™ intracellulaire et donc d’une contraction.

Figure 8 :activation de la
voie des phospho-inositides
par la PLC.
PIP2 = phosphatidyl-
inositol diphosphate

-IP3 = inositol 1.4.5
triphosphate
DAG = diacylglycérol

- PAMPC, via le systéme protéine G/adényl cyclase. La protéines G est une protéine
membranaire fixant les nucléotides cycliques. Elle permet la communication entre le
récepteur et les enzymes effectrices responsables de la production des seconds messagers

intracellulaires (ici en ’occurrence ’AMPc). La proteine G posséde 3 sous-unités o, B et
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y. C’est la sous unité o qui est différente selon qu’il s’agisse de protéine G activatrice
(Prot Gs) ou d’une protéine G inhibitrice (prot Gi). Cette sous-unit¢ a une activité
GTPasique, transformant le GTP en GDP. Les protéines G sont les principales clés du
dialogue hormonal. Chaque récepteur peut activer plusieurs protéines G qui sont elles-

mémes susceptibles d’activer ou inhiber plusieurs cyclases (figure 7).

_m‘vrf'n‘ape‘ | 2 A 3 4_,,

g E ummm%num%m’w Mes
- GTP - I6TP:
: Goplxh c‘ri" . .

7

zz}“dmmmmzumuzmzmtmmzm’nmmummmzzs@u

Figure 7 :Systéme adényl cyclase/AMPc et protéine G.(d’aprés J.Pelmont
dans Enzymes 1990).

AC = adényl cyclase.R = récepteur. On note qu’a est une ATPase.

L’AMPc active alors une protéine kinase de type A (PKA) qui va agir 4 plusieurs
niveaux. D’abord, comme nous 1’avons déja mentionné, en phosphorylant Ia MLCK et en la
rendant inapte a phosphoryler la chaine légere de 1a myosine. Ensuite en favorisant I’ influx de

Ca'" dans la cellule, puis enfin en augmentant sa séquestration intra sarcoplasmique.
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1.4.6 : RECAPITULATIF DES DIFFERENTS INTERVENANTS DANS
LA CONTRACTION DE LA FIBRE MUSCULAIRE UTERINE

La régulation de la contractilit¢ utérine est comme nous venons de le voir sous
Pinterdépendance de nombreux facteurs, souvent la résultante de réactions en chaines, et la

présence de nombreux récepteurs membranaires et des protéines G permet d’envisager une

régulation trés fine du tonus utérin. La figure 8-fait-une synthése de tous ce qui a-été écrit~ -

précédemment.

Ago

- R .
(@) pchl o

L 1°
. . AMPc—PAMP |’

7

Mg - Ca - ATPase ? l .
< PKA

+ 4;/ -
. i .
.-Ca++ ) N . : @
Potentiel ' . MLOK~—_ -Ca- CaM ‘
d'action, : . N X
dépolarisation - R . - i L
K+ " MLCK active —————Y—pMLCK -P
Q. - inactive,

Entrée . CaM

Actomyosine «—Myosine - P4¥— Myosine

ehctine . [Felaxaion ] |-

- Cellule myoméiriale . . .

Figure 8 : schéma résumant les différents niveaux de régulation de la contraction de la
fibre utérine. (d’aprés G.Germain et col, dans I’encyclopédie médicochirurgicale 1996)
RS = réticulum sarcoplasmique, Calsq = calséquestrine, CaM =calmoduline,

Ago = agoniste, GJ = « gap-junction ».

-32- O




CHAPITRE 2 : LE MONOXYDE D’AZOTE
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Le monoxyde d’azote (NO) est un gaz connu de longue date comme molécule
inorganique simple. Mais depuis les années 80 il est établi que le NO posseéde des propriétés

biologiques, a savoir étre un messager intercellulaire mais aussi un poison cellulaire.

Deés cette époque la présence d’un facteur diffusible, identifié sous le nom d’EDREF,
qui induisait une relaxation des vaisseaux dépendante de la présence de Pendothélium était
connue (46). Aprés bien des titonnements (54, 46,22), le NO a été identifié comme ce facteur,
ouvrant la voie a de nouvelles recherches, dans des domaines aussi variés que la cardiologie,

la neurophysiologie et la gynéco-obstétrique.

| : PRESENTATION DU GAZ

Le NO est un gaz incolore de poids moléculaire 30 g. Il posséde 11 électrons de
valence et 1 électron célibataire. Il diffuse librement en solution aqueuse, est trés liposoluble.
1l franchit ainsi trés librement les membranes cellulaires et, bien qu’il ne posséde pas de

récepteur spécifique, il a une action intracellulaire que nous détaillerons par la suite.

Ses propriétés biochimiques sont responsables de nombreux effets physiologiques ou
pathologiques. C’est une molécule trés réactive. Par exemple (V.Ref 50 jcp) :

- le NO réagit avec 1’oxygéne moléculaire pour former I’ion nitrite.

INO + 0" - NO?

- le NO régit avec I’anion superoxyde pour former I’ion nitrate. La super oxyde dismutase

(SOD) empéche cette réaction.

NO + 0.2 —> NO.:;

SOD
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- Le NO réagit avec 1’hémoglobine pour donner HbNO. Les groupements héminiques sont

trés avides de NO, comme toutes les métalloprotéines.

Il : DETECTION DU NO ET DOSAGE

Le NO a une demi-vie trés courte de I’ordre de quelques millisecondes. Sa détection et
son dosage sont donc difficiles, a fortiori in vivo. C’est pourquoi il n’est pas dosé directement.
Cependant, la quantification de produits de dégradation constitue une approche indirecte
d’évaluation de la production de NO.

- le dosage des nitrites (30), se fait par une réaction colorimétrique “ rouge-violet” qui
présente une sensibilité de détection de I’ordre de 10° M.

- le dosage des mitrates, réalis¢ par spectrophotométriec UV, permet une détection de

'ordre de 10* M. Toujours en spectrophotométrie, la réaction de NO avec
I’oxyhémoglobine conduit & la formation de méthémoglobine. Cette conversion est
visualisée par déplacement du spectre UV. Sa limite de détection de ’ordre de 10° M.

- DPévaluation par chémoluminescence a été développée pour doser le NO dans

’atmosphére. En mettant en réaction NO sur I’ozone un photon est émis par un
intermédiaire instable. La sensibilité de détection est de P’ordre de 10 M.

- la détection par résonance paramagnétique électronique. Cette méthode spécifique de
détection dans un systéme biologique donné pose un certain nombre de problémes de mise
en ceuvre puisqu’il faut absolument stabiliser au préalable le radical NO®, soit par des
composés nitrosylés (57), soit par de ’hémoglobine. Cette méthode peu sensible est
cependant trés spécifique, et permet de déterminer la présence et la localisation des

complexes nitrosylés (28).
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- les méthodes ampérométriques. Elles ont permis de grands progres par ’introduction de

sonde souples permettant le dosage in vivo. Elles sont de plus trés sensibles. Une électrode
4 oxygéne modifi¢ détecte le NO par son oxydabilité.
Le principe repose sur le fait que les métalloporphyrines catalysent 1’oxydation de NO

selon I’équation :

INO® — e- = NO'|

On mesure alors le courant induit par cette perte d’électron, avec une sensibilité de

I’ordre de 102°M !

lll : SYNTHESE DU NO

C’est en 1988 que la L-arginine a ét€ mise en évidence comme é€tant le précurseur du
NO dans les cellules endothéliales (V.Ref FS 2). Palmer et al (V.Ref 70 JCP) ont
définitivement prouvé que le NO se formait 4 partir de I’atome guanidinonitrogéne terminal
de la L-arginine sous I’effet de la NOsynthase. Cette conversion est spécifique puisque les
analogues de la L-arginine ne sont pas des substrats de cette réaction.

La réaction enzymatique menant de la L-arginine au NO s’effectue en deux étapes.
Une premiére hydroxylation de I'un des groupements guanidine nitré génére le composé
intermédiaire Ne-hydroxy L-arginine, suivie d’une deuxiéme hydroxylation résultant.en la
dégradation spontanée du compos¢ intermédiaire en monoxyde d’azote et L-citrulline (figure

9).
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Figure 9 : synthé¢se du NO a partir de la L-arginine sous I’effet de la NOsynthase

(la NOS est dimérisée dans la nature)

La réaction enzymatique nécessite, en supplément de la L-arginine, la NADPH et
I’oxygéne comme co-substrats, la tétrahydrobioptérine, des flavines (FMN et FAD) et la
calmoduline comme co-facteurs. La fonction précise de chaque co-facteur n’est pas
entiérement connue.

Il est intéressant de noter que la L-citrulline est reconvertic en L-arginine par
incorporation d’un groupement urée, permettant tout a4 la fois d’épurer les déchets du ‘

métabolisme cellulaire et d’assurer une présence de L-arginine.

IV : LES NO-SYNTHASES

Dans les cellules des mammiféres, les NO-synthases, apparentées aux cytochromes

P450, peuvent étre classées en deux catégories majeures :

- les NO-synthases « constitutives » (NOSc), présentes dans I’équipement enzymatique de
base de certaines cellules. Leur masse moléculaire est d’environ 133 kDa. Leur activation
est dépendante de la concentration en Ca'" intracellulaire. Elles peuvent étre activées par
la stimulation de récepteurs endothéliaux spécifiques a certains médiateurs neuro-
humoraux, et par les forces de cisaillement (figure 10.1). Deux types de NOSc ont été

décrits, la NOSc endothéliale (eNOSc), mise en évidence la premiére dans I’endothélium
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des vaisseaux, et la NOSc neuronale (bNOSc), mise en évidence dans les structures

cérébelleuses initialement.

Cellules endothéliales ' Bradykinine ’/@‘{L Plaquettes en cours d'agrégationl
ACh Histamine  AVP A. AA ADP S-HT Thrombine E'ndbfhéline
o RN b A A
! B 4 |
(B

2 - P. S-HT4) .
Mz H2 P‘ ay. \'2 1

Cellules musculaires Ii:sses~ﬂ'. " EDRFls
- 1TNo E

Relaxation © -

Figure 10.1 : Médiateurs neuro-humoraux agissant sur la cellule musculaire
lisse et conduisant a ’activation des NOsynthases. (D’aprés J.Pelmont dans
« Enzymes » 1990)

Les NOsynthases « inductibles » (NOSi), qui peuvent étre exprimées dans la plupart des
cellules vasculaires en réponse a certains médiateurs de la réaction inflammatoire (figure
10.2). Leur masse moléculaire est de 130 KD. La production de NO qu’elle induit est ‘
progressive dans le temps avec une certaine latence liée a la nécessité d’une transcription

génomique.

Chaque isoenzyme a donc un mode de fonctionnement particulier, et répond a un besoin
différent de I’organisme. Les principales caractéristiques de chacune sont résumées dans

le tableau 1.
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Figure 10.2 :différents médiateurs inflammatoires activant la synthése de NOSi
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N O-synthase constltutlve

' NO-synthase inductible '

-enzyme cytosohque -enzyme cytosohque
-NADPH dépendante - -NADPH dépendante
-Dioxygénase ~ -Dloxygenase,
" -actions inhibées . " -actions inhibées . .
par les analogues dela L- par les analogues de la
: argmme B - L-argmme
. -Calcium dépendante -Calcmm mdépendante

-leerant de fa1bl<_a doses de

.-L1berant des doses de NO plus

- NO . " importantes
_(picomoles)- - . (nanomoles)
-libération de courte durée hberatlon prolongée de NO

~de NO, suite a I'activation de
’ - l'enzyme (sec) -

. suite & l'activation de lenzyme

-(min, heures) -

-insensible a l'action des
corticoides .

- induction enzymatique

"inhibée par les glucocorticoides. -

‘Tableau 1 :différentes caractéristiques des NOS constitutives et inductibles

V : MODE D’ACTION ET EFFET DU NO

C’est dans le systeme vasculaire que I’action du NO est la mieux connue. Il a été
démontré qu’une synthé€se continue de NO, produite par la NOSc, contribuait a la régulation
du tonus de base des vaisseaux.

Le NO induit alors une activation de la guanylate cyclase. Cette enzyme posséde dans
sa structure un groupement héminique dont la présence est essentielle & 1’activation par le
NO. Ce complexe heme/NO ressemble d’un point de vue structural a la protoporphyrine IX,

précurseur déméthylé de I’héme, capable lui aussi d’activer la guanylate cyclase.
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L’activation de la guanylate cyclase conduit 4 la formation d’un nucléotide cyclique,
le GMPc, a partir du GTP, qui, comme nous ’avons déja décrit, e.traine une relaxation du

muscle lisse.

Différents facteurs de 1’inflammation sont susceptibles de stimuler 1’expression de
NOSi et d’augmenter la production de NO (figure 10.2). La NOSi a une activité enzymatique
prolongée et maximale, et peut générer du NO pendant des heures, voire des jours. La
synthése de cette isoenzyme est régulée au niveau de son géne.

La NOSi est susceptible d’étre induite dans différentes cellules: polynucléaires,
macrophages, cellules de Kiipffer et hépatocytes, certaines cellules carcinomateuses animales,
cellules endothéliales et musculaires lisses vasculaires ...(1).

Il a été mis en évidence un effet bénéfique de cette NOSi dans les vaisseaux dont
I’endothélium a été 1ésé par un cathétérisme par exemple. La NOSc n’assure plus une
production suffisante de NO et celui-ci est alors produit par la voie de la NOSi. En revanche,
la NOSi est mise en cause dans le choc vasoplégique du choc septique (46)

Le NO produit par cette NOSi peut aussi avoir un rdle dans I’action
cytotoxique/cytostatique des macrophages activés vis-d-vis de bactéries et de cellules
tumorales. Enfin, le NO inhiberait certaines enzymes nécessaires a la respiration
mitochondriale = (NADPH-ubiquinone  oxydoréductase et succinate  ubiquinone
oxydoréductase) (V.Ref 39 dans I’inflammation), au cycle de I’acide citrique et a la synthése

d’ADN dans les cellules cibles.
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VI : INHIBITEURS DE LA SYNTHESE DE NO

Les analogues de la L-arginine et ses dérivés agissent comme des inhibiteurs de la
synthése de NO par leur action compétitive au niveau de la NOS. C’est grice a ses différents
inhibiteurs que la L-arginine a été identifiée comme étant le précurseur du NO (48,58). 1l
existe des inhibiteurs plus spécifiques des formes inductibles (L. cavananine) ou des formes
constitutives (Nopropyl L-arginine). La figure 11 présente les différentes structures de la L-
arginine et de ses principaux analogues. Le plus puissant inhibiteur est la L-NIO (N-

iminoéthyl L-ornithine).

11 existe aussi des inhibiteurs agissant sur les cofacteurs de la NOS. Enfin, le NO

exerce un rétro-controle négatif sur sa propre synthése.

LA ﬂ cozn

Figure 11 : structure de la L-arginine et
des analogues inhibant la production de
NO.(d’apres S.Moncada et al, V.RefFS2)
L-arg :L-arginine

L-NIO
: /\/\r L-NMMA : No-monométhyl L-arginine.

L-NMMA" MeN /\/\r COzH

L-NIO : N-iminoéthyl L-ornithine
L-NA : No-nitro L-arginine

L-NAME : No-nitro L-arginine méthyl
ester

L-NAA : No-amino L-arginine

L-NA OzN N coz H

L-NAME OzN N /\/\rcoz’“
LNAA HzNN /\/\rCOZH
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VIl : APPORT EXOGENE DE NO

Vil.1 : A PARTIR DES DERIVES NITRES

Connus et utilisés depuis plus d’un siécle dans le domaine cardio-vasculaire, les
dérivés nitrés produisent du NO par un mécanisme incomplétement compris. Ces dérivés trés
liposolubles pénétrent facilement dans la cellule musculaire lisse. Leur biotransformation est
incomplétement décrite, mais conduit & la production de NO par une série de réactions de
réduction. L’hypothese actuellement retenue suggére que cette biotransformation nécessite la
présence dans la cellule musculaire de groupements réducteurs sulthydryl(-SH), conduisant a
la formation de nitrosothiols et de NO (figure 12). Le rdle de la L-cystéine est largement
suspecté (63) comme source cellulaire de gluthation.

11 est probable que les mécanismes conduisant a la libération du NO sont multiples et

qu’il existe une voie enzymatique et une voie non enzymatique pour une faible part.

Figure 12 : mécanisme
potentiels de la
biotransformation des
dérivés nitrés. (d’apreés
V.Richard (59))

2
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VIL.2 : A PARTIR DES DERIVES DES SYDNONIMINES

Les dérivés des sydnonimines, dont la prodrogue la plus connue est la molsidomine
( Corvasal®) sont largement utilisés dans le domaine cardio-vasculaire

De nombreuses données suggeérent que les sydnonimines, tel le SIN-1, libérent le NO
de fagon spontanée en solution. Le SIN-1 est le métabolite actif d’une prodrogue, la
molsidomine (ou Corvasal®). L’hydrolyse de la molsidomine est réalisée par des estérases
hépatiques conduisant au SIN-1; suit une réaction non enzymatique dépendant du pH, qui
conduit 4 SIN-1A. L’oxydation produit alors du NO et du SIN-IC, inactif 11 y a
simultanément formation d’anions superoxydes, qui vont activer la décomposition du SIN-1
et accélérer la dégradation de NO en nitrites et nitrates. C’est pourquoi, dans ce cas encore, la

SOD potentialise I’action de ces dérivés.

Vil : ACTION DU BLEU DE METHYLENE

Le bleu de méthyléne est considéré comme un inhibiteur non spécifique de la
guanylate cyclase. Il est couramment utilisé pour mettre en évidence la voie du GMPc dans
certains processus de relaxation.

Mais d’autres mécanismes, mal connus, sont impliqués, comme 1’inactivation du NO
par production de radicaux libres oxygénés en présence de bleu de méthyléne (48) ou

’ouverture des canaux potassiques calcium dépendants a large conductance (69).
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CHAPITRE 3 : UTERUS ET NO
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Il était tentant, par analogie avec la musculature vasculaire lisse, d’extrapoler a
I’utérus les découvertes faites sur le mode d’action du NO dans les vaisseaux. De trés
nombreuses études ont été menées sur le sujet, tant en gynécologie qu’en obstétrique,

suscitant de grands espoirs. Qu’en est-il actuellement ? De quoi peut-on étre siir ?

I: Y A-T-IL DES NOSYNTHASES DANS L’UTERUS ?

Tous les auteurs s’accordent sur ce point: Putérus, animal ou humain, posséde
I’équipement enzymatique pour transformer la L-arginine en NO (V.REF 30,33,34,35,36).

" Les NOS sont retrouvées dans le myometre (surtout dans les myocytes et les cellules
endothéliales des vaisseaux), dans le col, dans I’endométre (surtout dans sa phase sécrétoire),
et pendant la grossesse dans le trophoblaste, les membranes foetales et le placenta. On
retrouve surtout des NOS constitutives endothéliales, sauf dans le col pendant le travail ot
Pon retrouverait principalement des NOS inductibles.

L’expression de ces NOS serait bien contrdlée par les stéroides sexuels, mais pas
um'quement car on retrouve encore des NOS dans le myométre d’utérus post-ménopausiques

(V.REF 35).

Il : LE NO JOUE-T-IL UN ROLE DANS L’UTERUS ?

La encore, les auteurs sont unanimes, le NO est un grand acteur de la physiologie

utérine. Mais son mode d’action n’est pas parfaitement compris.
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II.1: ROLE DU NO DANS LE CYCLE

C’est par son role pro-hapoptotique que le NO agirait pendant la phase sécrétoire du
cycle et surtout au moment de la menstruation (74). Les désordres de cette partie de cycle sont
responsables de dysménorrhées, provoquées par des contractions utérines trop importantes.
Une voie de recherche originale sur le traitement de ces dysménorrhées est 1’administration
d’un dispositif transdermique de trinitrine. Une étude prospective randomisée en double
aveugle a été débutée en Janvier 1997, dont les résultats ne nous sont pas encore
communiqués (33).

C’est également par une modulation de la production du NO au moment de la
menstruation, que 1’hémostase se fait par contraction de 1’utérus. En effet, la formation d’un
clou plaquettaire provoquerait des synéchies, alors que I’action anti-aggrégante du NO permet

d’éviter celles-ci (46).

I.2 : ROLE DU NO EN PHASE PREIMPLANTATOIRE

Pendant la phase précoce de la grossesse, les villosités choriales envahissent
I’endométre et les vaisseaux spiralés pour les transformer en vaisseaux & basse résistance.

Chez le cochon d’Inde, une étude histologique avait montré que le cytotrophoblaste
exprimait une NOS autour des vaisseaux spiralés (43). Chez I’homme, cette étude
histologique n’a pas permis de conclure ala présence de NOS dans le cytotrophoblaste (partie
embryonnaire), mais bien au niveau du syncytiotrophoblaste (partie maternelle)(43). Les 9
échantillons obtenus par biopsies transcervicales entre 9 et 18 semaines puis au cours du 3™
trimestre on peut-&tre été prélevés trop tard pour conclure a I’absence de contribution du NO a

la placentation. On peut imaginer une NOS inductible présente juste le temps ou le
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/1.3 : NO ET PREECLAMPSIE

De nombreux auteurs travaillent sur I’intérét thérapeutique essentiel des donneurs de
NO dans le traitement de la préeclampsie, mais les études sont difficiles & mener, d’une part
en raison de la grande variabilité¢ des patientes incluables, d’autre part parce qu’il s’agit
souvent de patientes déja traitées, soit par corticoides en raison du risque de prématurité, soit
par différents antihypertenseurs et antiagrégants plaquettaires qui rendent difficile
I’interprétation des dosages du NO ou de ses dérivés.

Une récente étude (52) a comparé chez des patientes pré-éclamptiques et des patientes
normotendues les taux plasmatiques de nitrites & différents endroits au moment de la
cesarienne : dans une veine utérine drainant le lit placentaire, dans la veine ombilicale et dans
la veine maternelle cubitale avant la délivrance placentaire. Les résultats montrent tous une
augmentation significative des taux circulants de métabolites du NO chez les patientes
prééclamptiques. De plus, il existe une corrélation négative avec le terme et le poids de
naissance. Les auteurs concluent a un réle compensateur d’une augmentation de la production
de NO sur une vascularisation utérine insuffisamment compliante. Mais s’agit-il d’un
phénoméne secondaire ? Ne peut-il s’agir d’'un phénoméne préexistant a 1’implantation et
ayant entrainé une mauvaise placentation d’ou une préeclampsie ? Ou d’un défaut de la NOS
constitutive, entrainant un défaut de placentation que les NOS inductibles tentent de
compenser ? Il serait sirement intéressant pour notre compréhension de cette pathologie
gravidique et pour son traitement (sa prévention ?) de pouvoir suivre une cohorte et de

pouvoir procéder a un typage des NOS en cause.
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/1.4 : ROLE DU NO DANS LA GROSSESSE NORMALE

Comme il a été démontré que le NO modulait le tonus de base des vaisseaux normaux,
et que la dénudation endothéliale de vaisseaux isolés entrainait une vasoconstriction (22), il
est licite de spéculer que le NO maintient pendant la grossesse normale une relative quiétude
de 'utérus. Les études réalisées chez le lapin et le singe macaque (39,65) ou chez I’homme
(7,78,50), mettent en €vidence une augmentation de la production de NO pendant la
grossesse, et une augmentation de I’expression des NOs sur des fragments d’utérus obtenus
pendant des césariennes. Cette augmentation de production de NO par rapport & un état non
gravide ne se poursuit pas jusquw’'a la fin de la grossesse puisqu’on observe alors une
diminution de synthése de NO. Ces résultats vont dans le sens des expériences de Yallampalli
(79) qui montre sur des fragments d’utérus humains gravides une recrudescence de I’activité
contractile spontanée par inhibition de la NOS par un inhibiteur spécifique. En revanche, une
étude récente (16) qui a recherché par Réaction de Polymérisation en Chaine inverse (rPCR)
I’expression des NOS sur des fragments d’utérus prélevés pendant une césarienne dans trois
groupes différents apporte des résultats contradictoires . En effet, cette étude met en évidence
des taux d’acide ribonucléique messager (ARNm) identiques dans les trois groupes suivants :
un groupe césarisé avant terme et avant mise en travail, un groupe césarisé a terme avant mise
en travail et un groupe césarisé a terme pendant le travail. Cependant, ces résultats sont a
analyser avec prudence car cette étude permettait d’évaluer la présence de la NOS et non
d’évaluer son activité. Peut-étre la régulation de celle-ci varie-t-elle en fonction de la période
de la grossesse. Une autre étude a démontré que la L-arginine et qu’un inhibiteur de la NOS
n’avaient aucun effet sur des fibres utérines prélevées pendant une césarienne, en dehors de
tout travail, a terme et avant terme ! 7(32)

La baisse de la synthése de NO semble impliquée dans le déclenchement prématuré du

travail. Une étude réalisée sur une cohorte de 10 patientes en menace d’accouchement
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prématuré a montré une efficacité supérieure d’un traitement par de la L-arginine en perfusion
versus la perfusion de sérum physiologique (18). Mais aucune étude randomisée n’a été faite
en double-insue et I’on connait les implications psychologiques de la menace d’accouchement
prématuré. Lees et al (41) ont traité paf dispositifs transdermiques de trinintrine 13 patientes
en menace d’accouchement prématuré avec une efficacité appréciable pour des effets
secondaires minimes. Mais aucune étude a grande échelle n’a, a ce jour, été¢ menée avec des
donneurs de NO de type dérivés nitrés, probablement du fait des lourds effets secondaires de

ceux-ci, a type de céphalées et d’hypotension qui peut étre néfaste sur le foetus.

11 semblerait que ’action et le type de NOS soit différent selon le site utérin étudié. En
effet, dans le col utérin, plusieurs auteurs ont mis en évidence une NOS inductible, dont
I’expression serait augmentée au moment du travail, probablement pour permettre un
relichement de son tonus et une ouverture de celui-ci (16...).

11 semble en tout cas que le mécanisme d’action du NO puisse étre différent sclon la
partie de I’utérus concernée (corps ou col) et selon le moment de la gestation. En effet, s’il a
été décrit que les dérivés nitrés induisaient une augmentation de la production de GMPc¢ dans
’utérus gravide (78), le réle du GMPc sur la relaxation n’est pas parfaitement démontré (73).
De plus, des analogues stables du GMPc ne reproduisent pas la relaxation obtenue par les
donneurs de NO (6). D’autres auteurs enfin ne trouvent de role direct & ’augmentation du
GMPc que dans certaines parties de 1’utérus (le col en I’occurrence) (16,39).

En obstétrique, le seul usage des dénvés nitrés est celui du Lénitral® (trinitrine) par
voie intra-veineuse lors des rétractions du col sur téte derniére ou sur 2°™ jumeau. Son usage
tend a se généraliser lors d’hypertonies survenant pendant le travail. L’efficacité clinique est
remarquable. Le dérivé nitré se substituerait-il avantageusement & une production insuffisante

de NO par les NOSI1 a ce moment-1a ?
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CHAPITRE 4 : PARTIE EXPERIMENTALE
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1: OBJECTIFS

Comme nous venons de le présenter dans la premicre partie de ce travail, le NO et les
dérivés nitrés peuvent avoir des indications dans le domaine de la gynécologie obstétrique.

Une étude multicentrique, dont le CHU de Grenoble fait partie, est actuellement en
cours en France concernant I’usage d’un donneur de NO (trinitrine en patch) en période
préimplantatoire et implantatoire chez les patientes bénéficiant d’une FIV. Le rapport entre la
vascularisation utérine et la réceptivité endométriale est maintenant bien démontré (71) et la
trinitrine est connue pour ses effets vasodilatateurs. De plus, il a été également prouvé que le
taux d’implantation était significativement plus élevé chez les patientes qui présentaient
moins de contractions utérines au moment du transfert embryonnaire. La trinitrine est de ce
fait une thérapeutique adjuvante doublement séduisante. Mais les effets secondaires d’un tel
traitement sont lourds. La physiologie de la contractilité utérine sur 1’utérus humain non
gravide est encore plus mal connue que pendant la grossesse et le mode d’action du NO dans
cette indication est mal compris (10).

Nous avons, par un travail expérimental, voulu répondre & plusieurs questions.

- Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier que le NO avait bien un effet
relaxant sur le myomeétre humain non gravide. Pour cela, nous avons utilisé un donneur de
NO, le SNP, et testé son action sur la contractilité utérine spontanée..

- dans un deuxiéme temps, nous avons voulu étudier I’existence dans I’utérus humain
non gravide d’un €ventuel systeme de synthése de NO par le myométre. Nos expéﬁences ont
alors testé I’effet du précurseur du NO, la L-arginine, sur la contractilité spontanée ﬁtérine.

- Enfin, en raison des résultats contradictoires décrits dans la littérature concernant le
mode d’action du NO sur le muscle lisse utérin et I'implication éventuelle du GMPc¢ produit,
nous avons testé les effets de la L-arginine et du SNP en présence de bleu de méthyléne,

inhibiteur reconnu de la guanylate cyclase.
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Pour finir, nous avons étudié I’effet d’un analogue stable du GMPc, le 8-Bromo-
GMPc sur les contractions utérines spontanées.
Ce travail rapporte les résultats des expériences que nous avons réalisées dans le

laboratoire de pharmacologie du Pr Bessard a la Faculté de Médecine de Grenoble.

Il : MATERIEL ET METHODES

1.1 : ORIGINE DES PRELEVEMENTS

Les expériences ont €té réalisées sur des échantillons d’utérus humains non gravides.
Les prélévements étaient effectués lors d’hystérectomies pour pathologies bénignes, il
s’agissait dans tous les cas d’utérus fibro-myomateux envoyés en anatomopathologie pour
analyse. Les patientes avaient parfois bénéficié dans les mois précédents d’un traitement par
progestatifs. Le traitement avait toujours été arrété depuis au moins deux mois. Les
indications de ces hystérectomies étaient toutes “ménométrorragies invalidantes®. Les
prélévements ont été effectués du 01/02/99 au 10/09/99. Au total nous avons prélevé des
fragments de 18 utérus.

Aprés avoir disséqué le fascia pré-utérin, nous avons prélevé un rectangle d’environ

1,50 cm x 2,00 cm x 0,25 cm sur le faisceau de Calza (voir chapitre 1).

Ce fragment était immédiatement immergé dans un flacon rempli de solution
physiologique de Krebs maintenu a 4°C. Acheminé dans les plus brefs délais dans le
laboratoire de pharmacologie afin de ne pas rompre la chaine du froid, le fragment était alors
découpé en bandelettes de 0,25 x 0,25 x 1,50 cm. Les fibres musculaires dans les bandelettes
avaient donc une orientation préférentiellement verticale d’aprés les descriptions anatomiques

classiques.
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1.2 : PREPARATION DES TISSUS

Chacune des bandelettes était alors montée entre 2 nceuds afin de pouvoir étre placée
entre 2 étriers pour étre mise en tension dans une cuve & organe isolée.

Les prélévements étaient utilisés dans les 24 heures qui suivaient leur préparation.
Quand ils n’étaient pas utilisés immédiatement, ils étaient conservés a 4°C dans une solution
de conservation d’organes bullé par du carbogene (95 % O,/5% CO,) pendant 15 minutes.

Afin de tenter d’améliorer la conservation des prélévements, nous avons testé
différents milieux nutritifs, dont le milieu de Krebs-Hépés qui a été décrit comme assurant
une bonne conservation de la réactivité des vaisseaux isolés (67). Cependant, ce milieu n’a
pas semblé adéquat pour la conservation des utérus humains, car il nous a été impossible
d’obtenir des contractions sur des utérus ayant ét€ conservés dans du Krebs-Hépés

(observations personnelles).

Cette observation va dans le sens des résultats de Kilarski et al (36), qui ont constaté
une diminution importante du nombre de jonctions gap au fur et 4 mesure que la durée de
conservation de fragments d’utérus humains gravides dans du milieu Hépés augmentait ( 36).

Nous avons donc finalement conservé les prélévements utérins dans de la solution
physiologique de Krebs, dont la composition suit :

Composition du milieu :

NaCl : 7.30 g/l (118 mM)
KCl: 0.18 g/1 (4,7 mM)
CaCl, : 0.20 g/l (2,5 mM)
KH,PO, 0.14 g/l (1.0 mM)
MgSOy: 0.10 g/l (1,0 mM)
NaHCO; 2 gl (25 mM)
D-glucose : 1.98 g/t (11.0 mM).
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Ces éléments était ajoutés successivement dans I’eau distillée. Un mélange vigoureux
permettait une solubilisation totale des différents éléments. Le pH était contrdlé entre 7,35 et

7,45,

I.3 : DESCRIPTION DES CUVES A ORGANE ISOLE

Nous avons travaillé sur un banc de cuves & organe isolé permettant d’étudier
plusieurs bandelettes utérines simultanément. A chaque bandelette correspondait une cuve a
organe isolée, un capteur de tension et enregistreur. Chaque bandelette est montée selon le
méme modele (figure 13).

La cuve, préalablement rincée trois fois 4 P’eau distillée, était remplie de 8 ml de
solution physiologique de Krebs et immergée dans un bain-marie qui la maintenait 4 37°C par
un circuit hydraulique thermostaté. La cuve était vidangeable par le fond. Un fin tuyau
d’oxygénation ¢était placé dans la cuve et maintenu de fagon & ne pas perturber
Penregistrement. Le bullage était réalisé avec du carbogéne dont le débit était réglé a environ
100 bulles par minutes.

Les bandelettes €taient placées dans chaque cuve entre 2 étriers métalliques. La
hauteur du 2°™ étrier était réglable, et c’est par son intermédiaire qu’était réglée la tension
appliquée a la bandelette utérine. La tension isométrique développée par les bandelettes
utérines a €t€¢ mesurée a ’aide de jauges de contraintes (UF-1 Pioden) et d’amplificateurs

(EMKA, Palmer France) reli€s a des enregistreurs Sefram (France).
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Figure 13 : montage d’une bandelette utérine dans une cuve a organe isolé

1.4 : MISE EN TENSION DES BANDELETTES D’UTERUS

Les auteurs ayant travaillé sur des fragments d’utérus humain en cuve a organe isolé
ont appliqué une tension passive sur la bandelette allant de 0,5 (37) & 1,25g (6,7) puis ont
laissé aux bandelettes une période de stabilisation allant de 1 & 2 heures pour permettre a
I’activité utérine de se régulariser. Bradley et al (6), dans des expériences préliminaires, ont
établi qu’il fallait appliquer une force en gramme cormrespondant a 1,5 fois la longueur de
repos en centimetre. Nos bandelettes mesurant 1,5 cm de long, nous leur avons donc imposé
une force de 2 g. Aprés cette procédure de mise en tension passive des bandelettes utérines
suivait une période de stabilisation de 1 heure, avec des ringages de la solution de Krebs
toutes les 15 minutes. A la fin de cette période de stabilisation, du Kcl 90 mM était ajouté de
fagon a obtenir @e dépolarisﬁtion maximale. Enfin, une nouvelle période de stabilisation de 2

heures était imposée aux utérus, avec ringage de la solution de Krebs tous les quarts d’heure.
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Il : PROTOCOLE

Ont €té incluses dans le protocole toutes les bandelettes qui présentaient aprés
I’addition de KCl et ringage par la solution physiologique de Krebs pendant 2 heures une
activité contractile réguliére pendant au moins 30 minutes.

Lors de chaque séric de manipulations, nous avons enregistré une bandelette en
continu pour vérifier que la contractilité¢ ne s’épuisait pas spontanément par effet temps.
Chagque série d’expériences correspond & un utérus et représente le plus souvent 5 bandelettes.

Nous inspirant de Kuenzli et al (38) et de Yallampalli et al (78), nous avons réalisé sur
les bandelettes sélectionnées un ajout de produit (SNP ou L-arginine) 4 concentration
croissante de log en log toutes les 10 minutes. La période de 10 minutes précédant le premier
ajout de produit servait de témoin. Un seul agent relaxant a ét€ testé sur chaque bandelette

utérine.

.1 : COURBE CONCENTRATION/REPONSE A LA L-ARGININE
AVEC OU SANS BLEU DE METHYLENE

Apres la période de stabilisation, les bandelettes ont ét€ prétraitées par du bleu de
méthyléne (10”° M) ou son solvant (contrdle) pendant 30 minutes au terme desquelles de la
L-arginine a ét¢ ajoutée toutes les 10 minutes de fagon cumulative, de la concentration 10%a
10® M. Ces doses ont été déterminées par des manipulations préliminaires (données non
montrées), car aux doses plus faibles nous n’obtenions aucun effet.

Du fait de la photosensibilité du bleu de méthyléne, les expériences ont été réalisées a

I’abri de la lumiére, les cuves étaient protégées par du papier d’aluminium.
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lll.2 : COURBE CONCENTRATION/REPONSE AU SNP AVEC OU
SANS BLEU DE METHYLENE

De la méme fagon, nous avons exposé des bandelettes utérines a des concentrations
croissantes cumulées de SNP de 10° 2 10° M.

Comme pour les expériences avec la L-arginine, nous avons chaque fois que possible
étudié ’effet du SNP sur les bandelettes utérines incubées avec du bleu de méthyléne 10° M

ou son solvant (contrdle) a I’abri de la lumiére.

1.3 : ETUDE DE L’EFFET DU 8-BROMO-GMPC

Nous avons exposé des bandelettes utérines se contractant réguliérement a des
| concentrations croissantes de 8-Bromo-GMPc de fagon cumulative de la dose 10° M 4 la dose

10° M.

.4 :CRITERES DE JUGEMENT

Nous avons pris comme critéres de jugement I’amplitude des contractions, en
grammes, dont le relevé a été fait manuellement sur les graphes, ainsi que la fréquence des
contractions, relevée elle aussi manuellement.

Les produits ont ét¢ affectés au hasard des bandelettes, bien qu'une table de

permutation ait été plus rigoureuse pour s’affranchir de toute subjectivité (mea culpa...).

lll.5 : EXPRESSION DES RESULTATS ET ANALYSE STATISTIQUE

Pour chaque bandelette, nous avons calculé ’amplitude moyenne et la fréquence

pendant les 10 minutes ou elle était soumise & une nouvelle concentration d’agent relaxant .
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Les fréquences ont été exprimées en nombre de contractions’heure. La moyenne des
amplitudes de la contraction pour une concentration donnée d’agent relaxant était rapportée a
la moyenne des amplitudes avant tout ajout de produit (t¢moin interne), ce qui nous a permis
de construire des courbes concentration/pourcentage d’inhibition.

Les résultats exprimés sont les moyennes + les écarts types de la moyenne. Pour
chaque courbe concentration-inhibition, I’ECs (concentration qui provoque une inhibition de
50 %) et le Emax (% d’inhibition maximale) ont été déterminés par un logiciel de statistique
(Statview). La valeur de pD, représente la puissance de I’agent relaxant testé et correspond a
-log (ECsy ), alors que la valeur de Emax représente l’eﬂiéacité de I’agent relaxant.

L’analyse statistique de la comparaison des différentes courbes obtenues a été réalisée
par une analyse de variance suivie d’un test de Bonferroni pour des comparaisons multiples.

Pour les expériences réalisées avec le 8-Bromo-GMPc nous avons comparé entre elles
les moyennes des amplitudes et les fréquences des contractions obtenues a chaque

concentration par une analyse de variance.

HI.6 : PRODUITS ET REACTIFS

Les produits utilisés et leur provenance ont été : la L-arginine, le SNP, le Bleu de
méthyléne, le 8 bromo GMPc et I'Hépés de Sigma (L’isle D’ Abeau, France). La solution de

Krebs a été préparée avec des produits Prolabo Normapur (Paris, France).
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IV : RESULTATS GENERAUX
IV.1 : DESCRIPTION DE LA POPULATION

Nous avons pu analyser des bandelettes utérines provenant de 11 patientes, soit 8
séries de 5 bandelettes pour I’étude de la réactivité a la L-arginine et au SNP et 3 séries de 3
bandelettes pour le 8-bromo-GMPc.

Sur les 18 prélévements effectués au départ, 7 n’ont pas pu étre inclus par absence
d’activité réguliére : 3 conservés dans de la solution physiologique de krebs-Hép¢s, et 4 autres
pour des raisons inconnues. Enfin, 9 bandelettes sur les 8 premiéres séries analysées, soit
9/40, n’ont pu étre incluses.

L’4ge moyen des patientes ayant participé a I’étude était de 49 ans et 4 mois + 3 ans
et 6 mois, avec des extrémes de 47 ans & 52 ans et 3 mois.

La parité moyenne €tait de 2, avec des extrémes de 0 & 4.

Toutes les patientes étaient encore réglées, mais de fagon irréguliére. Elles
présentaient toutes des ménométrorragies invalidantes. La date d’intervention était
généralement fixée en 1°° partie de cycle, mais il s’avérait souvent que I’on ne pouvait plus

repérer le cycle normal...

IV.2 : DESCRIPTION DES BANDELETTES

Les bandelettes étaient toutes pesées en fin de manipulation sur une balance de
précision. En effet, aprés immersion dans le milieu de Krebs, elles se recroquevillaient
parfois, c’est pourquoi nous avons utilisé leur poids plutét que leur taille pour vérifier que
notre population était homogene.

Le poids moyen des bandelettes était de 172 + 37 mg, avec des extrémes de 126 a 223

mg.
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IV.3: ETUDE DES VARIATIONS DE LA CONTRACTILITE UTERINE EN
FONCTION DU TEMPS

Chaque fois que nous avons obtenu suffisamment de bandelettes qui contractaient
réguliérement, nous avons laissé contracter une bandelette témoin pendant toute la durée des
expériences. L’influence du facteur temps sur la contractilité utérine a été étudiée sur 6
bandelettes utérines provenant de 6 patientes différentes.

Nous avons mesuré I’amplitude moyenne des contractions et leur fréquence sur 3
périodes de 10 minutes, I’'une correspondant a la période témoin des autres bandelettes (T1)
soit de t —~10 mn a t 0, I’autre en milieu de manipulation (T2) soitt 20 mn at 30 mn, la
derniére dans les 10 derniéres minutes de manipulation (T3) soit t 50 mn 4 60 mn. t 0
correspond a 1’ajout de la premiére concentration

Le tableau 1 donne les valeurs moyennes + écarts types de la moyenne de I’amplitude

des contractions utérines au cours de ces 3 périodes :

Moyenne (g) Ecart type de la moyenne
(DS)
T 2,75 0,99
T2 2,85 1,05
T3 3 1,16

Tableau 1 : moyennes des amplitudes des contractions utérines en fonction du
temps (n = 6), pour chaque période de 10 minutes en début, milieu et fin de
manipulation.

D’aprés le tableau 1, une analyse de variance montre qu’il n’existe pas de différence

significative entre les moyennes des amplitudes. On peut donc considérer que le temps

n’épuise pas I’amplitude des contractions.
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Le tableau 2 donne les valeurs moyennes + écarts types de la moyenne de la fréquence

des contractions utérines au cours de ces 3 périodes :

Fréquence/heure Ecart type de la moyenne
(DS)
T1 12 2.4
T2 12,2 2.56
T3 12,8 1.28

Tableau 2 : moyenne des fréquences des contractions utérines en fonction du

temps (n = 6) a chaque période de 10 minutes en début, milieu et fin de
manipulation.

D’aprés le tableau 2, le test F ne met en évidence aucune différence des moyennes
entre les 3 périodes.

Le temps n’altére pas la fréquence des contractions spontanées de I’utérus dans nos

conditions d’expérience.

IV.4 : COMPARAISON DE LA CONTRACTILITE DES BANDELETTES
UTERINES AVANT ET APRES APPLICATION DE BLEU DE METHYLENE

Le tableau 3 présente les moyennes des amplitudes et des fréquences des 13
bandelettes qui ont été traitées par du bleu de méthyléne. Nous avons relevé les fréquences et
amplitudes de chaque bandelette dans les 10 minutes précédant 1’ajout du bleu de méthyléne
(Avant BM), et de la 20°™ 2 la 30°™ minute suivant I’ajout du bleu de méthyléne (aprés BM),

juste avant I’ajout d’un des deux agents relaxants que nous avons voulu tester.
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Avant BM Ecart moyen DDL p

Aprés BM
Amplitudes
3.53 3.27 0.389 12 0.63
moyennes (g)
Fréquences
13.3 12.9 0.026 12 0.86
moyennes(/h)

Tableau 3 : comparaison des moyennes des amplitudes et des fréquences avant et
apres traitement par bleu de méthyléne (n=13).

Il n’y a aucune différence significative des amplitudes et des fréquences des

contractions utérines avant ou apres pré-traitement par le bleu de méthyléne.

V : EFFET DU SNP SUR LA CONTRACTILITE UTERINE

La figure 14 montre un exemple d’enregistrement d’une bandelette traitée par le SNP.
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Figure 14 variation de la contractilité utérine en réponse a ’addition de concentrations
croissantes de SNP.
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1’addition de SNP induit une inhibition significative concentration-dépendante de

I’amplitude de la contractilité utérine (figure 15, tableau 4).

En revanche, seul le SNP a partir de la concentration 10> M entraine une diminution

significative de la fréquence de la contractilité utérine (fréquence témoin = 15,6 +/- 2,50

versus fréquence 10° M= 3,6 +/- 1,47, p <0.05).

125 — —{— témoin (n=15)

—— Bleu méthyléne (n=35)
100 -

75

504

% d'inhibition

SNP (log M)

Figure 15: COlllI'be concentration/répon;::e au SNP sur des prélévements d’utérus humains non

gravides en présence ou jclbsence (témoin) de bleu de méthylene. Les résultats sont exprimés

:ﬁ g)omc;rllltgfe d;l (11nh11b1t10n de la contraction initiale. Les barres verticales représentent les
urs s rds de la moyenne. n représente le nombre de band

erreurs standarss de elettes provenant chacune
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Le pré-traitement par le bleu de méthyléne entraine une potentialisation significative

de la puissance du SNP sur le muscle lisse utérin (figure 15, tableau 4), mais n’en modifie pas

significativement I’efficacité.

pD2 Emax
SNP 5.65 +/- 0.18 87.80 +/-9.29
SNP+Bleu méthyléne 6.95 +/- 0.36 95.71** +/- 4.28

Tableau 4 : puissance et efficacité du SNP en présence ou absence de bleu de méthyléne 10”
M . Les résultats présentés sont les résultats moyens de 5 expériences +/- erreurs standards de

la moyenne.

* p=0.01 ** p=0.36

VI :EFFET DE LA L-ARGININE SUR LA CONTRACTILITE UTERINE

La figure 16 représente un exemple de bandelette soumise a la L-aginine.
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Figure 16 : variation de la contractilité utérine en réponse a des concentration

croissantes de L-arginine.
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L’addition de L-arginine entraine une inhibition concentration dépendante de
P’amplitude de la contraction utérine (figure 17, tableau 5).

. En revanche, comme on le constate sur la figure 13, la fréquence est peu affectée par
la L-arginine. Seule la L-arginine 4 10° M entraine une différence significative de la
fréquence par rapport a la période témoin (fréquence témoin = 13,80 +/- 2.12 versus

fréquence 107 = 6,80 +/- 1,85).

—O—  témoin (n = 8)

—#— Bleu Méthyléne (n = 8)

o
S
=
=
=
=
S8

L-Arginine (log M)

Figure 17 : courbes concentration/réponse 4 la L-arginine, en présence ou absence (témoin)
de bleu de méthyléne sur des prélévements d’utérus humains non gravides. Les résultats sont
exprimés en pourcentage d’inhibition de la contraction initiale. Les barres verticales .
représentent les écarts types de la moyenne. n représente le nombre de bandelettes provenant
chacune d’un utérus différent.
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Le pré-traitement par le bleu de méthyléne tend a potentialiser I’efficacité et la
puissance de la L-arginine sur le muscle lisse utérin (figure 17, tableau 5), bien que cette -

potentialisation ne soit pas significative (tableau 5).

pD2 Emax
L-arginine 3.65 +/-0.15 55.28 +/- 10.85
L-arginine+Bleu . -
méthyléne 4.01+/- 0.22 70.25+/- 11.58

Tableau 5 : puissance et efficacité de la L-arginine en la présence ou I’absence de bleu de
méthyléne 10° M. Les résultats présentés sont les résultats moyens +/- erreurs standards de la
moyenne de 8 expériences réalisées en parall¢le sur 1 bandelette et son témoin provenant du
méme utérus. * p=0.22, ** p=0.35

VIl : EFFET DU 8-BROMO-GMPc SUR LA CONTRACTILITE
UTERINE

La figure 18 montre un exemple de la stabilité de la contractilité utérine des bandelettes

utérines soumises au 8-bromo-GMPc.
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Figure 18 : exemple d’enregistrement de la stabilité de la contraction utérine sous ’action du
8-bromo-GMPc a des concentrations croissantes.

L’addition de 8-bromo-GMPc n’a pas modifié la contractilité utérine spontanée. Nous

avons comparé¢ les moyennes des amplitudes et des fréquences pour chaque concentration de

8-bromo-GMPc a la moyenne témoin avant tout ajout de 8-bromo-GMPc. Une analyse de

variance montre qu’il n’y a pas de différence significative des fréquences ou des amplitudes

entre elles. Le tableau 6 donne les moyennes d’amplifude et de fréquences pour les 7

bandelettes provenant de 3 utérus qui ont été testés, et ce pour chaque concentration.

¥ oromo” | témoin | 10* | 107 | 10° | 10° | 10* | 10° |moyenne

Amplitude | 273 | 2.78 | 2.80 | 2.66 | 268 | 276 | 262 | 271
(@) | +-1.64 | +-1.70 | +/- 1.91 | +/-1.60 | +/- 1.62 | +/- 1.65 | +/- 1.48| +/- 0.06

Fréquence | 17.00 | 1433 | 17.50 | 17.00 | 1650 | 15.66 | 1433 | 16
() | +-351|+-2.76 | +/-3.41 | +/-3.52 | +/-2.76 | +/-3.12 |+/-2.96| +/-0.11

Tableau 6 : stabilité de la contractilité en amplitude et en fréquence sous 8-bromo-
GMPec. Les résultats sont donnés en moyenne des amplitudes et des fréquences a une

concentration donnée +/- erreur standard de la moyenne.
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DISCUSSION
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Les expériences réalisées dans cette thése montrent qu’un précurseur de la synthése
du NO tel que la L-arginine et qu’un donneur de NO tel que le SNP entrainent in vitro une

inhibition de la contractilité spontanée des utérus humains non gravides.

11 est important d’insister sur la difficult¢ que nous avons eu a travailler sur des tissus
humains, en raison des contraintes de transport et de planification rencontrées. De plus, le
statut hormonal des utérus dont nous disposions n’étaient pas superposable au statut des
patientes stimulées en FIV. Les derni¢res étant effectivement en hyper-oestrogénémie au
moment du transfert embryonnaire, alors que le statut hormonal des patientes incluses dans
I’étude était variable (13). Or, il est maintenant reconnu que I’expression myométriale des
Nosynthases est sous dépendance des hormones sexuelles. I semble que les oestrogénes
régulent I’expression des NOSe myométriales, et que la progestérone sensibilise les fibres
utérines au NO (35,21). De plus, la régulation transcriptionnelle du géne Cx-43, codant pour
les jonctions gap, est sous la dépendance des oestrogénes (42). Un état d’hypo-oestrogénémie
pourrait peut-Etre expliquer pourquoi sur certains utérus, nous n’avons jamais réussi a obtenir
de contractions réguliéres. A cet effet, il serait intéressant de connaitre dans les expériences
ultérieures le statut hormonal des patientes — au moins leur oestradiolémie au moment du

prélévement — pour évaluer la réactivité utérine en fonction du statut hormonal.

Enfin, la contractilité¢ de I’utérus non gravide est plus aléatoire que celle de I'utérus
gravide. En effet, nous n’avons jamais obtenu de contractions réguliéres spontanées sur ces
utérus non gravides préménopausiques par 1’effet d’une simple force passive. De méme, nous
n’avons pu obtenir de contractions régulicres sur la totalité des fragments montés, malgré un
traitement identique pour toutes les bandelettes. Certains utérus n’ont méme présenté que
quelques contractions en début de manipulation, épuisées trés rapidement et sur ces

échantillons-1a aucun agent ocytocique n’a pu “ réveiller ” I’activité utérine.
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Nous avons choisi d’analyser 1’effet d’agents relaxants sur la fréquence et Pamplitude
des contractions utérines. Ce sont ces deux paramétres qui sont analysés en clinique pour le
suivi d’un travail. Sur le plan théorique il semble que ces deux critéres soient le reflet de la
contraction utérine : 1’amplitude de la contraction, reflétant la coopération intercellulaire,
probablement régulée par les jonctions gap (24), la fréquence, reflétant I’activité des cellules
“ pace-maker . Il aurait été optimal de pouvoir calculer I’aire sous la courbe pour analyser la
totalité¢ des parameétres de la contraction, mais le laboratoire ne disposait pas des moyens

permettant de le faire automatiquement.

Les expériences réalisées avec le SNP mettent en évidence une diminution de la
contractilit¢ de 'utérus humain non gravide. Ces résultats sont en accord avec les études

réalisées sur le rat (34) le cochon d’inde (38), et le singe macaque (39).

De fagon surprenante, le prétraitement par le blen de méthyléne 10°M entraine une
potentialisation de I’effet inhibiteur du SNP et une tendance a la potentialisation de 1’effet
inhibiteur de la L-arginine. Or, il est bien établi sur le muscle lisse vasculaire que le SNP ou la
L-arginine entrainent une augmentation du taux de GMPc conduisant a la relaxation (46) et
que le traitement par le bleu de méthyléne inhibe la relaxation GMPc dépendante.

Sur le muscle lisse utérin a ét¢ décrit que le SNP ou la L-arginine produisait une
augmentation du taux de GMPc (39,27,38) chez I’animal gravide, mais également sur I’utérus
humain non gravide (6). Cependant, ces mémes études, montraient que le pré-traitement par le
bleu de méthyléne n’inhibait pas la relaxation concentration dépendante induite par la L-

arginine ou le SNP, méme si le taux de GMPc était bien effondré.
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Aucune publication ne fait état & ce jour d’un effet potentialisant du bleu de méthyléne
sur I’inhibition de la contractilité¢ utérine spontanée en réponse au SNP. Il semble méme
quavec un plus grand nombre de manipulations nous aurions ¢galement montré une
potentialisation significative de I’action de la L-arginine en présence de bleu de méthyléne.
En effet, la plus grande variabilité des résultats obtenus avec la L-arginine peut s’expliquer
par la nécessité d’une biotransformation enzymatique de la L-arginine par la NOS, dont

I’expression et I’activité sont sujettes & une variabilité inter-individuelle.

Les résultats concernant le rdle du GMPc sur la relaxation utérine sont sujet a
controverse car plusieurs auteurs (78,51) ont montré que le 8-bromo-GMPc, analogue stable
du GMPc, produisait une relaxation concentration dépendante de la contractilité utérine.
Cependant toutes ces études étaient menées sur utérus gravides : celle de Norman et al (51)
concernait des fragments d’utérus humains non en travail et celle de Yallampalli et al (78) des
fragments d’utérus de rats, en travail ou pas.

Nos expériences concernant 1’influence du 8-bromo-GMPc sur la contractilité utérine
ne mettent en évidence aucune action de celui-ci sur myometre humain non gravide. Il semble
donc bien que le 8-bromo-GMPc ne soit pas impliqué dans 1’effet relaxant du SNP et de la L-
arginine sur utérus humain non gravide.

Si le GMPc n’est pas impliqué dans 1’effet relaxant prodwit par le SNP et la L-
arginine, ces derniers agissent via d’autres mécanismes. Une €tude (3) réalisée sur des lignées
cellulaires utérines immortalisées mettait en évidence un probable rdle des canaux potassiques
dans la modulation de la contractilit¢ myométriale. Une autre étude (47), réalisée sur des
fragments d’utérus humains gravides, mettait en évidence une action relaxante de deux
activateurs des canaux potassiques, action inhibée par le glibenclamide, un bloqueur des
canaux potassiques ATP dépendants. Plus récemment, 1’étude de Modzelewska et al (45) a

montré sur utérus humain non gravide, que ’action relaxante concentration dépendante d’un
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donneur de NO était inhibée par le glibenclamide, et pas par le bleu de méthyléne. 11 semble
donc ainsi que, sur utérus humain non gravide, 1’action relaxante médiée in vitro par le NO
passe par la mise en jeu des canaux potassiques ATP ou calcium dépendants (3). Par ailleurs,
outre son effet inhibiteur de la guanylate cyclase, le bleu de méthyléne a été décrit comme
étant un activateur des canaux potassiques calcium-dépendants a large conductance (5).ceci
pourrait expliquer en partie la potentialisation de P'inhibition de la contraction spontanée
utérine. De plus, ’inhibition de la guanylate cyclase par le bleu de méthyléne pourrait
réorienter le NO vers I’activation des canaux potassiques (69).

Quoi qu’il en soit, la voie de transduction du signal du NO semble ainsi différente

dans le muscle lisse vasculaire et le muscle lisse utérin.

Les expériences avec la L-arginine, précurseur reconnu de la synthése de NO (46),
montrent qu’il existe une inhibition de I’amplitude des contractions spontanées utérines. Ces
résultats constituent la premiére démonstration sur utérus humain non gravide d’un effet
relaxant de la L-arginine. De plus, ces données suggerent d’un point de vue fonctionnel la
présence d’une NOsynthase dans le myométre humain non gravide et vont dans le sens d’
études précédentes réalisées par immunohistochimie (35,72) et ayant mis en évidence
I’expression de Nosynthases dans du myométre non gravide et parfois préménopausique. Il
semble dons que le myomeétre puisse jouer un role préventif sur I’apparition des contractions
sur utérus non gravide. L’existence d’une NOsynthase fonctionnelle sur le muscle lisse utérin
non gravide sera confirmé dans des expériences ultérieures ot nous testerons 1’effet d’un
inhibiteur de la NOS (la L-NAME) sur I’inhibition de la contractilité utérine induite par la L-
arginine.

Ces résultats sont en accord avec les études réalisés sur utérus humain gravide
montrant :

- un effet relaxant de la L-arginine et
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- une augmentation de la production de NO aprés addition de L-arginine

(7,17,31).

Les effets inhibiteurs obtenus avec la L-arginine sont observés pour des concentrations
in vitro élevées. Peut-on envisager une application clinique ? La voie buccale semble difficile
a proposer du fait de doses trop importantes & ingérer. Peut-étre pouvons nous envisager une
administration par voie vaginale de L-arginine ? Fanchin et al (19) ont montré que la
progestérone administrée par voie vaginale avait le méme effet sur la muqueuse utérine
qu’administrée per os, malgré des taux plasmatiques significativement plus bas. Ils suggérent
qu’il pourrait exister un passage direct dans 1’utérus, ou “effet de premier passage utérin”.
Pouvons-nous envisager un traitement de L-arginine par un dispositif intravaginal apres
replacement embryonnaire dans le cadre de la FIV? Les effets secondaires devraient étre
moindres qu’avec les dispositifs transdermiques de trinitrine.

L’utilisation du SNP semble non envisageable dans le cadre de la procréation
médicalement assistée, par absence de données sur la grossesse et sa trop puissante action
hypotensive principalement. Pour les mémes raisons I’utilisation des activateurs des canaux
potassiques n’est pas encore envisageable en gynécologic-obstétrique et de nombreuses

études in vitro et chez ’animal sont d’abord nécessaires.

Les perspectives de ce travail sont multiples.

D’une part, des expériences supplémentaires permettront de confirmer la tendance a la

potentialisation par le bleu de méthyléne de I’action de la L-arginine.
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Ensuite, il sera intéressant d’étudier ’implication des différents canaux potassiques
dans I’inhibition de la contractilité¢ utérine spontanée induite par les donneurs de NO, in vitro
sur utérus non gravides, puis, si I’expérience est concluante, sur utérus gravides...

Enfin, cliniquement, étudier lors d’une FIV I’influence de ’administration de trinitrine
sur la contractilit¢ utérine spontanée par échographie transvaginale couplée a I’analyse
informatique de I’image (logiciel I0DP), afin de savoir si ’action de la trinitrine sur le taux
d’implantation n’est pas surtout en rapport avec une diminution des contractions au moment

du transfert.

Nous pouvons également réver et imaginer participer 4 une étude clinique concernant

I’efficacité d’un disposttif intravaginal de ... L-arginine.
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THESE SOUTENUE PAR : Pascale HOFFMANN
EFFET DE LA L-ARGININE ET DU NITROPRUSSIATE DE SODIUM SUR LA
CONTRACTILITE UTERINE

Etude in vitro sur myometre humain non gravide

CONCLUSIONS

Le monoxyde d’azote (NO) et les dérivés nitrés sont identifiés depuis plus de vingt ans
comme étant de puissants facteurs relaxants du muscle lisse vasculaire, via une augmentation
du taux de GMPc.

Ils sont également connus pour leur effet relaxant sur le muscle lisse utérin gravide
depuis plus de dix ans.

Moins connus sont leurs effets sur le myométre humain non gravide. Y existe-t-il une
NOsynthase foncti(;nnelle ? Le NO et les dérivés nitrés y ont-ils une action relaxante ?
L’éventuelle relaxation est-elle médiée par le GMPc comme dans les vaisseaux ?

Afin de pouvoir répondre i ces questions, nous avons utilis¢é un modéle de cuve a
organe isolé. Nous avons ainsi pu tester la réactivité utérine in vitro a un précurseur — la L-
arginine - et un donneur de NO - le nitroprussiate de sodium (SNP) - en présence et en
absence d’un inhibiteur de la guanylate cyclase — le bleu de méthyléne 10°M -. Nous avons
également observé I’effet d’un analogue stable du GMPc — le 8-bromo-GMPc - sur la
contractilité spontanée.

Nos résultats montrent que :

- la L-arginine induit une relaxation concentration-dépendante (pD, =

3.65 +/-0.15 et Emax = 55.28 -+/- 10.85 % d’inhibition de la contraction utérine).
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- le SNP induit également une relaxation concentration-dépendante
(pD2=5.65 +/- 0.18 et Emax = 87.80 +/- 9.29 % d’inhibition de la contraction
utérine).

- le 8-bromo-GMPc n’a pas d’action relaxante sur le myométre
humain non gravide.

- le prétraitement par le bleu de méthyléne induit une potentialisation
significative (p = 0,008) de I’action du SNP et une tendance a la

potentialisation de I’action de la L-arginine.

Ces résultats apportent une preuve fonctionnelle in vitro de la présence d’une
NOsynthase dans le muscle lisse utérin humain non gravide. D’autre part, ils remettent en
cause le role in vitro du GMPc dans la relaxation utérine. La voie de relaxation du muscle
lisse utérin serait différente de celle intervenant dans le muscle lisse vasculaire.

Cette étude appelle donc de nouvelles expériences qui permettraient de mieux
comprendre les mécanismes intracellulaires aboutissant a la relaxation du myomeétre, afin
de mieux pouvoir traiter in vivo les contractions inopportunes, tant sur les utérus pré-

gravides en fécondation in vitro que dans les menaces d’accouchement prématuré.

VU ET PERMIS D’IMPRIMER

(renoble le 21/69/99

LE PRESIDENT DE THESE

J.C (W
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médicales contre les lois de [ fumanité.

Respectueu:( et reconnaissant envers mes Maitres, je rendrai & leurs enfants

Pinstruction que j'ai recue de leurs péres.

Que fes horumes m'accordent leur estime si je suis fidéle & mes promesses.

Que je sois couvert dopprobre et méprisé de mes confréres si j'y manque.




RESUME :

Le monoxyde d’azote possede des propriétés relaxantes sur la fibre musculaire lisse
vasculaire. Par analogie structurelle, il est séduisant de penser que son action sur la fibre
musculaire lisse emprunte les mémes mécanismes d’action et que I’action myorelaxante du
monoxyde d’azote est médiée par le GMPc comme deuxiéme messager.

Sur un modé¢le expérimental in vitro de bandelettes d’utérus humain non gravide ont
été testé ’effet de la L-arginine et du nitroprussiate de sodium sur la contraction spontanée, en
la présence ou I’absence de bleu de méthyleéne, ainsi que 1’action du 8-bromo-GMPc.

Les résultats montrent une action tocolytique du nitroprussiate de sodium,
potentialisée par le blocage de la guanylate cyclase. 1ls suggérent qu’il existe une synthése de
NO a partir de la L-arginine et qu’il existe donc une NOsynthase fonctionnelle sur uiérus
humain non gravide. Les effets relaxants ne sont pas reproduits par un analogue stable du
GMPc.

La voie de relaxation de 1’utérus humain non gravide in vitro semble donc différente

de celle des vaisseaux.

MOTS CLES :

- utérus humain non gravide - 8-bromo-GMPc

- L-arginine - bleu de méthyléne
- nitroprussiate de sodium - action reiaxante

- guanylate cyclase - potentialisation
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