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du 3™ trimestre de grossesse chez la femme.
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Figure 1 : Le placenta humain

Adaptation de the McGraw-Hill Companies, 1997 et d’images obtenues dans la bibliothéque nationale
US, NIH : http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/
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Figure 2 : La grossesse humaine se déroule en 41 semaines de grossesse

ou en 39 semaines d’aménorrhée
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INTRODUCTION

L.

Le placenta humain

Huit jours aprés la fécondation, le blastocyte a épuisé 1’intégralité de ses réserves
nutritives. Afin de parer a ce déficit, il met en place conjointement avec 1’organisme maternel,
a partir du trophectoderme, un organe transitoire : le placenta. Le placenta, considéré comme
une annexe extra-embryonnaire caractéristique des Mammiféres Supérieurs dits Euthériens
(ou Mammiferes Placentaires Vrais) est un organe autonome indispensable au développement
du feetus et au maintien de la grossesse (Figure 1). Bien plus qu’une simple barri¢re entre le
feetus et I’endometre décidualisé, cet organe assure des fonctions essentielles a la croissance
feetale. 11 régule les échanges foetaux-maternels, intervient dans la synthése et la sécrétion
d’hormones, dans 1’élimination des déchets foetaux, mais aussi dans 1’adaptation de
I’organisme maternel, dans le mécanisme de parturition et méme dans 1’hématopoiese. Le
placenta possede également la capacité de s’adapter de manicre progressive aux besoins
métaboliques croissants du foetus. C’est pourquoi la moindre altération placentaire présente

une menace ¢évidente sur le développement embryonnaire et le maintien de la grossesse.

Chez DI’espéce humaine, il s’écoule environ 39 semaines entre la fécondation et
I’accouchement. Ainsi, la grossesse se caractérise par trois périodes de trois mois
communément nommeées trimestres. Deux manieres de calculer le terme d’une grossesse sont
pratiquées, soit en semaines d’aménorrhée (SA), aménorrhée signifiant absence de
menstruation, ou bien en semaines de grossesse (SG). La semaine d’aménorrhée est une unité
de mesure obstétrique. Elle représente le nombre de semaines écoulées depuis le premier jour
des dernieres régles de la femme enceinte. Ainsi, 1’utilisation de cette unité de mesure décale
le temps de grossesse, celui-ci avoisinant les 41 semaines, 1’écart de deux semaines
correspondant donc a la période entre le dernier jour des dernicres régles et la fécondation. En
revanche, lorsque ’on s’exprime en semaine de grossesse ou semaine de développement,

seules les semaines apres la fécondation sont prises en compte (Figure 2).
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Figure 3: De la fécondation a la morula.

A- Ovocyte fécondé
B- Embryon (150 um) a 2 jours apres fécondation
C- Embryon a 4 jours apres fécondation
Images de http.//imagesbiogeolfxm.free.fr/reproduction/thumb.html

Zone pellucide ;
! Masse cellulaire |
Trophoblaste interne

Blastocele B

Figure 4: Blastocyste.

A- Image de © Institute of Human Genetics/Newcastle University.
B- Schéma adapté de http://commons.wikimedia.org/wiki/Accueil.
C- Nidation du blastocyste. Image de http://imagesbiogeolfxm.free.fr/reproduction/thumb. html
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1.1 Mise en place du placenta humain

La placentation humaine est de type hémomonochorial, c’est-a-dire qu’une seule couche
de chorion sépare le sang feetal du sang maternel (Tsatsaris et al. 2006 ; Boyd and Hamilton
1970). Elle est caractérisée par une invasion précoce et profonde du trophoblaste extravilleux
dans la décidue ainsi que d’un remodelage des artéres spiralées utérines. L’invasion
trophoblastique est un processus physiologique finement régulé dans le temps et dans
I’espace, elle débute dés la 3°™ SA et perdure jusqu’a la 14°™ SA, s’arréte au tiers supérieur
du myometre et est spécifiquement dirigée vers les artéres utérines (Tsatsaris et al. 2006 ;
Aplin et al. 1991). Ces caractéristiques sont propres au développement du placenta humain et
des primates supérieurs, ce qui fait de cet organe un modele de différenciation cellulaire

unique dans le régne animal (Fournier and Tsatsaris 2008).

1.1.1. Phase préimplantatoire

La fécondation de I’ovule par le spermatozoide au sein des trompes de Fallope a lieu 24 a
48 heures aprés I’ovulation. Le long de sa progression dans la trompe, le zygote humain se
divise de maniere asynchrone a des intervalles de plus en plus courts et sans augmentation de
taille & I’intérieur de la zone pellucide’. 1l atteint la partie supérieure de la cavité utérine au
4°™ jour post-fécondation, sous forme d’une morula compacte de 16 blastoméres (Figure 3).
Progressivement la corona radiata® se dissocie du zygote, seule la zone pellucide persiste
encore. Les divisions cellulaires menent a la transformation de I’embryon par un phénomene
de compaction en blastocyste’. Les cellules de la surface externe se différencient alors en
trophoblastes pour former le trophectoderme. Ces cellules donneront par la suite les structures
extra-embryonnaires, dont le placenta. Quant a celles de la masse interne du blastocyste, elles
donneront le bouton embryonnaire a 1’origine de I’embryon. A partir du stade blastocyste,

I’embryon va alors grossir et perdre sa zone pellucide, permettant alors le contact direct entre

les trophoblastes du blastocyste et I’endométre” de 1’utérus (Figure 4).

1.1.2. Phase implantatoire : La placentation
Le développement placentaire peut étre divisé en trois stades a partir de la phase

implantatoire: les stades prélacunaire, lacunaire et villeux.

! Coque glycoprotéique qui entoure ’ovocyte.

? Ensemble de cellules folliculaires issues de la granulosa et qui forment une couronne autour de ’ovocyte.

? Stade embryonnaire caractérisé par la formation d’une cavité interne remplie de fluide, le blastocéle.

* Egalement nommé muqueuse utérine, il correspond a un tissu conjonctif richement vascularisé qui recouvre
I’intérieur de la cavité utérine.
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Figure S: Implantation du blastocyste.

Schémas adaptés de la_figure 20-25, Sherwood 2007 Human physiology: from cells to systems.

22



1.1.1.1. Stade prélacunaire

Le 6™ jour aprés la fécondation est marqué par la phase d’apposition. Par
I’intermédiaire des pinopodes’ ainsi que des microvillosités du trophectoderme, le blastocyte
va s’accoler a la muqueuse utérine maternelle. Au niveau de la zone de contact, deux assises
vont se différencier : une assise cellulaire interne issue du trophectoderme et constituée de
cytotrophoblastes, et une assise cellulaire externe multinucléée qui va constituer le
syncytiotrophoblaste (ST) (Figures 5 et 6.A, B). Ce dernier constitue 1’unit¢ endocrine
placentaire, il sécréte de nombreuses hormones de grossesse notamment I’hCG (human
Chorionic Gonadotropin). Hautement invasif a ce stade, il pénétre progressivement dans
I’épithélium utérin et envahit I’endomeétre, grace a son activité protéolytique. Il permet ainsi
I’ancrage, puis I’enfouissement complet du blastocyste (Aplin 1991). A partir de cette
invasion, une bréche va se former, facilitant ainsi la nidation du blastocyte au sein de la

muqueuse utérine.

1.1.1.2. Stade lacunaire
Vers le 8™ jour apres la fécondation, des vacuoles apparaissent dans cette masse
syncytiale formant progressivement des lacunes entre les travées syncytiales. Ces lacunes sont
a DPorigine de la création d’une cavité limitée par du syncytiotrophoblaste qui deviendra la

chambre intervilleuse (Figure 6.C).

1.1.1.3. Stade villeux

Le stade villeux se met en place & partir du 13°™ jour post-fécondation et se poursuit
jusqu’a I’accouchement. Il correspond a la phase de développement des villosités placentaires
et se distingue en deux périodes. La premicre s’étendant du 13me jour post-fécondation a la
fin du quatriéme mois, il s’agit de la période d’¢laboration placentaire caractérisée par la
formation des villosités choriales. La seconde, quant a elle, se déroule du cinquiéme mois au
terme et correspond a la période stationnaire (Mihu et al. 2009). Le placenta est alors formé et

se développe par croissance du systéme vasculaire principalement (Figures 6 et 7).

> Micro-protusions de la membrane apicale de 1’épithélium utérin
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Figure 6 : Représentation schématique des principales étapes du
développement placentaire humain

A et B. Stade prélacunaire. C. Stade lacunaire. D. Stade villeux et villosités primaires.
E. Stade villeux et villosités secondaires. F. Stade villeux et villosités tertiaires.

BP : plaque basale ; CP : plaque choriale ; CT : cytotrophoblaste ; D : décidue ; E : épithélium endométrial ; EB :
bouton embryonnaire ; EM : mésoderme embryonnaire ; EV : vaisseau endométrial ; G : cellules géantes ; J :
zone jonctionnelle ; L : lacunes de sang maternel ; PB: lit placentaire; RF et NF: fibrinoide; ST :
syncytiotrophoblaste ; T : villosité primaire ; TS : coque cytotrophoblastique ; X : trophoblaste extravilleux.
(d’apres Benirscke et Kaufmann, 2000).
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1.2 Mise en place de la villosité placentaire
1.2.1. Formation des villosités primaires

Au 12°™ jour, les cytotrophoblastes proliférant a partir de la masse cellulaire interne, vont
s’insinuer dans les travées de syncytium formant ainsi des excroissances qui envahissent la
paroi utérine. Ces excroissances forment les villosités choriales primaires et sont composées
de cytotrophoblastes. Elles s’allongent en réponse a la prolifération des cytotrophoblastes en
leur centre alors que débute leur arborisation. Sont alors formées les villosités flottantes, en
périphérie, et les villosités crampons, conservant leur contact avec 1’assise de trophoblastes a

la base (Figure 6.D).

1.2.2. Formation des villosités secondaires
Quinze jours apres la fécondation, le mésenchyme embryonnaire provenant de la plaque
choriale basale pénétre dans le tronc de ces villosités primaires les transformant en villosités

secondaires (Figure 6.E).

1.2.3. Formation des villosités tertiaires

Enfin, trois semaines apres la fécondation, le mésoblaste extra-embryonnaire se différencie
en tissu conjonctif et les capillaires foetaux apparaissent dans 1’axe mésenchymateux par un
processus de vasculogenese (Demir et al. 1989). La villosité choriale est recouverte de
cytrophoblastes villeux (CTV) régénérant le feuillet épithélial externe des villosités, le ST. Ce
dernier est en relation directe avec la circulation sanguine maternelle au sein des chambres
intervilleuses formées a partir des lacunes trophoblastiques. Cette vascularisation caractérise
la formation de la villosité tertiaire qui perdure jusqu’au terme. Dé&s lors, les diffusions des
gaz, des éléments nutritifs, et des déchets se font au travers de quatre couches de tissus :
I’endothélium capillaire des villosités placentaires, le tissu conjonctif lache qui en occupe
l'axe, le cytotrophoblaste, et le syncytiotrophoblaste. L’ensemble de ces éléments forme la

barriere placentaire (Figure 6.F).

1.2.4. Villosités crampons et villosités flottantes

1.2.4.1. Différenciation trophoblastique

L’unité structurale et fonctionnelle du placenta est la villosité choriale qui atteint sa
léme

structure définitive au 2 jour de grossesse. Cette derniére est constituée d’un axe

mésenchymateux contenant les vaisseaux feetaux et recouverte d’un épithélium. Les villosités
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Capillaires

Syncytiotrophoblaste Mésenchyme foetaux

Cytotrophoblaste

Villosité primaire Villosité secondaire Villosité tertaire

Figure 7 : Formation des villosités choriales.

Schéma adapté de http://www.md.ucl.ac.be/didac/anatl10/Chapitrel/placental . png

Villosité flottante Villosité crampon

Syncytiotrophoblaste
Cytotrophoblaste
extravilleux

Coque trophoblastique

Muqueuse utérine

Figure 8 : Représentation schématique de la villosité choriale.

Schéma adapté de http://homepage.mac.com/danielbalas/EMBRYO/embdes/embdes22.jpg
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placentaires sont de deux natures : les villosités flottantes ou bien les villosités crampons
(Figure 8). Les premicres baignent librement dans la chambre intervilleuse tandis que les
secondes sont ancrées dans I’endomeétre maternel. Aprés la nidation se distinguent également
deux voies de différenciation du cytotrophoblaste, d’une part celle des cytotrophoblastes
villeux (CTV) endocrines et, d’autre part, celle des cytotrophoblastes extravilleux (CTEV)
invasifs (Cross et al. 1994) (Figure 9).

1.2.4.2. Cytotrophoblaste villeux
Le cytotrophoblaste villeux est une cellule mononucléée de type épithélial qui recouvre la
villosité choriale dans sa structure définitive. Ces cellules ont également la particularité de
s’agréger et de fusionner entre elles pour donner le tissu endocrine du placenta, le
syncytiotrophoblaste (ST), générant ainsi deux assises de cellules épithéliales ; une assise
mononuclée de CTV et une assise multinuclée de ST. Cette derniére est en contact direct avec
le sang maternel dés la fin du premier trimestre de grossesse et constitue la premiére couche
de la barriére placentaire séparant la circulation maternelle de la circulation feetale. Une fois
formé, le ST assure les échanges feeto-maternels d’ions et de nutriments tout en produisant
des hormones polypeptidiques et stéroides dont ’hormone chorionique gonadotrope (hCQ),
I’hormone lactogéne placentaire (hPL) et ’hormone de croissance placentaire (PGH), toutes
trois essentielles au maintien et au succes de la grossesse. Il participe également aux fonctions
métaboliques d’hémostase (Tsatsaris et al. 2006). Le ST évolue vers une mort cellulaire par
apoptose. Les noyaux entrés en apoptose se condensent et deviennent inactifs. Ils forment
alors des agrégats isolés a l'intérieur de sacs membraneux dérivant de fragments du
syncytium : les nceuds syncytiaux (syncytial knots pour les anglo-Saxons). Ces nceuds se
détachent du syncytium engendrant la formation de débris syncytiaux polynucléés au sein de
la circulation maternelle (Huppertz et al. 1999). Le ST est renouvelé de maniére continue par
la fusion des CTV sous-jacents au cours de la grossesse cependant ce phénomene est souvent

exacerbé en cas de souffrance placentaire.

1.2.4.3. Cytrotrophoblaste extravilleux
Les villosités crampons forment des colonnes de cellules polarisées, agrégées les unes
aux autres reposant sur une lame basale au contact du tissu décidual. Ces colonnes
représentent un site de croissance longitudinale, siége des cytotrophoblastes extravilleux. Ces

derniers, indispensables a 1I’implantation et au remodelage des vaisseaux utérins, proliférent
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Cytotrophoblastes Villeux

Cytotrophoblastes extravilleux

Figure 9 : Les deux voies de différenciation des cytotrophoblastes in vitro

(D’apres des immunoflorescences de Thierry Fournier)

Syncytiotrophoblaste

Foetus A
Arteére spiralée maternelle
Cytotrophoblaste extravilleux prolifératif
Cytotrophoblaste extravilleux invasif
Mere 1

Cytotrophoblaste extravilleux endovasculaire

Cellule déciduale

Figure 10 : La villosité choriale et les cytotrophoblastes extravilleux
(Schéma adapté de Fournier et al. 2007)
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dans la région proximale de la colonne villositaire avant de quitter progressivement le cycle
cellulaire & partir des 10 - 12°™ SA, perdant ainsi leur caractére prolifératif au niveau distal
de la colonne. Ils se différencient alors en cytotrophoblastes extravilleux invasifs, puis ils
migrent dans la décidue et envahissent 1’endomeétre maternel jusqu’au tiers supérieur du
myomeétre et les parois des artéres utérines. Deux populations de CTEV participent au
remodelage des artéres spiralées: les cytotrophoblastes extravilleux endovasculaires et les
cytotrophoblastes extravillleux interstitiels. Les CTEV endovasculaires migrent en suivant la
lumiére vasculaire pendant le 1% trimestre et la premiére moitié du 2™ trimestre de la
grossesse et remplacent progressivement les cellules endothéliales, tandis que les CTEV
interstitiels envahissent la muqueuse utérine, migrent et érodent les parois des artéres

spiralées. Une fois la migration interstitielle achevée, les CTEV se différencient en cellules

géantes multi-nucléées (Tsatsaris et al. 2006).

1.3 Prolifération, invasion trophoblastique et remodelage des artéres
spiralées utérines
1.3.1. Prolifération et invasion trophoblastique

Le placenta humain est un modele unique d’invasion pseudo-tumorale limitée et diment
controlée.

Le caractére prolifératif du cytotrophoblaste extravilleux est situé a la base de la villosité
crampon au niveau de la colonne proximale. Dans un premier temps, les cytotrophoblastes
vont passer d’un stade de cellules épithéliales, polarisées, adhérentes a une matrice de lamine
et exprimant I’E-cadhérine, a un état prolifératif avec perte de leur polarité¢ (Kaufmann et al.
1997). Ils participent également a 1’allongement de la villosit¢é crampon. Quant aux
cytotrophoblastes extravilleux de la région distale de la villosité crampon, ils se différencient
en cellules invasives au phénotype mésenchymateux apres avoir quitté le cycle cellulaire. Ces
cellules vont ensuite migrer et envahir I’endometre maternel en interagissant avec les cellules
déciduales® (Pijnenborg 1998). Elles interagissent également avec des cellules
immunocompétentes intradéciduales, telles que les macrophages et les cellules NK (natural
killer) (Loke and King 1993). L’absence de rejet des cytotrophoblastes par ces cellules
maternelles est liée a I’existence sur leur surface d’antigenes de classe 1 particuliers (HLA-G)
ainsi qu’a la sécrétion de nombreuses cytokines et de facteurs immunomodulateurs (Murphy

et al. 2004; Le Bouteiller et al. 1997). Les cytotrophoblastes extravilleux invasifs poursuivent

% Cellules stromales maternelles différenciées sous 1’effet des cestrogeénes et de la
progestérone lors du processus de décidualisation.
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Figure 11 : Structure des villosités flottantes
A. Arborisation des villosités flottantes. B. Coupe transversale d’une villosité flottante (d’apres
Bernischke et Kaufmann, 2000). 1. Mésenchyme ; 2. Cellule de Hofbauer; 3. Cytotrophoblaste
villeux ; 4. Membrane basale ; 5. Fibroblaste ; 6. Syncytiotrophoblaste ; 7. Capillaire sanguin feetal. C.
Villosité flottante a 20 semaines d’aménorrhée (SA) vue en microscopie électronique (image du
professeur Foidart). D. Villosité flottante a 30 SA vue en microscopie électronique (image du
professeur Foidart).

Figure 12 : La villosité choriale flottante.
Immunohistofluorescence (coupe épaisse de villosités choriales incluses en agarose) couplée a la
microscopie confocale. Visualisation du marquage cytokératine 7 (marqueur spécifique des
trophoblastes dans le placenta), de 1’actine et des noyaux. (Dr Bruno Saubamea, René¢ Lai Kuen,
Service Commun d’Imagerie Cellulaire et Moléculaire).
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leur migration jusqu’au tiers supérieur du myometre et notamment de maniére spécifique vers

les parois des artéres utérines, réalisant 1’invasion interstitielle.

1.3.2. Les bouchons trophoblastiques et le remodelage des arteres spiralées
utérines

Au cours du premier trimestre de grossesse, les cytotrophoblastes extravilleux sont
¢galement a 1’origine de la formation d’un bouchon trophoblastique obstruant les artéres
spiralées utérines. Le développement placentaire se déroule alors en milieu hypoxique
(20 mmHg a 8 SA, correspondant a une ppO, de 2-3%). Cette relative hypoxie est essentielle
pour le bon développement de la villosité placentaire, dont dépendent la prolifération et
I’angiogenese. Elle est aussi nécessaire a la survie de la cellule trophoblastique qui possede
initialement peu de défenses anti-oxydantes (catalase, gluthation peroxidase, superoxyde

dismutase) (Jauniaux et al. 2000).

A partir de la 5™ SA, les cytotrophoblastes extravilleux vont s’étendre et s'intercaler entre
la couche du syncytiotrophoblaste et la muqueuse utérine, recouvrant ainsi I’ensemble de la
face maternelle du placenta d’une coque trophoblastique. Les cytotrophoblastes extravilleux
endovasculaires de cette coque vont €galement proliférer a I’intérieur des artéres spiralées
maternelles et vont former rapidement des bouchons trophoblastiques, obstruant les arteres
spiralées. A ce terme aucun élément figuré (notamment les hématies) n’est présent au niveau
de la chambre intervilleuse. Le bouchon disparait progressivement vers 9 - 10 SA, ce qui
permet la perfusion graduelle de la chambre intervilleuse ainsi qu’une augmentation
progressive de la pression partielle en oxygene (55 mmHg a 12 SA, correspondant a une ppO,
de 7,2% environ). Parallelement, est observée une augmentation progressive des défenses

anti-oxydantes (Jauniaux, et al. 2000).

Le remodelage de la vascularisation utérine par les trophoblastes est un processus
physiologique crucial pour le bon développement et la bonne croissance du feetus. L’origine
des cytotrophoblastes extravilleux vasculaires est actuellement débattue. Ils proviendraient
soit des cytotrophoblastes extravilleux invasifs interstitiels ayant envahi la paroi artérielle
(phénomene d’intravasation) soit des amas trophoblastiques endovasculaires qui obstruent les
artéres spiralées (phénomene d’extravasion). Une coexistence des deux phénomenes est
suggérée par I’équipe de Loke (Jaffe et al. 1997 ; Kam et al. 1999 ; Kaufmann et al. 2003 ;
Red-Horse et al. 2005) (Figure 13).
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Figure 13 : Trajets hypothétiques des trophoblastes extravilleux endovasculaires

A. En cas d’extravasation, le trophoblaste extravilleux colonise la lumiere par voie endoluminale et
remonte le long de la paroi vasculaire a contre-courant vers le myomeétre. L’origine de ces
trophoblastes extravilleux reste méconnue. B. A D’inverse, en cas d’intravasion, le trophoblaste
endovasculaire est issu du trophoblaste interstitiel qui a envahi la paroi artérielle.

1. Ancrage villeux ; 2. Colonne de cellules ; 3. Trophoblaste interstitiel invasif; 4. Artére utéro-
placentaire ; 5. Trophoblaste endovasculaire invasif ; 6. Espace intervilleux.

(D’apres Kaufmann et al. 2003)
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A la lumiére des derniéres études, les modifications des vaisseaux utérins peuvent é&tre
schématiquement divisées en trois étapes :
- Le remodelage vasculaire myométrial indépendant de 1’invasion trophoblastique
- Le remodelage vasculaire induit par des facteurs diffusibles issus du trophoblaste
extravilleux interstitiel
- Le remodelage induit par une interaction directe entre le trophoblaste extravilleux et

les composants de la paroi artérielle

1.3.2.1. Remodelage indépendant de I'invasion trophoblastique

Dés la 5™ SA, avant le processus d’invasion trophoblastique, les artéres spiralées sont
sujettes a des modifications morphologiques caractérisées non seulement par une
vacuolisation des cellules endothéliales, mais aussi par une désorganisation et une
hypertrophie des cellules musculaires lisses. Une dilatation luminale est également observée
(Harris et al. 2010 ; Kaufmann et al. 2003 ; Craven et al. 1998). Ces modifications, qui
surviennent aussi bien dans la zone d’implantation que dans la portion déciduale non
concernée par I’implantation, seraient dues a une activation du systéme rénine-angiotensine

déciduale ou a des facteurs hormonaux circulants maternels (Craven et al. 1998).

1.3.2.2. Remodelage vasculaire induit par des facteurs sécrétés par le
trophoblaste extravilleux interstitiel

Avant que les artéres utérines ne soient envahies par les CTEV invasifs, ces derniers
sécretent des facteurs qui permettent d'amorcer la dilatation des arteres. Ce remodelage se
caractérise par un amincissement de la média’ et par un dépot de fibrinoides au sein de la
paroi artérielle (Kaufmann et al. 2003). Ainsi certaines études suggerent que les cellules
avoisinant les artéres utérines, synthétiseraient et sécréteraient des vasodilatateurs tels que
I’oxyde nitrique (NO) et le monoxyde de carbone (CO). En outre, le CTEV sécrete de
multiples facteurs angiogéniques susceptibles d’étre impliqués dans le remodelage vasculaire,
dont le plus connu est, le vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) (Ferrara et al.
1997 ; Carmeliet et al. 2000). De maniere intéressante le VEGF-A est exprimé a la fois par les

CTV etles CTEV (Clark et al. 1998).

7 La tunique intermédiaire d’un vaisseau artériel.
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1.3.2.3. Remodelage induit par une interaction directe entre le trophoblaste
extravilleux et les composants de la paroi artérielle

Le remodelage vasculaire par les CTEV d’origine endovasculaire et interstitielle se
définit par une modification des caractéristiques d’élasticité des artéres spiralées. Dans un
premier temps un cedéme se forme, puis les trophoblastes induisent 1’apoptose des cellules
endothéliales et s’y substituent (Red-Horse et al. 2006). La tunique élastique artérielle est
alors transformée en une paroi fibreuse atone n’offrant que peu de résistance au flux sanguin
maternel, ce qui permet un flux constant dans 1’espace intervilleux (Harris and Aplin 2007;
Pijnenborg et al. 1983). Ce processus physiologique est indispensable a la perfusion de la
chambre intervilleuse par le sang maternel et donc a la croissance feetale. Un défaut
d’invasion et de remodelage vasculaires aboutissent a une altération de ’irrigation sanguine
de la chambre intervilleuse et a une hypoperfusion du placenta, ce qui est a I’origine d’une des

complications majeures de la grossesse : la Pré-éclampsie.

1.4 Pathologies de la grossesse liées a un défaut du développement
placentaire
1.4.1. Le retard de croissance intra-utérin (RCIU)

Le Retard de Croissance Intra-Utérin (RCIU) ou I’hypotropie feetale est la 3™ cause de
mortalité périnatale apres la prématurité et les malformations. Il est caractérisé par une
restriction de croissance d’un feetus par rapport a un potentiel de croissance (Wollmann
1998). En général, il est défini par des criteres échographiques, avec des biométries feetales
placées en dessous du 10°™ percentile (parfois 3°™ percentile pour les RCIU sévéres) pour le
sexe et 1’age gestationnel du feetus, ce qui signifie que le poids de naissance du nouveau-né
appartient aux 10% des poids les plus légers pour ce sexe et cet age gestationnel donné
(Battaglia and Lubchenco 1967 ; Usher and McLean 1969). Deux types de retard homogene
de croissance du feetus sont décrits: 1’hypotrophie disharmonieuse (asymétrique) caractérisée
par un retard qui prédomine au niveau d’une région de 1’organisme; le pdle céphalique,
I’abdomen ou les membres, et I’hypotrophie harmonieuse (symétrique) définie par un retard
homogene du feetus (Campbelle and Thoms 1977).

La notion de retard de croissance intra-utérin est réservée aux enfants dont on connait
réellement la vitesse de croissance intra-utérine par le suivi échographique des mensurations
feetales et/ou d’une étiologie bien spécifique connue (infection feetale, exposition intra-utérine

a des toxiques, défaut de développement placentaire...). En revanche, il est important de
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Figure 14 : Remodelage des arteres spiralées maternelles.

Artére spiralée chez une femme non enceinte, au cours de premier trimestre de grossesse ou lors du
développement de la pré-éclampsie ou d’un RCIU.
Schéma adapté de http://www.nature.com/nri/journal/v2/n9/images/nri886-f2.gif
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distinguer le RCIU des feetus qui sont constitutionnellement petits en raison de la taille
parentale, du sexe ou encore de 1’ethnie.

Le RCIU affecte 8% des grossesses en moyenne. Ses causes sont multiples. Néanmoins
compte tenu du fait que la croissance foetale est majoritairement régulée par 1’apport
nutritionnel au feetus via le placenta, qui est au cceur des échanges de nutriments et
d’oxygene, le RCIU est par conséquent, en relation étroite avec un développement anormal du
placenta (Krebs et al. 1996 ; Regnault et al. 2002 ; Sibley et al. 2005). Il peut également étre
d’origine feetale (aneuploidie, anomalies feetales, etc.) ou bien maternelle avec des maladies
préexistantes d’origine endocrine, cardiovasculaire, ou encore infectieuse (Cetin and Alvino
2009). Lorsque le placenta contribue au RCIU, aucune thérapie n’existe, seules deux issues
possibles sont alors envisagées : poursuivre le déroulement de la grossesse au risque
d’accroitre la probabilit¢ d’anomalies de développement et/ou de mort pour le fcetus, ou bien

provoquer 1’accouchement avec tous les risques associés a la prématurité.

1.4.2. La Pré-Eclampsie (PE) ou Toxémie Gravidique (TG)

La Pré-éclampsie, encore appelée la Toxémie gravidique, est une physiopathologie
obstétricale survenant classiquement a partir du 2™ trimestre, spécifique de 1’espéce humaine
et qui reste encore imparfaitement connue. Néanmoins, des données moléculaires récentes
associées a des études anatomopathologiques plus anciennes orientent la survenue de cette
physiopathologie vers un schéma incluant plusieurs étapes successives. Tout d’abord survient
un défaut d’invasion et de remodelage vasculaire aboutissant a une altération de I’irrigation
sanguine de la chambre intervilleuse, suivi par une hypoperfusion du placenta et un stress
oxydant induisant un dysfonctionnement généralis¢é du ST (Figure 14). Enfin, un
dysfonctionnement de 1I’endothélium maternel apparait 1i¢ & diverses substances libérées par le
placenta dans la circulation maternelle telle que des radicaux libres, des lipides oxydés, des
cytokines comme le sVEGFR-1 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1) et
I’endogline soluble. Ce phénomene conduit aux signes cliniques de la maladie humaine
caractérisée par une hypertension artérielle (supérieure a 14/9 cmHg) et une protéinurie
(supérieure a 0,3g/24h) qui apparaissent a partir de 20 SA (Tsatsaris et al. 2008 ; Redman et
al. 2001).

Cette physiopathologie complique 2 a 5% environ des grossesses dans les pays
industrialisés (Abalos et al. 2013) et est responsable d’une lourde morbidité maternelle et

périnatale. C’est également la premicre cause de retard de croissance intra-utérin et de

prématurité. L’enfant est alors exposé a des complications néonatales, pédiatriques et
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métaboliques qui peuvent apparaitre a 1’age adulte. L’interruption de la grossesse par

césarienne et I’extraction du placenta sont les seuls traitements curatifs a ce jour.

1.4.3. Principaux marqueurs pronostics de la Pré-éclampsie connus a ce jour
1.4.3.1. Le récepteur soluble du VEGF, sFLt-1

Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et le PIGF (Placental Growth Factor)
sont des facteurs mitogénes spécifiques des cellules endothéliales et jouent un réle clé dans le
processus d’angiogenese et de vasculogenese. De récents travaux ont montré qu’ils étaient
impliqués dans la physiopathologie de la dysfonction endothéliale au cours de la PE (Levine
et al. 2004 ; Eremina et al. 2003 ; Tsatsaris et al. 2003). Au cours de la grossesse normale, la
cellule trophoblastique sécrete dans la circulation maternelle une forme soluble du récepteur
VEGFR-1, nommée sFlt-1 (soluble Fms-like tyrosine kinase 1) issue de 1’épissage alternatif
du gene Flt-1 (fins-like tyrosine kinase 1). Cette derniére est dépourvue du domaine
cytoplasmique et transmembranaire mais conserve le domaine de liaison au ligand VEGF
(Kendall and Thomas 1993 ; Smith et al. 1999). Par conséquent, sFlt-1 est en mesure
d’antagoniser le VEGF et le PIGF circulants en s’y liant, les empéchant ainsi d’interagir avec
leurs ligands naturels. Au cours de la grossesse les taux sériques de VEGF libre sont effondrés
tandis que les taux sériques de PIGF sont relativement maintenues, ceci s’explique par le fait
que sFIt-1 a une affinité pour le VEGF plus importante que pour le PIGF (Luttun and
Carmeliet 2003 ; Tsatsaris et al. 2003). Dans le cas de PE, la production placentaire de sFIt-1
se trouve considérablement augmentée entrainant un effondrement des taux sériques de VEGF
et PIGF. Ces taux abaissés de VEGF et de PIGF libres et des taux élevés de sFLt-1 dans la
circulation ont aussi bien été observés chez des patientes toxémiques au moment des premiers
symptomes (Koga et al. 2003) que bien avant I’apparition des premiers signes cliniques
(Polliotti et al. 2003; Taylor et al. 2003). En outre, il a ét¢ montré que la carence en ces deux
facteurs est responsable de la dysfonction endothéliale maternelle systémique et de la
néphropathie glomérulaire (Eremina et al. 2003 ; Maynard et al. 2003). La ou les raisons pour
lesquelles le placenta produit de maniére excessive le sFlt-1 est encore méconnue. Cependant,
il est possible que la surproduction de ce facteur soit consécutive a une ischémie placentaire.
En effet, une étude in vitro a montré que la transcription de sFlt-1 par les cytotrophoblastes est
sensible a ’hypoxie (Nagamatsu et al. 2004). De méme, des cultures d’explants placentaires
en hypoxie produisent plus de sFlt-1 que les controles normoxiques (Ahmad and Ahmed

2005).
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1.4.3.2. Autre marqueur de dysfonction endothélial: I'endogline soluble

Plus récemment, un autre récepteur, 1’endogline soluble (sEng), semble étre impliqué
dans le dysfonctionnement endothélial survenant lors de la PE. L’endogline ou CD105 est un
récepteur membranaire pour les isoformes 1 et 3 du TGFB (Transforming Growth Factor p).
Il est fortement exprimé au niveau des cellules endothéliales et du syncytiotrophoblaste. Le
placenta humain produit également une forme soluble de I’endogline. L’équipe du Pr.
Karumanchi a démontré que 1’expression de 1’endogline et de sa forme soluble, sEng, étaient
toutes deux augmentées dans les placentas de patientes toxémiques et que les taux de sEng
¢taient accrus dans le sérum des patientes toxémiques de maniére proportionnelle a la sévérité
de la maladie. En outre, sEng potentialise la dysfonction endothéliale induite par sFlt-1, ce qui
a pour conséquence une activation de la perméabilité¢ vasculaire (Venkatesha et al. 2006;
Gougos et al. 1992). Par ailleurs, chez des rates gestantes, sEng serait impliquée dans la
survenue du HELLP syndrome® et d’un retard de croissance des ratons lorsqu’elle était

associée a une administration adénovirale de sFlt-1 (Venkatesha et al. 2006).

L’augmentation de sFlt-1 et de sEng est précoce et survient bien avant 1’apparition des
signes cliniques de PE. Ainsi, il est probable que les signes maternels détectés (cedémes,
hypertension, protéinurie) apparaissent apres une phase plus ou moins longue de dysfonction
endothéliale. Il semble donc opportun d’envisager le dosage de certaines molécules dans le
sang maternel qui pourraient étre considérés comme des marqueurs de survenue de toxémie
gravidique dans le but d’un dépistage sérique précoce de la PE (Levine et al. 2004 et 2006).

Par conséquent, une prévention primaire de cette pathologie pourra étre réalisée.

1.5 Le placenta murin

Malgré des différences architecturales, le placenta murin présente des structures et des
mécanismes moléculaires semblables a celui de I’homme. En raison de ’accessibilité des
placentas murins a des termes avancés, de la courte période de gestation de la souris (environ
21 jours, Figure 15) ainsi que de son utilisation en transgenese et de 1’existence de mutations
conditionnelles placentaires, la souris s’avere étre un modele d’étude idéale pour une

meilleure compréhension du contrdle du développement placentaire.

¥ Hemolysis Elevated Liver enzymes & Low Platelet count : Complication de la pré-éclampsie associée & une
anémie hémolytique (destruction excessive des hématies), d’une cytolyse hépatique (destruction des cellules
hépatiques) et d’une thrombopénie (diminution de plaquettes sanguines).
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1.5.1. Les premieres étapes du développement

A la différence de celui de la femme, I’utérus de souris, est en forme de « Y », est
constitué de deux cornes qui s’étendent des trompes de Fallope a la partie dorsale de la vessie
(Figure 16). Une fois la fécondation achevée, I’ceuf entame immédiatement une série de
divisions mitotiques. Cette segmentation aboutit a la formation du blastocyste au 4™ jour de
gestation. Celui-ci est composé de deux lignées cellulaires, la premiére étant la masse
cellulaire interne (MCI) qui donnera I’embryon, et la seconde, un cylindre externe de cellules
trophoblastiques formant le trophectoderme. Le blastocyste est également pourvu d’une
cavité, le blastoccele a I’origine du sac vitellin. A ce stade de développement, le blastocyste se
fixe a la paroi utérine, c’est le phénomeéne d’implantation caractérisé par trois phases : la
phase d’apposition, la phase d’adhérence ou de pénétration, et la phase d’invasion.
Contrairement a ’homme, le phénoméne d’invasion trophoblastique est peu prononcg, les
trophoblastes n’envahissent que tres rarement le myomeétre maternel.

Comme chez I’homme, la couche trophoblastique du placenta est issue du trophectoderme.
Lors de I’'implantation, celui-ci évolue selon deux voies, en fonction de sa localisation au sein
du blastocyste. Dans la région bordant la MCI, le trophectoderme continue a proliférer et va
former I’ectoderme extra-embryonnaire ainsi que le cone ectoplacentaire, tandis que dans la
région opposée a la masse cellulaire interne, le trophectoderme cesse de se diviser. Les
cellules trophoblastiques sortent du cycle cellulaire mitotique tout en poursuivant 1’endo-
réplication de leur ADN, ce qui donne lieu a la formation de la premiere couche de cellules
trophoblastiques géantes polyploides (5,5 jpc), analogues aux CTEV humains (Waston and
Cross, 2005). Celles-ci vont circonscrire la zone de développement de 1I’embryon. Une
seconde vague de production de trophoblastes géants a lieu plus tardivement autour de 7,5
jours post-coital (jpc). Les cellules géantes additionnelles ou secondaires sont dérivées de
cellules précurseurs situées dans le cOne ectoplacentaire et dans la couche de
spongiotrophoblastes formés un peu plus tard (Cross 2000). Les fonctions des trophoblastes
géants sont de contrdler le processus de I’implantation et de I’invasion de 1’embryon mais
aussi de produire des hormones et des cytokines afin de favoriser des adaptations
physiologiques systémiques et locales au sein de la mére. En outre, de nombreuses €tudes ont
souligné I’'importance des cellules utérines NK dans la survie feetale et la croissance
placentaires. En effet, il a ét¢ montré que les souris transgéniques TgE26, génétiquement
déficientes en NK et cellules T, présentaient des placentas peu développés avec des anomalies

vasculaires (Guimond et al 1997; Guimond et al. 1996). Cependant, apres reconstitution des
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cellules utérines NK chez ces souris, le développement placentaire ainsi que la vascularisation

et la croissance feetale sont restaurés (Guimond et al. 1998).

1.5.2. La placentation

Vers le 8™ jpc, la placentation débute. L’ectoderme extra-embryonnaire va s’étendre et
former 1’épithélium chorionique bordé d’une mince couche de cellules mésothéliales.
Parall¢lement, 1’allantoide se développe a partir du mésoderme a I’extrémité postérieure de
I’embryon.

Au 8,5éme jpc, celui-ci croit et entre en contact avec le chorion, il s’agit de la fusion
chorioallantoide. A la base du cone ectoplacentaire, la cavité ectoplacentaire est fortement
réduite, les parois, appelées laminae, fusionnent pour former la plaque ectoplacentaire. A ce
stade, un pont appelé tige allantoide, se développe entre I’embryon et le placenta.

A 9,5 jpc, la plaque ectoplacentaire est traversée par des vaisseaux sanguins foetaux-
placentaires en cours de croissance. Ces derniers se ramifient formant un véritable réseau
vasculaire parsemé de lacunes remplies de sang maternel. L’ensemble est a I’origine de la
formation du labyrinthe, la zone d’échange fceto-maternelle (Rossant and Cross, 2001). Une
fois achevé, le labyrinthe est constitué de toute une série de vaisseaux feetaux et d’espaces
remplis de sang maternel imbriqués les uns dans les autres, il est également bordé par une
couche de cellules géantes le séparant de la décidue maternelle.

Vers 11,5 jpc, le labyrinthe poursuit sa croissance. Une nouvelle zone, composée de
cellules non-syncitiales, apparait, la zone de jonction ou spongiotrophoblaste
(trophospongium) entre le labyrinthe et la couche externe de cellules géantes. Le sang
maternel passe alors par cette zone via de larges sinus artériels centraux dans lesquelles les
cellules endothéliales maternelles ont été érodées et remplacées par les cellules
trophoblastiques endovasculaires. A ce stade, les vaisseaux feetaux sont présents, le placenta
murin devient alors fonctionnel (Figures 17 et 18).

Enfin, autour de 13,5 jpc, des cellules a glycogéne émergent du spongiotrophoblaste. Ces
dernieres vont progresser a travers la décidue maternelle avant de se regrouper autour de
I’artere centrale. L’invasion déciduale par ces cellules est complete a 18,5 jpc, mais

contrairement a I’homme, celles-ci n’envahissent jamais le myomeétre.
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Figure 20 : Comparaison anatomique des placentas humain et murin

A-C. Placenta humain. B. Villosité choriale. C. Coupe d’une villosité flottante D-F. Placenta murin.
E. Zone labyrinthique. F. Grossissement du labyrinthe

CT mono: Cytotrophoblaste mononucléé; CTEV : cytotrophoblaste extravilleux; CTG: Cellule
Trophoblastique Géante ; CTV : cytotrophoblaste villeux ; SpT : Cellules progénitrices des CTG ;

ST : Syncytiotrophoblaste ; VC : villosité crampon ; VF : Villosité flottante.

(Adaptée de Maltepe et al. 2010)
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1.5.3. Comparaison entre les placentas murin et humain

En raison d’un grand nombre de similitudes entre la placentation murine et humaine, le
modele murin est utilisé dans de nombreuses études centrées sur le développement
placentaire.

Tout d’abord, dans les stades précoces, le développement placentaire murin et humain
évolue dans un environnement hypoxique. Puis, la pression en oxygéne croit progressivement
au sein de la chambre intervilleuse, chez la femme, et dans le labyrinthe, chez la souris. Chez
I’humain, la disparition des bouchons trophoblastiques a licu entre la 8™ et la 12°™ SA,
parallelement a la transformation des arteres spiralées. Chez la souris, cette augmentation de
la teneur en oxygene se déroule apres le 10,5 jpc.

Par ailleurs, le phénoméne d’invasion placentaire est présent chez les deux espeéces. Chez
la souris, la couche supérieure du placenta mature est composée de cellules trophoblastiques
géantes impliquées dans I’implantation et I’invasion de 1’utérus. En outre, au-dela de cette
couche de cellules géantes, émergent les cellules a glycogeéne, qui envahiront la decidua
basalis mais non le myométre. Contrairement a I’humain, I’invasion des artéres maternelles
s’aveére limitée. Elle s’arréte au niveau du spongiotrophoblaste et les artéres maternelles ne
sont pas envahies par les trophoblastes dans la région myométriale. Ces cellules
trophoblastiques géantes peuvent étre comparées aux cytotrophoblastes extravilleux invasifs
de la seconde phase d’invasion interstitielle et endovasculaire, entre la 8™ et la 22°™ SA
chez la femme, puisqu’ils exercent un role similaire (Rossant and Cross 2001 ; Cross 2006).

De plus, leurs zones d’échanges foeto-maternelles présentent de fortes similitudes. Chez
I’humain, cette zone est de type hémo-monochorial et les échanges s’effectuent au niveau
des villosités chorioniques flottantes. Quant a la souris, elle est de type hémo-trichorial et les
échanges sont réalisés dans le labyrinthe (Figure 19). Ces deux régions sont analogues sur le
plan fonctionnel. Leurs villosités placentaires présentent en leur centre des vaisseaux foetaux
et sont recouvertes de ST multinucléés (deux couches de ST directement apposées sur les
cellules endothéliales des vaisseaux foetaux chez les rongeurs) en contact direct avec le sang
maternel (Cross 2006). Les deux circulations vont ainsi pouvoir réaliser les échanges
nécessaires a la croissance du feetus. Cependant, des différences subsistent sur le plan
architectural, les zones d’échanges chez I’humain, s’apparentent a une arborisation tandis que
chez la souris, elles ont une structure labyrinthique (Figure 20).

A noter enfin que dans les deux especes, la couche la plus externe des villosités
chorioniques est composée de trophoblastes, tandis que le centre de ces villosités est formé de

mésenchyme allantoidien ainsi que de vaisseaux en continuité avec ceux du cordon ombilical.
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Ces deux placentas sont, par conséquent, de type chorio-allantoidien (Downs and Bertler

2000).

1.5.4. Modéles murins de pathologies placentaires : cas de la PE

La pré-éclampsie trouve son origine a des stades précoces de la grossesse, rendant son
¢tude difficile. Le développement de modeles animaux est donc nécessaire pour une meilleure
compréhension de cette physiopathologie. S’agissant d’une pathologie spécifique a I’espéce
humaine, elle n’apparait pas spontanément dans d’autres especes. Ainsi, plusieurs modeles de
souris ont été générés en surexprimant soit sFLtl (Kumasawa et al. 2011), soit le systéme
rénine-angiotensine par transgénese (Takimoto et al. 1996), ou encore en générant une
hypertension chronique (Davisson et al. 2002). C’est le cas la lignée murine BPH/5, lignée
naturellement hypertendue (plus 20mmHg par rapport aux souris C57BL/6), dont le
déclenchement de I’hypertension coincide parfaitement avec le développement du désordre
clinique de la PE (hypertension, protéinurie, cedémes avec une néphropathie gravidique). Il est
¢galement possible d’induire la PE en impliquant I’immunité-innée (avec le systéme du
complément et les TLR) ou I’auto-immunité (avec 1’injection d’auto-anticorps) (Bergmann et
al. 2010 ; Zhou et al. 2008), d’engendrer une réactivité accrue du placenta en réponse a
I’hypoxie, en invalidant le géne Comt, une enzyme responsable de la synthése du 2-méthyl-
oestradiol, un inhibiteur de HIF1a (Kanasaki et al. 2008). Enfin, certaines études ont soulevé
I’hypothése que des génes soumis a I’empreinte parentale pourraient étre impliqués dans la
physiopathologie de la PE (avec I’expression de 1’allele d’origine maternelle) (Graves 1998).
Le géne STOX1 a ainsi ét¢ montré comme soumis a I’empreinte parentale (van Dijk et al.
2005). Il s’agit d’un facteur de transcription impliqué dans la prolifération et 1’invasion
trophoblastique (van Dijk et al. 2010). La surexpression de la version humaine de ce facteur
chez la souris génere au cours de la gestation une hypertension précoce et sévere (plus 80
mmHg) ainsi qu’une protéinurie (Doridot et al. 2012). Chacun de ces modeles a été important
pour explorer un aspect de la PE, mais aucun ne récapitule la totalit¢ du syndrome indiquant
la complexité de 1’étiologie de cette pathologie. Les données de la littérature sont aujourd’hui
en accord pour affirmer que la PE ne peut pas étre expliquée par un seul mécanisme et qu'une
ségrégation de cette pathologie en plusieurs facteurs étiologiques serait la clé de
I’identification de ses facteurs de risque. Le fait que la PE ne se développe qu’au cours d’une
grossesse laisse supposer, soit que le placenta produit des facteurs responsables de
I’inflammation et de la vasoconstriction associées a la PE, soit qu’il existe une prédisposition

maternelle (hypertension, maladies rénales ou vasculaires) qui va empécher une réponse

49



10.5 13.5
4 \ \
o
R
- b
. L3
& ey
. "—— Foie foetal Foie foetal
. /
AGM\'_ /
B J
f{‘—*‘, = < Fox foehl ]
woutal / Fheouh !
<o > < Tz ]
¢ vk I I Woolb orsome |
. i 1 L 1 L 1 J
Jours 0 5 10 15 20 25 30 35
Circulation Naissance

Figure 21: Ontogenése de ’hématopoicse placentaire

A.L’hématopoiese débute au sein du sac vitellin au niveau des ilots sanguins avant d’émerger dans la
région de ’AGM, du placenta et du foie feetal. Les ilots sanguins sont visualisés par un marquage
LacZ chez des souris transgéniques exprimant GATA-1-LacZ. L’AGM et le foie feetal sont mis en
évidence par le marquage lacZ chez des souris transgéniques exprimant Runx1-LacZ.

B. Sites hématopoiétiques au cours du développement. (Figure adaptée de Orkin and Zon 2008)

Figure 22: Développement des ilots sanguins du sac vitellin de souris entre E7,5 et E9,5

A E7,5, entre la couche de cellules endodermiques (E) et celle des cellules mésothéliales (fleche
blanche) se forment a partir de cellules mésodermiques indifférenciées (fleche noire) les ilots
sanguins. Ces derniers vont étre a 1’origine des érythrocytes nucléés entourés par des cellules
endothéliales (fleche noire a E9,5). (D’apres Palis et al. 2001)
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normale a ces facteurs. Dans mon projet de recherche, je prévois 1’utilisation d’un mode¢le
animal de PE afin de valider les hypothéses concernant I’implication de facteurs angiogénes

dans cette pathologie.

1.6 L’hématopoiese placentaire

1.6.1. L'ontogeneése de I'hématopoiese

1.6.1.1. Chez la souris

Le systéme hématopoiétique s’établit treés tot au cours du développement embryonnaire.
Sa fonction principale est, dans un premier temps, de produire un large nombre de cellules
érythroides (globules rouges) afin d’assurer la croissance et la survie de I’embryon. Par la
suite, elle sera de générer un pool de cellules souches hématopoiétiques (CSHs) qui persistera
chez I’adulte. Bien que ces cellules soient localisées dans la moelle osseuse a 1’age adulte,
elles ne sont pas originaires de ce tissu. L’hématopoi¢se, dans le développement
embryonnaire des vertébrés, est caractérisée par 1’existence de plusieurs vagues de formation
de cellules sanguines : ’hématopoic¢se primitive et ’hématopoicse définitive, et par le transit
des CSH a travers plusieurs sites hématopoiétiques durant la vie embryonnaire pour
finalement coloniser la moelle osseuse avant la naissance. (Orkin et al. 2008 ; Dzierzak et al.

2008) (Figure 21.).

L’hématopoiése primitive

Au cours des étapes précoces du développement sanguin, les premieres cellules
sanguines primitives sont principalement composées de progéniteurs érythroides nucléés,
organisés sous forme d’ilots sanguins, et associées a des mégacaryocytes et des macrophages.
Ces Cellules Hématopoiétiques (CH) apparaissent au sein du mésoderme du sac vitellin extra-
embryonnaire a 7-7.5 jpc (Palis et al. 1999). Parallelement, les Cellules Endothéliales (CE)
émergent du méme site, entourent les ilots sanguins, et forment avec eux, un systeme
circulatoire primitif (Figure 22.). L’origine des cellules endothéliales et des érythrocytes
primitifs fut longuement débattue. Du fait de la différenciation simultanée de ces cellules
hématopoiétiques et endothéliales dans les ilots sanguins du sac vitellin ainsi que de la
formation concomitante des vaisseaux et du sang, une des théories suggere que ces différentes
lignées dériveraient d’un progéniteur bipotent mésodermique commun nommé
I’hémangioblaste (Sabin et al. 1920 ; Murray et al. 1932). Ce postulat a été par la suite

conforté par de nombreuses expériences (Huber et al. 2004 ; Choi et al. 1998 ; Eichmann et al.
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Figure 23: Sites hématopoiétiques au cours du développement embryonnaire humain.

(D’apres Tavian et Péault 2005)
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1997 et Peault et al. 1983). Par ailleurs, ces érythrocytes primitifs sont indispensables a la
survie et a la croissance de I’embryon dans les premicres étapes du développement post-
implantatoire puisqu’ils assurent I’apport d’oxygéne aux tissus embryonnaires, mais leur
production n’est que transitoire, ils ne participeront pas a 1’édification du systéme
hématopoiétique chez I’adulte (Baron et al. 2012). Longtemps, il fut considéré que les CSHs
adultes étaient aussi originaires du sac vitellin (Moore and Owen 1965). Aprés que les CSHs
aient émergé de ce tissu, la pensée principale des années 60 suggérait que ces cellules
colonisaient le foie feetale via la circulation sanguine afin d’accroitre leur nombre avant
d’atteindre la moelle osseuse. Mais les travaux pionniers de Dieterlen-Liévre en 1975
effectués sur ’embryon oiseau mirent ce dogme en question. En effet, des expériences de
chiméres entre des corps embryonnaires de caille et des sacs vitellins de poulets, réalisées
avant 1’¢tablissement de la circulation entre 1’embryon et le sac vitellin, ont clairement
démontré que ces cellules d’origine extra-embryonnaire ne participeront pas a 1’élaboration du
systtme hématopoiétique retrouvé chez [’adulte. Les CSHs ont une origine intra-
embryonnaire et, plus précisément, restreinte a la région aortique (Dieterlen-Lievre 1975).
Plus d’une vingtaine d’années plus tard, ces mémes conclusions ont été démontrées chez la

souris (Muller et al. 1994).

L’hématopoiése définitive

La seconde vague hématopoiétique coincide avec le début de la synchronisation des
battements cardiaques et de la circulation systémique pulsatile (Lucciti et al. 2007). Les sites
de production de CSHs multi-lignages et des cellules progénitrices évoluent au cours de la
gestation. Elles prennent naissance de nouveau au sein du sac vitellin, mais pour produire les
cellules érythroides définitives entre E8,25 et E10,5 (Palis et al. 1999 ; Palis et al. 2001). Puis,
les CSHs émergent du placenta autour de E9.5 - E10 (Gekas et al. 2005 ; Otterbach et al.
2005) avant d’apparaitre au niveau du plancher de ’aorte dorsale dans la région du
SPlanchnopleure Para-aortique (p-SP) puis de 1’aorte-gonades-mesonephros (AGM) de
I’embryon (Cumona et al. 1996 ; Muller et al. 1994 ; Medvinsky et al. 1996). Elles sont
également présentes dans les arteéres vitellines et ombilicales. Les CSHs sont détectées
pendant une courte période dans 1’aorte (entre E10,5 et E12,5) et le nombre de progéniteurs
hématopoiétiques y est tres faible en comparaison de ceux du sac vitellin, du placenta et du
foie foetal. Cette constatation suggere que cette région n’est pas un site d’amplification ni de
différenciation hématopoiétique, a I’inverse du foie feetal qui y joue un role important et qui

est I’'un des sites majeurs de I’hématopoiese définitive avec le placenta.
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Figure 24: Comparaison des sites hématopoiétiques pendant le développement murin et humain

A. Développement de I’hématopoiése chez la souris.
B. Développement de 1’hématopoiese chez I’humain.
(D’aprés Baron et al. 2012)
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Peu aprés leur émergence de la région p-Sp/AGM, les CSHs colonisent le foie foetal vers
E10.5 (Sanchez et al. 1996). Les CSHs vont également y proliférer pour constituer un stock
suffisant de cellules souches qui coloniseront les organes hématopoiétiques définitifs que sont
le thymus, la rate et la moelle osseuse. Cette derniére apparaitra comme le site prédominant
postnatal. Ainsi, au cours du développement embryonnaire se distinguent les sites
d’émergence hématopoiétique ; I’AGM, d’émergence et d’amplification ; le sac vitellin, et
enfin les organes d’amplification que sont le placenta et le foie feetal. Contrairement a
I’hématopoiese primitive, les études de ces dernieres années seraient plus en faveur de la
théorie de 1’endothélium hémogénique afin d’expliquer 'origine des cellules sanguines
définitives. Ces cellules progénitrices et les CSHs multi-lignages seraient issues de cellules
endothéliales vasculaires spécialisées qui acquicrent un potentiel a former des cellules

sanguines (endothélium hémogénique) dans le sac vitellin, le placenta et I’AGM.

1.6.1.2. Chez 'humain

L’ontogenése de I’hématopoi¢se humaine présente de nombreuses similitudes avec le
développement hématopoiétique de la souris, en raison de I’existence d’une conservation du
schéma relatif a I’émergence des CSHs au sein des vertébrés (Tavian et al. 1996) (Figures 23
et 24.). Du fait de la difficulté a réaliser des recherches sur I’embryon humain, 1’essentiel des
¢tudes des CSHs de ’AGM, du foie feetal et du placenta sont des travaux in vitro de tests
LTC-IC (Long Term Culture-Initiating Cell) permettant d’évaluer le degré de différenciation
des CHs dans la suspension cellulaire a tester, des études in vivo, consistant a reconstituer le
processus hématopoiétique dans des souris NOD-SCID ou encore par des méthodes

immunohistologiques.

L’hématopoiése primitive

Ainsi, tout comme chez la souris, I’hématopoi¢se humaine progresse par vagues a
travers différents sites embryonnaires : le sac vitellin, p-Sp/AGM, le foie et la moelle osseuse
(Tavian and Peault 2005 ; Zambidis et al. 2006). La premiere d’origine extra-embryonnaire,
dite primitive, est initiée dans le mésoderme du sac vitellin dés E17 (Tavian et al. 1999). Les
CHs primitives apparaissent avant la mise en place de la circulation sanguine (E21) au niveau
des ilots sanguins. Ne possédant pas le potentiel érythromyéloide, elles ne sont que
transitoires et ne participeront pas a 1I’hématopoiese définitive chez I’adulte. Ces cellules
sanguines sont principalement des érythrocytes nucléés qui synthétisent 1’hémoglobine

embryonnaire (d¢) (Peschle et al. 1984).
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Colonisations successives du foie

A E21 débutent simultanément la mise en place de la circulation sanguine et
I’initiation des battements cardiaques. Ces processus permettent aux cellules sanguines
dérivées du sac vitellin, de migrer vers les autres tissus embryonnaires. La transition
hématopoiétique entre le sac vitellin et le foie fut étudiée par I’analyse de la nature de
I’Hémoglobine (Hb) synthétisée ainsi que par des tests clonogéniques in vitro. En effet, la
transition de I’Hb embryonnaire (6¢) en Hb feetale (ay) dans le foie refléte la transition des
érythrocytes primitifs nucléés (mégaloblastes) en érythrocytes définitifs énuclées
(macrocytes) (Peschle et al. 1984,1985). Par ces travaux, les auteurs ont mis en évidence que
les cellules issues de 1’érythropoicse primitive du sac vitellin migraient vers le foie, premier
organe a subir cette colonisation vers E23. Ce tissu joue un role majeur dans la formation des
cellules sanguines chez I’embryon avant I’initiation de ’hématopoiése de la moelle osseuse.
Des études postérieures menées par Péault et al. montrérent qu’il existait deux vagues
successives de colonisation ; la premiére a E23, ou les cellules sont CD34CD45", et la
seconde & E30 avec les premiers progéniteurs hématopoiétiques CD34'CD45". Toutefois, ce
n’est qu’apres le jour 32 de développement qu’il est possible de maintenir in vitro en culture a
long terme des précurseurs primitifs du foie (Tavian et al. 1999). Enfin, I’ensemble des
travaux réalisés sur ce tissu tendent tous a montrer qu’apres 20 SG, le foie n’a plus d’activité

hématopoiétique (Tavian and Peault 2005).

L’hématopoiése définitive

Au 19°™ jour de développement, des progéniteurs hématopoiétiques sont détectables
dans le splanchnopleure para-aortique (Tavian et al. 2001). Puis a E27, émergent dans la
région aortique des cellules hématopoiétiques a potentiel multi-lignage (lymphoide et
my¢loide) accolées a I’endothélium ventral de 1’aorte. Dans un premier temps, ces ¢léments
sont détectés sous forme de petits groupes de 2 a 3 cellules dans la région rostrale de 1’aorte,
avant de rapidement proliférer, pour finalement constituer a E35 des clusters de plusieurs
centaines de cellules (Tavian et al. 1996). Ces clusters s’étendent alors jusque dans la région
ombilicale de I’aorte et dans I’artére vitelline. A partir de ce moment, le nombre des clusters

décroit progressivement et au 40°™

jour de gestation, ils ne sont plus détectés (Tavian et al.
1999). Cependant, la présence de CSHs perdure et leur maturation se déroule dans les couches
profondes de 1’aorte dorsale (Rybtsov et al. 2011). En 2011, Ivanovs et al. étudierent le
potentiel hématopoiétique des cellules de AGM par des expériences de transplantations dans

des souris immunodéficientes et décrivirent de nouveau la distribution spatio-temporelle des
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CSHs dans I’embryon humain. IIs montrérent que, contrairement a la souris, les CSHs
définitives humaines n’apparaissaient pas simultanément dans la région de I’AGM, du sac
vitellin, du cordon ombilical et du placenta, sans doute en raison de la durée plus longue du
développement embryonnaire. En outre, ’AGM est per¢u comme le premier site de
génération de CSHs a haut potentiel hématopoiétique. Une CSH de cette région a la capacité
de produire pas moins de 300 CSHs au cours de 8 mois. Par ailleurs et contrairement a la
souris, le placenta humain acquiert I’activité hématopoiétique longtemps apres 1’émergence
des CSHs de la région AGM. Ce qui semble indiquer que chez I’homme, le placenta pourrait
étre considéré comme un site secondaire de CSHs. Les progéniteurs hématopoiétiques sont
retrouvés dans le placenta entre 8 et 17 semaines (Barcena et al. 2009). Par la suite, les
cellules érythroides définitives sont produites continuellement a partir des CSHs de la moelle
osseuse tout au long de la vie post-natale.

Ainsi, pendant que le sac vitellin génere les cellules érythroides embryonnaires transitoires,
I’AGM est le premier tissu a produire des progéniteurs hématopoiétiques complexes et des
cellules souches (Cumano et al. 1996 ; Medvinsky and Dzierzak, 1996). Quant au foie et la
moelle osseuse, ils sont considérés comme des tissus sujets a la colonisation de ces cellules et
fournissent un microenvironnement puissant pour la croissance foetale et la pérennité du

systéme sanguin.

1.6.2. Le placenta
1.6.2.1. Chez la souris

Au-dela d’assurer un role d’échange entre la mere et le feetus, d’avoir une fonction
endocrine, de jouer un role essentiel dans 1’établissement et le maintien de la grossesse, dans
la croissance et le développement du feetus, il a été montré qu’il intervenait dans la genése des
cellules hématopoiétiques au cours du développement embryonnaire. A 1’origine, le placenta
n’était pas considéré comme un organe hématopoiétique. Il a fallu attendre les travaux de
transplantations de Till et McCulloch ainsi que de Dancis, dans les années 1960, pour que soit
suggérée une activité hématopoiétique au sein du placenta. Les auteurs supposerent que le
placenta était pourvu de cellules immunitaires compétentes. Par des expériences in vitro, ils
montrérent également que certaines cellules placentaires présentaient un potentiel
hématopoiétique et qu’elles étaient capables de produire des cellules érythrocytaires,
lymphocytaires et granulocytaires. Puis, en 1979, Melchers mit en évidence la présence de
précurseurs feetaux de cellules B dans le placenta murin dés E9,5 alors que ces précurseurs

apparaissent plus tardivement dans le foie feetal. Le nombre de ces cellules placentaires atteint
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Figure 25: Evolution cinétique de la quantité de précurseurs hématopoiétiques et de CSHs au
cours du développement embryonnaire

A. Graphe représentant les résultats obtenus apres des tests clonogéniques
B. Graphe représentant les résultats obtenus apres des tests de reconstitution hématopoiétique
(D’apres Gekas et al. 2005)
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un pic autour de E12,5 avant de décliner jusqu’a la fin de la gestation. Par la suite, au travers
d’expériences de greffes caille-poulet, Caprioli montre en 1998 et en 2001 que dans
I’embryon aviaire, ’allantoide est un producteur de progéniteurs hématopoictiques. Ces
travaux seront affinés dans le placenta murin par les études de I’équipe de Dieterlen-Licvre.
En effet, étant donné que le placenta chorioallantoique murin se développe par la fusion de
I’allantoide et du cone ectoplacentaire vers E8 - E8,5, Alvarez-Silva suppose que le placenta
pourrait participer a I’hématopoiése feetale murine. Ainsi, il met en évidence en 2003 par des
tests clonogéniques in vitro que le placenta est 2 a 4 fois plus enrichi en précurseurs
my¢loides précoces que ne 1’est le foie feetal. Ces progéniteurs hématopoiétiques, qui dérivent
du compartiment feetal et non maternel, sont présents dés E9,5, soit avant qu’ils ne colonisent
le foie feetal. Le placenta serait donc une source riche de progéniteurs multipotentiels
hématopoiétiques et jouerait un rdle pendant le développement embryonnaire comme organe
hématopoiétique (Alvarez-Silva et al. 2003). Il a fallu ensuite attendre les études de Gekas et
de Ottersbach en 2005 pour établir définitivement le placenta comme une niche de cellules
souches hématopoiétiques. Par des expériences de transplantations in vivo et des tests
clonogéniques in vitro, Gekas et ses collaborateurs étudierent de nouveau la distribution
anatomique des CSHs feetales afin de déterminer les niches de CSHs dans I’embryon murin et
évaluerent 1’activité hématopoiétique des CSHs dans le placenta. Ils considerent que cette
activité reflete la capacité des cellules a s’auto-renouveler et a reconstituer de manicre
permanente toutes les lignées du systéme hématopoiétiques adultes (Figure 25). Ainsi, ils
montreérent que les CSHs émergent du placenta avant leur détection dans la circulation
sanguine, ce qui suggere que ces CSHs ont bien une origine distincte de celles des CSHs
circulantes. Ils mirent également en évidence que le début de ’activité hématopoiétique des
CSHs dans le placenta s’effectue parallélement a celui de I’AGM, autour de E10,5 - E11. Le
pool de CSHs placentaire croit de manicre significative jusqu’a E12,5 - E13,5 et contient alors
15 fois plus de CSHs que I’AGM, avant de diminuer d’un facteur 10 a E15,5. Ces résultats
sont en accord avec les travaux in vitro de Melchers et al. Par ailleurs, la phase de
décroissance coincide avec le moment ou les CSHs placentaires débutent leur migration vers
le foie feetal, situé en aval du placenta dans la circulation feetale, et la période ou la quantité
de CSHs dans le foie ne cesse d’augmenter. En outre, a E12,5 la circulation sanguine est déja
¢tablie, le pic de CSHs pourrait s’expliquer par le migration de CSHs issues d’autres sites
hématopoiétiques. Enfin, du fait que le placenta est localisé en aval de 1’aorte dorsale, il est
probable qu’apres avoir émergé de I’AGM, les CSHs passent par une phase d’amplification

dans le placenta. Cette étude a permis de montrer que la cinétique de ’activité
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hématopoiétique des CSHs dans le placenta est unique et ne mime pas 1’activité des autres
organes hématopoiétiques foetaux. Le placenta serait donc une niche transitoire ou migreraient
les CSHs/précurseurs hématopoiétiques ayant émergé de 1’aorte dorsale afin d’étre amplifiés
avant de coloniser le foie feetal. Ottersbach et ses associés réaliserent également des
transplantations chez des souris irradiées qui étayerent les observations de Gekas. Ils mirent
aussi en évidence que les CSHs étaient préférentiellement localisées au niveau de la zone
labyrinthique du placenta.

En 2006, des travaux furent menés sur les deux tissus précurseurs du placenta que sont
’allantoide et le chorion afin de vérifier si le placenta pouvait étre considéré comme un réel
site d’émergence des CSHs et pas seulement une niche transitoire d’amplification. Par la
suite, deux équipes travaillérent sur des cultures in vitro d’explants de chorion et d’allantoide
isolés avant leur fusion. Par des tests de méthyle-cellulose, ils montreérent que le mésoderme
chorionique et allantoique étaient capables de générer des progéniteurs hématopoiétiques de
novo (Zeigler et al. 2006 ; Corbel et al. 2007). Enfin, en 2008, des modéles de souris
transgéniques sont développés telles que les souris Nex1 7. L’invalidation de ce géne, qui est
l1étale apres E10,5, conduit a une perte des battements cardiaques, liée a un défaut au niveau
de la pompe 1 d’échange Na®"/Ca®" et a I’absence de la circulation sanguine. Il s’agit d’un
modele unique pour évaluer le potentiel hématopoiétique de novo d’un site particulier. La
culture d’explants placentaires issus de ces embryons Ncx1 7~ a permis de mettre en évidence
que le placenta est capable de générer des cellules myéloérythroides et lymphoides B et T.
Cela démontre que certaines cellules placentaires possédent un potentiel hématopoiétique
multi-lignage (Rhodes et al. 2008). En outre, au niveau de la vascularisation placentaire du
labyrinthe, dans la lumiére des gros vaisseaux, des cellules expriment le marqueur CD41
(marqueur des CSHs naissantes et des progéniteurs) ainsi que Runx1 (facteur de transcription
exprimé dans les cellules endothéliales et les progéniteurs hématopoiétiques) ce qui suggere
que le développement des CSHs est initi¢é dans la vascularisation placentaire et qu’il est
indépendant du flux sanguin. Ce processus d’émergence rappelle celui observé au niveau des
clusters aortiques mais [’activité mitotique y est plus intense. Le réseau vasculaire du
labyrinthe semble donc étre un lieu d’amplification hématopoiétique. L’ensemble de ces
études démontrent que le placenta est non seulement une niche mais aussi une source de

cellules souches hématopoiétiques (Rhodes et al. 2008).
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Figure 26: Comparaison entre I’hématopoicse du sac vitellin et celle de I’aorte.

Les hémangioblastes du sac vitellin donnent naissance aux ilots sanguins, avec en périphérie des CE et
au centre des CH. Au cours de leur maturation, ces ilots vont former le systéme vasculaire extra-
embryonnaire et les CH principalement composées des érythrocytes primitifs. Au niveau de I’aorte, les
CSHs naissent a partir des CE ventrales, bourgeonnent a ’intérieur du vaisseau ou migrent dans le
mésentere dorsal. (D’aprés Pouget et al. 2005)
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1.6.2.2. Chez I'humain

En raison des nombreux travaux présentant le placenta murin précoce comme un site
d’émergence et d’amplification de CSHs, les recherches sur le placenta humain se sont
naturellement axées sur sa capacité a étre une source potentielle de CSHs et de progéniteurs
hématopoiétiques.

Les travaux de Barcena et al. ont permis de démontrer que le placenta humain présentait
des progéniteurs hématopoiétiques exprimant CD34 dés 8 SG (Barcena et al. 2009). La méme
année, une autre équipe dirigée par Dzierkak s’est intéressée au potentiel hématopoiétique du
placenta a des stades plus précoces du développement embryonnaire (Robin et al. 2009). Elle
montra que les progéniteurs hématopoiétiques immatures exprimant CD34 étaient détectables
dés 6 SG soit trés antérieurement apres que I’AGM ait débuté sa production de CSHs.
Contrairement a la souris, 1’activité hématopoiétique du placenta se maintient jusqu’au terme
de la grossesse ouvrant la possibilité d’exploiter les CH immatures placentaires a des fins
thérapeutiques.

En 2011, les travaux de Robin et al. sont remis en question par Ivanovs et al. Ces derniers
stipulent que le placenta n’acquiert son activité hématopoiétique seulement vers 15 SG et ne
serait qu’un simple organe hématopoiétique colonisé¢ par les CSHs. Cette divergence de
résultats pourrait s’expliquer par les différents fonds génétiques des souris utilisées pour les
reconstitutions hématopoiétiques. A ce jour, le débat perdure mais d’autres angles de
recherches sur cet organe sont également exploités tels que 1’é¢tude des facteurs responsables
de ’amplification des CSHs. Ainsi, de tels facteurs pourraient étre employés ex vivo dans le

cadre de thérapies.

1.6.3. Origines possibles des cellules souches hématopoiétiques

L’origine anatomique et la nature exacte des précurseurs directs des CSHs dans I’embryon
restent encore a ce jour un sujet de controverse. Plusieurs théories ont été énoncées. L une
d’elles serait en faveur de I’existence d’un précurseur commun aux deux lignées,
I’hémangioblaste, tandis qu’une autre pencherait pour une origine endothéliale des CSHs, une
cellule endothéliale hémogénique ayant toutes les caractéristiques morphologiques et
phénotypiques des cellules endothéliales, mais possédant en plus la capacité a produire les
CH. Néanmoins, I’émergence simultanée des lignages hématopoiétique et endothélial au sein
du sac vitellin ou encore leur relation étroite dans les clusters du plancher aortique semblent

suggérer qu’ils posséderaient tous deux une origine mésodermique.
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1.6.3.1. Hémangioblaste

L’hémangioblaste correspondrait in vivo a un progéniteur ancestral mésodermique
commun aux lignages hématopoiétique et endothélial. La notion d’hémangioblaste est
ancienne, et est initiée par les études cytologiques de Ranvier, en 1875, sur les étapes
précoces du développement du sac vitellin dans I’embryon de poulet (Murray, 1932). Ce
concept est, plus tard, renforcé par le fait que les deux lignées expriment en commun de
nombreuses molécules telles que des épitopes de surface, des molécules impliquées dans
'adhérence cellulaire - CD34 (Young et al. 1995; Garcia-Porrero et al. 1998), CD31 (Garcia-
Porrero et al. 1998 ; Nishikawa et al. 1998), VE-cadhérine (Nishikawa et al. 1998a et
1998b)...-, des récepteurs membranaires - Flt-1/VEGF-R1 (Choi et al. 1998 ; Dumont et al.
1995)...- ou des facteurs de transcription - GATA2 (Minegishi et al. 1999 ; Silver et al.
1997)...-. Cette notion a été étayée par 1’apport des invalidations génétiques chez la souris et
le poisson-zebre montrant qu’un nombre important de génes était fonctionnellement impliqué
dans le développement des CE ainsi que des CH. Ainsi chez le poisson-zebre, 1'invalidation
du geéne cloche (Stainier et al. 1995) conduit a une réduction sévére du nombre des
précurseurs endothéliaux et hématopoiétiques (Liao et al. 1997). La présence d'un geéne Flk-
1/KDR fonctionnel (Shalaby et al. 1995 et 1997) semble étre requis au développement des
CE et des CH, au niveau des deux compartiments extra- et intra-embryonnaires. Ce résultat
suggere que Flk-1/KDR agirait au niveau ou en amont de I’hémangioblaste. Or, des analyses
plus récentes ont montré que les cellules ES (Souches Embryonnaires) homozygotes étaient
capables de produire des CE et des CH. Il semblerait que Flk-1 ne serait pas requis dans la
formation de progéniteurs hématopoiétiques/endothéliaux et que l'absence des deux lignages
chez les embryons Flk-17/- serait liée a une anomalie de migration et d’expansion des cellules
mésodermiques (Schuh et al. 1999).

Par ailleurs, du fait que la séquence d'événements conduisant a la formation des CE et des
CH dans le modg¢le des cellules ES murines (Wiles and Keller 1991; Keller 1995), ou dans les
corps embryoides dérivés de ces cellules (Risau et al. 1988) s’avere similaire a celle qui se
déroule dans l'embryon, des approches complémentaires faisant appel a ces entités furent
¢galement utilisées. Le groupe de Gordon Keller (Choi et al. 1998) s'est attaché a caractériser
les étapes qui menent a la mise en place des différents lignages au cours de la différenciation
des corps embryoides. Son protocole expérimental fut repris par de nombreuses équipes qui
confirmerent que I’entité mésodermique la plus précoce obtenue a partir des corps embryoides
avait la capacit¢ d’engager son processus de différenciation vers les cellules des deux

lignages. Cette découverte renforca I’hypothéese selon laquelle il existerait un hémangioblaste
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bipotent in vivo. En 2007, I’équipe de Keller réalisa des recherches sur des cellules ES
humaines et aboutit au méme constat (Kennedy et al. 2007). Toutefois, la question sur la
spécificité de ce précurseur reste enticre. Afin de pouvoir attribuer a une cellule la qualité
d'hémangioblaste, il est impératif de considérer un certain nombre de critéres notamment
qu’une cellule unique doit produire a la fois des CE et des CH ou encore, que cette cellule ne
doit en aucun cas produire des dérivés mésodermiques autres que ces deux types cellulaires.
Or les travaux d’Ema et al. suggerent que ce précurseur peut également s’engager vers la

différenciation en cellules musculaires lisses (Ema et al. 2003).

La découverte de D’existence d’une deuxiéme vague hématopoiétique dans le
compartiment intra-embryonnaire, I’AGM, indépendante du sac vitellin lorsque les vaisseaux
sont pleinement fonctionnels, suscite de nouvelles interrogations (Cumona and Godin 2001)
et souleéve, de nouveau, la question de I’existence d’un hémangioblaste a I’origine des CE et
CH. Cette hématopoiése aortique se caractérise par la production des CSHs qui naissent a
partir de I’endothélium ventral du vaisseau a la suite de modifications phénotypiques des CE.
I1 a été montré chez différentes especes telles que le xénope (Ciau-Uitz et al. 2000), 1'oiseau
(Jaffredo et al. 1998), la souris (Garcia-Porrero et al. 1998 ; North et al. 1999) et I'hnomme
(Tavian et al 1996 ; Marshall et al. 1999) que les CE qui tapissent le plancher de l'aorte
perdent leur cohérence et sont remplacées par des petits bourgeonnements de cellules rondes
qui expriment le marqueur pan-hématopoiétique CD45 ainsi qu’un grand nombre de
marqueurs communs aux CE et aux CH. Ces bourgeonnements intra-aortiques font saillie
dans la lumiere de 1’aorte et sont en étroite association avec les CE. Les CH sont ensuite
libérées dans la lumiére du vaisseau afin de coloniser les organes hématopoiétiques définitifs
(Dieterlen-Lievre et al. 2006). Le lien entre CE et CH au cours de la genése des CSHs intra-
embryonnaires apparait de nouveau trés étroit et plusieurs modeles de formation des
bourgeonnements intra-aortiques ont €té proposés. L'hypothése la plus ancienne (Emmel
1916 ; Smith and Glomski 1982) évoque la possibilité que I'endothélium puisse étre a 1’origine
des CSHs, par transdifférenciation transitoire. Cette hypothése, dite de « l'endothélium
hémogéniquey, prit toute son importance avec la redécouverte des bourgeonnements intra-
artériels et fut abordée expérimentalement dans les modeles aviaire et murin (Sabin et al.

2002 ; Goldi et al. 2008 ; Kissa et al. 2010 ; Boisset et al. 2010).
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1.6.3.2. L’endothélium hématogéne

L’étroite association entre les CE et CH ou les CSHs naissantes au moment de
I’émergence des clusters dans le plancher aortique suggere que les CH définitives incluant les
CSHs seraient générées a partir d’un intermédiaire endothélial avec un potentiel
hématopoiétique, I’endothélium hémogénique (Jaffredo et al. 2005).

Les premiers travaux visant a vérifier cette hypothése furent réalisés chez I’embryon de
poulet. Avant l'apparition des premic¢res CH aortiques, les cellules de ’arbre vasculaire
aortique subirent deux types de marquages, I’un a court-terme, 1’autre a long terme. Le
premier consista a utiliser des lipoprotéines acétylées de faible densité couplées au Dil (Dil-
AcLDL) qui seront spécifiquement endocytosées par les CE et les second, a employer des
rétroviraux exprimant le géne rapporteur de la p—Galactosidase (LacZ). Ces expériences de
tracage cellulaire aboutirent aux mémes conclusions et permirent d’établir que les CH issues
des bourgeonnements aortiques dériveraient des CE du plancher des vaisseaux (Jaffredo et al.
1998 et 2000). Ces observations ont été¢ confirmées chez la souris. En utilisant des marqueurs
spécifiques des CE (VE-cadhérine /CD457/Ter119") et des CH (VE-cadhérine /CD45"), les
auteurs ont isolé les CE du sac vitellin a E9.5 et ont confirmé in vitro que ces cellules avaient
la capacité de se différencier aussi bien en CE qu’en CH (Nishikawa et al 1998). Quelques
années plus tard, la capacité de cette population particuliére de CE fut reconnue in vivo dans
le modéele murin (Fraser et al. 2003 ; de Bruijn et al. 2002) et chez I’homme (Oberlin et al.
2002). La méthode de tracage in vivo a I’aide d’une injection de Dil-AcLDL fut reprise dans
les travaux de Sugiyama et al en 2003. Ces derniers injectérent le Dil-AcLDL dans le cceur
d’embryons E10 afin de pouvoir marquer I’ensemble du réseau vasculaire. Dans un premier
temps, les cellules Dil+ présentérent un phénotype caractéristique des CE, mais, quelques
heures plus tard, presque la moitié de ces cellules avaient un phénotype hématopoiétique.
Ainsi, ils montrérent que ces cellules possédaient la capacité a reconstituer le systéme
hématopoiétique et des travaux ultérieurs mirent en évidence leur participation a la
colonisation du foie feetal a E10.5 (Sugiyama et al 2005). Quelques années plus tard, un
modele de souris transgénique VE-cadhérine/Cre fut développé afin d’étudier la filiation
hématopoiétique des premieres CE. Ce modele est basé sur le systétme CRE/loxP permettant
de suivre la descendance des cellules ayant exprimé le marqueur VE-cadhérine a un moment
donné du développement. Ainsi, Zovein et al montrérent que la lignée Ve-cadhérine de
I’AGM est capable, a long terme, d’hématopoiese multi-lignage. Ils confirmérent également

les travaux de Sugiyama concernant la colonisation du foie fcetal par les cellules d’origine
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endothéliale, cellules qui migreront par la suite dans la moelle osseuse (Zovein et al. 2008 ;
Alva et al. 2006 ; Monvoisin et al. 2006).

En outre, de nombreux travaux s’efforcérent de mieux caractériser cette population
particuliére de CE et tous s’accorderent sur le fait que les CSH définitives étaient contenues
dans une population exprimant a la fois le marqueur pan-leucocyte CD45 et le marqueur
endothélial VE-cadhérine (Oberlin et al. 2002 et 2010 ; Taoudi et al. 2005 et 2008). Afin
d’affiner les connaissances de cette population endothéliale hémogénique et d’étudier la
cinétique de la formation des CSHs aortiques, des €tudes complémentaires furent réalisées.
Ainsi, au travers d’expériences de cocultures sur un tapis cellulaire d’OP9, Rybtsov et al.
étudierent 1’évolution des cellules endothéliales hémogéniques en CSHs définitives. Ils
¢tablirent 1’existence de deux types de pré-CSH. La population de pré-CSHs de type I
présente le phénotype VE-cadhérine’/CD45 et ne peut étre considérée comme des CE
hémogéniques en raison de leur incapacité a former des colonies endothéliales in vitro. La
population pré-CSHs de type II, plus mature, se caractérise par le phénotype VE-
cadhérine’/CD45" et formera les CSHs définitives (Rybtsov et al. 2011). Enfin, ces derniéres
années, le développement de nouvelles techniques a permis de visualiser en temps réel par
microscopie confocale, la transitions CE en CH chez la souris et le poisson-zebre (Boisset et
al. 2010 ; Bertrand et al. 2010 ; Kissa and Herbomel 2010 et Lam et al. 2010). La
différenciation des cellules ES fut également observée au travers de cette nouvelle ressource.
Ainsi 1’équipe de Schroeder a montré le détachement progressif des précurseurs
hématopoiétiques a partir de CE, VE-cadhérine” a la suite de leur arrondissement (Eilken et

al. 2009)

En résumé, I’ensemble de ces travaux a permis d’établir que [’hématopoiése aortique
repose sur une population particuliere de CE ayant une capacit¢é hémogénique nommée
I’endothélium hématogeéne. Cette population se situe dans le plancher de 1’aorte qui, sous
I’influence de signaux encore méconnus, va subir une série de modifications phénotypiques
caractérisées par la perte des marqueurs endothéliaux et ’acquisition des marqueurs

hématopoiétiques.
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IL.

Les Prokinéticines

Les Prokinéticines, composées de deux protéines PROK1 et PROK?2 et appartenant a la
famille des protéines sécrétées, furent récemment mis en évidence (Li et al. 2001 ; LeCouter
et al. 2001). Initialement identifiées en tant que régulateur de la contraction gastro-intestinale,
elles ont été associées par la suite, a de multiples fonctions biologiques au sein de I’organisme
telles que I’angiogenése, la survie neuronale, le rythme circadien, la nociception, la réponse

immunitaire, I’hématopoiese ou encore la spermatogencse.

2.1 Les Prokinéticines et leurs récepteurs
2.1.1. Découverte des Prokinéticines
2.1.1.1. MIT-1 et Bv8

L’activité du muscle lisse gastro-intestinal est régulée par des signaux neuronaux
intrinséques et extrinseques incluant classiquement des neurotransmetteurs, des neuropeptides
et des agents hormonaux. En plus des agents endogenes, des peptides exogenes présentant
¢galement un role dans la contraction du muscle lisse gastro-intestinal ont été identifiés par
Scheweitz et al. (1990 et 1999). Ils purifierent notamment une petite protéine non toxique a
partir de venin de Mamba noir (Dendroaspis polylpis) qu’ils nommerent MIT-1 en référence a
Mamba Intestinal Toxin 1. Ils caractériserent par la suite sa fonction et montrérent qu’elle
stimulait la contraction de I’iléon chez le cochon d’inde. Des études antérieures, menées par
Joubert et Strydom, avaient déja mis en évidence cette méme protéine, appelée alors VPRA
pour Venom Protein A (Joubert and Taljaard 1980). Paralleélement, aux travaux de Scheweitz,
une protéine de taille similaire, riche en cystéine et possédant des propriétés contractiles
semblables a MIT-1, a été isolée a partir des sécrétions de peau de la grenouille Bombina
variegata. Elle a ét¢ nommée Bv8 pour son origine et son poids moléculaire de 8 kDa (Mollay
et al. 1999). La caractérisation de son role a permis de mettre en évidence que, tout comme
MIT-1, Bv8 a la capacité d’interagir avec des récepteurs présents dans les tissus des
mammifeéres et de stimuler la contraction de 1’iléon des rongeurs (cochon d’inde, rat et
souris), de relaxer le colon du rat mais aussi que son injection dans le cerveau de rat conduit
au développement d’une hyperalgésie’ (Mollay, et al. 1999). L’analyse de sa séquence
protéique montre une grande similitude avec celle de MIT-1, son homologue chez le serpent,

et une conservation des résidus cystéine et sérine en position 18 et 22 respectivement.

? Perception douloureuse anormalement intense a un stimulus normalement douloureux.
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2.1.1.2. Les prokinéticines

Le haut degré d’identité entre ces peptides d’amphibien et de reptile suggére que des
protéines similaires pourraient exister chez d’autres especes, telles que les mammiferes. C’est
ainsi que 1’équipe de Zhou, utilisa les séquences d’ADN codant pour MIT-1 et Bv8 comme
sondes, afin de rechercher des homologues dans la base de données du génome humain. Deux
orthologues furent identifiés. En raison de leur capacité a stimuler la contraction de I’appareil
gastro-intestinal chez les rongeurs, ils furent nommés les prokinéticines, prokineticine-1
(PROK1) pour MIT-1 et prokineticine-2 (PROK2) pour Bv8. (Li et al. 2001). L’¢étude de la
distribution des prokinéticines a montré que, non seulement ils sont exprimés dans I’appareil
gastro-intestinal mais aussi dans de nombreux tissus adultes et feetaux avec généralement un
niveau d’expression plus élevé pour PROKI1 par rapport a PROK2. L’action contractile sur
I’appareil gastro-intestinal de ces deux molécules et [’effet inhibiteur sur les
molécules bloquantes des canaux calciques suggerent une interaction probable avec des
récepteurs membranaires. Ainsi, Li et al. ont montré que non seulement les prokinéticines
agissent via des récepteurs membranaires mais que ces derniers appartiennent a la famille des

récepteurs couplés aux protéines G.

2.1.1.3. L’EG-VEGF

La méme année, le groupe de Ferrara a décrit un nouveau facteur angiogene exprimé
spécifiquement dans les tissus endocrines (glandes stéroides, les ovaires, les testicules, le
cortex surrénal et le placenta) et agissant sur les cellules endothéliales dérivées de ces tissus.
Ce facteur fut isolé a partir d’une banque de protéines humaines sécrétées dont la capacité a
induire la prolifération de cultures primaires de cellules endothéliales dérivées de capillaires
de cortex surrénalien bovin a été testée. En raison de son activité biologique similaire a celle
du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) sur les cellules endothéliales, il le nomma
EG-VEGF pour Endocrine Gland-Derived Vascular Endothelial Growth Factor (LeCouter et
al. 2001). Malgré des similitudes d’action et de mécanismes de contrdle de prolifération des
cellules endothéliales entre VEGF et EG-VEGF, ces deux facteurs n’ont aucune homologie de

structure.
La connaissance de la séquence protéique complete de ’EG-VEGF a permis de

réaliser que cette protéine était 1’orthologue humain de protéines purifiées antérieurement par

d’autres équipes sous d’autres appellations. C’est ainsi que fut découvert que PROK1 et
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Figure 27: Structure des génes prokl et prok2
(D’aprés Brouillet et al. 2012)

AVITGACERDVQCGAGTCCAISLWLRGLRMCTPL GREGEECHPGSHKVPFFR-KRKHHTCPCLPNLLC SRFPDGRYRCSMDLKNINF
AVITGACERDVQCGAGTCCAISLWLRGLRLCTPL GREGEECHPGSHKIPFFR-KRQHHTCPCSPSLLC SRFPDGRYRCSQDLKNVNF
AVITGACERDIQCGAGTCCAISLWLRGLRLCTPL GREGEECHPGSHKIPFLR-KRQHHTCPCSPSLLC SRFPDGRYRCFRDLKNANF
AVITGACERDLQCGKGTCCAVSLWIKSVRVCTPV GTSGEDCHPASHKIPFSGQRKMHHTCPCAPNLAC VQTSPKKFKCLSK
AVITGACDKDVQCGSGTCCAASAWSRNIRFCIPL GNSGEDCHPASHKVPYDG-KRLSSLCPCKSGLTC SKSGE-KFKCS
AVITGACERDVQCGLGLCCAVSLWLRGLRMCAPR GLEGDECHPFSHKVPYPG-KRQHHTCPCLPHLVC TRDRDSKYRCTDDFKNVDLYEVGQTLR
AVITGACDKDSQCGGGMCCAVSIWVKSIRICTPM GKLGDSCHPLTRKVPFFG-RRMHHTCPCLPGLAC LRTSFNRFICLAQK
AVITGACDKDSQCGGGMCCAVSIWVKSIRICTPM GQVGDSCHPLTRKVPFWG-RRMHHTCPCLPGLAC LRTSFNRFICLARK
AVITGACDKDSQCGGGMCCAVSIWVKSIRICTPM GQVGDSCHPLTRKVPFWG-RRMHHTCPCLPGLAC LRTSFNRFICLARK
AVITGACDRDPQCGGGMCCAVSLWVKSIRICTPM GKVGDSCHPMTRKVPFLG-RRMHHTCPCLPGLAC SRTSFNRYTCLAQK
AVITGACEKDSQCGGGMCCAVSLWIRSLRMCTPM GREGDDCHPMSHTVPFFG-KRLHHTCPCLPNLSC IPMDEGRAKCLSTYKYPDYYL

Figure 28: Séquence d’acides aminés des protéines matures de la famille AVIT dans
différentes especes.

Le numéro fait référence au type 1 ou au type 2 des prokinéticines. H : homme, R : rat, M : souris,
Mam : serpent mamba, Bom : grenouille Bombina varieta, B : Taureau, F : Fugu. Les rectangles bleus
montrent les acides aminés conservés. 86 indique le nombre d’acides aminés chez I’homme (D’aprés
Kaser et al. 2003).
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I’EG-VEGF n’étaient en réalité qu’une seule et méme molécule et qu’ils partageaient 80%
d’homologie avec MIT-1/VPRA (Maldonado-Pérez et al. 2007). De la méme maniere,
I’alignement des séquences de PROK2 a permis de constater qu’il était un orthologue au BvS§
amphibien. Quelques années plus tard, les orthologues de Bv8 et de MIT-1 furent identifiés
dans les sécrétions de peau d’autres amphibiens, chez les 1ézards, les poissons appartenant a
I’espéce Takifugu, les souris, les rats, les bovins, et les singes (Negri et al. 2007). Des
similitudes entre les prokinéticines de différentes espéces sont particuliérement importantes
dans les régions N-terminales et centrales. Quant aux différences majeures, elles se situent
dans la région C-terminale, ou une conservation modérée de cette zone est tolérée pour le

maintien de ’activité des prokinéticines (Bullock et al. 2004).

2.1.2. Les geénes des prokinéticines

Chez I’homme, I’EG-VEGF est transcrit par le géne prokl composé de trois exons et
localisé sur le chromosome 1 en 1p21 (Li et al. 2001 ; LeCouter et al. 2001 ; Kaser et al.
2003). A ce jour, aucun produit issu d’un épissage alternatif n’a été démontré. A ’inverse, le
gene codant la PROK2 situé sur le chromosome 3 en 3p13, présente, quant a lui, quatre exons
et produit par épissage alternatif deux protéines. La forme la plus active, PROK2, est
dépourvue de I’exon 3 et se compose de 81 acides aminés alors que le variant, PROK2L,
comporte tous les exons et comprend 102 acides aminés (Figure 27.). Les promoteurs du
prok2 et de son orthologue murin sont hautement conservés chez ces especes ce qui suggere
une régulation transcriptionnelle similaire. En revanche, la divergence des promoteurs du
geéne prokl et de son orthologue murin révéle une spécificité dans la régulation
transcriptionnelle de ces deux genes (Maldonado-Pérez et al. 2007 ; Bullock et al. 2004 ;
LeCouter et al. 2003)

2.1.3. Les protéines des prokinéticines

La protéine mature de ’EG-VEGF, constitutivement sécrétée, est composée de 86
acides aminés et présente une masse moléculaire relative de 8,6 kDa. Son ADN
complémentaire (ADNc) code pour une protéine de 105 acides aminés dont un peptide signal
de 19 acides aminés. Quant a PROK2, il est composé de 81 acides aminés tandis que la
seconde forme, PROK2L, est pourvue de 102 acides aminés. L’EG-VEGF Humain/PROKI1 et
Bv8/PROK?2 partagent 44% d’identité¢ (Maldonado-Pérez et al. 2007) et présentent tous deux
10 cystéines formant 5 ponts disulfures. De maniere intéressante, chez toutes les espéces, la

région N-terminale présente une séquence hexa-peptidique complétement conservée,
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MITI COLIPASE

Figure 29: Structure secondaire de MIT-1 et de la colipase
(D’aprées Boisbouvier et al. 1998)
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AVITGA, séquence d’acides aminés a 1’origine du nom de cette famille de protéines ;
« Famille AVIT » (Kaser et al. 2003) (Figure 28). Cette caractéristique est essentielle pour
leurs activités biologiques et leurs liaisons aux récepteurs PROKRI et PROKR2. Des
substitutions, délétions ou encore des insertions dans cet hexapeptide N-terminal conduisent a
la perte de ’activité agoniste. Ainsi, il a ét¢ montré que des mutations de cette séquence par
une substitution de la premicre alanine « N-terminal » par une méthionine, par 1’insertion
d’une méthionine en aval de 1’alanine N-terminale (Bullock et al. 2004) ou encore par une
délétion des deux premiers acides aminés (Negri et al. 2005), inhibent ’activité des récepteurs
aux prokinéticines. Ces mutants se comportent alors comme des antagonistes de ces
récepteurs. Les régions centrales sont également conservées chez ces especes.

Par ailleurs, un groupe de protéines présentant de forte homologie structurale et
séquentielle avec MIT-1/Bv8/PROK et appartenant a la famille MIT-like atracotoxin (ACTX)
a été identifié chez les invertébrés. Elles ont notamment été découvertes dans le venin des
araignées Hadronyche versuta (Szeto et al. 2000 ; Wen et al. 2005), le systéme des
allomones' chez les cnidaires (Sher et al. 2005) et dans les hémocytes'' de la crevette
(Soderhall et al. 2005). Tous ces homologues sont dépourvus de six acides aminés dans leur
région N-terminale, les rendant incapables d’activer les récepteurs des prokinéticines chez les
mammiferes. En 1998, I’analyse de la structure tridimensionnelle de MIT-1 par Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN) a mis en évidence que cette molécule présente de nombreuses
ressemblances avec une protéine de 1’appareil digestif, la colipase'? (Boisbouvier et al. 1998)
(Figure 29). En effet, toutes deux présentent une séquence peptidique comprenant dix
cystéines a l’origine de la formation de cinq ponts disulfures. Ces ponts disulfures sont
essentiels a P’activité, un mauvais repliement de protéines recombinantes ou des mutations
dans les cystéines conduisant a des protéines incapables d’activer leurs récepteurs (Bullock et
al. 2004). Néanmoins, bien que ces protéines présentent de fortes homologies structurales,
leurs fonctions demeurent distinctes. Les prokinéticines ne peuvent stimuler I’activité des
lipases pancréatiques (Boisbouvier et al. 1998 ; Kaser et al. 2003). A ce jour, aucune structure
de ’EG-VEGF ainsi que de Bv8 n’a été proposée. Cependant, il est fort probable compte tenu

de la séquence peptidique et de la répartition des cystéines, que leur structure soit proche de

12 Substance chimique, composée de neurotoxines, sécrétée par les anémones de mer et les hydres
' Cellules réalisant la phagocytose chez la crevette
2 Polypeptide nécessaire a 1’activité enzymatique de la lipase pancréatique
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celle de MIT-1. Les prokinéticines sont des protéines trés basiques, avec un pl (point
Isoélectrique) calculé de 8,65 pour PROKI, 8,85 pour PROK2, et 10,68 pour PROK2L. De
nombreuses protéines sécrétées comme les cytokines et les chémokines sont également tres
basiques et interagissent avec la matrice extracellulaire. PROK1 se lie avec une grande
affinit¢ a 1’héparine, d’ou la possibilit¢ que les prokinéticines puissent étre régulées par
séquestration dans le compartiment extracellulaire in vivo (LeCouter et al. 2001). Enfin, il a
été montré que les prokinéticines régulent diverses fonctions biologiques incluant notamment
la motilité du muscle lisse gastro-intestinal et 1’angiogenese, et que Bv8/PROK?2 est associé
au systeme nerveux, tandis que I’EG-VEGF/PROKI est associé a I’appareil reproducteur et

aux organes endocrines.

2.1.4. Les récepteurs des prokinéticines

Trois équipes de recherche indépendantes identifiérent simultanément deux récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG) et qui promeuvent la mobilisation de Ca®" intracellulaire,
comme étant les récepteurs des prokinéticines chez les mammiféres (Lin et al. 2002 ; Masuda
et al. 2002 et Soga et al. 2002). Ces derniers s’avéraient proches structurellement des
récepteurs des neuropeptides Y (NPY) mais ne répondaient a aucun neuropeptide connu
(Parker et al. 2000). Dans un premier temps, ils furent nommés GPR73A et B, puis
prokinéticine récepteur 1 (PROKR1) et prokinéticine récepteur 2 (PROKR?2) respectivement
par I’équipe de Zhou, en référence a leur forte identité¢ (80%) avec un récepteur orphelin
décrit chez la souris, le GPR73 (Lin et al. 2002). PROKR1 et PROKR2 partagent 85%
d’homologie de leur séquence en acides aminés mais divergent au niveau de leur partie
extracellulaire en N-terminale (Lin et al, 2002 et Masuda et al. 2002). En revanche, leurs
domaines transmembranaires sont comparables suggérant que leur mécanisme d’activation est
identique (Soga et al. 2002). PROKRI1 est composé de 393 acides aminés tandis que PROKR2
est pourvu de 384 acides aminés (Soga et al. 2002). Chez I’homme, les génes prokrl et prokr?2
comportant chacun deux exons, sont localisés sur deux chromosomes distincts, les
chromosomes 2 en 2ql4 et 20 en 20p13, respectivement. Cela indique que ces deux RCPG
sont codés dans le génome humain par des genes indépendants (Kaser et al. 2003 et Lin et al.
2002). Les diverses études du patron d’expression tissulaire de ces PROKRs ont montré des
différences pour les deux récepteurs. En outre, ils répondraient de maniére tissu-spécifique et

de facon concentration-dépendante aux ligands PROK1 et PROK?2 (Soga et al. 2002).
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Figure 30: L'activation des PROKRs peut impliquer de nombreuses
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2.1.4.1. Les voies de signalisation des prokinéticines

A noter également que les récepteurs recrutent les protéines Gi, Gq et G, indiquant
qu’ils activent diverses cascades de signalisation intracellulaire (Figure 30). Dans les cellules
endothéliales de capillaires du cortex surrénalien (ACE), la liaison des prokinéticines sur leurs
récepteurs induit 1’activation de la voie de signalisation PKC (Protein Kinase C)-MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase) ou PI3K (Phosphoinositide 3 Kinase)-AKT (protéine
kinase-B), et peut étre inhibée par la toxine pertussis, suggérant que ces récepteurs se lient a la
protéine G; (Lin et al. 2002). Au contraire, I’activation des PROKRs dans les cellules CHO"
transfectées par les ADNc des PROKR1 et 2 induit la mobilisation de Ca®" intracellulaire,
sous-entendant que les récepteurs sont couplés a la protéine G4 (Lin et al. 2002 ; Soga et al.
2002). Enfin, les PROKRs activés dans les cellules HEK293'* augmentent ’accumulation
d’AMPc (Cyclic Adenosine monophosphate), ce qui implique la liaison de la protéine G,
(Chen et al. 2005).

2.1.4.2. Affinités des prokinéticines pour leurs récepteurs

L’étude des IC50"° des prokinéticines pour leurs récepteurs révéle des affinités
relativement comparables, néanmoins, quelques différences sont a relever. Ainsi, PROK2/Bv8
posséde une plus forte affinité pour les PROKRs (IC50 de 4,5 + 0,8 nM pour PROKRI et de
6,4 = 1,3 nM pour PROKR?2), alors que PROK1/EG-VEGF montre une affinité plus modérée
pour ces deux récepteurs (IC50 de 27,6 + 8,2 nM pour PROKRI1 et de 52,2 + 16,4 nM pour
PROKR?2) (Maldonado-Pérez et al. 2007, Li et al. 2002 ; Soga et al. 2002). L’ordre de
grandeur des affinités est conservé pour les deux prokinéticines et leurs récepteurs. Le
parametre qui influencera en grande partie la liaison de tel ligand sur tel récepteur sera la

quantité de 1’un ou de I’autre dans le tissu cible.

2.1.4.3. Les rdles spécifiques des récepteurs aux prokinéticines
Enfin, des rdles spécifiques de PROKR1 ou PROKR2 ont récemment été rapportés. 1l
a ainsi été¢ décrit que PROKRI serait spécifiquement impliqué dans des processus de
prolifération, survie, migration et angiogenése, tandis que PROKR2 augmenterait la
perméabilité, la fenestration, et serait impliqué dans I’hypertrophie cellulaire (Brouillet et al.
2010 ; Guilini et al. 2009 ; Hoffmann et al. 2009 ; Urayama et al. 2007 et 2008). Les

mécanismes intervenant dans ces effets distincts ne sont pas encore clairement définis.

1 Cellules dérivées de I’Ovaire d’Hamster Chinois
' Cellules de rein d’embryon humain
!> Concentration d’un composé inhibant 50% de 1’effet observé.
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Cependant, ces différences de roles confortent I’idée de I’importance de la distribution de ces
protéines dans une cellule cible afin d’activer la bonne voie de signalisation induisant la
fonction biologique requise. Différents patrons d’expression des prokinéticines et de leurs

récepteurs ont déja été rapportés dans de nombreux tissus.

2.2 Régulations locales de I'’expression des prokinéticines

A ce jour, nos connaissances au sujet des régulations locales de I’expression du systéme
PROK/PROKR sont limitées. Une caractérisation compléte de leurs promoteurs pourrait
permettre de déterminer des régulateurs potentiels de ce systeme. Le profil dynamique de
I’expression de I’EG-VEGF/PROKI1 et de ses récepteurs au cours de la grossesse suggere que
leur expression est finement controlée dans le placenta. Différentes études ont permis
d’identifier certains régulateurs de PROKI1. Ainsi, dans le systeme reproducteur de la femme,
les hormones stéroides (les cestrogenes et la progestérone), I’hCG (human Chorionic
Gonadotropin) et le HIF-1 (Hypoxia-Inductible Factor 1) réguleraient son expression
(Battersby et al. 2004 ; Ngan et al. 2006 ; Hoffmann et al. 2006 ; Maldonado-Pérez et al.
2007 ; Brouillet al. 2012). Cependant, les mécanismes impliqués ne sont pas encore

caractérisés.

2.2.1. Régulation par I'hypoxie

La teneur faible en oxygene est un paramétre clé dans le controle de I’expression de
nombreux génes au cours du 1 trimestre de grossesse. Le niveau d’expression élevé de I’EG-
VEGEF et de PROKR1 pendant la période hypoxique de la placentation humaine (10 — 12 SA)
suggére qu’ils pourraient étre, eux aussi, régulés par 1’hypoxie. L’analyse de la région
promotrice des geénes prokl et prok2 a mis en évidence la présence d’un élément de réponse
fonctionnel a I’hypoxie, un site de liaison a I’HIF-1. Ainsi, lorsque les SW13 et H295R
(lignées tumorales de surrénales) et P19 (cellules murines de carcinome embryonnaire) sont
maintenues dans un environnement hypoxique, HIF-1 est capable de se lier au promoteur des
prokinéticines et d’induire leur expression (LeCouter et al. 2001 et 2003). Une expérience
similaire a été réalisée sur des cytotrophoblastes isolés et a démontré le méme résultat. La
pression en oxygene est un régulateur de I’EG-VEGF mais aussi de PROKR1 (Hoffmann et
al. 2006). L’équipe est allée plus loin et a cherché a déterminer la nature du mécanisme
impliquée. Elle a étudié I’effet d’inhibiteurs de la transcription (DRB : 5,6-dichloro-1-béta-D-
ribofuranosylbenzimidazole) et de la traduction (cycloxemide) dans un environnement pauvre

en oxygene sur I’expression de ’EG-VEGF et PROKRI, et a conclu que I’hypoxie régulerait
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leur expression au niveau transcriptionnel dans un premier temps et, secondairement, au
niveau de leur syntheése protéique (Hoffmann et al. 2006). L’ensemble de ces données
souligne I’importance du réle de ’EG-VEGF et de PROKRI1 au cours du premier trimestre de
grossesse, le maintien de leur expression pendant la période normoxique de la placentation
humaine pourrait étre associé¢ aux pathologies de la grossesse. Dans cette idée, des études ont
rapporté que chez des patientes pré-éclamptiques et dans les RCIU, 1’expression et le taux
circulant de I’EG-VEGF étaient augmentés au cours du 2°™ et 3°™ trimestre (Chung et al.

2004 ; Hoffmann et al. 2009 ; Brouillet et al. 2012).

2.2.2. Régulation par les stéroides
Les glandes endocrines sécrétent de nombreux stéroides. L’analyse du promoteur du
gene prokl a révélé un site de liaison potentiel pour SF-1 (Steroidogenic factor-1), facteur
transcriptionnel impliqué dans la différenciation stéroidogénique. En outre, il a été montré que
les hormones stéroides, telles que les cestrogenes et la progestérone, régulent positivement
I’expression de PROK1 dans le systeme reproducteur (Battersby et al. 2004; Ngan et al.
2006).

2.2.3. Régulation par I’'hCG

Le fait que I’expression de I’EG-VEGF ne soit pas maximale pendant toute la période
hypoxique placentaire suggére une régulation éventuelle par d’autres facteurs. Or,
I’expression de I’hCG (Hormone Chorionique Gonadotrope humaine) au cours de la grossesse
présente un profil d’expression similaire a celui de ’EG-VEGF avec un pic a 8 SA, soit peu
avant celui de '’EG-VEGF. Ceci suggére une régulation potentielle de ’EG-VEGF par ’hCG
(Brouillet al. 2012). L’hCG, composée de deux sous-unités, o et B, est une glycoprotéine
fortement glycosylée spécifique de la gestation humaine (Pierce and Parsons, 1981). Elle est
indispensable au maintien de la grossesse, puisqu’elle stimule la production de progestérone
par ’ovaire et participe au développement précoce du placenta en régulant la différenciation
trophoblastique (Cronier et al. 1995 ; Shi et al. 1993) et I’invasion des cytotrophoblastes
extravilleux. En effet, il a été décrit que I’hCG sécrétée par le CTEV invasif, stimule ce
processus d’invasion (Handschuch et al. 2007). Des études ont montré également qu’elle
intervenait dans 1’angiogenése placentaire en augmentant a la fois la sécrétion du facteur
VEGF dans les trophoblastes en culture mais aussi la formation de nouveaux capillaires a
partir de cellules endothéliales des micro-vaisseaux placentaires (Islami et al. 2003). Des

travaux menées chez le babouin ont décrit que I’hCG augmentait I’ARNm de I’EG-VEGF in
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vivo (Evans et al. 2009). Des recherches qui furent également réalisées dans les cellules
épithéliales endométriales humaines et dans la décidue du 1 trimestre, aboutirent aux mémes
conclusions (Evans et al. 2009). Ces résultats établissent de nouvelles perspectives dans
lesquelles I’hCG, qui joue un rdle important dans la réceptivité de I’endometre et le maintien
de la grossesse, pourrait agir via ’EG-VEGF. Il a d’ailleurs été décrit que I’EG-VEGF serait
un biomarqueur de la réceptivité de ’endometre (Haouzi et al. 2009). Il a également été
rapporté que I’hCG augmentait in vitro I’expression en ARNm de PROK1 dans les cellules de
la granulosa et du corps jaune au sein de 1’ovaire (Fraser et al. 2005). Dans le but de
déterminer I’effet de I’hCG sur ’expression de I’EG-VEGF et de ses récepteurs, PROKRI et
PROKR2, dans le placenta au cours du 1% trimestre de grossesse, deux systémes
physiologiques ont ét¢ utilisés des cultures d’explants placentaires, entre 6 et 11 SA, ainsi que
des cultures primaires de trophoblastes. Dans un premier temps, il a ét¢ montré que le
récepteur de I’hCG, LH/CGR, est exprimé dans le ST ainsi que les CT. Brouillet et al. ont
décrit une nouvelle régulation physiologique dans laquelle I’hCG, synthétisée par le ST,
agirait de maniére autocrine sur ces mémes cellules afin d’augmenter I’expression en ARNm
et en protéines de ’EG-VEGF et de PROKR2 (préférentiellement exprimés dans le ST), de
manicre dose-dépendante et temps-dépendant. L’hCG agirait également de maniére paracrine
sur les CT pour stimuler I’expression de PROKRI1. L’effet de cette hormone de grossesse
serait a la fois transcriptionnel et post-transcirptionnel et impliquerait I’AMPc (Brouillet et al.
2012). Ces résultats mettent en lumiere I’hCG comme un nouveau régulateur de I’EG-VEGF

et de ses récepteurs au cours du développement placentaire.

2.3 Expression de 'EG-VEGF/PROK1 et de ses récepteurs dans le placenta
L’expression de ’EG-VEGF au sein du placenta a été rapportée pour la premiere fois
par I’équipe de Ferrara en 2001 (LeCouter et al. 2001), d’autres groupes approfondirent
I’étude par la suite (Burton et al. 2003 ; Denison et al 2009 ; Haouzi et al. 2009, Lee et al.
2009). L’essentiel des données relatant son expression, sa régulation et son rdole dans le

placenta au cours de la grossesse ainsi que de ses récepteurs fut décrit par notre laboratoire.

2.3.1. Expression de 'EG-VEGF et de ses récepteurs dans le placenta humain
2.3.1.1. Le taux de I'EG-VEGF circulant au cours de la grossesse
Une expression dynamique de ’EG-VEGF a été rapportée dans le sérum de femme
enceinte. Le laboratoire a comparé le profil d’expression sérique de I’EG-VEGF chez la

femme enceinte pendant les trois trimestres avec la femme non enceinte (Figure 32). Chez
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Figure 32: Profil d'expression sérique d' EG-VEGF au cours de la grossesse.
(Figure adaptée de Hoffmann et al. 2009)

(a) Villosité placentaire (b) Villosité placentaire
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Figure 33: Localisation de I’EG-VEGF et de ses récepteurs dans le placenta
au cours du premier trimestre de grossesse.

a) Schéma représentant la villosité placentaire et les différents types cellulaires. b) Schéma de la
villosité placentaire et de la localisation de ’EG-VEGEF et de ses récepteurs, PROKR1 et PROKR2.
EG-VEGF est principalement exprimé dans le syncytiotrophoblaste (ST). PROKRI1 est présent dans le
CTV et PROKR?2 est localisé dans le ST, le cytotrophoblaste extravilleux (CTEV) et les cellules
endothéliales. CD : cellules déciduales ; VSF : vaisseau sanguin feetal ; Ho : cellules de Hofbauer ;
VSM : vaisseau sanguin maternel ; bouchon : agrégats de cellules trophoblastiques.

(D’aprés Brouillet et al. 2012)
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cette derniere, le niveau plasmatique de I’EG-VEGEF avoisine les 50 pg/mL, alors qu’au cours
du 1 trimestre, il est cinq fois plus élevé, environ 250 pg/mL. Le taux circulant de I’EG-
VEGF décroit ensuite progressivement jusqu’a atteindre vers la fin de la période
gestationnelle, un niveau plus proche de celui de la femme non enceinte, 70 pg/ml en
moyenne (Hoffmann et al. 2009). Cette ¢lévation du taux sérique de I’EG-VEGF semble
supposer que le placenta pourrait étre la principale source de cette cytokine. La production de
I’EG-VEGF par le placenta a été confirmée dans les milieux conditionnés de cultures ex vivo
d’explants placentaires (Hoffmann et al. 2007 et Brouillet et al. 2010). Néanmoins, d’autres
¢tudes ont montré que le placenta pourrait ne pas étre la seule source de 'EG-VEGF
circulant, spécifiquement au début de la grossesse. En effet, ’EG-VEGF semble hautement
exprimé dans les cellules dérivant de la granulosa du corps jaune (corpus luteum) pendant la
phase lutéale du cycle (Fraser et al. 2005). Des études préliminaires au sein de 1’équipe

semblent confirmer ce constat.

2.3.1.2. Expression placentaire de I'EG-VEGF et de ses récepteur au cours du 1er
trimestre de grossesse

La présence de I’EG-VEGF dans le placenta et sa régulation par I’hypoxie, suscita
I’intérét de notre laboratoire pour déterminer le patron d’expression de I’EG-VEGF, de son
analogue PROK2 et de leurs récepteurs dans le placenta humain au cours de la grossesse.
Ainsi, I’étude du patron d’expression a montré que ce facteur est exprimé de maniére
dynamique au cours du premier trimestre de grossesse. L’EG-VEGF est présent dés la 67
SA dans le tissu endocrine du placenta, le syncytiotrophoblaste (ST). Son expression est
restreinte au ST jusqu’a la 8™ SA, puis a des ages gestationnels plus avancés (9 — 12 SA), il
est localis¢ dans le ST, les cellules de Hofbauer et les CTV (Hoffmann et al. 2006). Son
expression n’a jamais ét¢ montrée dans les CTEV. Ses deux récepteurs, PROKR1 et PROKR?2
sont, eux aussi, exprimés dans le placenta, mais avec une distribution et en proportion
différentes. PROKRI1 est principalement présent dans les CTV, tandis que PROKR2 est
localisé dans le ST, les CTEV et les cellules endothéliales microvasculaires placentaires
(Hoffmann et al. 2006 et 2009) (Figure 33). Quant a ’ARNm de PROKRI1, il s’avére 80 fois
plus abondant que celui de PROKR2 dans les trophoblastes en culture primaire. Cette
dissemblance d’expression des PROKRs au sein des différents types cellulaires suggere la
possibilité d’effets distincts de I’EG-VEGF sur ces cellules. Le profil d’expression de I’EG-
VEGF et de PROKRI1 sont relativement proches et présentent un pic d’expression en ARNm

et en protéines peu de temps avant 1’établissement de la circulation feeto-maternelle, entre 10
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Figure 34: Expression dEG-VEGF en ARNm et protéine au premier trimestre de grossesse

(a et b sont significativement différents). Les ages gestationnels sont en semaines de développement (il

faut ajouter 2 semaines pour avoir les ages en semaines d’aménorrhée). (Figures adaptées de
Hoffmann et al. 2006).
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et 12 SA, avant de décroitre drastiquement (Hoffmann et al. 2006) (Figure 34). Ce profil est
en accord avec la modification de la pression en oxygéne au sein du placenta aprés la 127
SA. En effet, au-dela de ce stade, les bouchons trophoblastiques qui obstruaient les artéres
spiralées utérines, se désagrégent progressivement, laissant entrer le sang maternelle dans la
chambre intervilleuse et ainsi augmenter la teneur en oxygene. Quant a PROKR?2, son profil
d’expression est plus stable au 1 trimestre. En outre, PROK2 n’est pas détecté dans le
placenta humain avant 8 SA. Son expression en ARNm et en protéines est trés faible et

perdure seulement jusqu’a 10 SA (Hoffmann et al. 2006).

2.3.1.3. Expression de I'EG-VEGF et de ses récepteurs au 3éme trimestre de
grossesse
En raison des difficultés a obtenir du tissu placentaire sain au 2°™ trimestre, la majorité
des données traitant de I’EG-VEGEF et de ses récepteurs au-dela du 1% trimestre, provient de
tissus du 3™ trimestre issus de césarienne. Ainsi, il a été montré que I"EG-VEGF et ses
récepteurs sont localisés dans le ST, les cytotrophoblastes, I’endothélium foetal et les

macrophages (Brouillet et al. 2010, Denison et al. 2008).

2.3.2. Expression de I'EG-VEGF et de ses récepteurs dans le placenta murin

Dans le but de pouvoir disposer d’un modele animal et compte tenu des grandes
similitudes entre la placentation humaine et murine, ’expression de ’'EG-VEGF et de ses
récepteurs a été étudiée tout au long de la gestation murine (Hoffmann et al. 2007). Des
résultats comparables avec ceux obtenus chez I’humain ont été retrouvés. L’EG-VEGF est
principalement localis¢é dans le labyrinthe correspondant au placenta hémochorial de la
femme. A I’image de I’homme, une diminution de 1’expression protéique et en ARNm de
cette cytokine est observée chez la souris. Ce phénomene précéde I’augmentation de la teneur
en oxygene au sein du labyrinthe soit autour de 10,5 jpc. En outre, le patron d’expression et la
localisation de PROKRI1 ainsi que de PROKR2 différent. PROKR1 est exprimé dans le
labyrinthe et présente le méme profil d’expression que ’EG-VEGF. En revanche, 1’expression
de PROKR2 est maintenue au-dela de 10,5 jpc et celui-ci est localisé dans les cellules
trophoblastiques mais aussi endothéliales du placenta murin. Cela suggere, comme chez
I’humain, un role angiogene de ’EG-VEGF dans le développement placentaire qui passerait

par le récepteur PROKR?2 (Hoffmann et al. 2007).
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2.4 Fonctions des prokinéticines

La distribution tissulaire variée, la diversité des protéines G recrutées et la régulation
différentielle des prokinéticines suggerent une implication de ces facteurs dans une multitude
de fonctions in vivo. En effet, initialement identifiés en tant que stimulateur de la motilité
gastro-intestinale (Li et al. 2001), les prokinéticines ont été montré comme associées a de
multiples fonctions biologiques au sein de 1’organisme, telles que I’angiogenese (LeCouter et
al. 2001 et 2003), la sensibilité¢ a la douleur (Hu et al. 2006 ; Negri et al. 2002 et 2006), le
rythme circadien (Cheng et al. 2002, Li et al. 2006 ; Prosser et al. 2007), le développement du
systeme olfactif périphérique (Matsumato et al. 2006), ’hématopoic¢se (LeCouter et al. 2004),
la différenciation des monocytes (Dorsch et al. 2005), I’activation des macrophages (Martucci
et al. 2006), la survie neuronale et la neurogenése (Melchiorri et al. 2001), le cycle menstruel
(Battersby et al. 2004 et Ngan et al. 2006), la reproduction (Maldonado-Pérez et al. 2007),
I’angiogenese (LeCouter et al. 2001 et 2003) ainsi que la placentation (Brouillet et al. 2010 et
2012, Hoffmann et al. 2006, 2007 et 2009). Les génes codant pour les prokinéticines ont des
sites d’expression différents. Les transcrits de prokl abondent dans les ovaires et le placenta
alors que ceux de prok2 sont localisés majoritairement dans les testicules et le systéme
nerveux (Maldonado-Pérez et al. 2007). Le fait que PROK2 soit indétectable dans les organes
reproducteurs féminins (Ferrara et al. 2004 ; Fraser et al. 2005) et dans le placenta (Brouillet
et al. 2012 ; Hoffmann et al. 2009) confere a ’EG-VEGF la place de prokinéticine majeure de
ces organes. Des données grandissantes de la littérature placent le systtme EG-
VEGF/PROKRs au centre de la fonction reproductive chez la femme et, plus
particuliérement, au cceur des régulations entre I’embryon et I’endomeétre. Dans la suite de ce
manuscrit, seuls les roles de ’EG-VEGF dans la placentation et I’hématopoicese placentaire

seront explicités.

2.4.1. Prokinéticines et hématopoiese

De récentes études ont démontré que les placentas humains et murins constituent des
niches, mais aussi des sites de génération des cellules souches hématopoiétiques (Rhodes et
al ; 2008 ; Robien et al. 2009). LeCouter et al. ont montré que les prokinéticines (I’EG-VEGF
et Bv8) jouent un rdle direct dans la différenciation hématopoiétique au niveau de la moelle
osseuse. PROK2/Bv8 est exprimé dans les cellules sanguines, en particulier les monocytes,
les neutrophiles, et les cellules dendritiques (LeCouter et al. 2004). 11 est également présent

dans les neutrophiles localisés sur le site d’inflammation et peut stimuler la migration des
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monocytes (LeCouter et al. 2004) tandis que PROKI1 est exprimée dans les lymphocytes B et
T, ainsi que dans les tissus enflammés (Dorsh et al. 2005). Quant a leurs récepteurs, ils ont
¢galement été¢ détectés dans les cellules souches hématopoiétiques (CSH) et dans certaines
cellules sanguines matures, telles que les lymphocytes (LeCouter et al. 2004). En outre, les
deux prokinéticines semblent augmenter le nombre de colonies de granulocytes et de
monocytes formées lors de culture de CSHs et favoriser leur survie ainsi que leur
différenciation (Dorsh et al. 2005 ; LeCouter et al. 2004). Cependant, a ce jour, il existe tres
peu de données concernant les régulateurs potentiels d’une différenciation vers des cellules
endothéliales et/ou hématopoiétiques dans le placenta. En raison de 1’expression importante
de 'EG-VEGF au cours du premier trimestre, d’une activité hématopoiétique du placenta
murin précédant le pic d’expression de I’EG-VEGF, mais aussi de ses effets sur la
différenciation des cellules hématopoiétiques au niveau de la moelle osseuse et de son rdle
pro-angiogeéne au sein de la villosité placentaire, il était légitime de supposer que ce facteur
pourrait jouer un role dans la différenciation hémangioblastique placentaire humaine et

murine. Ceci constitue I’un de mes projets de these.

2.4.2. Lerole de I'EG-VEGF dans le controle de I'invasion trophoblastique

Le développement embryonnaire précoce se déroule dans un environnement hypoxique
afin de protéger le développement des organes contre les effets néfastes des espéces
radicalaires, puisqu’a cet dge développemental, ’embryon n’exprime que faiblement les
enzymes anti-oxydantes (Jauniaux et al. 2000). La stratégie de défense mise en place est
I’apparition de bouchons trophoblastiques, qui obstruent la lumiere des arteres spiralées
utérines maternelles, empéchant ainsi D’entrée d’¢éléments figurés dans la chambre
intervilleuse. La formation de ces bouchons résulte de la prolifération de cytotrophoblastes
extravilleux (CTEV) a la base de la villosit¢ crampon. Vers 10 — 12 SA, ces CTEV
envahissent la décidue et la paroi des arteres spiralées utérines afin d’établir la circulation
feeto-maternelle. Ce phénomeéne est concomitant avec la disparition progressive des bouchons
trophoblastiques (Jauniaux et al. 2000 et 2001). Cette invasion profonde dans la paroi utérine
est un événement crucial et finement contrdlé. Des dysfonctionnements de ce phénoméne sont
corrélés avec le développement de pathologies de la grossesse. Une faible invasion des
vaisseaux maternels est associée a la pré-éclampsie et/ou au retard de croissance intra-utérin
(Sibai et al. 2005) tandis qu’une invasion trophoblastique excessive est liée aux moles
invasives, au placenta acreta et au choriocarcinome (Saley et al. 2007). De nombreux facteurs

de croissance ont été rapportés comme régulant positivement la prolifération, la
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différenciation ainsi que I’invasion des cellules trophoblastiques, mais peu de données
mentionnent I’existence de régulateurs négatifs de la différenciation trophoblastique. En
revanche, il a été montré que PPARY inhibait 1’invasion trophoblastique (Tarrade et al. 2001),
de méme que TGF-B, au travers de la stimulation d’inhibiteurs de la sécrétion des
métalloprotéases (MMPs) (Graham et al. 1993). Dans la physiologie placentaire les MMPs
sont indispensables au remodelage de la matrice extracellulaire in vivo. En raison de
I’expression majoritaire de PROKR?2 dans les CTEV, de la baisse de 1’expression de ’EG-
VEGF au niveau local et au niveau circulant qui coincide avec le début de I’invasion
trophoblastique, de sa régulation par des éléments clés du développement placentaire
(I’'oxygene et ’hCG), ’EG-VEGF apparait comme un candidat potentiel dans le controle de
la prolifération et de I’invasion trophoblastique. Ainsi, il a ét¢é montré que ’EG-VEGF était
responsable du contrdle de la migration, de I’invasion et de I’organisation en réseaux pseudo-
vasculaires des CETV au cours du 1 trimestre de la grossesse (Hoffmann et al. 2006 et
2009). L’effet inhibiteur de I’EG-VEGF sur la migration et 1’organisation fut totalement aboli
par I’utilisation d’ARN interférant PROKR?2, indiquant son implication dans la médiation de
ces effets. Des études complémentaires ont également montré que ’EG-VEGF induisait la
diminution de la production de MMP2 et MMP9 par les trophoblastes extravilleux et les
explants placentaires (Hoffmann et al. 2009), métalloprotéinases qui sont importantes pour le
remodelage de la matrice extracellulaire (Bischof et al. 1998 et Fisher et al. 1985).
L’ensemble de ces résultats suggere que I’EG-VEGF est impliqué dans le contrdle de
I’invasion trophoblastique en inhibant leur migration au cours du 1* trimestre de la grossesse.
Par ses effets sur le controle de I'invasion, 'EG-VEGF semble protéger la villosité
placentaire d’un remodelage anticipé des arteéres spiralées maternelles et, par conséquent,
d’une oxygénation trop précoce, qui induirait un stress oxydatif important. Au-dela de 10 SA,
la baisse physiologique de I’EG-VEGF entrainerait la levée de cette inhibition, permettant
ainsi aux CTEV d’envahir la décidue maternelle. L’¢élargissement des artéres spiralées et
I’insensibilit¢ de leur paroi aux éléments vaso-actifs permettraient alors 1’oxygénation
optimale de la chambre intervilleuse, et le déroulement correct de la grossesse au 2°™ et 3°™

trimestre.

2.4.3. Lerole de 'EG-VEGF dans I’angiogenese placentaire
Au cours de cette dernicre décennie, de nombreuses études ont souligné le role
angiogénique de ’EG-VEGF dans les organes endocrines tels que les testicules et les ovaires

(LeCouter et al. 2003). LeCouter et al. ont également rapporté qu’il n’intervenait pas dans
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I’activation des HUVEC, cellules endothéliales dérivées de la veine ombilicale humaine, mais
aucune donnée concernant le potentiel angiogénique de I’EG-VEGF sur les cellules
endothéliales du placenta n’avait été relevée. Or, le placenta est un organe fortement
vascularisé, son réseau vasculaire avoisine, a terme, les 500 km (Burton and Jauniaux 1995).
I1 est, par conséquent, un site privilégié d’expressions de facteurs angiogéniques dont I’EG-
VEGEF et ses récepteurs. En outre, le taux sérique de ’EG-VEGF est maximal au 1 trimestre
de grossesse, période ou I’angiogenése placentaire est fortement activée, et son pic
d’expression a lieu peu avant I’établissement de la circulation feeto-maternelle. A la lumicre
de I’ensemble de ces données, notre laboratoire a comparé les effets de I’EG-VEGF sur les
cellules endothéliales placentaires micro-vasculaires (HPEC) et macro-vasculaires (HUVEC).
D’aprés les connaissances antérieures, il est établi que les HPEC couvrant les capillaires
feetaux de la villosité choriale et assurant les échanges feetaux- maternelles, sont les plus
soumises a I’influence d’un pro-angiogeéne par rapport aux HUVEC, situées dans le cordon
ombilical. Les résultats ont clairement établi que I’EG-VEGF stimule de nombreux processus
angiogéniques dont la prolifération endothéliale, la survie, la migration, I’organisation
tubulaire, la perméabilité ainsi que le transport paracellulaire (Brouillet al. 2010). De manicre
intéressante, 1’ensemble de ces effets a uniquement été observé chez les HPEC. Sur les
HUVEC, I’équipe a confirmé les résultats rapportés par LeCouter et al. en montrant I’absence
d’effet sur leur prolifération mais elle a également démontré que ’EG-VEGF n’avait aucune
influence sur leur migration, leur invasion et leur organisation tubulaire (Brouillet et al. 2010).
En outre, il existerait une expression différentielle des récepteurs PROKR1 et PROKR2 entre
les deux types cellulaires. En effet, les HPEC expriment les deux récepteurs tandis que les
HUVEC expriment seulement PROKRI1. Enfin, il fut également relevé, que les effets
orchestrés par I’EG-VEGF sur les HPEC étaient attribués a I’un ou I’autre des récepteurs. Par
I’intermédiaire de PROKR1, ’EG-VEGF induit la prolifération et la migration alors que via
I’activation de PROKR2, ’EG-VEGF augmente la perméabilit¢ des HPEC (Brouillet et al.
2010). Ces effets différentiels ont aussi été retrouvés au niveau des cellules cardiaques
(Urayama et al. 2007 et 2008). Par conséquent, I’ensemble de ces résultats démontre que ce
facteur est directement impliqué dans 1’angiogenese placentaire, un processus essentiel a la

croissance placentaire et aux échanges feeto-maternels.
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III.

Peroxisome Proliferator Activated Receptor y (PPARY)
3.1 Généralités sur les PPARy

Les récepteurs activés par les activateurs de la prolifération des peroxysomes
(Peroxisome proliferators-activited receptors : PPARs) sont des facteurs de transcription
appartenant au groupe de récepteurs nucléaires NR1C, mais aussi a la super-famille des
récepteurs nucléaires aux hormones incluant les récepteurs de 1’acide rétinoique (RAR) et de
I’acide 9-cis-rétinoique (RXR), des hormones stéroidiennes (progestérone PGR, androgenes
AR, cestrogenes ER, glucocorticoides GR, minérallocorticoides MR) des hormones
thyroidiennes (THR), de la vitamine D3 (VDR), des acides biliaires (FXR), de 1’ecdysone
(EcR), des oxystérols (LXR) ainsi que des récepteurs orphelins dont les ligands ne sont pas
encore connus tels que COUP-TF, HNF-4 (Hépatocyte Nuclear Factor 4 et ERR (Estrogen
Related Recptor) (Laudet et al. 1992). Découverts en 1990, les PPARs ont, dans un premier
temps été décrits comme le récepteur des fibrates, une classe de médicaments
hypolipémiants'® utilisés chez 1’homme depuis les années 1960 (Chinetti-Gbaguidi et al.
2005). Leur nom fut initialement choisi en référence a leur capacité a induire la prolifération
des peroxysomes chez les rongeurs (Issemann and Green 1990), mais depuis lors, de
nombreuses fonctions leurs sont associées. Outre leur role de sensibilisateur a 1’action de
I’insuline, ils interviennent dans le controle de I’expression de genes impliqués dans le
métabolisme lipidique et dans de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération,
I’inflammation ou encore I’apoptose (Ricote and Glass, 2007 ; Scher et al. 2005 ; Lim et al.
2006). Ils deviennent rapidement la cible thérapeutique dans le diabéte, le syndrome
métabolique, 1’athérosclérose et le cancer. Ces facteurs de transcription ont été identifiés dans
de nombreuses especes telles que le xénope, la souris, le rat et ’humain. Chez chacune
d’entre elles, les PPARs sont présents sous trois isotypes, issus de trois genes distincts. Ils
sont couramment désignés sous les noms de PPARa, PPARP ou o6 et PPARy. Ces protéines
présentent un profil de distribution tissulaire distinct, mais une organisation structurale
commune a tous les autres récepteurs nucléaires. Leurs séquences des domaines de liaisons a
I’ADN sont trés conservées entre les trois sous-types, en revanche, celles des sites de liaison
aux ligands diffeérent, suggérant des caractéristiques pharmacologiques distinctes pour chaque
sous-type. Cette notion est renforcée par le fait que chaque isotype présente une distribution
tissulaire variée et des spécialités fonctionnelles différentes malgré leurs fortes homologies de

séquence.

' Médicaments destinés 4 normaliser les taux de lipides sanguins
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Figure 35: Schéma de la structure de PPARYy

A. Organisation du géne humain de PPARy. B. Fonction des domaines de PPARy
(Shéma adapté de Fournier et al. 2006)
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3.2 Structures des PPARs
Les genes de PPARa, PPARY et PPARS/B sont localisés chez I’homme respectivement

au niveau des chromosomes 22, 6 et 3. Quatre isoformes y se distinguent ; PPARY1, y2, y3 et
v4. lls dérivent du méme geéne mais qui a subi un épissage alternatif sous le controle de
différents promoteurs. Les ARNm de PPARyl, y3 et y4 sont traduits en une protéine
identique, PPARyI1, de 49 kDa. Quant a PPARY2, il s’agit d’une protéine de 56 kDa qui
posséde 30 acides aminés supplémentaires dans sa partie N-terminal (Fajas et al. 1997).
PPARa, PPARS/PB et PPARy1 et y2 sont des protéines de, respectivement, 468, 441, 475 et
505 acides aminés (Fournier et al. 2007). L’analyse de I’alignement de leurs séquences
nucléotidiques et protéiques dans différentes espéces a révélé une forte homologie, illustrant
I’étroite conservation de ces facteurs au cours de 1’évolution et I’existence d’un ancétre
commun (Fajas et al.1997 ; Zhu et al. 1995 ; Krey et al. 1993 et Gearing et al. 1994). PPARy
présente cependant le plus haut degré de conservation. La structure générale des geénes des
PPARs s’articule autour de 6 exons codant pour des protéines a plusieurs domaines structurels
et fonctionnels, plus ou moins indépendants les uns des autres. Quatre domaines principaux
résultent du codage de ces six exons (figure 35.).

- La région A/B en N-terminal ou AF-1 correspond au domaine de transactivation
indépendant du ligand et au site de liaison des cofacteurs. Site le moins conservé, il
est aussi le siege de phosphorylations qui réguleront 1’activité du récepteur,

- la région C, hautement conservée, également nommée DBD (DNA Binding
Domain) forme le domaine de fixation a I’ADN. Il est responsable de la
reconnaissance de la s€quence nucléotidique PPRE (PPAR Response Element) située
au niveau des promoteurs des genes ciblés. Celui-ci est constitué¢ d’un double motif
héxanucléotidique AGGTCA espacé par une nucléotide, DR1 (Kliewer et al. 1992) et
précédé d’une extension en 5° —A(A/T)CT. De plus, il intervient dans la dimérisation
des récepteurs nucléaires (PPARy/RXR) (IJpenberg et al. 1997),

- la région D, dite charniere entre le DBD et le domaine de liaison au ligand (LBD),
est également trés conservée parmi les récepteurs nucléaires et est impliquée dans la
localisation nucléaire (Gervois et al. 1999). Récemment, il a ét¢ montré que ce
domaine pouvait interagir avec des protéines régulatrices (Gray et al. 2006) et
contenait des sites de phosphorylation (Gray et al. 2005),

- Enfin, la région E/F en C-terminal correspond au site LBD. Elle contient une large

poche hydrophobe et permet d’accueillir un grand nombre de ligands lipophiles.
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Figure 36: Schéma de la fixation de I’hétérodimere PPARy/RXRa
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(Figure adaptée de Fournier et al.2006)
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Elle forme également le domaine de régulation de la transcription dépendant du
ligand appelé AF-2. Cette région intervient aussi dans la dimérisation des récepteurs
et interagit avec RXR. (Mangelsdorf et al. 1995).
Par ailleurs, I’activation et la fixation de PPARy sur I’ADN via son domaine DBD requiert
obligatoirement I’hétérodimérisation avec le récepteur de I’acide rétinoique 9 cis (RXRa) et la
liaison du ligand PPARY. Lors de leur fixation au niveau du PPRE, en amont des génes
cibles, PPARY est toujours localisé sur I’héxanucléotide en 5’ de celui de RXRa (Figure 36).
Des régulations post-traductionnelles conduisant & une sumoylation et a une phosphorylation

de PPARY ont également été décrites (Camp et al. 1999).

3.3 Lesligands des PPARs

Les ligands de ces facteurs transcriptionnels, produits en majorité au niveau de [’utérus
pendant la grossesse, sont de petites molécules lipophiles comme les acides gras a chaine
moyenne et longue et les éicosanoides. Certains acides gras polyinsaturés a longue chaine,
dont I’acide linoleique, 1’acide linolénique et 1’acide arachidonique, ont été décrits comme se
liant aux trois isotypes. Cependant, les lipides oxydés naturels constituent les ligands
privilégiés des PPARs. Les eicosanoides comme [’acide 8(s)-hydroxy-eicosatetraeonique
(HETE) et le leukotriene B4 forment les ligands du PPARa (Kliewer et al. 1997 ; Devchand
et al. 1996) alors que le prostacycline est un ligand de PPARPB/d (Gupta et al. 2000). Quant au
15-Deoxy-delta (12,14) prostaglandin J2 (15A-PGJ;), métabolite provenant de la
prostaglandine D2, il est considéré comme 1’agoniste naturel le plus puissant de PPARy
(Forman et al. 1995 ; Kliewer et al.1997). Les métabolites oxydés de 1’acide linoléique, plus
particuliérement les acides 9- et 13-hydroxy-octadedieniques (HODE) retrouvés dans les LDL
(low-density lipoprotein) oxydées, ont été identifiés comme des ligands spécifiques de PPARy
(Nagy et al. 1998). En outre, il existe des ligands synthétiques activateurs de PPARy. Parmi
eux se trouvent des molécules utilisées dans le traitement du diabéte non insulino-dépendant
de la famille des thiazolidinediones (troglitazone, rosiglitazone, ciglitazone...) (Lehmann et

al. 1995) (Figure 37).

3.4 Patron d’expression des PPARs
De nombreuses études ont révélé qu’ils présentaient différents profils d’expression dans
les tissus. Ainsi, PPARa est principalement exprimé dans le foie ou il constitue le régulateur

majeur du catabolisme des lipides et de leur transport, alors que PPARY est fortement
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exprimé dans les tissus adipeux blanc et brun. C’est un acteur déterminant dans la
différenciation des adipocytes, le stockage et le métabolisme des lipides ainsi que dans
I’homéostasie du glucose (Smith 2002, Yessoufou and Wahli 2010). Quant a PPARP/9, il est
ubiquitairement exprimé a travers 1’ensemble du corps et est impliqué dans de nombreux
processus biologiques dont le métabolisme des lipides, la réponse inflammatoire, le transport
du cholestérol mais aussi dans la différenciation des kératinocytes et la cicatrisation des
blessures (Wagner and Wagner 2010, Chong et al. 2009). Par ailleurs, PPARy est exprimé
dans les tissus impliqués dans la reproduction : gonades (ovaire et testicule), 1’utérus, les
glandes mammaires, le placenta, la prostate, I’hypophyse et au niveau du systéme nerveux
central (Komar et al. 2001, Mouihate et al. 2004). Dans ce travail, nous nous intéresserons
plus particuliérement a son expression au sein du placenta.

Dans les tissus placentaires, les trois isotypes ont été identifiés mais leurs fonctions
physiologiques sont encore peu connues. Les transcrits et les protéines de PPARa, PPARP/6
et PPARy ont ét¢ détectés et localisés dans les placentas de rat, de souris et d’homme par
différentes méthodologies. PPARy fut le premier a étre décrit dans le placenta, son
implication cruciale dans le développement placentaire fut mise en évidence par 1’invalidation
de son gene chez la de souris (Barak et al. 1999 et Kubota et al. 1999). Hautement exprimé
dans cet organe, il est essentiellement présent dans les noyaux des cellules trophoblastiques,
suggérant son role potentiel dans la différenciation des trophoblastes. Chez les rongeurs,
PPARy est localisé dans les cellules trophoblastiques de la zone labyrinthique (Kubota et al.
1999 et Asami-Miyagishi et al. 2004). Chez la femme, il est présent des le début jusqu’au
terme de la grossesse dans les CTV, le ST et les CTEV (Wang et al. 2002 ; Waite et al. 2000
et Tarrade et al. 2001). Par des expériences d’immunohistochimie, il a été décrit que PPARYy
était exprimé notamment dans les CTEV en prolifération au niveau des colonnes des villosités
choriales, dans les CTEV interstitiels, dans les cellules géantes multinuclées et dans les
cytotrophoblastes endo- et péri-vasculaires (Fournier et al. 2007). Il apparait donc comme un
marqueur trophoblastique dans le placenta humain. Contrairement au tissu adipeux, ou
I’expression de ce récepteur nucléaire croit avec la différenciation des adipocytes (Tontonoz
et al. 1994), aucune variation de son expression n’a été répertoriée pendant la différenciation
in vitro de cytotrophoblastes isolés en ST a terme (Daoud et al. 2005 et Schaiff et al. 2000).
En outre, son partenaire obligatoire d’hétérodimérisation, RXRa, est exprimé ubiquitairement,
autant dans le noyau des trophoblastes que dans celui des cellules mésenchymateuses ou

déciduales (Fournier et al. 2007).
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Quant a I’expression de PPARa et de PPARP/o, des études ont montré qu’ils étaient
exprimés dans la zone jonctionnelle et dans le labyrinthe des rongeurs. Chez I’homme, ils
seraient principalement détectés dans le ST (Wang et al. 2002). Cependant, I’analyse des CTV
a terme a révélé que le niveau de transcrits était plus élevé dans les cytotrophoblastes par
rapport au ST (Daoud et al. 2005). Enfin, les travaux in situ et in vitro dans des cultures
primaires ou encore des lignées cellulaires établies telles que les cellules JEG-3 (lignée
cellulaire de choriocarcinome) ou les HIPEC (lignée cellulaire de CTEV), ont mis en

¢vidence leur expression (Pavan et al. 2003 ; Matsuo and Strauss 1994).

3.5 PPARYy etle développement placentaire humain

Le haut niveau d’expression de PPARy dans le placenta et, plus particuliérement son
profil d’expression, suggere un role spécifique de ce facteur dans la différenciation et la
fonction trophoblastique. Cette hypothese fut confortée par des expériences menées sur des
souris invalidées pour PPARy. Ces derniéres ont permis de montrer I’importance de ce
récepteur nucléaire dans le processus de nidation et le développement précoce du placenta
(Barak et al. 1999). Les souris invalidées (KO) mourraient au stade E9,5-10 suite a un
développement anormal du placenta, notamment a cause de défauts de différenciation des
trophoblastes et de la vascularisation utéroplacentaire (Barak et al. 1999 et Kubota et al.
1999). Une gestation normale peut toutefois étre restaurée en générant des placentas chimeres
tétraploides sauvages (Barak et al. 1999). Des anomalies placentaires comparables chez les
souris déficientes pour le récepteur RXRa ont également été décrites (Wendling et al. 1999).
Ceci laisse a penser que I’hétérodimere PPARY/RXRa est nécessaire au développement

placentaire.

3.5.1. PPARYy etl'invasion trophoblastique

L’étroite co-expression de PPARY et de son partenaire d’hétérodimérisation RXRa dans
les noyaux des CTEV localisés a I’interface foeto-maternelle de 1’embryon humain, suggere
une régulation potentielle de I’invasion trophoblastique par PPARy. Des études in vitro ont
montré que les agonistes de PPARY, aussi bien naturels que synthétiques, inhibent 1’invasion
des CTEV primaires et immortalisées (HIPEC) de maniére dose-dépendante alors que ses
antagonistes la promeuvent (Pavan et al. 2003 ; Tarrade et al. 2001). En revanche, les
agonistes pan-RXR n’ont pas d’effet significatif sur I’invasion, de méme que leurs

antagonistes. Cependant la combinaison des agonistes de PPARy et de pan-RXR conduit a un
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effet synergique qui se traduit par une inhibition plus importante. Des résultats opposés ont
été rapportés avec le traitement simultané par des antagonistes de PPARy et de pan-RXR,
I’invasion trophoblastique est, alors, d’autant plus favorisée (Tarrade et al. 2001). Ainsi,
I’hétérodimere  PPARyY/RXRa joue un rdole majeur dans le controle de 1’invasion
trophoblastique. Par ailleurs, 1’action similaire de I’EG-VEGF laisse supposer qu’ils

pourraient agir de maniére synergique.

3.5.2. PPARYy, la différenciation trophoblastique et la régulation hormonale

Le bon développement du feetus dépend de la formation du placenta et de la
différenciation trophoblastique. Or, peu d’études ont été menées afin de décrire les
mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation des trophoblastes humains. La
possibilité que PPARY puisse jouer un réle dans cette différenciation fut pour la premiére fois
énoncée par Matsuo et Strauss. Ils montrérent dans les JEG-3 que lorsqu’un ligand de RXR
était ajouté au milieu de culture de ces cellules, la sécrétion de ’hCG était augmentée. En
revanche, celle-ci diminuait lorsque les cellules étaient traitées par un ligand de PPARYy
(Matsuo and Strauss 1994). Une étude plus récente a mis en évidence le role différentiel de
PPARYy en fonction de la nature de son ligand (Schaiff et al. 2000) dans la lignée cellulaire de
choriocarcinome, Bewo. En effet, le ligand synthétique, troglitazone, induit une augmentation
de la sécrétion de ’hCG et n’a aucune action apoptique tandis que le ligand naturel, 15APGJ2
déja décrit pour induire 1’apoptose des monocytes (Chinetti et al. 1998) et des cellules
endothéliales (Bishop-Bailey et al. 1999), stimule 1’expression de p53 et promeut 1’apoptose
des trophoblastes. Cette équipe a également montré que I’activation de PPARy par le
troglitazone dans les CTV a terme induit la formation du ST. De maniére intéressante, la
différenciation in vitro des CTV mononuclés, isolés au premier trimestre, en ST est
accompagnée par 1’activation de PPARy (Tarrade et al. 2001). Des travaux plus récents ont
aussi décrit que 1’activation de PPARy par son agoniste, la rosiglitazone, promeut la
différenciation cellulaire des BeWo en structure syncytialisée, mimant la bordure de ST in
vivo. Ce phénomene résulte de 1’augmentation de 1’expression du facteur de transcription
GCM-1 (Glial Cell missing-1) et de la libération du marqueur de fusion cellulaire hCGf
(Levytaska et al. 2014). L’intervention de I’hétérodimere dans la régulation de I’incorporation
des acides gras dans les trophoblastes humains, tout comme les autres cibles de PPARY, a été
¢galement rapportée (Schaiff et al. 2005). Des études in vitro réalisées dans des CTV humains
différenciés en ST ont montré qu’aussi bien les agonistes de PPARy (mais non de PPAR« et

PPAR/S) que ceux de pan-RXR augmentaient le niveau des transcrits de hCGp et
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induisait la sécrétion de I’hCG et de ses sous-unités libres f avec la méme efficacité. En
combinant les deux types de ligands, I’effet sur la sécrétion de I’hCG est additif (Tarrade et al.
2001). Ces observations sont en accord avec des travaux antérieurs montrant I’importance du
role de PPARY dans la différenciation des trophoblastes humains (Schaiff et al. 2000). En
outre, 1’activation de 1’hétérodimeére PPARY/RXRa stimule également la synthése d’autres
hormones du ST telles que le hPL (human Placental Lactogen), hPGH (human Placental GH)
et la leptine. La différenciation des adipocytes, des macrophages et des cellules du colon est
généralement associée a une augmentation de 1’expression de PPARY. Or, dans celle des CTV
mononucléés en ST multinucléés, aucune différence n’a été rapportée quant a une élévation
du niveau de RXRa et de PPARY, suggérant ainsi que 1’augmentation de 1’expression de ces
récepteurs n’est pas directement impliquée.

Ainsi I’ensemble de ces études témoigne de I'implication de PPARy dans la

différenciation trophoblastique.

3.6 Modeles animaux de PPARy

Des modéles animaux de PPARY ont ét¢ développés afin d’affiner les études sur le role
de ce récepteur nucléaire. En 1999, deux équipes générerent des souris invalidées pour le gene
PPARy (Barak et al. 1999 ; Kubota et al 1999). Cette déficience conduisit a la mortalité
précoce des embryons, suite a une altération sévére de leur vascularisation placentaire ainsi
que de leur différenciation trophoblastique. Ce dysfonctionnement placentaire est aussi
responsable d’un amincissement du myocarde. Ces souris ont permis de montrer I’implication
directe de PPARy dans le développement précoce du placenta. Cependant, la mortalité des
embryons autour de E10,5 et E11,5 restreint la caractérisation plus fine du réle de ce facteur.
Ainsi, en 2010, une équipe développa une souris Sox2”/PPARy"*" viable, en raison de
I’invalidation de PPARY uniquement au niveau de 1’épiblaste (Nadra et al. 2010). La survie de
ce second modele murin a permis de corroborer le fait que le défaut placentaire est I’'unique
cause de la mortalité embryonnaire des souris PPARY™ et que I’expression de PPARy dans le
placenta est suffisante pour abolir la 1¢étalité¢ des embryons déficients. Cependant ce modele ne
permet pas de répondre quant au role de PPARy a des stades plus tardifs de la gestation.
L’absence de I’expression de ce récepteur nucléaire au sein de I’embryon alors que son
expression est quasi-ubiquitaire dans les tissus adultes, ne peut étre sans conséquence sur le
développement embryonnaire. Cette méme équipe montra également que le défaut de la
vascularisation placentaire observé dans les souris PPARy'/' serait 1ié¢ a un déséquilibre de la
balance des facteurs pro- et anti-angiogéniques. En outre, afin d’analyser le role de PPARy a
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des stades plus tardifs du développement placentaire, ils traitérent des souris sauvages
gestantes avec I’agoniste de PPARY, la rosiglitazone. Ce traitement entraina une inhibition de
I’expression de facteurs pro-angiogenes tels que la proliferin et le VEGF et permit de montrer
que PPARY contribue au contréle de I’angiogenese placentaire (Nadra et al.2010). Une autre
équipe examina également I’influence de 1’activation de PPARY in vivo sur la croissance
feeto-placentaire et sur le transport transplacentaire des acides gras (Schaiff et al. 2007), en
administrant de la rosiglitazone pendant le seconde moiti¢ de la gestation (E8,5 a E18,5). Ce
traitement conduisit a un retard de la croissance feetale, ainsi que du développement
placentaire, associés a une augmentation et une accumulation d’acides gras dans le placenta.
Par ailleurs, en raison de la malformation de la zone labyrinthique dans les placentas PPARy”
, suggérant un role critique de PPARy dans la progression de la gestation normale, et des
données récentes décrivant que le taux des agonistes endogénes de PPARy était
significativement réduit dans les sérums de femmes pré-éclamptiques en comparaison de
femmes enceintes saines (Waite et al. 2005), McCarthy et al. se sont intéressés aux effets de
I’antagoniste de PPARy, T0070907 chez les rates gestantes (McCarthy et al. 2011). Les rates
gestantes qui ont été traitées entre E11 et E15 par du T0070907, développérent des
symptdmes associés a la PE, tels qu’une ¢élévation de la pression artérielle, une protéinurie, un
dysfonctionnement endothélial, une réduction de poids du nouveau-né¢ ainsi qu’une
augmentation de [’agrégation des plaquettes. Les trophoblastes du labyrinthe étaient
également moins différenciés mais I’activité proliférative était augmentée.

L’ensemble de ces travaux et le développement de ces modeles animaux ont permis de
démontrer le role central de PPARY dans le développement placentaire et le maintien de la
grossesse. Tout défaut dans la régulation de sa fonction affecte la progression normale de la

grossesse et peut conduire au développement de la PE.
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OBJECTIFS

J’ai réalisé ma these au sein du laboratoire de la Biologie du Cancer et de I’Infection
dirigé par le Dr. Jean-Jacques Feige, dont la thématique de recherche est centrée sur 1’étude de
I'angiogenese physiologique et tumorale au niveau des glandes endocrines (le cortex surrénal
et le placenta) en particulier afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques
capables d’inhiber 1’angiogenése pathologique, principalement tumorale. Le laboratoire
cherche et a comprendre les mécanismes de contrdle de l'angiogeneése dans un contexte
physiologique et a développer de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur l'inhibition de
l'angiogenese. L’essentiel de 1’activité de recherche est axé sur deux facteurs majeurs de ce
processus physiologique, le VEGF (vascular endothelial growth factor) et ’EG-VEGF

(endocrine gland-derived vascular endothelial growth factor).

L’¢équipe Placenta que j’ai intégrée au sein de BCI, fut fondée en 2003 lors de I’arrivée
dans I'unité du Dr. Nadia Alfaidy. En raison de ses connaissances du modéle placenta
acquises aupres de Pr. J. Challis a Toronto, elle dirige le projet de 1’étude du role de I'EG-
VEGF dans la vascularisation placentaire, et dans les pathologies de la grossesse d'origine
vasculaire telles que la Pré-Eclampsie (PE) et le Retard de Croissance Intra-Utérin (RCIU).
L’équipe a caractéris¢ 1’expression de 'EG-VEGF et de ses récepteurs dans le placenta
humain et murin (Hoffmann et al. 2006, 2007) et mis en ¢évidence leur régulation par
I’hypoxie et ’hCG dans les villosités choriales (Hoffmann et al. 2006 ; Brouillet et al. 2012)
ainsi que sa dérégulation dans la PE (Hoffmann et al. 2009). Elle a également établi son role
inhibiteur dans I’invasion des trophoblastes extravilleux (Hoffmann et al. 2009) et son role
angiogénique sur les cellules endothéliales placentaires, les HPEC (Brouillet et al. 2010).
Enfin, elle a caractérisé 1’expression de ce facteur et de ses récepteurs dans les grossesses

avec RCIU (Brouillet et al. 2013).

121



122



Mon projet de recherche s’inscrit dans la problématique générale de I’équipe qui vise a
comprendre le développement du placenta et en particulier la différenciation trophoblastique
au cours du 1% trimestre de la grossesse. Je me suis investie pendant ces trois années de thése
a poursuivre la caractérisation du réle de I’EG-VEGF dans le développement placentaire.

Pour ce faire, mon projet s’articule autour de trois axes de recherche :

- L’étude de la régulation du facteur EG-VEGF par le récepteur nucléaire PPARY,
- La détermination du réle de ’EG-VEGF dans la différenciation hématopoiétique
placentaire,

- La contribution au développement d’un modéle animal de la pré-éclampsie.
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L.

RESULTATS

Etude de la régulation du facteur EG-VEGF par le récepteur
nucléaire PPARy

1.1 Contexte et présentation de la publication

L’EG-VEGF est une protéine de la famille des prokinéticines, famille dont les deux
principaux membres (EG-VEGF et Bv8) sont impliqués dans de nombreux processus
biologiques tel que I’angiogenese. Mon équipe s’intéresse depuis dix ans a 1’étude du role de
cette protéine dans le placenta, tissu trés vascularisé et ou les processus angiogéniques jouent
un role majeur dans le succes de la grossesse. Des données récentes de notre laboratoire ont
montré que I’EG-VEGF joue un rdle essentiel dans le développement de la villosité
placentaire au cours du premier trimestre et dans le contrdle de I’invasion précoce des
trophoblastes, cellules chargées de 1’établissement de la circulation feeto-maternelle a la fin de
ce trimestre. En effet, ’"EG-VEGF présente un pic d’expression et de production jusqu'a la fin
du premier trimestre, empéchant ainsi ces cellules d’envahir la décidue maternelle avant leur
différenciation compléte. Dans le systéme d’établissement de la circulation feeto-maternelle, il
a aussi ét¢ montré que les récepteurs nucléaires RXRa (Acide Rétinoique 9 cis) et PPARy
(Peroxisome proliferators-activited receptors) jouent un réle important dans les régulations
fines de I’invasion trophoblastique. J’ai réalisé mon stage de Master II au sein du laboratoire
UMR-S767 « Grossesse normale et pathologique » dirigé par le Dr. Dani¢le Evain-Brion, qui
mit en évidence que in vitro les agonistes de PPARy et de RXRa, aussi bien naturels que
synthétiques, inhibent 1’invasion trophoblastique alors que leurs antagonistes 1’induisent
(Tarrade et al. 2001). Aussi, I’invalidation du géne PPARY chez la souris est-elle 1étale au
stade E10,5-11,5 suite a un défaut de différenciation des trophoblastes et de la vascularisation
utéroplacentaire (Kubota et al. 1999 ; Barak et al. 1999). A la lumiere de ces informations et
sachant que I’analyse in silico de la région promotrice du gene de ’EG-VEGF a montré des
sites potentiels de liaison de I’hétérodimére PPARy/RXRa, nous avons émis 1’hypothése de la
régulation de I’expression de ’EG-VEGF par PPARYy. C’est pourquoi, ce premier axe de mon
projet concerne 1’étude de la régulation de I’expression du facteur EG-VEGF par PPARy.
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Figure 38: Les trois approches expérimentales utilisées dans I’é¢tude de la régulation du
facteur EG-VEGF par le récepteur nucléaire PPARY

Les placentas humains issus d’interruption volontaire de grossesse sont collectés entre 8 et 10 SA
avant d’étre digérés par une solution de trypsine afin d’isoler les cytotrophoblastes villeux dans un
gradient de Percoll. IIs seront par la suite mis en culture (1). Les placentas sont également disséqués en
explants placentaires et mis en culture sur une matrice de matrigel (2). Enfin, des placentas murins
PPARY"", PPARY" et PPARY” seront prélevés a E8,5 chez des souris gestantes hétérozygotes pour le
gene PPARYy (3).
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Afin de valider cette hypothése, une partie des expériences a été réalisée sur des explants
placentaires entre 8 et 10 SA, modele qui conserve la structure de la villosité et I’ensemble
des types cellulaires placentaires. Il est de ce fait considéré comme étant plus physiologique
que le mode¢le des cultures cellulaires primaires, et est qualifi¢ d’ex vivo dans la littérature.
Les villosités placentaires sont obtenues apres dissection d’un placenta, et mis en culture sur
Matrigel. Les explants ont ensuite été traités ou non par la Rosiglitazone (un agoniste de
PPARY) ou par le TO070907 (un inhibiteur irréversible de PPARY) ainsi que des agonistes et
antagonistes de pan-RXR (Ro025-7386 et Ro026-5405, respectivement). L’effet de ces
molécules est testé sur les niveaux d’expression de ’EG-VEGEF et de ses récepteurs au niveau
de ’ARNm et au niveau protéique. L’EG-VEGF étant une cytokine circulante nous avons
¢galement dosé ses taux de sécrétion par ELISA dans les milieux conditionnés des explants
traités ou non par ces molécules. Par ailleurs, dans le cadre d’une collaboration avec le Pr.
Béatrice Desvergne de 1’université de Lausanne, nous avons eu acces a leur modele de souris
invalidées pour le géne PPARy. Ce modele fut utilisé afin de démontrer les effets d’une
dérégulation du récepteur nucléaire PPARy, sur I’expression de I’EG-VEGF et de ses
récepteurs. En outre, étant donné que I’invalidation du géne PPARY chez la souris est 1étale au
stade E10,5 - E11.5 suite a un défaut de la vascularisation utéroplacentaire et que I’EG-VEGF
est directement impliqué dans 1’angiogenese placentaire, nous avons cherché a déterminer si
les effets de PPARY sur la vascularisation placentaire étaient orchestrés par I’EG-VEGF. Pour
cela nous avons étudié 1’expression du marqueur endothélial, CD31. Enfin, PPARy et ’EG-
VEGF ¢étant aussi des facteurs de contrdle de I’invasion trophoblastique, nous avons recherché
une implication potentielle de I’EG-VEGF dans les effets de PPARy sur la migration,
I’invasion et la prolifération des cellules trophoblastiques. La lignée cellulaire de

cytotrophoblastes extravilleux invasifs, HTR-8/SVneo, fut utilisée pour nos expérimentations.

127



128



New insights into the mechanism of PPARgulation of trophoblast invasion and

placental vascularization.

Garnier V%3 Traboulsi W23 Brouillet $%*° Fournier 7> Winkler C, Desvergne B Hoffmann P%31°

Zhou QY?, Congiu C, Onnis V, Feige J9%3 Alfaidy, N**

Running title: EG-VEGF mediates PPAReffects on trophoblast invasion

Keyswords: EG-VEGF, trophoblast invasion, PPARyman pregnancy,

. Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Unité 1036, Grenoble. France
. Université Grenoble Alpes, 38041 Grenoble, France

. Commissariat a I'Energie Atomique (CEA), iRTSV-BCI, Grenoble, France

. INSERM, UMR-S 1139, Paris F-75006, France

. Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, Paris F-75006, France

. PremUP foundation, Paris F-75006, France

. University of Lausanne, Center for Integrative Genomics, Switzerland

. University of California. Department of Pharmacology. 363D Med Surge 2. Mail Code: 4625 Irvine, CA

© 0 N O 0o~ WDN P

. Department of Life and Environmental Sciences, Unit of Pharmaceutical, Pharmacological and Nutraceutical
Sciences, University of Cagliari, 09124 Cagliari, Italy

10. University Hospital of Grenoble, Department of Gynaecology and Obstetrics, La Tronche, France

Grant support: INSERM U1036, University Joseph-Fourier, Commissariat a [I'Energie Atomique
(IRTSV/BCI).
Conference presentation: IFPA (International Federation of Placenta associations) 2014, G2L2 2014 meeting,

and at Grenoble hospital clinical research conference. French society of endocrinology 2013.

Corresponding authoNadia Alfaidy
Unité INSERM U1036. Laboratoire BCI -iRTSV
CEA Grenoble 17, rue des Martyrs
38054 Grenoble cedex 9
Tel. 04 38 78 35 01
Fax 04 38 78 50 58
nadia.alfaidy-benharouga@cea.fr



Abstract

PPARy-deficient mice develop severe placental abnormalitigh defects in the trophoblast
differentiation and in placental vascularization. To date, the mechanisms by which this occurs
are still unknown. We demonstrated that the new angiogenic factor EG-VEGF controls the
same processes of placental development as PPER-VEGF exerts its functions via
prokineticin receptor 1 (PROKR1) and 2 (PROKR?2). In silico analysis of EG-VEGF promoter
showed PPAR response elements, suggesting potential regulafi@G-VEGF by PPAR.

Human placental explants and trophoblast cells were used to investigate the effects of the
PPARy agonist “Rosiglitazone” on i) EG-VEGF and its recgptexpression, ii) EG-VEGF
secretion, iii) trophoblast invasion and iv) placental vascularization, in the absence or
presence of PROKR1 and PROKR2 antagonists. Placentas collected from gravid wild type
(WT), PPAR-/+ and PPAR-/- mice were also used to determine the levels of EG-VEGF and
its receptors. We demonstrated that rosiglitazone increased i) EG-VEGF secretion (effect that
was abolished in the presence of T0O070907, a RP&Ragonist), i) EG-VEGF and its
receptor expressions at the protein and mRNA levels (this effect was inhibited by DRB)), iii)
CD31 expression (this effect was reduced in the presence of PROKR1 and PROKR2
antagonists). Rosiglitazone inhibited trophoblast invasion and this effect was in part mediated
by PROKR2 but not PROKRL1. In gravid PP¥AR mouse placentas, we observed an increase

in EG-VEGF and PROKR?2 protein levels and a decrease in PROKRL1 levels. Taken together,
these data suggest a compensatory mechanism that ateurs in response to the absence

of PPARy. We report a new physiological regulation of EG-\FE€pression and bring new

insights into the mechanism of trophoblast invasion and vascularisation controlled by.PPAR



I ntroduction

During human, pregnancy two key angiogenic processes govern placental development and
the establishment of the fetomaternal circulation (FC) [1]. These processes are nhamed, intra
and extra-villous angiogenesis, respectively. The former one occurs early on during
pregnancy to ensure the growth and the branching of the newly formed vasculature [2]. The
second one establishes FC and is achieved by specialized placental cells, the cytotrophoblasts
(CT). By the end of the first trimester of pregnancy, CT that are present at the anchoring villi
generate multilayered columns of highly invasive character called extravillous trophoblasts
(EVT). EVT invasion is essential for the transformation of the maternal spiral arteries from
high to low resistance vessels [3]. Failure in either intra- or extra-villous angiogenesis is
known to be associated with the development of pregnancy pathologies such as early
pregnancy loss, fetal growth restriction (FGR) and preeclampsia (PE) [4].

Among factors reported to control both the intra and extra angiogenic processes is the nuclear
receptor, peroxisome proliferator-activated receptdPPARy) [5]. PPARy is abundantly
expressed in the placenta during the first trimester of pregnancy [6] with a strong expression
in the trophoblast labyrinthine zone in rodent placentas and in the CT and syncytiotrophoblast
(ST) in the human placenta [7]. DNA binding of PPAR its PPAR-response elements
(PPRES) requires obligate heterodimerization with another nuclear receptor, the retinoid X
receptor (RXR) [8]. Genetic studies showed that PRA&icient mice die at day 10.5 of
gestation because of placental abnormalities with defects in trophoblast differentiation and in
vascular development [6,9]. The demonstration that placental defects were the unique cause
of PPAR/" embryonic lethality came from the “SXZPPAR/-?*" mouse model, a fully

viable PPAR-null mouse generated by specific and total epildagene deletion [10].
Nevertheless, the mechanism by which PR/RXR heterodimer controls these processes is

still unknown.

We have recently shown that a specific placental angiogenic factor, named endocrine gland
derived vascular endothelial growth factor (EG-VEGF) or prokineticin 1, controls the same
processes as those described for PFRRRa [11], suggesting that some of PPARBffects

might be mediated by EG-VEGF. Moreover silico analysis of the promoters of EG-VEGF

and its receptors showed potential binding sites of BRRR heterodimer in all of them.
EG-VEGEF is highly expressed in the ST layer during early pregnancy [12]. It acts via two G
protein-coupled receptors, prokineticin receptors 1 (PROKR1) and 2 (PROKR?2) [13-15]. We
have recently shown that EG-VEGF controls both intra- and extra-villous angiogenenic



processes [16-18,11]. Within the villi, EG-VEGF increases multiple aspects of angiogenesis
including microvascular endothelial proliferation, migration, tube-like formation and
permeability, as well as trophoblast proliferation and survival [16-18]. At the extra-villous
level, we demonstrated that EG-VEGF is rather an inhibitor of early trophoblast invasion [11].
Because of the similarities of action between EG-VEGF and RRA&Rontrol intra- and
extra-villous angiogenesis, we hypothesized that EG-VEGF and/or its receptors might
mediate part of PPARfunctions during the first trimester of pregnancy.

Three approaches were used to verify this hypothesis, ianvi)ro approach using human
primary isolated cytotrophoblasts, and the extravillous trophoblast cell line (HTR-8/SVneo),
i) ex vivo approach using the human placental explant model, and viyo approach using

WT, PPAR/+/- and PPAR -/- mouse placentas.



Materials and methods

Tissue collection

A total of 46 first-trimester human placentas from 8-10 weeks of gestation (wg) were

obtained from elective terminations of pregnancies at the Grenoble University Hospital.

Collection and processing of human placentas were approved by the local hospital ethical

committees and informed patient consent was obtained in all cases.

Mouse model

Wild type (WT, n=4), PPAR" (n=4) and PPAR" (n=4) placentas were collected from
female PPAR” mice mated with male PPA®K mice as described by Rieusset et al. [19].
WT and heterozygous PPAR(PPAR™) mice, on a mixed genetic background
(Sv129/C56BL/6), were maintained at 20°C with a 12 hour light-darkness cycle. Animal
experimentations were approved by the relevant commission of the Canton of Vaud
(Switzerland). Because PPAﬁmicedie at 9.5 dpc, gravid mice were sacrificed at 8.5 dpc.
Embryonic genotyping was performed by PCR amplification using the following primers
GACCCAGCTCTACAACAGGC (F) and GGGACAGACCTCACTAACCCGTAACT (R),
which amplified a product of 700 bp derived from the PRARd-type allele. WT, PPAR"

and PPAR"" placentas were collected and used for immunohistochemistry, quantitative RT-

PCR and Western blot analyses.

Placental explant and primary cell cultures

Placental explants culture and treatment: Villous explant cultures were established from first
trimester human placentas at 8-10 wg. Small fragments of placental villi (30—40 mg wet
weight) were placed into 48-well plates pre-coated with 150 pL per well of diluted Matrigel
(Matrigel/ DMEM-F12, 1/1) (Becton-Dickinson, Le Pont-de-Claix, France) and polymerized
at 37°C for 30 min. Explants were cultured in DMEM Ham’s F-12 (medium, Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) supplemented with 100 pg/ml streptomycin and 100 U/ml penicillin.
After 24 h of culture, the medium was changed, and the explants were incubated in the
absence or presence of 1 uM or 10 uM Rosiglitazone (a PRABnist, Sigma-Aldrich,
France), 4 uM T0070907 (a PPARntagonist), 4 UM R025-7386 dissolved in ethanol (a
pan-RXR agonist, Roche, France), 4 uM R026-5405 (a pan-RXR selective antagonist, Roche,
France), or recombinant EG-VEGF at 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml and 100 ng/ml

range (Peprotech, France) for 0-24 h. For each placenta, three explants were used for each
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determination. For statistical analysis, the (n) value represents the number of placentas, not
explants. In some experiments, explants were treated with the following compounds: 5, 6-
dichloro-1-b-D-ribofuranosylbenzimidazole (DRB, 50 pg/ml) a potent RNA polymerase
inhibitor for 8 h.

Isolation and purification of villous cytotrophoblats: Villous cytotrophoblast cells (VCT) were
isolated from first trimester chorionic villi by differential trypsin digestion according to
previous published protocols [20-2&fter Percoll gradient fractionation, cells were diluted

to a concentration of £@ells/mL in DMEM supplemented with 10% FCS, 2 mM glutamine,
1001U/mL penicillin and 100 g/mL streptomycin and plated on 35-mm or 60-mm caltur
plates (Techno Plastic Products, Switzerland). VCT were incubated overnight in 5%t CO
37 °C and washed three times to eliminate non-adherent cells. VCT cultures were
characterized by controlling expression of cytokeratin 7, a trophoblast cell marker (95%
positive cells) and by the observation of cell aggregates and syncytiotrophoblasts at 48 h and
72 h, respectively. After overnight incubation and washes, purified VCT primary cultures
were treated for 24 h with IMi Rosiglitazone. Conditioned media from primary cudtur

were collected, centrifuged and the supernatants stored at -20 °C until use.

HTR cell line culture The HTR-8/SVneo cells were produced by immortalization of HTR-8
cells, an EVT cell line, with SV40 virus [23]. These cells were generously given to us by Dr
CH Graham (Ontario, Canada). Cells were used between 24-30 passages and grown in RPMI-
1640 supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS), penicillin/streptomycin and
amphotericin B (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Cells were maintained at 37°C in an
atmosphere of 5% CQn air.

PROKR-1 and PROKR-2 cDNA cloning and BHK cell line transfection

Both PROKR1 and PROKR2 cDNAs were cloned from a human lung cDNA library, fused to
a HA tag and inserted in to the PCDNAS3.1 eucaryotic plasmid. The plasmids HA-PROKR1
or HA-PROKR2 were transfected into BHK-21 (CCL-10; American Type Culture Collection
(ATCC)). BHK cells were cultured in DMEM/F12 culture medium supplemented with 5% of
FBS (fetal bovine serum) and methotrexate (0.4 mg/ml) as a selective agent.

Vi



| mmunohistochemistry

Placental explants from 8 to 10 wg were collected and fixed for 24 h at 4 °C in 4 % (vol/vol)
paraformaldehyde, embedded in paraffin, and cut into 5 pm sections as previously described
[24]. Adjacent sections were stained using specific antibodies and the avidin—biotin
immunoperoxidase detection method was applied. Endogenous peroxidase activity was
guenched by pretreatment with 3% (v/v) hydrogen peroxide in methanol for 30 min. In house
polyclonal rabbit antibodies were used to detect EG-VEGF, PROKR1l and PROKR2
(Covalab, Lyon, France). CD31 was detected using commercial antibodies (Dako, France).
For immunohistochemical detection, antibodies were incubated with the tissue sections for 18
h at 4°C and used at final concentrations of 0.33 pg/ml for anti-EG-VEGF, 0.84 pg/ml for
anti-PROKR1 and 0.84 pg/ml for anti-PROKR2. The tissue sections were subsequently
washed three times with PBS and incubated with biotinylated goat anti-rabbit 1gGs (1:400
dilution in blocking solution; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) for 1 h in a
humid chamber. After three PBS washes, the slides were incubated with an avidin-biotin
complex (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA) for 1 h. After a final
PBS wash, the immunoreactive proteins were visualized after the addition of 3,3-
diaminobenzidine (Dako,Trappes, France) for 2 min and then counterstained with

hematoxylin.

Western-blot analysis

Placental explants were homogenized in RIPA lysis buffer and protease inhibitors as
previously described [25]. Protein extracts were electrophoretically separated on 0.1% sodium
dodecyl sulfate-12% polyacrylamide gels and electrically transferred onto u@45-
nitrocellulose membranes. The membranes were blotted with antibodies against CD31
(Abcam, France), PROKR1l, PROKR2, EG-VEGF (in house antibodies) and yPPAR
(antibody H100, Santa Cruz Biotechnology). PROKR1 and PROKR2 antibodies were both
used at a final concentration of 0.84 pg/mL and PpPARibody H100 was diluted at 1:100.

A specific Western-blot protocol was set up to detect EG-VEGF protein (10-17 kD). Briefly,
100 pg of placental proteins were separated on 0.1% SDS-17% polyacrylamide gels, and
electrically transferred onto 0.2 pm polyvinylidene difluoride membranes (Millipore,
Bedford, MA, USA), for 45 min at 90 V. The blots were washed with PBS-Tween 0.1 % and
incubated overnight in blocking solution (5 % skimmed milk in PBS-T). Subsequently, the
membranes were immunoblotted with a rabbit antibody against EG-VEGF (0.48 pg/ml)

(Covalab Lyon, France) overnight. The blots were then rinsed with PBS-T and incubated with
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goat anti-rabbit 1IgG (1:3000) for 1 hour. After three PBS-T washes, the antibody-antigen
complex was detected using the ECL plus detection system (Amersham Pharmacia Biotech).
The intensities of immunoreactive bands were measured by scanning the photographic film
and analyzing the images on a desktop computer using the Image J softwatibefitoc
analyzing system was also used (Image Lab version 4.0.1). To standardize for sample loading,
the blots were subsequently stripped using a commercially available kit following the
manufacturer’s instructions (Re-blot; Millipore) and re-probed with anpaattin antibody

(Sigma-Aldrich, France) as an internal control for protein loading.

Proliferation assay
Cell proliferation reagent WST-1 was used to quantify HTR cell proliferation in the absence

or presence of Rosiglitazone. 10 000 cells were seeded in three 96-well cell culture

plateswith 100 pL culture medium in a humidified atmosphere. After 24 h of incubation,

HTR cells were treated with 10 uM Rosiglitazone, in the absence or the presence of either
PROKR1 or PROKR2 antagonists or both. Absorbance at 405 nm was measured against a
background control (culture medium alone) using a microplate reader. The reading was

repeated at 24 h and 48 h of treatment.

RNA isolation and real-time PCR analysis

Total RNA was extracted from placental explants using Nucleospin RNA Il (Macherey-
Nagel). Reverse transcription was performed on 1ug total RNA (Invitrogen). Primers used are
listed in Table 1. EG-VEGF and GAPDH mRNA expressions were quantified by real-time
RT-PCR using a Bio-Rad CFX96 apparatus and GoTaq gPCR MasterRvtimega,
Madison, WI, USA). PCR conditions were: step 1, 94 °C for 10 min; step 2, 45 cycles
consisting of 95 °C for 15 s, temperature indicated in Table 2 for 5 s, and 72 °C for 10 s. The

results were normalized to GAPDH.

EG-VEGF ELISA

EG-VEGF secretion was measured by ELISA (PeproTech, France) in the collected
supernatant of placental explants after 30 min, 3 h, 8 h, overnight and 24 h of treatment. Two
separated standard curves were constructed to allow accurate readings of samples at upper and
lower ranges of the assay. All samples were in the linear range of the standard curves. The
detection limit of the assay was 16 pg/ml.
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Invasion assay: This test was used with HTR-8/SVneo cells andeheivo model using the
explants.

HTR-8 invasion: HTR-8 cells were stained with the Vybrant® Dil Cell-Labeling Solution
(Molecular Probes®, Invitrogen) for 1 h at 37°C. The top chamber of 8 um pore size HTR
FluoroBlok™ cell culture inserts (BD Biosciences) were pre-coated with 100 pl 1:25 Matrigel
Basement Membrane Matrix (BD Biosciences). ZX0-stained HTR cells were seeded per
insert in 500 ul RPMI 1640 medium with 1% FBS. The inserts were placed into 24-well-
plates containing 750 pul RPMI 1640 medium with 15% FBS per well. Cells were treated with
10 uM Rosiglitazone, 1 pM PROKR2 antagonist or both and incubated for 24 h at 37°C. The
chambers were then removed, and fixed with PFA 4%. The membranes of the chambers were
excised and placed on glass slides. The cells that invaded and attached to the undersurface of
the chamber were visualized under the microscope and counted. Each experiment was

performed three separate times in triplicate.

Placental explants. Approximately 150 ul of ice-cold Matrigel (BD Biosciences, Grenoble,
France) was layered into each well of 48-well plates. The Matrigel was allowed to solidify
completely at 37°C for 1 h. Placental explants were added and incubated at 37°C in an
atmosphere of humidified 95% air/5% €@r 4 h. 10 uM Rosiglitazone was added at the
time of plating. Daily observations were made under an inverted photomicroscope to

document the invasion process.

Validation of PROKR1 and PROKR2 antagonists effects on BHK overexpressing PROKR1 or
PROKR2

The wound healing assay was performed to examine the effects of PROKR1 and PROKR2
antagonists on the cell motility of BHK (Baby Hamster Kidney fibroblastg€rexpressing
PROKR1 or PROKR2. Cells were seeded in equal number into 12-well plates and processed
as previously described [16,11]. Cells were treated with EG-VEGF in the absence or the
presence of PROKR1 antagonist [(2-(5-(4-Fluorobenzyl)-1-(4-methoxybenzyl)-1,4,5,6-
tetrahydro-4,6-dioxo-1,3,5-triazin-2-ylamino)ethyl)guanidine] (1 ul26,27], PROKR2
antagonist (1 uM) [28,29], or both and incubated for 9 h at 37°C.



Satistical analysis

Statistical comparisons were made using Student’s t test and one-way ANOVA (both
parametric and nonparametric) followed by Dunn’s or Bonferroni tests. All data were checked
for normality and equal variance. (SigmaPlot and SigmaStat, Jandel Scientific Software). All

data are expressed as mean + SEM (***p<0.001;**p<0.01; *p<0.05).



Results

PPARYy effect on EG-VEGF secretion

Placental explants were incubated in the absence or the presence of rosiglitazone for 24 h.
Secreted EG-VEGF was measured in conditioned media by ELISA. Figure 1A shows a dose
response effect of rosiglitazone, and a time course effect at 30 min, 3 h, 8 h and overnight.
Rosiglitazone significantly increased EG-VEGF secretion from 8 h of incubation at both
concentrations tested (1 uM and 10 puM). To confirm that the observed effect is specific of
PPARy, we treated human placental explants by the antagonist TO070907 in the absence or
the presence of rosiglitazone. Figure 1B shows that TO070907 significantly reversed
rosiglitazone effect on EG-VEGF secretion. Importantly, we observed that TO070907 also
decreased the basal EG-VEGF secretion, suggesting that EG-VEGF is constantly regulated by
PPARy. Because EG-VEGF is mainly expressed in the syncytiotrophoblast (ST) layer, we
determined the direct effect of rosiglitazone on its secretion by this cell type. Isolated primary
cytotrophoblast cells were cultured for 72 h to form a syncytium and then treated with
Rosiglitazone. Figure 1C shows that rosiglitazone significantly increased EG-VEGF secretion
by ST cells.

PPARYy effect on EG-VEGF expression

To determine whether PPARNcreased EG-VEGF expression in the human placenta, we
determined the effect of rosiglitazone on its expression at the mRNA level. Figure 2A shows
that PPAR significantly increased EG-VEGF mRNA after 24h of treatment. This effect was
transcriptional because it was abolished in the presence of DRB, an inhibitor of transcription
(Figure S1). To confirm the effect of PPpRN EG-VEGF production, we compared its
protein levels by immunohistochemistry and by Western Blotting analysis in control versus
rosiglitazone-treated explants. Figures 2B, 2C and 2D show that rosiglitazone significantly

increased EG-VEGF protein expression in the human placental explants.

Effect of RXR activation on EG-VEGF expression

Because PPARrequires obligate heterodimerization with RXRo bind to its response
element and consequently to be active, we wondered whethes RetRation had any effect

on EG-VEGF expression. Placental explants were incubated in the absence or the presence of
Ro25, a pan-RXR agonist (4 uM) or R0o26, a pan-RXR antagonist (4 uM). There was no
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effect of these compounds on EG-VEGF placental expression (Figure S2A) or secretion
(Figure S2B) after 8 h of treatment. We have also tested the effect of simultaneous activation
of PPARy and RXRu by their respective agonists. Figure S2C shows timate was no

synergistic effect between these compounds to activate EG-VEGF secretion.

Effect of PPARy on PROKR1 and PROKR2 expression

Because of the significant effect of PPpRctivation on EG-VEGF expression in placental
explants, we wondered whether this key transcription factor also regulates the expression of
EG-VEGF receptors, PROKR1 and PROKR2. Figure 3 shows the effect ofyPdeARation

on PROKR1 and PROKR2 expression at the protein levels in the placental explants. Figure
3A shows that PPA¥Ractivation increased PROKR2 (photographs in ¢ and d) but not
PROKR1 (photographs in a and b) expression. This was substantiated by Western Blotting
analysis (Figures 3B and 3C).

In vitro validation of PROKR1 and PROKR2 antagonists

EG-VEGF has been shown to inhibit the migration of different cell types [16,30,31]; we used
the wound healing assay to verify the specificity of PROKR1 and PROKR2 antagonists in
BHK cells over-expressing either PROKR1 (BHK-R1) or PROKR2 (BHK-R2) proteins. In
BHK-R1 cells we demonstrated that EG-VEGF decreased BHK migration and that this effect
was abolished in the presence of PROKR1 antagonist (Figure S3), but not in the presence of
PROKR2 antagonist, Figure S4. Inversely, in BHK-R2 cells, EG-VEGF effect was abolished
in the presence of PROKR2 antagonist (Figure S5), but not in the presence of PROKR1
antagonist (Figure S6).

EG-VEGF mediates PPARYy effect on intra-villous angiogenesis

We determined the effect of PPARctivation on placental angiogenesis using our plate
explant model. Figure 4A shows that rosiglitazone significantly increased CD31 staining and
levels of expression (Figure 4B). To determine whether EG-VEGF intervenes in the control of
PPARy-mediated placental angiogenesis, we tested thet effeosiglitazone in the absence

or the presence of EG-VEGF receptor antagonists. Figure 4C and 4D show that both
PROKR1 and PROKR2 antagonists significantly decreased rosiglitazone effects on CD31
protein expression. Altogether, these data suggest that EG-VEGF might mediate some of

PPARy effects on the placental angiogenesis.

Xl



EG-VEGF mediates PPARY effect on trophoblast invasion

Previous studies have shown that PRAf®ntrols trophoblast invasion usingvitro models

[32], however a demonstration of this regulation inearnvivo model such as the explant
model has not been performed yet. Using our placental explant model, we examined the effect
of rosiglitazone on trophoblast invasion. Figure 5A shows that rosiglitazone significantly
inhibits invasion of EVT into the Matrigel. This effect was observed both at 48 and 96 h of
culture. This result confirms the inhibition of the invasive process of trophoblast cells.
Because trophoblast invasion plays a major role in the process that establishes the
fetomaternal circulation, ie extra-villous angiogenesis, we hypothesized that this might also
involve angiogenic factors such as EG-VEGF. To verify this hypothesis, we used HTR-
8/SVneo cell. First, we determined the effect of rosiglitazone on PROKR2 expression, a
receptor subtype that mediates EG-VEGF effects on trophoblast injadiprFigure 5B

shows that rosiglitazone significantly increased PROKR2 protein levels, confirming the effect
observed in whole placental explants. To demonstrate whether EG-VEGF is involved in the
PPARy effect on trophoblast invasion, we determined thecgrgage of invasion of pre-
labeled HTR-8/SVneo cells through Matrigel using the BD FluoroBlok™ cell culture inserts.
The effect of rosiglitazone was also tested in the presence of the PROKR2 antagonist. Figure
5C shows that rosiglitazone significantly decreased HTR-8/SVneo cell invasion and that this
effect was reversed in the presence of the PROKR2 antagonist suggesting that a part of
rosiglitazone effect on HTR-8/SVneo invasion might be mediated by EG-VEGF signaling
pathway. Quantification of the number of invading cells in each condition, in three

independent experiments is reported in Figure 5D.

EG-VEGF mediates PPARY effect on trophoblast migration but not proliferation

As we showed that EG-VEGF contributes to the rosiglitazone inhibitory effects on
trophoblast invasion, we wondered whether it also mediates rosiglitazone effects on
trophoblast migration. Hence, we examined EG-VEGF effect on the migration of HTR-
8/SVneo cells. Figure 6A shows representative photographs of HTR-8/SVneo monolayers at 0
h and 9 h after wounding with a pipet tip and subsequent incubation in the absence or
presence of rosiglitazone, PROKR2 antagonist or rosiglitazone plus PROKR2 antagonist. At
9 h of culture, the wound in the control condition was closed at 30%. Rosiglitazone inhibits
this process that was reversed in the presence of PROKR2 antagonists. Quantification of three

independent experiments is reported in the Figure 6B.
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We then determined the effect of rosiglitazone on HTR-8/SVneo proliferation in the absence
or the presence of PROKR1 and PROKR2 antagonists. Figure 6C reports the effect of
rosiglitazone on HTR-8/SVneo cell proliferation at 24 and 48 h in the absence or the presence
of PROKR1 and PROKR2 antagonists. At 24 h neither rosiglitazone, nor EG-VEGF receptors
antagonists affected HTR-8/SVneo proliferation. At 48 h we observed an inhibitory effect of
rosiglitazone on HTR-8/SVneo cells proliferation. This effect was not affected by EG-VEGF
receptors antagonists suggesting that rosiglitazone inhibitory effect on the proliferation does
not directly involve the EG-VEGF signalling pathway. We also observed an inhibitory effect
of PROKR1 and PROKR2 antagonists on HTR-8/SVneo proliferation. The inhibitory effect
of the antagonists on HTR-8/SVneo proliferation was expected as we have previously shown
that EG-VEGF stimulates trophoblast proliferation [18].

EG-VEGF effect on PPARY expression

Because of the similarities of action between PRABNd EG-VEGF on placental
development, we wondered whether a loop of regulation exists betweenyP&ARREG-

VEGF, in a way that EG-VEGF could also regulate PlPA&Rpression. Using our explant
modd, we tested this hypothesis using a large range of EG-VEGF concentrations (5, 10, 25,
50 and 100 ng/ml). There was no effect of EG-VEG on PPARpression at low
coneentrations, however a significant increase in PP ARotein levels could be observed at
higher concentrations, 50 and 100 ng/ml (Figure S7). These data suggest that a feed forward

loop of regulation exists between these two proteins in the human placenta.

EG-VEGF expression isincreased in PPARy knockout mice

PPARy knockout mice (PPAR) die at 9.5dpc from failure in placental development and
vascularization [6,9]. We compared the levels of expression of EG-VEGF and its receptors in
placentas collected at 8.5dpc from WT (PRAR), PPAR*" and PPAR" mice. Figures 7

A, D and G show representative photographs of placental section at 8.5 dpc stained with anti-
EG-VEGF, PROKR1 and PROKR2 antibodies, respectively. We observed an increase in EG-
VEGF and PROKR2 expression (A, G) and a decrease in PROKRL1 protein expression (D).
These data were confirmed by western blotting analysis and quantification of protein levels in
WT, PPAR/"' and PPAR*". There was a significant increase in EG-VEGF (Figures 7B, 7C)
and PROKR2 (Figures 7H, 71) protein levels in PPyARJIacental. PROKRL1 protein was
significantly decreased in PPAR and PPAR " placental (Figures 7E, 7F).
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Discussion

The present work demonstrates a new physiological regulation of EG-VEGF and its receptors
by the major nuclear receptor PPAR feed-forward loop of regulation between PRAdRd
EG-VEGF could also be observed at high EG-VEGF concentrations. These results were based
on the following findings i) PPAR increased EG-VEGF secretion, mRNA and protein
expression, as well as the expression of its receptor, PROKR2; these effects being observed in
placental explants as well as in primary trophoblast cultures ii) both the intra- and extra-
villous processes controlled by PPARire in part mediated by EG-VEGF via the activation

of its receptors PROKR1 and/or PROKRZ2, iii) EG-VEGF increased RPARtein
expression in human placental explants, iv) a compensatory mechanism with an increase in
the EG-VEGF/PROKR2 system was observedyivo, in the PPAR"' placentas. These
finding suggests that other regulators of EG-VEGF/PROKR2 system might be activated in the

placenta to ensure that gestation progresses in the absence of PPAR

In the present study, we demonstrated that PPadRvation was sufficient to regulate EG-
VEGF expression. While RX&R occupies a central position in the nuclear receptor
superfamily, its activation or inhibition by specific ligands did not affect EG-VEGF
expression. Such a type of activation has been described as one of the four possible types of
regulation by the PPARRRXRa system [33]. These findings suggest that only endogenous
PPARy ligands and not RXR ligands are potential activabdfiSG-VEGF in the placenta.

Studies from the literature have mainly been focused on the role ofyPiRARe control of

human trophoblast differentiation including trophoblast invasion and syncytiotrophoblast
functions [7,34]. Only a brief statement on placental vascular system disorganization was
reported in PPARNull mice [6,9]. Here we demonstrated, that PRAIonist significantly
increased intra-villous angiogenesis by increasing the endothelial cell marker CD31 in the
explants culture model. These data further support the hypothesis thaty PR#Rental

defects might well be due to deregulations in EG-VEGF/ PROKR2 functions. In this study,
we have also demonstrated that PRARctivation inhibits trophoblast proliferation
independently of the EG-VEGF/PROKRSs system. This result is in line with a recent study
that demonstrates an increase in trophoblast cell proliferation by the yRiP#dgonNist,
T0070907 [35].

Previous studies from our group have reported the role of EG-VEGF in human placentation
and proposed the EG-VEGF/ PROKRs as new key system that contributes to the success of
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the pregnancy [16,11]. EG-VEGF acts as a placental growth factor during the first trimester,
as it increases trophoblast proliferation and intra-villous angiogenesis [16-18]. More
importantly, we demonstrated that EG-VEGF controls early invasion of trophoblast cells into
the maternal spiral arteries, a process that has also been shown to be controlled by
Rosiglitazone in the human placenta [32]. Here we demonstrate thatyleffA&s are in part
mediated by EG-VEGF and its receptor PROKR2. This finding is of great importance as
trophoblast invasion constitutes a key aspect of the establishment of the fetomaternal
circulation by the end of the first trimester of pregnancy. Hence we stress that this finding will
help to advance the understanding of the mechanism of trophoblast invasion. Through these
inhibitory effects, the PPAREG-VEGF regulatory system protects the conceptus from the
oxidative stress that might occur in case of a precocious invasion.

Because PPARNull mice die from defects resembling those cohdtbby EG-VEGF and as

we demonstrate that PPARegulates EG-VEGF/PROKR2 system, we propose thaR?TbA
mouse placental defects are in part due to a deregulation in the EG-VEGF signaling.
However, unexpectedly, we observed an increase rather than a decrease in EG-VEGF levels
of PPAR™ mouse placental. These observations strongly suggest that a compensatory
mechanism might have occurred in PRARIl mice. Interestingly, the expression of the EG-
VEGF/PROKR system has also been reported to be increased in pathological human
pregnancies such as PE and IUGR [18,11].

In relation to its protective and mitogenic effect on trophoblasts and endothelial placental
cells, we demonstrate that EG-VEGF also activates RRERression, suggesting that under
stressful conditions, such as PPAReficiency, PE and/or IUGR, the placenta might preduc
more EG-VEGF to activate PPARproduction and/or alternative pathways ensuring the
progress of the pregnancy. In line with this hypothesis a recent study of McCarthy et al who
demonstrated that rosiglitazone administration ameliorated hypertension, improved vascular
function, and reduced the elevated microalbumin/creatinine ratio in the preeclamptic rat
model “RUPP” (reduced uterine perfusion pressure) [36]. Hence, one can speculate that the
rosiglitazone beneficial effects might well be mediated by the EG-VEGF/PROKR activation
in this model and that increased EG-VEGF levels observed might in turn increase PPAR
expression supporting the proposed new loop of regulation between EG-VEGF angd PPAR
Hence, we propose that under normal conditions EG-VEGF is a likely target of/PAR
ensire placental development and angiogenesis, and in pathological conditions, EG-
VEGF/PROKRSs might obey to additional regulatory systems that further increase its activity
to ensure pregnancy progression and embryo/fetus survival.
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In conclusion, we have demonstrated a new loop of regulation between two key regulators of

placentation and brought new insight into the regulation of intra- and extra-villous angiogenis.
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Figureslegend

Figure. 1. PPARYy effect on EG-VEGF secretion. A. EG-VEGF secretion levels in placental
explants after treatment with 1 and 10 uM of rosiglitazone at 30 min, 3h, 8h and overnight
(ON) incubation. EG-VEGF levels were measured by ELIBAInactivation of PPAR by
T0070907leads to a decrease in EG-VEGF secret@nEG-VEGF secretion levels in
primary trophoblast cells after treatment withuM of rosiglitazone during 24 h. Data are
presented as mean = SEM (*p<0.05). Values overwritten with different letters are

significantly different from each other.

Figure. 2. PPARYy effect on EG-VEGF placental expression. A. Quantification of EG-
VEGF mRNA levels in placental explants in response to rosiglitazone 10 BM.
Representative photographs of EG-VEGF staining (in brown) in placental explant (8 wg)
treated or not with 10 uM of rosiglitazone. $hows a representative Western Blot analysis of
EG-VEGF expression after 24 h of treatment with 10 uM of rosiglitazone. Standardization of
protein signals was done with antibodies agdireattin. Quantification of the intensity of the
bands is illustrated on the graph shownOnData represent the mean + SEM. VCT: villous

cytotrophoblast, ST syncytiotrophoblast (*p<0.05; **p<0.01).

Figure. 3. PPARY effect on PROKR1 and PROKR2 expression. A. reports photographs of
placental explant (8 wg) sections immunostained with anti-PROKR1 antibody (a, b) or anti
PROKR2 antibody (c, d) after 8 h of treatment in the absence or the presence of 10uM
rosiglitazone. B. reports representative Western Blot analysis that compares PROKR1
expression between placental explants treated or not with 10 uM rosiglitazone during 8 h.
Quantification of the intensity of the bands is shown belowRepresentative Western Blot

of PROKR2 expression after overnight of treatment with 10 pM of rosiglitazone.
Standardization of protein signals was done with antibodies a@aatsin. Quantification of

the intensity of the bands is illustrated below (*p<0.05). VCT: villous cytotrophoblast, ST:
syncytiotrophoblast.

Figure. 4. EG-VEGF mediates PPARy effect on placental vascularization. A.
Representative photographs of CD31 staining in placental explants treated or not with
rosiglitazone (10 uM) during 24 B. C. and D. report representative Western Blot analyses

that compare CD31 expression in control placental explants versus explants treated with
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10uM of rosiglitazone, in the absence or presence of PROKR1-antagonist (1 uM), PROKR2-
antagonist (1 uM) or the both during 24 h. Quantification of the intensity of the bands is
illustrated below. Standardization of protein signals was done with antibodies dgaatist
protein (*p <0.05).Values overwritten with different letters are significantly different from
each other

Figure. 5. EG-VEGF mediates PPARy effect on trophoblast invasion. A. shows
rosiglitazone effect on EVCT invasion in culture of placental expldhtRepresentative
Western Blot of PROKR2 expression after 24 h of treatment with 10 uM of rosiglitazone in
HTR-8/SVneo cell. Standardization of protein signals was done with antibodies dijainst
actin. Quantification of the intensity of the bands is illustrated below (**p<0.0l1)eports
representative photographs of HTR-8/SVneo invasion that have been treated or not with 10
MM of rosiglitazone, in the absence or the presence of PROKR2-antagonist (1 uM).
Quantification of HTR-8/SVneo invasion is reported in D (*p<0.05). Values overwritten with

different letters are significantly different from each other.

Figure. 6. EG-VEGF mediates PPARy effect on trophoblast migration but not
proliferation. PanelA shows photographs of wounded HTR-8/SVneo monolayers, at 0, and 9
hours post-wounding. The plots in pamlekhow percentages of wound closure after 9 h of
treatment with rosiglitazone in the absence or the presence of PROKR2-antagphigt (1
Bars with different letters are significantly different from each other (*p<0.05). Ranel
reports rosiglitazone (10uM) effect on HTR-8/SVneo cell proliferation at 24 and 48 h of
incubation in the absence or the presence of PROKRIM)land PROKR2-antagonists (1
MM) (*p<0.05; **p<0.001).

Figure.7. EG-VEGF PROKR1 and PROK R2 expression in WT, PPARy” and PPARY™.
PanelsA, D and G show photographs that compares stainings of EG-VEGF, PROKR1 and
PROKR?2 in placental sections collected WT versus PPARacenta at 8.5 dpc. Pan&sE

and H show representative Western blotting analysis that compares EG-VEGF, PROKR1 and
PROKR2 protein, respectively, in placenta collected from WT, PPARnNd PPAR'™.
PanelsC, F and | report the graphs of the quantification of EG-VEGF, PROKR1 and
PROKRZ2 protein levels, respectively, in placenta collected from WT, Fﬂ'—"ﬂﬁd PPAR”‘
(*p<0.05; **p<0.01). D decidua; ECectoplacental cone.

XIX



Figure. S1. PPARY effect on EG-VEGF expression is transcriptional. The graph reports
EG-VEGEF levels of secretion by placental explants treated or not with rosiglitazone 10 uM,
50pg/mL DRB (inhibitor of transcription), or both. EG-VEGF levels were measured by
ELISA (*p<0.05). Values overwritten with different letters are significantly different from

each other.

Figure. S2. RXR activation does not affect EG-VEGF expression. A. reports
representative photographs of EG-VEGF staining in placental explants treated or not with
Ro25 (4 uM), Ro26 (4 uM) during 8 B. reports EG-VEGF secretion levels in placental
explants after treatment with 4 uM of Ro25, 4 uM of Ro26 during 8 h. EG-VEGF levels were
measured by ELISAC. reports EG-VEGF secretion levels in placental explants after
treatment with 10 uM of Rosiglitazone, 4 uM of Ro25 or both during 8 h. EG-VEGF levels
were measured by ELISA (*p<0.05; **p<0.001). Values overwritten with different letters are

significantly different from each other.

Figure. S3 Characterization of PROKR1 inhibitory effect in BHK cells overexpressing
PROKR1 receptor. PanelA shows photographs of wounded BHK-R1 monolayers, at 0, and

9 hours post-wounding. The plots in paBeshow percentages of wound closure after 9h of
treatment with EG-VEGF in the absence or the presence of PROKR1-antagonist (1 uM). Bars

with different letters are significantly different from each other (*p<0.05).

Figure. $4 Characterization of PROKRL1 inhibitory effect in BHK cells overexpressing
PROKR2 receptor. PanelA shows photographs of wounded BHK-R1 monolayers, at 0, and

9 hours post-wounding. The plots in paBetshow percentages of wound closure after 9h of
treatment with EG-VEGF in the absence or the presence of PROKR2-antagonist (1 uM). Bars

with different letters are significantly different from each other (*p<0.05).

Figure. S5 Characterization of PROKR2 inhibitory effect in BHK cells overexpressing
PROKR2 receptor. PanelA shows photographs of wounded BHK-R1 monolayers, at 0, and

9 hours post-wounding. The plots in paBeshow percentages of wound closure after 9h of
treatment with EG-VEGF in the absence or the presence of PROKR2-antagonist (1 uM). Bars

with different letters are significantly different from each other (*p<0.05).
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Figure. S6 Characterization of PROKR2 inhibitory effect in BHK cells overexpressing
PROKR1 receptor. PanelA shows photographs of wounded BHK-R1 monolayers, at 0, and

9 hours post-wounding. The plots in paBeshow percentages of wound closure after 9h of
treatment with EG-VEGF in the absence or the presence of PROKR2-antagonist (1 uM). Bars

with different letters are significantly different from each other (*p<0.05).

Fig. S7: EG-VEGF effect on PPARYy expression. Representative Western Blot analysis of
PPARy expression after 24 h treatment with 5, 10, 25arf%0100 ng/mL of EG-VEGF. Two
Western blotting analyses are shown in padeland B. Standardization of protein signals
was done with antibodies again®tactin. Quantification of the intensity of the bands

illustrated in panel C (*p<0.05).
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1.2 Discussion de la premiere publication

1.2.1. Résumé des résultats

A travers cet article, nous avons montré que PPARy régule a la fois la sécrétion et
I’expression en ARNm et en protéine de 'EG-VEGF, ainsi que 1’expression protéique de
PROKR?2. Par ailleurs, I’ensemble de ces résultats démontrent que les effets de PPARy sur la
vascularisation intra-villositaire et sur I’invasion trophoblastiques seraient en partie orchestrés

par ’EG-VEGF via PROKRI1 et PROKR?2 et via PROKR2, respectivement.

1.2.1.1. Effet de PPARY sur la sécrétion de I'EG-VEGF

Les résultats du dosage de la sécrétion de ’EG-VEGF par ELISA montrent que
I’activation de I’hétérodimere PPARY/RXRa par la rosiglitazone, un agoniste de PPARY,
induit une augmentation significative de la sécrétion de I’EG-VEGF a partir de 8 heures de
traitement. De fagon intéressante, le traitement des explants par le T0O070907, un antagoniste
de PPARY, induit une diminution significative de la sécrétion de ’EG-VEGF a la fois au
niveau basal et stimulé par la rosiglitazone. Par ailleurs, ’EG-VEGF étant principalement
exprimé dans le syncytiotrophoblaste, des cultures primaires de cytotrophoblastes villeux
différenciés en syncytium ont également été réalisées. Le traitement des cytotrophoblastes par
de la rosiglitazone pendant 24 heures montre que [’activation de 1’hétérodimere

PPARy/RXRa induit également une élévation significative de la sécrétion de ’EG-VEGF.

1.2.1.2. Effet de PPARY sur I'expression placentaire de 'EG-VEGF et de ses récepteurs
Nous avons démontré par q-PCR, Western Blot et immunohistochimie que 1’expression
placentaire de ’EG-VEGF, aussi bien en ARNm que protéique, était aussi sous le controle de
PPARYy. Son activation par son agoniste synthétique induit une hausse de la synthése de ’EG-
VEGF. Par ailleurs, nous avons également montré que le traitement par la rosiglitazone
augmente 1’expression protéique de PROKR2. En revanche, I’expression de PROKR1 n’est

pas modifiée.

1.2.1.3. Effet de RXR sur la sécrétion et I'expression de 'EG-VEGF
PPARy requiert obligatoirement son hétérodimérisation avec RXRa pour se lier a ses
¢léments de réponse, nous avons, par conséquent, vérifi¢ si ce récepteur nucléaire pouvait
jouer un role dans la régulation de I’expression de ’EG-VEGEF. Le traitement des explants
placentaires par le Ro25, un agoniste des pan-RXR et le Ro26, un antagoniste des pan-RXR

n’a montré aucun effet significatif sur I’expression et la sécrétion de cette cytokine.

129



130



De plus, aucun effet synergique ou additif n’a été relevé lorsque nous traitions simultanément

les explants placentaires par de la rosiglitazone et du Ro25.

1.2.1.4. Effet de 'EG-VEGF sur I'expression de PPARy
Afin de vérifier ’existence d’une éventuelle boucle de régulation entre I’EG-VEGF et
PPARYy, nous avons traité les explants placentaires par I’EG-VEGF (5, 10, 25, 50 et 100
ng/mL) et étudié¢ 1’expression protéique de PPARY. Les résultats de Western blot ont révélé
qu’a 50 et 100 ng/mL, ’EG-VEGF induit une augmentation significative du niveau protéique
de PPARYy. Ces résultats suggerent que lorsque I’EG-VEGEF est présent a des taux élevés, une

telle boucle de régulation se forme dans le placenta humain.

1.2.1.5. L’EG-VEGF contribue a I'effet de PPARYy sur la vascularisation
utéroplacentaire
Aussi bien par immunohistochimie que par Western Blot, nous avons démontré que
I’activation de PPARy par la rosiglitazone augmente significativement 1’expression du
marqueur endothélial CD31. Cet effet est diminué en présence, soit de 1’antagoniste

PROKRI, soit de I’antagoniste PROKR?2 suggérant, une implication directe de I’EG-VEGF

dans le contrdle de la vascularisation régulé par le PPARYy.

1.2.1.6. L’EG-VEGF contribue a I'effet de PPARy sur l'invasion trophoblastique

PPARy a été décrit comme un répresseur de 1’invasion trophoblastique dans un mode¢le in
vitro (Tarrade et al. 2001). Cependant, aucune expérience n’avait été réalisée sur un modele
ex vivo. Ainsi, nous confirmons, dans le modele d’explants placentaires, le role inhibiteur de
I’activation de PPARy dans I’invasion trophoblastique. En effet, la rosiglitazone inhibe
significativement 1’invasion des cytotrophoblastes extravilleux dans le matrigel. Par ailleurs,
I’EG-VEGF a ¢ét¢ décrit comme étant également un facteur contrdlant ce processus
physiologique (Hoffmann et al. 2009). Nous avons donc recherché une implication potentielle
de ’EG-VEGF dans I’effet de PPARy sur I’invasion trophoblastique. Pour ce faire, nous
avons utilisé la lignée cellulaire de cytotrophoblastes extravilleux invasifs, les HTR-8/SVneo.
Nous avons démontré que ces cellules exprimaient le PROKR?2 et que le traitement par la
rosiglitazone induisait une ¢élévation de I’expression de ce récepteur. Par la technique des
chambres de Transwell, nous avons montré que 1’activation de PPARYy par la rosiglitazone

inhibe I’invasion ainsi que la migration des HTR-8/SVneo et que ces effets sont abolis lorsque
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nous ajoutons 1’antagoniste de PROKR2. En outre, nous avons mis en évidence que PPARYy
est impliqué dans I’inhibition de la prolifération apres 48 heures de culture. Cependant, son
action ne passerait ni par PROKR1 ni par PROKR2 et donc ne ferait donc pas intervenir
I’EG-VEGF. Par ailleurs, nous avons démontré que le traitement simultané des antagonistes
PROKRI1 et PROKR2, induit également une diminution significative de la prolifération des
HTR-8/SVneo a 48 heures, résultat en accord avec des travaux antérieurs (Brouillet et al.

2013).

1.2.1.7. Expression de I'EG-VEGF dans les placentas murins invalidés pour PPARy

Afin de valider nos observations ex vivo sur des cultures d’explants placentaires, nous
avons comparé¢ les niveaux d’expression de I’EG-VEGF et de ses récepteurs dans des
placentas murins sauvages, hétérozygotes pour le géne PPARYy (PPARYH 7) et invalidés pour ce
géne (PPARy™) a E8,5. De maniére inattendue, nous avons constaté qu’en absence de
PPARYy, le niveau d’expression de I’EG-VEGF et de PROKR2 est augmenté tandis que celui
de PROKRI est diminué par rapport a leurs niveaux d’expression dans les placentas sauvages.
Une diminution significative du taux protéique de PROKRI1 est également observée dans les

placentas PPARy+/ " en comparaison de celui constaté dans les placentas sauvages.
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1.2.2. Conclusion

L’ensemble de ces données a permis de mettre en évidence une nouvelle voie de
régulation de I’expression de I’EG-VEGF et de son récepteur PROKR2 par le récepteur
nucléaire PPARYy. En outre, cette étude apporte une meilleure caractérisation des défauts
placentaires engendrés par I’invalidation de PPARy. Nous montrons 1’implication directe de
ce récepteur nucléaire dans la mise en place de la vascularisation placentaire avec la
participation des deux récepteurs PROKR1 et PROKR2. De plus, I’inhibition de 1’invasion
trophoblastique par PPARy fait intervenir I’EG-VEGF via son récepteur PROKR2. Ces
mémes protagonistes participent également a I’inhibition de la migration trophoblastique.
Enfin, I’étude de I’expression de ’EG-VEGEF et de ses récepteurs dans des placentas invalidés
pour le PPARy a révélé I’existence d’un mécanisme compensatoire : le systtme EG-
VEGF/PROKR? est augmenté dans les placentas PPARy™", suggérant que d’autres régulateurs

pourraient étre activés afin d’assurer la progression de la gestation en absence de PPARY.

1.2.3. Discussion des résultats
1.2.3.1. Expression de I'EG-VEGF dans le modéle murin invalidé pour PPARy

Afin de corroborer nos résultats obtenus dans les explants placentaires humains, nous
avons étudié I’expression de ’EG-VEGF et de ses récepteurs PROKR1 et PROKR2 dans des
placentas issus de souris invalidées pour le gene PPARYy. Ces souris furent obtenues dans le
cadre d’une collaboration avec le Pr. Béatrice Desvergne de 1’universit¢ de Lausanne. En
raison de la mortalité précoce des embryons vers E10,5 , les placentas furent prélevés a ES,5.
Ayant démontré que PPARY régule le systtme EG-VEGF/PROKR2, nous supposions que les
défauts placentaires observés chez les embryons PPARV’/ " seraient en partie liés a une
dérégulation de la voie EG-VEGF. Or, nous avons constaté une ¢élévation de I’expression de
I’EG-VEGF ainsi que de PROKR2 suggérant 1’établissement d’un mécanisme compensatoire.
Une augmentation de ce systtme EG-VEGF/PROKR?2 a déja été décrite dans des pathologies
de la grossesse telles que la PE et le RCIU (Hoffmann et al. 2009 ; Brouillet et al. 2013). Une
autre interprétation possible afin d’expliquer ce phénomene serait 1’induction d’autres voies
de signalisation impliquées dans la régulation de ’expression de 'EG-VEGF. L’expression
de cette cytokine est régulée dans le systeme reproducteur de la femme par les hormones
stéroides (les cestrogenes et la progestérone), par I’hypoxie, et plus particuliérement par la
molécule HIF-1, ou encore I’hormone chorionique gonadotropine, (hCG) (Battersby et al.
2004 ; Ngan et al. 2006 ; Hoffmann et al. 2006 ; Maldonado-Pérez et al. 2007 ; Brouillet al.

2012). En outre, il a été rapporté que I’activation de PPARYy par son agoniste, la rosiglitazone,
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dans des cultures primaires de CTEV, induit une diminution significative du niveau de
transcrit des sous unités a et et de la sécrétion de I’hCG totale (Handschuch et al. 2009).
Ainsi, nous pouvons supposer, quune diminution de 1’expression de PPARy Iléverait
I’inhibition de la synthése de I’hCG. Une ¢€lévation de 1’expression de ce dernier pourrait ainsi
entrainer une augmentation de I’expression de ’EG-VEGF. De la méme maniére, 1’absence
de Dl’expression de PPARy entraine des défauts de la différenciation et de I’invasion
trophoblastique responsable d’une hypoxie placentaire. Dans cet environnement pauvre en

oxygene, I’expression de I’EG-VEGF pourrait alors croitre.

1.2.3.2. Nouvelle boucle de régulation entre 'EG-VEGF et PPARy

Nous démontrons qu’a de fortes concentrations, I’EG-VEGF active ¢également
I’expression de PPARy. Ceci suggére que sous des conditions extrémes, telles qu’une
déficience de PPARY ou dans des cas de PE et/ou de RCIU, le placenta produit d’avantage
d’EG-VEGF afin d’activer la production de PPARY ou bien d’activer des voies alternatives
pour permettre la poursuite de la grossesse. Chez les femmes développant la PE et le RCIU,
nous avions précédemment montré que le niveau d’EG-VEGF était augmenté par rapport a
celui des femmes enceintes au méme terme (Hoffmann et al. 2009 ; Brouillet et al. 2013). De
facon intéressante, une ¢étude récente, menée par McCarthy et al. a démontré que
I’administration de la rosiglitazone améliorait les symptomes de la PE comme 1’hypertension
et I’élévation de la microalbumine/créatinine (McCarthy et al 2011). Ainsi, I’ensemble de ces

résultats suggere 1’existence d’une nouvelle boucle de régulation entre ’EG-VEGF et PPARY.

1.2.3.3. PPARy et 'EG-VEGF sont impliqués dans l'inhibition de I'invasion
trophoblastique

Notre ¢tude nous a permis de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans
I’inhibition de I’invasion trophoblastique, phénomene essentiel pour le bon déroulement de la
grossesse et de la croissance intra-utérine du foetus. L’étroite co-expression de PPARYy et de
son partenaire obligatoire RXRa au niveau des CTEV en prolifération a la base de la villosité
crampon (Fournier et al. 2007) avait déja inspiré I’implication de cet hétérodimere dans la
régulation de I’invasion trophoblastique (Tarrade et al. 2001). Au sein de ces mémes cellules,
seul le récepteur PROKR2 est présent, suggérant que ’action inhibitrice de I’EG-VEGF,
exprimé et sécrété au niveau des CTV et du ST, sur I’invasion trophoblastique, est orchestrée
par P’activation de PROKR2 au niveau des CTEV (Hoffmann et al. 2009). Leurs effets

communs dans la villosité choriale, nous ont conduit a explorer la possibilité de I’existence
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d’une régulation de ’EG-VEGF par PPARYy ou inversement. Cette notion fut renforcée apres
I’analyse in silico du promoteur de I’EG-VEGF qui mit en évidence la présence de sites
potentiels de liaison a I’hétérodimére PPARy/RXRa. Nous avons donc débuté notre étude par
I’effet de PPARYy sur la sécrétion de ’EG-VEGF, puis sur son expression intra-villositaire.
Les résultats confirmerent notre hypothése, et d’'une manicre intéressante, nous montrames
¢galement que PPARy régule positivement PROKR2. Ainsi nous pouvions supposer que
I’effet de PPARY sur I’inhibition de I’invasion trophoblastique se manifeste non seulement par
une ¢lévation de I’expression et de la sécrétion de I’EG-VEGF au niveau des CTV et ST, mais
aussi par une augmentation de 1’expression de PROKR?2 dans les CTEV. L’effet inhibiteur de
I’EG-VEGF est, par conséquent, amplifié. Le traitement simultané par 1’antagoniste PROKR2
et ’agoniste de PPARY, corrobora cet axiome, puisque que nous perdions en méme temps
I’inhibition de I’invasion et de la migration de cellules trophoblastiques invasives (HTR-
8/SVneo). Ainsi, les effets inhibiteurs du systtme PPARY/EG-VEGF préviennent d’une
invasion trophoblastique trop précoce et protégent I’embryon des dommages engendrés par un

stress oxydatif.

1.2.3.4. PPARYy et I'EG-VEGF sont impliqués dans la vascularisation utéro-placentaire

Chez la souris, la vascularisation placentaire est initiée autour de E8,5. D’une maniére
intéressante, 1’apparition de ce processus coincide avec la forte expression de PPARY dans le
placenta (Barak et al. 1999). Cette concordance de temps suggere que ce récepteur nucléaire
pourrait étre impliqué dans la vascularisation intra-villositaire. L hypothése fut renforcée par
le phénotype des placentas issus de souris invalidées pour le géene PPARy (Barak et al. 1999 ;
Kubota et al. 1999). Ces derniers présentaient des défauts de différenciation trophoblastique,
mais surtout un défaut de la vascularisation utéro-placentaire. A ce jour, aucune étude
montrant D’effet direct de PPARy sur la vascularisation intra-villositaire n’a encore été
réalisée. Par ailleurs, ’EG-VEGF fut décrit comme un nouveau facteur angiogénique
(Brouillet al. 2010 ; LeCouter et al. 2001) et I’expression de ses récepteurs fut rapportée au
niveau des cellules endothéliales placentaires micro-vasculaires (HPEC) (Brouillet al. 2010).
Pour la premiere fois, nous montrons dans cette étude que PPARy induit une élévation du
marqueur endothéliale CD31 dans le modele d’explants placentaires. Cet effet est inhibé avec
les traitements par I’antagoniste PROKR1 ou par I’antagoniste PROKR2, suggérant
I’implication de ’EG-VEGF dans ce processus. Ainsi, ces données sont en accord avec

I’hypothése selon laquelle les défauts observés dans les placentas PPARy™ seraient liés a des
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A. Conditions Physiologiques
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Figure 39: Mécanismes de régulation de PPARY sur I’invasion trophoblastique et la
vascularisation placentaire

A. Dans des conditions normales, PPARy induit I’expression de I’EG-VEGF et de PROKR2. L’EG-
VEGF favorise alors la vascularisation intra-villositaire, via ses deux récepteurs, PROKRI1 et
PROKR2, tandis qu’au niveau des CTEV, il inhibe I’invasion trophoblastique en passant par
PROKR2. B. Dans des conditions de stress, I’EG-VEGF augmenterait I’expression de PPARy afin que
ce dernier puisse diminuer les dérégulations et les défauts liés au développement de la PE et/ou le
RCIU.

140



dérégulations des fonctions du systtme EG-VEGF/PROKR2. Afin d’affiner ces résultats des
expérimentations sur les cellules endothéliales microvasculaires, les HPEC, sont en cours.

Par ailleurs, nous avons également démontré que I’activation de PPARY induit une inhibition
de la prolifération des cellules trophoblastiques HTR-8/SVneo et que cet effet n’implique pas
le systtme EG-VEGF/PROKRs. Ce résultat est en accord avec les travaux récents démontrant
une augmentation de la prolifération des cellules trophoblastiques (Bewo) a la suite d’un

traitement par 1’antagoniste de PPARYy, le T0070907 (Levyska et al. 2014).

En conclusion, nous avons démontré une nouvelle boucle de régulation entre deux
régulateurs clés de la placentation et apporté de nouvelles données sur la régulation intra-

angiogénique ainsi que sur I’invasion trophoblastique (Figure 39).
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Figure 40 : Protocole expérimental de la surexpression de ’EG-VEGF

Une mini-pompe osmotique délivrant 4 pg d’EG-VEGF en 7 jours (0,5 pL/h) est déposée chez les
souris gestantes a 7,5 jpc. A E12,5, les placentas sont prélevés avant d’étre disséqués, digérés,
immunomarqués par des anticorps spécifiques des marqueurs hématopoiétiques et/ou endothéliaux et

analysés par cytométrie en flux.
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Figure 41 : Protocole expérimentale de I’antagonisation de ’EG-VEGF

Les souris gestantes sont injectées a 4,5 jpc, 7,5 jpc et 10,5 jpc en sous-cutané avec soit un antagoniste
de PROKRI1, soit un antagoniste de PROKR2 ou bien avec les deux. A E11,5 les cellules placentaires
sont dissociées et immunomarquées par des anticorps spécifiques de marqueurs de cellules de lignages
différents et analysés par cytométrie en flux.
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II. Détermination du role de I'EG-VEGF dans la différenciation
hématopoiétique placentaire

2.1 Contexte et présentation de la publication

Le deuxiéme projet s’articule autour de la recherche du réle potentiel de ’EG-VEGF dans
la différenciation hématopoiétique au début de la gestation. Cette dernicre décennie, des
¢tudes ont mis en évidence que les placentas humains et murins constituent des niches mais
aussi des sites de génération des cellules souches hématopoiétiques. Par ailleurs, LeCouter et
al. ont montré que les prokinéticines (BVS8 et EG-VEGF) jouent un rdle direct dans la
différenciation hématopoiétique au niveau de la moelle osseuse (LeCouter et al. 2004). A ce
jour, il existe trés peu de données concernant les régulateurs potentiels d’une différenciation
vers des cellules angioblastiques et/ou hématopoiétiques dans le placenta. En raison de
I’expression importante de I’EG-VEGF au cours du premier trimestre chez 1’humain, de son
pic d’expression qui précede le pic de I’activité hématopoiétique chez la souris, de ses effets
sur la différenciation des cellules hématopoiétiques au niveau de la moelle osseuse et de son
réle pro-angiogéne au sein de la villosité placentaire, nous nous sommes intéressés a la
détermination de son role dans les différenciations hématopoiétique et angiogénique

placentaires humaine et murine.

L’¢étude in vivo vise a déterminer l’effet de I’EG-VEGF sur la différenciation
hématopoiétique et endothéliale. Pour ce faire, deux approches sont menées, soit une
surexpression de ’EG-VEGEF par la pose d’une mini-pompe osmotique délivrant en continu
de ’EG-VEGF, soit en antagonisant ce facteur pro-angiogene a I’aide de traitements par des
antagonistes de ses récepteurs, PROKR1 et de PROKR2. Les souris gestantes sont traitées a
7,5 jpc et les placentas sont prélevés a 12,5 jpc, dans le cas de la surexpression de ’EG-VEGF
(Figure 40), tandis que pour [’antagonisation de ’effet de EG-VEGF, les souris gestantes
sont injectées a 4,5 jpc, 7,5 jpc et 10,5 jpc en sous-cutané avec, soit un antagoniste de
PROKRI, soit un antagoniste de PROKR2 ou bien avec les deux (Figure 41). Les cellules
placentaires sont ensuite dissociées et immunomarquées par des anticorps spécifiques de
marqueurs de cellules de lignages différents pour étre enfin analysées par cytométrie en flux.
Nous avons comparé les niveaux d’expression de marqueurs de lignage hématopoiétique et
angioblastique. Certains organes comme le rein et le foie ainsi que le sang circulant de ces
souris seront ¢galement utilisés dans une étude en cours dans 1’équipe qui s’intéresse a la
détermination de I’effet d’un maintien d’une sécrétion de I’EG-VEGF au-dela de 10.5 jpc,
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mais aussi de I’effet d’une antagonisation de son action sur 1’invasion trophoblastique. En
outre, I’implication de ’EG-VEGF au niveau de la différenciation hématopoiétique dans des
placentas humains fut également examinée. Pour ce faire, des placentas entre 8 et 10 SA issus
d’interruption volontaire de grossesse ont été prélevés, puis disséqués en explants
placentaires. Ces derniers furent mis en culture pendant 24 h en présence ou non de I’EG-
VEGF. Le méme procédé expérimental fut par la suite réalisé : une dissociation des cellules
ainsi qu’un immunomarquage par des anticorps spécifiques de marqueurs du lignage

hématopoiétique suivi d’une cytométrie en flux.
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Abstract

Recent studies have shown that human and mouse placentas are not only niches for
hematopoietic stem cells, but constitute proper sites of their generation. Nevertheless, little is
known about local regulators of these processes. EG-VEGF is a new angiogenic factor
produced by the placenta, and reported to regulate multiple processes of placental
development. EG-VEGF and its analog Bv8 have been reported to stimulate hematopoiesis
and hematopoietic cell mobilization and we have shown that EG-VEGF peak of expression
precedes the launch of placental hematopoiesis suggesting a regulation of placental
hematopoietic differentiation by this factor. To verify this hypothesis, both human and mouse
placentas were used. In the mouse, two approaches were employed, EG-VEGF was either
over-expressed from day 7.5 dpc to 12.5 dpc using osmotic pumps, or antagonized upon
injections of PROKR1 and PROKR2 antagonists from day 4.5 to day 11.5 dpc. Placentas
were analyzed for the expression of hematopoietic and angiogenic markers, using flow
cytometry, Western Blotting and immunofluorescence. Human placentas were collected from
first trimester terminations of pregnancies. Placental explants were treated with EG-VEGF (1-
100 ng/mL) for 24 hours. We showed that in the mouse, EG-VEGF does not affect
hematopoietic cell function, however it decreases placental CD34/C-kit positive cells
(hematopoietic progenitor cell marker). This effect was reversed by PROKR1 and PROKR2
antagonists. More importantly, we demonstrated that EG-VEGF significantly decreased
endothelial and hemogenic endothelial cells markers, VE-cadherin/CD31 positive cells as
well as CD34/CD45 cell population. These data demonstrate that EG-VEGF negatively
controls hematopoietic differentiation. Nevertheless, the sites of its action as well as the

physiological significance of this effect are still to be confirmed.



INTRODUCTION

During vertebrate development hematopoiesis is sequentially carried out by distinct organs,
including yolk sac, aorta-gonad-mesonephros (AGM), embryonic liver and fetal bone marrow
(BM). Hematopoietic Stem Cells (HSC), the central players in the activity of the
hematopoietic system were assumed to have a common origin and the yolk sac was proposed
as their unique source (Moore and Owen 1965). However, later investigations in different
species including murine models (reviews in Dieterlen-Liévre, Pardanaud et al. 2001; Turpen,
2001; Dzierzak and Oostendorp, 2001 (Dzierzak and Medvinsky 2008) showed that the yolk
sac progenitors contribute mainly to the primitive hematopoiesis (Beaupain, Martin et al.
1979, Palis, Robertson et al. 1999) and that the definitive hematopoiesis was established by
the hematopoietic stem cells (HSCs), presumably generated in the AGM. Recently, the theory
that the AGM is the unique site for the definitive hematopoiesis was weakened by the
observation that this region, which contains a limited number of HSCs, is active for only a
very short period, in both humans and mice (Barcena, Muench et al. 2009). Possible
explanations include either an extremely rapid and efficient migration of AGM-derived HSCs
to the liver or the existence of another hematopoietic niche or source of these cells. Recently
the placenta has been added to the list of organs which sustain hematopoietic activity during
the development of the fetus as it was shown to contribute to the definitive hematopoiesis and
to contain clonogenic progenitors (Alvarez-Silva, Belo-Diabangouaya et al. 2003, Gekas,
Dieterlen-Lievre et al. 2005, Ottersbach and Dzierzak 2005). Other results further indicated
that placental clonogenic progenitors become committesitu, rather than colonize the
placenta (Zeigler, Sugiyama et al. 2006, Corbel, Salaun et al. 2007). Moreover, it has been
shown that the hematopoietic progenitor cells are present at different stages of the
development and with the highest expression observed during the first trimester of pregnancy
(Barcena, Muench et al. 2009) in the human placenta. Ontogeny studies in the gravid mouse
showed that the hematopoiesis starts at 10.5 dpc before the establishment of the fetomaternal
circulation that begins at 12.5 dpc (Gekas, Dieterlen-Lievre et al. 2005, Ottersbach and
Dzierzak 2005). While, the presence of HSC in the placenta is well established, the
mechanism of their differentiation from ancestral local cells and potential regulators of these
processes remain unknown.

It is now well established that in the YS, HSC are originated from the hemangioblast, an
ancestor cell type that gives rise to hematopoietic and angioblastic cells, a cell type that in

turn gives rise to the endothelial cells (Choi, Kennedy et al. 1998, Kennedy, D'Souza et al.



2007). In the AGM, it is thought that HSC originate from endothelial cells that dedifferentiate
into an endothelial-like cells called hemogenic endothelial cells (Jaffredo, Gautier et al. 1998,
Zovein, Hofmann et al. 2008, Dieterlen-Lievre and Jaffredo 2009, Eilken, Nishikawa et al.
2009, Lancrin, Sroczynska et al. 2009) which in turn give rise to the hematopoietic cells. In
the placenta, the existence of this type of differentiation is left to be determined as well as the
identification of potential regulators of this process. Differentiation of hemangioblastic to
angioblastic and hematopoietic cells has been shown to be regulated by angiogenic factors
such as VEGF\(ascular Endothelial Growth FactprAs in the placenta, hematopoietic cells

are more likely to derive from endothelial cells, we investigated the effect of a recently
described specific placental endothelial growth, the EG-VEBkdcrine Gland Derived
Endothelial Growth Factgr EG-VEGF or prokineticin-1, is a member of a class of proteins
that includes Bv8, a frog peptide purified from the skin secretion of the yellow-bellied toad
Bombina variegata, also known as prokineticin-2 (PROK2) in mammals. Human EG-VEGF
and Bv8 proteins present 83% identity and share the same G protein-coupled receptors,
termed PROKR1 and PROKR2 (Lin, Bullock et al. 2002). In recent publications from our
group, we have shown thtEG-VEGF and its receptors, but not Bv8, are highly abundant in
human placenta during the first trimester of pregnangyheir expression is up-regulated by
hypoxia, iii)EG-VEGF controls trophoblast invasian) its circulating levels were elevated

in multiple placental pathologies (Hoffmann, Saoudi et al. 2009, Brouillet, Murthi et al. 2013)
andiv) Bv8 stimulates hematopoiesis and hematopoietic cell mobilization (LeCouter, Zlot et
al. 2004), and/) the peak of EG-VEGF expression precedes that of the hematopoietic launch
in the mouse placenta. Altogether these data suggest that EG-VEGF might control HSC
production and differentiation in the placenta. Hence, we investigated the effect of EG-VEGF
on hematopoietic cells productiam vivo using the gravid mouse as a model. Challenges to
use human placental explants to study EG-VEGF effect on this process were also

experienced.



Materials and methods

Tissue collection

Human placentas were collected from the first-trimester of pregnancy (8-10 weeks of
gestation (wg) n=10). The placentas were obtained from elective terminations of pregnancies
from Grenoble Hospital. Collection and processing of human placentas were approved by the

local hospital ethical committee and informed patient consent was obtained in all cases.

Animals from day 7.5 post coitum (dpc) to 12.5 dpc using osmotic
OF1 gravid mice (Charles River) were used. Two approaches were employed; EG-VEGF was

either over expressed or antagonized using PROKR1 and PROKR2 antagonists. In the first
case, animals had an intra-abdominal osmotic pump implanted to administer the buffer
(control group) or EG-VEGF (treatment group). The pumps were purchased from Charles
River (Mini-pomp Alzet 1007D 0.5 pL/hour, Charles River). The treatment group mice
(n=30) were implanted with ALZET pump filled with 10Q pf EG-VEGF. These pumps are
designed to deliver 0.hL/h over 7 days. Similarly, the control group mice Z8¥ were
implanted with ALZET filled with 100 L of phosphate-buffered saline. At the end of 5 days
treatment, blood samples were collected via cardiac puncture under anesthesia and sacrificed
via exsanguination. In the second approach, mice were injected by either antagonist, anti-
PROKRL1 , [(2-(5-(4-Fluorobenzyl)-1-(4-methoxybenzyl)-1,4,5@rahydro-4,6-dioxo-1,3,5-
triazin-2-ylamino)ethyl)guanidine], (50ug/kg, n=6), either anti-PROKR2 (20mg/kg, n=6) or
the both (n=10) at days 4,5; 7,5; 10,5 dRalbovsky, Lisko et al. 2009, Ren, Zhang et al.
2011,Curtis, Wang et al. 2013, Congiu, Onnis et al. 2014). Similarly, the control group mice
were injected by either 10% DMSO and physiologic serum, for PROKR1 antagonist (n=3),
either for an oil based matrix for PROKR2 antagonist (n=4), or the both vehicles (n=10).
Specificity of PROKR1 and PROKR2 antagonists was previously tested in cell systems

overexpressing either PROKR1 or PROKR2 receptors (Garnier et al.. 2die® were
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sacrified at E11,5, placentas were collected and analyzed for the expression of hematopoietic

and angiogenic cells .

EG-VEGF ELISA

EGVEGF secretion was measured by ELISA (PeproTech, France) in the collected
supernatant of placental explants after 30 min, 3 h, 8 h, overnight and 24 h of treatment. Two
separated standard curves were constructed to allow accurate readings of samples at upper and
lower ranges of the assay. All samples were in the linear range of the standard curves. The
detection limit of the assay was 16 pg/mL.

Cell culture

Placental explants culture, treatment and cell preparatidfillous explant cultures were
established from the first trimester human placentas at 8-10 wg. Placental tissue was split into
two villous explants of same weight and they were placed into 35 mm plastic culture dishes
pre-coated with 2mL of diluted Matrigel (Matrigel/DMEM-F12) (Becton-Dickinson, Le
Pont-de-Claix, France) and polymerized at 37°C for 30 min. Explants were cultured in
DMEM-Ham's F-12 (DMEM/F12; Invitrogen, Cergy Pontoise, France) medium
supplemented with 100 pg/mL streptomycin and 100 U/mL penicillin, pH 7.4. After 24 h of
culture, the medium was changed, and the explants were incubated in the absence or presence
of 25 ng/mL EG-VEGF for 24 h. Then, they were washed and incubated for 15 min with
enzymatic dissociation solution (Stock solution: 200 mL IMDM containing 0,08 g
collagenase [type I: Sigma Chemical Co., St. Louis, MO], 280mg hyaluronidase [type I-S;
Sigma Chemical Co.], 1 g Trypsine, 80 mg Hepes, 1 g MgS04) at 37°C in 70mL. Upon
digestion, 40 mL were removed in 2 mL FCS (solution I). We proceeded to second digestion
for 8 min at 37°C in the presence of 25 mL enzymatic dissociation solution. As for the first
step, a Solution Il was obtained. The dissociated cells were washed and centrifuged for 15
min in IMDM in the presence of 100 pg/mL streptomycin and 100 U/mL penicillin. The cells
were then resuspended in 3 mL of medium culture. Samples (Solutions | and 1l) were pooled
and resuspended on a Percoll gradient made up in Hanks' balanced salt solution. The gradient
was centrifuged (600 rcf) for 30 min at room temperature, after which a broad band in the
middle of the tube, under red blood band, containing placental cell, was collected. The cells
were washed several times and resuspended in PBS containing 2% BSA. The cells were then

used for immunostainings followed by flow cytometry analysis. In another set of experiment
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fragments of placental explant (15-20 mg wet weight) were teased apart cultured on Matrigel
(Becton-Dickinson, Le Pont de Claix, France) and treated with EG-VEGF (25-100 ng/mL).
Placental explants were collected and homogenized in RIPA lysis buffer and protease
inhibitors as previously described (Alfaidy, Li et al. 2003).

Western-blot analysis

Placental explants were homogenized in RIPA lysis buffer and protease inhibitors as
previously described (Alfaidy, Li et al. 2003). 30ug protein extracts were electrophoretically
separated on 0.1% sodium dodecyl sulfate-12% polyacrylamide gels and electrically
transferred onto 0.4pm nitrocellulose membranes. The membranes were ethlo#tith
antibodies against CD3Y,e-cadherin, CD45, CD235A, Runxl and GATAZ2. The initéets

of immunoreactive bands were measured by scanning the photographic film and analyzing the
images on a desktop computer using ImageJ Launcher software or using Chemidoc and
analyzing the images with Image Lab (version 4.0.1). To standardize for sample loading, the
blots were subsequently stripped using a commercially available kit following the
manufacturer’s instructions (Re-blot; Millipore) and re-probed with anpaattin antibody

(Sigma-Aldrich, France) as an internal control for protein loading.

Cell preparation from mouse placentagiouse placentas were collected after gravid mice
after their sacrifice at indicated gestational ages. Placentas were dissected from their decidua.
Tissues were kept on ice, washed in PBS, dissociated mechanically through 18G needles and
then treated with 0.05% collagenase type | (Sigma) in PBS with 10% FCS for 20 min at 37°C.
This step was followed by passages through 18-25G needles. A single cell suspension was

filtered through 50 m filters (Dako) and subjected to functional assays.

Flow cytometry

Placental cells were stained with the following primary antibodies (1/100): mouse anti-human
CD34 (BD Pharmigen), mouse anti-human CD45 (BD Pharmigen), mouse anti-human
CD235A (BD Pharmigen); rat anti-mouse CD34 (BD Pharmigen), rabbit anti-CD34 (Sigma-
Aldrich), rat anti-mouse CD45 (BD Pharmigen), rat anti-mouse c-kit (BD Pharmigen), anti-
mouse Ve-cadherin. In some experiments placental cells were directly labeled with
fluorochrome-conjugated antibodies to hematopoietic and/or endothelial markers such as anti-
mouse c-kit-PE (Miltenyi), anti-mouse-CD31-APC (Miltenyi), anti-mouse CD45-FITC
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(Miltenyi). After 45 min of staining on ice, cells were washed and centrifuged after a second
stains using the following secondary antibodies: Alexa 488-conjugated goat anti-mouse
antibody, Alexa 488-conjugated goat anti-rat and PE-conjugated goat anti-rabbit. After 45
min of staining, cells were washed and stained with Propidium iodide for dead cell exclusion.
Cell surface phenotypic analyses were performed using a FACSCalibur (BD Biosciences) for
acquisition of samples and CellQuest (BD Biosciences) or FlowJo, version 9.2, (Tree Star,
Inc., Ashland, OR) software for analysis.

Culture on MS-5 stromal cells fdong-term culture initiating cell (LTC-IC)Freshly sorted

mouse cells were cultured on pre-established monolayers of the MS-5 mouse bone marrow
stromal cell line (Itoh, Tezuka et al. 1989), which supports long-term myeloid and B-
lymphoid human hematopoiesis (Issaad, Croisille et al. 1993, Berardi, Meffre et al. 1997,
Robin, Pflumio et al. 1999, Tavian, Robin et al. 2001). Co-cultures were performed as
described previously (Tavian, Robin et al. 2001). The frequency of cells forming
hematopoietic colonies was determined by means of Poisson statistics as described previously
(Ploemacher, van der Sluijs et al. 1989, Moore, Ema et al. 1997) with slight modifications.
Serial half-dilutions were performed from 1000 to 15 cells per well, with 10 replicate wells
seeded per cell dilution. Colonies of hematopoietic cells developing on or underneath the MS-
5 stromal cells were scored from week 1 to week 5 under an ICM-405 phase-contrast inverted
microscope (Carl Zeiss, Le Pecq, France). The number of cells seeded per well was plotted
against the logarithm of the percentage of negative wells. As calculated from the line of best
fit, the cell number at log 37% negative wells is the frequency of blood-forming cells in the
starting population.

Colony-forming cell assays in semi-solid medidireshly sorted mouse cells were plated in
duplicate in 35 mm plastic culture dishes at $ddis/mL in 1 mL semi-solid growth
medium that consisted of 1% methylcellulose (Sigma-Aldrich) in IMDM (Gibco BRL), 30%
heat-inactivated FCS (Hyclone Laboratories), 1% BSA, (Sigma-Aldrich)? MO 2-
mercaptoethanol (Sigma-Aldrich), 2 U/mL erythropoietin (EPO-alpha, humain, Promocell),
10 ng/mL IL3 (mouse, Miltenyi), 20 ng/mL TPO (human, Miltenyi) and 20 ng/mL SCF
(mouse, Miltenyi). Cultures were incubated for 14 days at 37°C in a humidified 5%
CO2 atmosphere. Colonies5@ cells) were counted on an inverted microscope.
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Statistical analysis

Statistical comparisons @re made using Student's t test and one-way ANOVA (both
parametric and nonparametric) followed by Dunn’s, or Bonferroni tests. All data were
checked for normality and equal variance. (SigmaPlot and SigmaStat, Jandel Scientific
Software). All data are expressed as mean £ SEM (***p<0.001; **p<0.01;*p<0.05).



Results

Overexpression of EG-VEGF decreases hematopoietic placental cells production.

We investigated the effect of EG-VEGF treatment on the hematopoietic cells number in the
placenta of gravid mice. In order to cover the highest period of hematopoiesis during
gestation, ie 7.5-12.5 dpc, the treatment started before the launch of the hematopoietic process
and lasted for five days. Previous reports in the literature have shown that mouse
hematopoietic cells express specific markers such as CD34, CD45 and C-kit. We first
determined the effect of EG-VEGF on cell populations that express either CD34, CD45, or
C-Kit. Figure 1A reports flow cytometry analysis of placental cells collected from three
independent gravid mice at 12.5 dpc. Simple staining of placental cell population by either
CD34, CD45 or C-kit antibodies did not show any significant difference between control and
treated placenta (Figure 1A). A trend to decrease in the C-kit population was observed,
however this did not reach any statistical significance. Because ‘@Ed# population
represents better the hematopoietic cell population, we performed analysis focusing on the
double stained populations using CD3#hd c-kit antibodies. Figure 1C and 1D show that
EG-VEGF treatment significantly decreased the number of double stained'/CR34
population. These data demonstrate that EG-VEGF negatively regulates placental
hematopoiesis during the first trimester of pregnancy (Figure 1B).

Treatment of gravid mice with  PROKR1 and PROKR2 antagonists increase
hematopoietic placental cell production.

In the placenta, EG-VEGF binds both to PROKR1 and to PROKR2 receptors. To better
understand the endogenous role of EG-VEGF in the regulation of placental hematopoiesis, we
treated the gravid mice by either PROKR1 or PROKR2 or both antagonists from day 4.5 dpc
to day 12.5 of gestation. Figure S1 shows that PROKR1 or PROKR2 antagonist injected alone
did not affect the number of CD34, CD45 and c-kit positive cells. Because EG-VEGF binds to
its receptors with comparable affinity, we determined the effect of simultaneous injection of
PROKR1 and PROKR2 antagonists. Figure2 shows that PROKR1and PROKR2 antagonists
treatment did not affect individual CD34, CD45 and c-kit positive cells, however it did

significantly increase the number of double stained CI3dt™ population. These data



demonstrate that endogenous EG-VEGF negatively regulates placental hematopoiesis during

the first trimester of pregnancy and that this effect involved both receptors (Figure 2B).

EG-VEGF effect on hemogenic endothelial cell population.

As the placenta is considered as a site of definitive hematopoiesis with budding hypothesis of
endothelial cell differentiation into an hemogenic endothelial cell type that gives rise to
hematopoietic stem cell, we determined the effect of EG-VEGF on the number of
CD34/CD45, and CD144CD31" two cell populations that were describe to represent
hemogenic endothelial cell types. Figure 3A, 3B show that mice treatment by EG-VEGF
significantly decreased the number of the hemogenic endothelial cells. These data suggest that
EG-VEGF effect on hematopoietic differentiation might either occur at the level of their first
step of differentiation from endothelial to hemogenic endothelial cells and/or at the step of

hemogenic endothelial cell differentiation towards the hematopoietic stem cell.

EG-VEGEF effect on the function of hematopoietic stem cells

To determine whether EG-VEGF has any effect on the ability of hematopoietic progenitor
cells to proliferate and to differentiate to form hematopoietic colonies in a semisolid medium,
we performed the colony forming cell (CFC) assay in the absence or the presence of EG-
VEGF (4ug). Preliminary results did not show any difference with the treatment. A slight
decrease in the CFU-MK and E-MK cells was observed (Figure 4.A). We have also
performed the long-term culture initiating cell (LTC-IC) assay to determinate whether EG-
VEGEF influences the generation and proliferation of primitive hematopoietic stem cells from
CD34'/c-kit" population. Figures 4B and 4C show that EG-VEGF does not have any effect on
this process, as the CD24kit" populations produced the same frequency of cobblestone
area forming cells (CAFC) and colonies of hematopoietic cells after 1 week to 5 weeks of co-

culture in the non-treated and in the treated condition.

EG-VEGF effect on the hematopoietic stem cells differentiation and function of
hematopoieticin fetal liver

To determine whether EG-VEGF treatment affects hematopoiesis in other sites of the fetus,
we analyzed its effect on the production and function of the fetal liver GORA
hematopoietic cell population. Figures 5A and 5B show that EG-VEGF is not involved in the

production of the CD34c-kit" population, nor in their function.
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EG-VEGF effect on CD34, CD31 and VE-cadherin proteins expression in the placenta

We determined the effect of EG-VEGF on CD34, a protein specific to endothelial and
hematopoietic cell, CD31 and VE-cadherin, markers of endothelial and hemogenic
endothelial cells. Figure 5 shows that EG-VEGF treatment does not affect CD34 protein
expression, however it did decrease and increase those of CD31 and Ve-cadherin expression,

respectively.

EG-VEGF effect on hematopoietic markersin human placentas

In an attempt to determine whether EG-VEGF has any effect on human placental
hematopoiesis, we tested its effect on placental explants incubated in the absence or the
presence of EG-VEGF (25 ng/mL) and analyzed by flow cytometry for the expression of
CD34, CD45 and CD235A. Because of the low levels of marked cells upon explant cultures,
we could not detect a fare number of marked cells to be analyzed (Figure 6). Local analysis of
placental protein expression upon EG-VEGF treatment showed an increase in CD34 protein
expression by immunofluorescence of placental explant section (Figure 1.A) and by Western
blotting analysis (Figure 7.B). No change in the CD45 protein and slight decrease in the
CD235 A protein were observed (Figure 7.B).

EG-VEGF effect on the expression of hematopoietic transcription factorsin the human
placenta

We determined EG-VEGF effect on two transcriptional factors known to be involved in
hematopoietic cell differentiation, ie: GATA2 and RUNXL1. Figure 8 shows that EG-VEGF
treatment does not affect the expression of key transcriptional factors of hematopoietic cell

differentiation.
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Discussion

The present study aimed at determining the effect of EG-VEGF on placental hematopoiesis.
Our preliminary results showed that this angiogenic factor decreased mouse placental
hematopoiesis. This was observed in EG-VEGF-treated gravid mice and was confirmed when
mice were injected with its receptors antagonists, suggesting that EG-VEGF controls the
process of hematopoiesis in an endogenous manner. This is the first report to demonstrate that
placental hematopoiesis is locally regulated by a specific placental factor. The demonstration
that the placenta is a hematopoietic organ is too novel, as only few groups have reported the
placenta as a source and not only a niche for HCS. Also the origin of HCS is still a debate as
both endothelial and hemangioblastic origins are proposed. However, in the placenta it is
more likely that HCS originate from endothelial/ hemogenic endothelial cells, as this organ
was shown to contribute to the definitive hematopoiesis, a process more associated with
differentiation of HCS from endothelial cells (Alvarez-Silva, Belo-Diabangouaya et al. 2003,
Gekas, Dieterlen-Lievre et al. 2005, Ottersbach and Dzierzak 2005). In the present study, we
showed that EG-VEGF also decreased the number of the likely hemogenic endothelial
population (CD144CD31"). These finding suggest that EG-VEGF effect might either occur

a the level of the first step of differentiation of endothelial to a hemogenic endothelial cell
type and/or at the step of the hemogenic endothelial cell differentiation towards the
hematopoietic stem cell. Further experiments are needed to decipher the mechanism of
differentiation. Nevertheless, our data demonstrate that the key process of HCS placental cell
differentiation is in part controlled of a local angiogenic factor that is produced by the
trophoblast cells. Interestingly, the peak of expression of EG-VEGF in the placenta during
mouse gestation declines at the time of the launch of placental hematopoiesis, suggesting that
this factor controls precocious hematopoiesis.

In previous reports, we and other have reported that EG-VEGF is an angiogenic factor that
increased multiples angiogenic processes of endothelial cells (Brouillet, Hoffmann et al.
2010). However, to date, no study has reported its effect on endothelial and/or hematopoietic
cells differentiation. Because of its positive effect on endothelial cells engagement angiogenic
processes, we expected a similar effect on their differentiation. However, both mouse and
human data strongly suggest that during early pregnancy EG-VEGF acts as a negative
regulator of endothelial/hematopoietic cell differentiation. An inhibitory effect of EG-VEGF

on endothelial cell differentiation before the establishment of the fetomatenal circulation (FC)

is probable, as this factor has been reported to exert the same effect on cytrophoblast
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differentiation towards an invasive phenotype before the establishment of the FC.
Cytotrophoblast invasion of the uterus and remodeling of its vasculature allows oxygen
tension to rise at the maternalfetal interface from ~2 to 8% (Muench, Cupp et al. 1994). It has
previously shown (Barcena, Muench et al. 2009) that the relatively hypoxic environment of
the chorionic villi during the embryonic period stimulates proliferation of trophoblast
progenitors, (Muench, Cupp et al. 1994) which differentiate as oxygen levels rise. Placental
hematopoietic progenitors and HSCs might undergo a similar process.

The demonstration of an inhibitory effect of EG-VEGF was more obvious in the mouse
compared to the human explants model. This might be due to numerous reasons; first, mouse
and human placental hematopoiesis occur differentially throughout gestation. In the mouse
this process starts at 12.5 dpc (equivalent to the mid-gestation), whereas in human,
hematopoiesis peaks early on during the first trimester of pregnancy, at even the 3rd week of
gestation. Because we could only collect placenta, the earliest at 5 weeks of gestation, we
might be distant from the time of hematopoietic cell differentiation; second, because former
researchers who demonstrated that the placenta is a source of HSC, worked on tissues
collected and analyzed the same day, we were challenged in our placental explants system, to
use a tissue that had undergone a 24 h incubation in Matrigel with treatment with EG-VEGF
before it analysis for hematopoietic cells epitopes. Hence, it is likely that the small percentage
of hematopoietic cells observed in our placental preparations is due to a loss of hematopoietic
cells epitopes. Further, troubleshooting of experimental protocols that aimed at assessing the

regulation of human placental hematopoiesis, in vitro, is mandatory.
In  conclusion, we demonstrated that EG-VEGF is a regulator of

endothelial/lhematopoietic cell differentiation in the placenta. Further experiments are needed

to confirm and better understand the underlying mechanisms of these processes.
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Figureslegend

Figure 1: Effect of EG-VEGF on hematopoietic cell differentiation

A. Isolated placental cells, collected from control or treated mice, were dissociated and
stained with either anti-CD34, anti-CD45 or anti-C-kit antibodies. Number of stained cells
was determined by flow cytometry. There was no change between control and treated mice.
B. Isolated placental cells, collected from control or treated mice, were dissociated and double
stained with anti-CD34 and anti-C-kit antibodies. There was a significant decrease in the
number of CD3%C-kit" cells. The graph summarizes data obtained from three independent

experiments. Data are expressed as percentage of cells + SEM (* p< 0.05).

Figure 2. Effect of PROKR1 and PROKR2 antagonists on placental hematopoietic cell
differentiation

A. Isolated placental cells, collected from control or treated mice, were dissociated and
stained with either anti-CD34, anti-CD45 or anti-C-kit antibodies. Number of stained cells
was determined by flow cytometry. There was no change between control and treated mice.
B. Isolated placental cells, collected from control or treated mice, were dissociated and double
stained with anti-CD34 and anti-C-kit antibodies. There was a significant increase in the
number of CD3¥C-kit" cells in the PROKR1 and PROKR2 antagonists treated mice. The
graph summarizes data obtained from three independent experiments. Data are expressed as

percentage of cells + SEM (* p< 0.05).

Figure 3: EG-VEGF effect on endothelial/ endothelial-hemogenic cell differentiation

A. Isolated placental cells, collected from control or treated mice, were dissociated and double
stained with anti-CD34 and anti-CD45 antibodies. The number of stained cells was
determined by flow cytometry. There was a significant decrease in the number of
CD34/CDA45 cells. The graph summarizes data obtained from this experiment. Data are
expressed as percentage of cells + SEM (* p< 0B5Isolated placental cells, collected from
control or treated mice, were dissociated and double stained with anti-CD144 and anti-CD31
antibodies. There was a decrease in the number of CITZ31" cells. The graph
summarizes data obtained from this experiment. Data are expressed as percentage of cells +
SEM (* p< 0.05).
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Figure 4: EG-VEGF effect on the function of hematopoietic stem cells

A. Reports the result of Colony Forming Cell assay on treated or not with EG-VEGF
placentas for 24 h. EG-VEGF did not affect the number of any type of col8ni€kis panel
reports the Long-Term Culture Initiating Cell (LTC-IC) assay used to determine EG-VEGF
effect on the generation of hematopoietic cells and on Cobblestone-Area-Forming Cells
(CAFC, immature hematopoietic progenitors) from CD8«it™ mice placental cells at
E11,5. There was no difference between cells treated or not with EG-VEGF from week 1 to

week 5 of culture.

Figure 5: Effect of EG-VEGF treatment on the liver hematopoietic stem cells differentiation
and on their function

A. Isolated fetal liver cells, collected from control or treated mice, were dissociated and
double stained with anti-CD34 and anti-C-kit antibodies. The number of double'[CEdd

cells was determined by flow cytometry. The graph summarizes data obtained from this
experiment. Data are expressed as percentage of_cells + SEM (* p<B.®®ports the
result of Colony Forming Cell assay on treated or not with EG-VEGF fetal liver for 24 h. EG-

VEGF did not affect the number of any type of colonies.

Figure 6: Effect of EG-VEGF on the placental expression of hematopoietic and endothelial
markers

A, B andC report representative Western blotting analysis of CD34, CD31 and VE-cadherin
expression in placenta collected from control or EG-VEGF treated mice. Quantifications of
the intensity of the corresponding bands of each protein are reported on the graphs, D, E, F,

respectively. Bactin was used as an internal control to standardize for protein loading.

Figure 7. Effect of EG-VEGF on hematopoietic cells production in placental explants
collected at 8-10 wg

A. Isolated placental cells, collected from control or treated placental explants, were
dissociated and stained with either anti-CD34 and anti-CD45 or CD235 A antibodies. The
number of stained cells was determined by flow cytometry. The graghsummarize data
obtained from three independent experiments for each protein. Data are expressed as
percentage of cells + SEM (* p< 0.05)
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Figure 8: Effect of EG-VEGF on hematopoietic or endothelial markers in placental explants
collected at 8-10 wg

A. Reports photographs of immunofluorescence of placental explant sections (8 wg) stained
with anti-CD34 antibody after 24 h of treatment in the absence or the presence of 10 ng/mL;
25 ng/mL or 50 ng/mL EG-VEGFB. Reports representative Western-blot analysis that
compares CD34, CD45 and CD234A expressions in placental explants treated with EG-
VEGF at 10 ng/mL; 25 ng/mL or 50 ng/mL. The graph€isaummarize data obtained from

three independent experiments for each protein. Data are expressed as percentage protein
expression in the control condition + SEM (* p< 0.0Bjyactin was used as an internal

control to standardize for protein loading.

Figure 9: Effect of EG-VEGF on the expression of transcription factors involved in
hematopoietic cell differentiation

A. Reports representative Western-blot analysis that compares Runxl and GATA2
expressions in human placentas treated or not with 10 ng/mL; 25 ng/mL or 50 ng/mL EG-
VEGF for 24 h.B. shows the quantification of the intensity of the bands using Image |
software. Data are expressed as percentage protein expression in the control condition + SEM

(* p< 0.05) B—actin was used as an internal control to standardize for protein loading.

Figure S1

Isolated placental cells were collected from control, anti-PROKR1 (pgral anti-PROKR2

(panel B treated mice, were dissociated and stained with either anti-CD34, anti-CD45 or anti-
c-kit antibodies. The number of stained cells was determined by flow cytometry. There was
no change between control and treated mice. The graphs in C and D summarize data obtained
from three independent experiments treated with either PROKR1 or PROKR2 antagonists,

respectively. Data are expressed as percentage of cells + SEM (* p< 0.05).

Figure S2: Levels of circulating EG-VEGF in the gravid mice upon treatment by EG-VEGF
using osmotic pumps.

The graph reports EG-VEGF circulating levels in control (no osmotic pump) and treated mice
with either PBS (control MP) or EG-VEGF after 5 days. Data are expressed as percentage of
cells + SEM (* p< 0.05).
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2.2 Discussion de la deuxieme publication

2.2.1. Résumé des résultats
2.2.1.1. La surexpression de I'EG-VEGF induit une diminution du nombre de cellules
hématopoiétiques dans le placenta murin

Dans un premier temps, nous avons cherché a déterminer par cytométrie en flux 1’effet de
la surexpression de I’EG-VEGF dans les placentas murins, sur le nombre de cellules
exprimant soit des marqueurs hématopoiétiques, le récepteur c-kit et la glycoprotéine pan-
leucocytaire CD45, soit un marqueur a la fois du lignage hématopoiétique et du lignage
endothélial, la glycoprotéine CD34. Quel que soit le traitement, il ne semble pas y avoir
d’effet significatif quant au nombre de cellules positives pour ces marqueurs. En revanche,
lorsque nous nous intéressons aux cellules hématopoiétiques doublement immunomarquées
CD34"/c-kit", nous constatons une diminution du nombre de ces cellules a la suite de la

surexpression de I’EG-VEGEF.

2.2.1.2. Le traitement simultané par les antagonistes PROKR1 et PROKRZ induit une
élévation du nombre de cellules hématopoiétiques dans le placenta murin
L’analyse par cytométrie en flux de I’effet de I’antagonisation de ’EG-VEGF sur le
nombre de cellules exprimant soit CD34, soit CD45 ou bien c-kit, n’a révélé aucune
différence significative. L’antagonisation d’un seul des deux récepteurs PROKR1 et PROKR2
a montré le méme résultat (Figure S1). Cependant, I’injection simultanée des antagonistes
PROKR1 et PROKR2 induit une augmentation significative du nombre de cellules
hématopoiétiques CD34'/c-kit". Ces données démontrent que I’EG-VEGF régule
négativement la différenciation hématopoiétique placentaire et que son action fait intervenir

ses deux récepteurs.

2.2.1.3. Effet d’'une surexpression de I'EG-VEGF sur les cellules endothéliales dans le
placenta murin
L’EG-VEGF étant connu comme un facteur pro-angiogéne, son effet sur Ia
différenciation endothéliale fut examiné. Nous montrons de maniére inattendue que I’EG-
VEGF diminue significativement le nombre de cellules VE-cadherine/CD31 positives et le
nombre de cellules CD34/CD45". Ainsi, il semblerait que I’EG-VEGF ne favoriserait pas la

différenciation endothéliale ou agirait sur la population endothéliale hémogénique.
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2.2.1.4. Tests fonctionnels et voie de signalisation

Ayant montré que D’EG-VEGF agirait sur la régulation de la différenciation
hématopoiétique, par le test clonogénique ou Colony-Forming Cell (CFC) assay, nous avons
¢galement étudié son effet sur I’habilité des précurseurs/progéniteurs hématopoiétiques du
placenta murin a former différentes colonies hématopoiétiques sur un milieu semi-solide de
méthylcellulose. Les résultats préliminaires ne semblent montrer aucune différence
significative. Une tendance a la diminution des ¢érythro-mégacaryocytes ou des
mégacaryocytes a été observée, mais reste a étre confirmée. Ce test ne permettant pas de
détecter les cellules hématopoiétiques plus immatures, nous avons €galement eu recours au
test LTC-IC (Long-Term Culture Initiating Cell) afin de déterminer 1’influence potentielle de
I’EG-VEGF sur la génération et la prolifération de cellules hématopoiétiques et des CAFC
(Cobblestone Area-Forming Cells) a partir d’une population cellulaire placentaire CD34 /c-
kit". Les résultats préliminaires ne semblent pas étre en faveur d’une action de ’EG-VEGF
sur les progéniteurs hématopoiétiques dans la population d’étude. De la semaine 1 a la
semaine 5, aucune différence significative n’a été répertoriée. Ces résultats suggerent que
I’EG-VEGF agirait seulement a des étapes précoces de la différenciation hématopoiétique.

Nous avons aussi analysé I’effet de ’EG-VEGF au niveau du foie feetal. Il semblerait que
celui-ci n’ait aucune incidence sur le nombre de cellules hématopoiétiques CD34/c-kit
positives, ni sur la fonction hématopoiétique dans cet organe, comme en témoigne le test

clonogénique préliminaire.

2.2.1.5. Effet de 'EG-VEGF sur l'expression des marqueurs hématopoiétiques et/ou
endothélial dans le placenta murin
Nous nous sommes également intéressés a 1’effet de la surexpression ainsi que de
I’antagonisation de ’EG-VEGF sur I’expression du marqueur CD34 et de deux marqueurs
endothéliaux, I’immunoglobuline CD31 (PECAM-1) et la glycoprotéine, VE-cadhérine
(CD144). L’analyse de I’expression par Western Blot de CD34 a la suite de la surexpression
de ’EG-VEGF n’a révélé aucune différence significative. En revanche, ce méme traitement
conduit a une diminution de I’expression de CD31. Quant a la VE-cadhérine, il semblerait que

I’EG-VEGF induise une augmentation significative de son expression.
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2.2.1.6. Effet de I'EG-VEGF sur les cellules exprimant des marqueurs
hématopoiétiques dans le placenta humain
Bien que dans le placenta humain aucune variation de 1’activité hématopoiétique n’ait été
répertoriée suite au pic de I’expression de ’EG-VEGF, nous avons étudi¢ son effet sur le
nombre de cellules positives pour les marqueurs CD34, CD45 et CD235A (ou glycophorine
A, un marqueur érythroide). Les études préliminaires par cytométrie en flux montrent que
I’EG-VEGF a 25 ng/mL ne semble pas influencer sur le nombre de cellules positives pour
CD34 ou CD45. En revanche, il pourrait y avoir une tendance a la baisse de cellules CD235A

positives.

2.2.1.7. Effet de I'EG-VEGF sur les niveaux d’expression des marqueurs CD34, CD45 et

CD235A ainsi que des facteurs de transcription Runx1 et GATA-2 chez 'humain
L’EG-VEGF induirait une augmentation de 1’expression de CD34. Cet effet fut observé
par immunofluorescence et par Western Blot. En revanche, il induirait a 25 ng/mL et 50
ng/mL une diminution significative de I’expression de CD235A et ne semble pas avoir d’effet
sur I’expression de CD45. Aussi, avons-nous déterminé [’effet de cette cytokine sur
I’expression de deux facteurs de transcription connus pour étre impliqués dans la
différenciation hématopoiétique : Runx1 et GATA2. Les travaux ont montré 1’absence d’effet
significatif quelle que soit la concentration de ’EG-VEGF utilisée. Ces résultats suggerent
que ’EG-VEGF ne serait pas impliqué dans la différenciation avancée de I’hématopoicse

chez ’humain.
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2.2.2. Conclusion

Ces résultats préliminaires semblent montrer que ’EG-VEGF aurait un effet inhibiteur
sur la différenciation des cellules hématopoiétique, mais aussi sur celle des cellules
endothéliales. Ces données sont en faveur de ’hypothése selon laquelle les cellules souches
hématopoiétiques (CSHs) auraient pour origine un intermédiaire endothéliale avec un
potentiel hématopoiétique, 1’endothélium hémogénique. Une notion renforcée par le fait que
les tests fonctionnels : le test clonogénique et LTC-IC, n’ont montré aucun effet significatif de

I’EG-VEGF.

2.2.3. Discussion des résultats
2.2.3.1. Chez la souris

L’analyse de I’expression de cette cytokine chez la souris a montré qu’elle était fortement
exprimée au début de la gestation mais surtout que son pic d’expression précede celui de
I’activité hématopoiétique (Hoffmann et al. 2007). En outre, des travaux du laboratoire ont
démontré qu’au-dela de son role pro-angiogeéne, I’EG-VEGF pourrait agir comme un facteur
de contrdle de plusieurs processus au cours du premier trimestre de grossesse. En effet, il
inhibe le déclenchement trop précoce de I’invasion trophoblastique et indirectement le
remodelage des artéres spiralées utérines par les CTEV (Hoffmann et al. 2009). A la lumiére
de ces nouvelles données, nous émettons I’hypothese selon laquelle I’EG-VEGF inhiberait la
différenciation hématopoiétique dans le placenta murin. Pour y répondre, la surexpression de
I’EG-VEGF, et I’antagonisation par I’injection simultanée de deux antagonistes pour ces
récepteurs, PROKR1 et PROKR2 ou de I'un ou I’autre de ses récepteurs ont été utilisées. La
premiére approche fut réalisée dans des conditions ou les doses administrées de I’EG-VEGF
¢taient dans des proportions pharmacologiques, puisque nous délivrions 4 ng d’EG-VEGF en
7 jours. Nous risquions donc d’observer et d’interpréter des résultats qui pouvaient s’avérer
différents de 1’action réelle de ’'EG-VEGF. Ainsi pour valider nos effets, nous nous sommes
placés également dans des conditions plus physiologiques en antagonisant les récepteurs
PROKRI1 et PROKR2. Au moment du pic de I’activité hématopoiétique placentaire vers
E12,5, les CSHs du placenta présentent un phénotype CD34"/c-kit" (Gekas et al. 2005). Ainsi
afin d’étudier I’effet de ’EG-VEGEF sur la différenciation hématopoiétique, nous avons réalisé¢
des doubles immunomarquages a I’aide d’anticorps dirigés contre ces deux marqueurs.

En raison du caractére pro-angiogene de I’EG-VEGF préalablement décrit dans la

littérature (Brouillet et al. 2010), nous nous attendions a une ¢lévation du nombre de cellules
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Figure 42 : Action potentielle de ’EG-VEGF sur les cellules endothéliales hémogéniques
L’EG-VEGEF inhiberait la différenciation hématopoiétique en agissant sur les cellules endothéliales

hémogéniques ainsi que la différenciation endothéliale a des stades précoces. En revanche, il
favoriserait I’angiogenése des vaisseaux préexistants. (Adaptée de Hirschi et al. 2012)
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endothéliales qui témoignerait d’une favorisation vers une différenciation angiogénique. Or,
nous avons constaté une diminution du nombre de cellules exprimant Ve-cadhérine et CD31
ou bien positives pour CD34 et négatives pour CD45. Par ailleurs, les résultats préliminaires
du test clonogénique et du test LTC-IC n’ont révélé aucune différence suggérant que I’EG-
VEGF ne serait pas impliqué dans la fonction hématopoiétique mais interviendrait plus
précocement dans leur différenciation. L’ensemble de ces résultats laisse a penser que I’EG-
VEGF pourrait agir sur un intermédiaire endothélial avec un potentiel hématopoiétique, la
cellule endothéliale hémogénique (Figure 42). L’origine anatomique ainsi que la nature exacte
des précurseurs directs des CSHs dans I’embryon sont encore débattues. Deux grandes
théories principales sont énoncées, soit, il existerait un précurseur commun aux deux lignées,
I’hémangioblaste (Murray 1932 ; Choi et al. 1998 ; Kennedy et al. 2007), ou bien, les CSHs
dériveraient d’une cellule endothéliale hémogénique ayant toutes les caractéristiques
morphologiques et phénotypiques des cellules endothéliales mais possédant en plus, la
capacité a produire des CH (Jaffredo et al. 2005 ; Sabin et al. 2002 ; Goldi et al. 2008 ; Kissa
et al. 2010 ; Boisset et al. 2010). Des expériences supplémentaires sont a envisager afin de
mieux caractériser I’endothélium hémogénique et, par conséquent, de mieux comprendre le

mécanisme de différenciation des cellules hématopoiétiques placentaires.

2.2.3.2. Chez I'humain

Le profil d’expression de ’EG-VEGF est similaire a celui de la souris, en revanche celui
de son activit¢ hématopoiétique au sein du placenta différe. Aucun pic d’activité n’a été
répertorié chez I’humain et les progéniteurs hématopoiétiques sont présents tout au long de la
grossesse et jusqu’au terme (Robin et al. 2009). Il nous est donc plus difficile de transposer
notre hypothese au placenta humain. En outre, les placentas ont été collectés entre 8 et 10 SA.
Or, bien que la circulation sanguine ne puisse étre détectée dans les espaces intervilleux avant
12 SA (Hustin and Schaaps, 1987 ; Jaffe et al, 1997), les premiers vaisseaux foetaux
apparaissent vers 18 jpc (Hamilton and Bay, 1960) et les progéniteurs hématopoiétiques ont
¢été détectés dans le placenta humain des 6 semaines de grossesse (Robin et al. 2009). Nous
nous situons, par conséquent, bien en aval des premicres étapes de la différenciation
hématopoiétiques et endothéliales. Néanmoins, nous avons tout de méme cherché a
déterminer 1’effet de I’EG-VEGF sur différents marqueurs hématopoiétiques. L’analyse des
résultats obtenus par cytométrie en flux s’est révélée complexe en raison du faible

pourcentage des marqueurs et de la grande hétérogénéité entre les résultats. Nous pensons que
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nous avons perdu certains épitopes suite au passage des explants placentaires en culture sur
matrigel suivi des étapes de dissociation des cellules.

En outre, la glycoprotéine CD34 ¢étant a la fois un marqueur endothélial et un marqueur
hématopoiétique, le fait que nous ayons observé chez I’humain une augmentation significative
de son expression a la suite d’un traitement par I’EG-VEGF pourrait témoigner du role pro-
angiogene de cette cytokine au cours du premier trimestre de la grossesse. Nous pouvons en
effet supposer que ’EG-VEGF induit une élévation du nombre de cellules endothéliales déja
engagées dans un processus angiogénique. L’étude d’autres marqueurs endothéliaux tels que
CD31 ou Ve-cadhérine, par des expériences de cytométrie en flux seront nécessaires afin de

confirmer cette hypothése.

Ainsi, I’ensemble de cette étude suggere que I’EG-VEGF joue un role dans la
différenciation hématopoiétique murine en agissant sur la cellule endothéliale hémogénique.
En revanche compte tenu du stade de développement des placentas humains utilisés, nous ne
pouvons pas conclure a un effet quelconque de cette cytokine au niveau de 1’endothélium

hémogénique.
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Figure 43: Développement d’un modele murin de la Pré-éclampsie.

Deux approches ont été utilisées afin de générer des souris gestantes présentant des symptomes de la
Pré-éclampsie. Protocole I : des mini-pompes osmotiques délivrant en continu de ’EG-VEGF (4 nug;

0,5 pL/h) sont posées chez des souris gestantes a 11,5 jpc, les placentas sont prélevés a 15,5 jpc ou a
18,5 jpc. Protocole 2 : des mini-pompes osmotiques délivrant en continu de I’EG-VEGF (4 ug; 0,5
uL/h) sont posées chez des souris gestantes a 7,5 jpc, les placentas sont prélevés a 12,5 jpc. Les souris
issues du Protocole 1 ont été suivies pour les paramétres suivants : dosage de I’EG-VEGF circulant,
immunohistochie de différents marqueurs placentaires, dosage de la créatinurie et de la créatinémie,
histologie placentaire et rénale, dosage de sFlt-1 et sEndogline ainsi que la quantification de génes
spécifiques des différentes zones placentaires. Seuls les paramétres en gras seront explicités. Quant

aux souris issues du Protocole 2, elles ont été utilisées pour compléter les données sur le dosage de

sFlt-1 et sEndogline.
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III. Contribution au développement d’'un modele animal de la Pré-
éclampsie

3.1 Contexte et présentation de I'étude

La Pré-éclampsie (PE) est une pathologie multifactorielle de la grossesse, spécifique de
la gestation humaine, qui survient classiquement & partir du 2°™ trimestre. Elle est une cause
majeure de mortalité et de morbidité maternelles et périnatales. Bien que des études récentes
ont montré qu’elle soit associée a une dysfonction placentaire, responsable de la libération
dans la circulation maternelle de diverses molécules, entrainant 1’apparition des symptomes
pathologiques suivant : hypertension artérielle, néphropathie glomérulaire (protéinurie) et
augmentation de la perméabilité vasculaire ; cette complication reste imparfaitement
comprise. Ainsi, de nombreux modeles murins ont été développés afin d’apporter une
meilleure compréhension et de nouvelles pistes thérapeutiques pour cette pathologie de la PE
(Doridot et al. 2012). La génération de tels modeles était basée sur ’altération de parameétres
clés de la physiopathologie de la placentation et de la PE tels que I’hypertension artérielle, le
systéme rénine angiotensine, I’immunité et 1’auto-immunité, 1’hypoxie ou encore les genes
soumis a empreinte parentale (Davisson et al. 2002 ; Takimoto et al. 1996 ; Bergmann et al.
2010 ; Zhou et al. 2008 ; van Dijk et al. 2005). Cependant, aucun de ces modeles ne
récapitulait tous les symptomes de cette pathologie. Dans la PE, il est bien établi que
I’invasion trophoblastique est altérée. Ainsi, un nombre grandissant de recherches est axé sur
les facteurs régulateurs de ce processus. Notre laboratoire a montré récemment, que le facteur
EG-VEGF ¢était responsable de I’inhibition de 1’invasion trophoblastique (Hoffmann et al.
2009). Or, un défaut de ce processus physiologique contribuerait a un mauvais remodelage
vasculaire utérin engendrant une hypoperfusion de la chambre intervilleuse, cause princeps du
développement de la PE. A partir de ce constat, nous avons €émis [’hypotheése qu’une
expression soutenue de I’EG-VEGF au-dela de sa période normale d’expression pourrait
contribuer au développement de la PE. Afin de la vérifier, nous avons utilis¢ le modele souris.
Le laboratoire a précédemment montré que la souris présente un profil d’expression de ’EG-
VEGF comparable a celui observé chez ’humain au cours de la gestation et que I’EG-VEGF
et ses récepteurs sont localisés dans des types cellulaires similaires (Hoffmann et al. 2007).
Chez la souris, I’expression maximale de I’EG-VEGF se situe autour du 10,5 jpc,

correspondant au premier trimestre chez la femme.
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Figure 45 : ’EG-VEGEF altere I’invasion trophoblastique a 15,5 jpc

A. Coloration PAS (Periodic Acid Schiff) des placentas de souris traitées ou non par I’EG-VEGF, a
12,5 jpc et 15,5 jpc. B. Marquage de la cytokératine 7 par immunohistochimie sur des placentas de
souris traitées ou non par I’EG-VEGF, a 15,5 jpc. Tr = cellule Trophoblastique. = SEM, *p<0.05.
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Ainsi, dans notre modele murin, nous avons examiné |’effet d’une prolongation
artificielle, au-dela de 10,5 jpc, de ’'EG-VEGF dans la circulation de la souris gravide. Trois
protocoles ont été mis en place, le premier consista a déposer des mini-pompes osmotiques
délivrant en continu de 'EG-VEGF a 7,5 jpc et a prélever les placentas a 12,5 jpc.
L’ensemble des placentas et des sérums utilisés dans cette condition, provient des expériences
menées pour l’é¢tude de I’effet de I’EG-VEGF sur la différenciation hématopoiétique
placentaire. Dans les deux autres protocoles, les mini-pompes furent déposées a 11,5 jpc et
les placentas furent récupérés soit a 15,5 jpc, soit a 18,5 jpc (Figure 43). Le choix des jours
d’arrét des expériences, a ¢ét¢ motivé par le fait que E12,5 correspond a la fin du premier
trimestre de la grossesse chez la femme, tandis que E15,5 correspond a I’apparition des
symptomes de la PE. Quant a E18, 5, il nous permet de déterminer si les souris ont développé

des systemes compensatoires.

3.2 Discussion de la troisieme étude
3.2.1. Résumé des résultats
Dans cette partie, ne seront rapportés que les résultats majeurs trouvés par 1’équipe ainsi

que ceux que j’ai démontrés pour le développement de ce modeéle.

3.2.1.1. Effets du maintien de I'EG-VEGF sur le poids placentaire et feetal et sur
lefficacité placentaire a 15,5 et 18,5 jpc

Dans un premier temps, des analyses anatomiques ont été réalisées afin de déterminer si
le maintien de I’expression de I’EG-VEGF au-dela de 10,5 jpc, était responsable de variations
du poids des feetus et des placentas, ainsi que d’altérations histologiques placentaires. A 15,5
jpc, ni le poids des feetus, ni celui des placentas ne sont affectés. L’efficacité placentaire
mesurée par le rapport entre le poids du feetus et le poids du placenta n’est donc pas modifiée.
En revanche, la surface de la décidue était réduite dans le groupe trait¢ par I’EG-VEGF,
témoignant d’un défaut de I’invasion trophoblastique, tandis que celle de la zone jonctionnelle
était ¢élargie. A 18,5 jpc, le poids des placentas diminue engendrant une augmentation de
’efficacité placentaire. Les surfaces de la décidue et de la zone jonctionnelle gardent le méme

profil qu’a 15,5 jpc (Figure 44).
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Figure 46: Effet du traitement par I’EG-VEGF sur la pression artérielle moyenne
chez les souris gestantes

La pose d’une mini-pompe délivrant de ’EG-VEGF a 11,5 jpc induit une augmentation significative
de la pression artérielle maternelle a 15,5 jpc. Celle-ci tout en restant significativement élevée décroit a
18,5 jpc.
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3.2.1.2. Effet du maintien de I'EG-VEGF sur l'invasion trophoblastique murine

Afin de confirmer que le maintien de I’expression de ’EG-VEGF induit une altération de
I’invasion trophoblastique a 15,5 jpc, nous avons réalisé une coloration PAS (Periodic Acid
Schiff), qui permet de mettre en évidence les polysaccharides présents au niveau des cellules
trophoblastiques a glycogéne. Nous constatons qu’a 12,5 jpc, le nombre de cellules
trophoblastiques a glycogeéne est similaire entre les placentas contrdles et ceux traités par
I’EG-VEGF. En revanche a 15,5 jpc, le nombre de ces cellules est significativement diminué
dans les placentas traités par I’EG-VEGF (Figure 45. A). Nous avons également réalisé un
marquage de la cytokératine 7, un marqueur spécifique de cellules trophoblastiques, a 15,5
jpc. Ce marquage confirme les résultats obtenus avec celui du PAS a 15,5 jpc. L’ensemble de
ces résultats corrobore 1’existence d’un défaut de I’invasion trophoblastique visible a 15,5 jpc,

causé par le maintien de ’expression de ’EG-VEGF (Figure 45. B).

3.2.1.3. Le maintien de I'expression de 'EG-VEGF induit une hypertension artérielle
La PE se définit par I’apparition de novo d’une hypertension aprés la 20°™ SA (140/90
mmHg pour la systole et la diastole respectivement et 160/110 dans les PE sévéres). Afin de
mettre en évidence le développement potentiel d’un des symptomes clés de la PE dans ce
modele in vivo, nous avons mesuré la pression artérielle au niveau de la queue des souris. Le
traitement par ’EG-VEGF a 11,5 jpc, entraine ’apparition d’une hypertension artérielle
maternelle a 15,5 jpc. Celle-ci tout en restant significativement élevée par rapport au controle

décroit progressivement a 18,5 jpc (Figure 46).

3.2.1.4. Le maintien de I'expression de 'EG-VEGF induit un dysfonctionnement rénal
Le développement d’une protéinurie est également un indicateur de la survenue de la PE.
Ainsi, I’analyse du rapport entre I’albumine et la créatinine urinaire montre que le maintien de
I’expression de ’EG-VEGF induit une élévation significative de la protéinurie a 15,5 jpc ainsi
qu’a 18,5 jpc (Figure 47). Une augmentation du nombre de glomérules anormaux est
¢galement constatée a ces mémes ages gestationnels (Figure 48). Ces données suggerent une

atteinte de la fonction rénale.

3.2.1.5. Expression de I'EG-VEGF chez des mdles
Les résultats obtenus sur I’effet de ’EG-VEGF au niveau du rein suggéraient que, soit

I’EG-VEGF agirait directement sur ce tissu, soit, que cet effet n’est que secondaire a un effet
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premier sur le placenta. Afin de déterminer si les défauts rénaux étaient dus a une action
directe de I’EG-VEGF sur le rein, les mémes expériences ont été réalisées chez des males.
Des mini-pompes délivrant de ’EG-VEGF ont été¢ déposées, au bout de 5 jours de traitement,
la tension artérielle, la protéinurie ainsi que la morphologie des glomérules ont été étudiées.
Aucune perturbation rénale, ni développement d’une hypertension artérielle n’ont été
répertoriés. Ces résultats suggerent que le dysfonctionnement rénal est secondaire au

dysfonctionnement placentaire.

3.2.1.6. Le maintien de I'expression de 'EG-VEGF induit une élévation de I'expression
de sFlt-1 et sEndogline

Il est bien établi qu'un dysfonctionnement placentaire est associé a la sécrétion, par ce
dernier, de facteurs anti-angiogeénes tels que le sFlt-1 (soluble Fms-like tyrosine 1) et
I’endogline soluble, molécules largement décrites comme étant la cause des défauts rénaux
associés a la PE. Afin de déterminer si ’EG-VEGF induit une dérégulation de la sécrétion de
ces facteurs, nous avons dosé dans le sang maternel murin, le sFlt-1 et I’endogline soluble a
12,5; 15,5 et 18,5 jpc. Les résultats montrent une €lévation significative de la sécrétion de
sFlt-1 a 12,5 jpc et 15,5 jpc. Quant a I’endogline soluble, sa sécrétion n’est significativement
augmentée qu’a partir de 15,5 jpc et se maintient a 18,5 jpc (Figure 49). Ces résultats
suggerent que le dysfonctionnement placentaire causé par le maintien de 1’expression de
I’EG-VEGF, est responsable du relargage dans la circulation maternelle de sFlt-1 et de
I’endogline soluble par le placenta. Ces derniers seraient responsables de I’altération de la

fonction rénale.

165



C I Contrile
B9 EG-VEGF
30000 NS
= SN
--E-. 25000
Yy * .
=" =
L —
- D
% 0000 1
= I
e 15000 L
-
L]
™ 10000
=
-
5000 J

Souris 55475 115155 115185

non gravides Age gestaﬁoﬂ_ﬂﬁl UPC)

B

8000 - [ Contréle
- s O EG-VEGF
= 7200 A -
g ' I
o0
o 6400 | T
S’
=
5 5600 -
S
£ 4800 1 T
L=
@ 1
2 4000 T T
H—|
=
S 3200 A
4=
=
= 2400 A
un

1600 A

7.5-12.5 11.5-15.5 11.5-18.5

Age gestationnel (jpc)

Figure 49: Le maintien de I’expression de ’EG-VEGF au-dela de 10,5 jpc induit une
¢lévation de la sécrétion de sFlt-1 et de sEndogline a partir de 12,5 et 15,5 jpc, respectivement

A. Dosage de sFlIt-1 dans le sang maternel par ELISA. La concentration de sFlt-1 circulant est
significativement augmentée a 12,5 jpc et 15,5 jpc avec le traitement par I’EG-VEGF. £SEM, *p<0.05
B. Dosage de I’endogline soluble dans le sang maternel par ELISA. La concentration de 1’endogline
soluble circulant est significativement augmentée a 15,5 jpc et 18,5 jpc avec le traitement par I’EG-
VEGF. £SEM, *p<0.05.
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3.2.2. Conclusion

Ma contribution dans le développement de ce modele in vivo de la PE a permis de
déterminer que le maintien de 1’expression de ’EG-VEGF au-dela de 10,5 jpc, période ou
I’expression de cette cytokine est maximale, entraine un défaut de I’invasion trophoblastique
se manifestant par une réduction de la surface de la décidue. Le placenta se retrouve alors en
souffrance et libére dans la circulation maternelle, deux molécules jouant un role essentiel
dans la physiopathologie de la PE, le sFlt-1 et I’endogline soluble. Ces derniéres vont alors
entrainer une augmentation de la pression artérielle ainsi qu’un dysfonctionnement rénal
(Figure 50). Il semblerait que la sécrétion de sFIt-1 soit dérégulée plus précocement que la

dérégulation de I’endogline soluble, qui apparait seulement a partir de 15,5 jpc.

3.2.3. Discussion

Dans ce travail, nous avons montré qu’un maintien de la production de ’EG-VEGF au-
dela de son expression maximale a 10,5 jpc, est associé au développement de la PE. En effet,
Les souris traitées développérent des symptdmes de la PE tels que I’hypertension artérielle, la
protéinurie et un dysfonctionnement rénal. Dans un travail antérieur, I’équipe a montré que les
niveaux circulants de ’EG-VEGF étaient élevés au cours du 2™ et 3™ trimestre de
grossesse chez les femmes présentant une PE ou un RCIU. De cette observation, deux
hypotheéses peuvent €tre énoncées, soit que les taux élevés de ’EG-VEGF sont maintenus
aprés le 1 trimestre et constituent la cause du développement de la PE, soit que I’expression
de ’EG-VEGF augmente plus tardivement et intégre un mécanisme compensatoire en réponse
a un stress placentaire, ’EG-VEGF étant un facteur de survie placentaire et un activateur de
I’angiogenese intra-villositaire. Nos résultats généraux montrent que ces deux options sont
envisageables. Nous pensons que, si I’EG-VEGF augmente au-dela du premier trimestre, en
raison du maintien de I’hypoxie, ou encore d’une forte concentration de I’hCG, de PPARY ou
bien d’autres régulateurs inconnus a ce jour, I’invasion trophoblastique, ainsi que le
remodelage des arteres spiralées utérines seront altérés, entrainant le développement de la PE.
En revanche, si la cause I’établissement de la PE est autre, par exemple ’existence d’une
hypertension établie avant la grossesse, I’expression de I’EG-VEGF est augmentée de
nouveau au cours du 2™ et 3°™ trimestre, en raison de 1’existence d’un stress placentaire et
I’hypothése de la compensation s’appliquerait, correspondant ainsi aux mécanismes
compensatoires souvent observés dans la PE. En conclusion, nous avons développé un modele
de la PE par la dérégulation du processus d’invasion trophoblastique et confirmé que I’EG-

VEGEF est un facteur clé de la régulation de ce processus.
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Figure 50 : Hypothese du mode d’action de I’EG-VEGF sur la fonction rénale
chez la souris gravide

L’EG-VEGF agirait de maniére indirecte sur la fonction rénale, en participant a 1’augmentation de la
libération de facteurs décrits pour induire un dysfonctionnement rénal, sFlt1 et sEndogline.

168



CONCLUSION ET DISCUSSION

L’ensemble de ces trois projets entre dans le cadre d’une meilleure compréhension des
mécanismes physiologiques du développement placentaire afin de pouvoir mieux appréhender
les causes de 1’établissement des pathologies de la grossesse comme la pré-éclampsie et le
retard de croissance intra-utérin. Nous avons ainsi pu montrer que I’EG-VEGF intervient dans
un grand nombre de processus physiologique et qu’il joue un role essentiel dans la
placentation. Nous avons également mis en évidence 1’existence d’une nouvelle boucle de
régulation entre 'EG-VEGF et le récepteur nucléaire PPARY et apporté de nouvelles données
sur la régulation intra-villositaire du développement vasculaire ainsi que sur l’invasion
trophoblastique. En outre, nous avons déterminé un nouvel aspect du réle de I’EG-VEGF au
cours du premier trimestre de grossesse. Ce facteur semblerait intervenir dans la
différenciation hématopoiétique murine en agissant sur la cellule endothéliale hémogénique.
Enfin, le maintien de son expression, chez la souris, au-dela de E10,5, entraine un défaut de
I’invasion trophoblastique qui s’accompagne par la libération de sFIt-1 ainsi que de
I’endogline soluble. Ces deux molécules vont induire un dysfonctionnement rénal et une
hypertension artérielle. Ainsi, ’ensemble de ces résultats et le développement d’un modele in
vivo de la PE suggérent qu’une dérégulation précoce de I’expression de ’EG-VEGF pourrait
conduire a de graves altérations de la placentation, et ainsi €tre la cause du développement de

pathologies de la grossesse comme le RCIU ou la PE.

EG-VEGF et PPARy au-dela du 1° trimestre de grossesse

Outre leurs roles a des stades précoces du développement placentaire, PPARy et EG-VEGF
ont également ét¢ décrits comme intervenant a des stades plus tardifs de la gestation, lors de la
parturition. Le déclenchement du travail a terme est associé a une augmentation des protéines
pro-inflammatoires ainsi que de cytokines telles que 1113, 116, 118, 1110 et TNF-a, entrainant
des réactions inflammatoires en chaine dans [’unité¢ utéro-placentaire. Par ailleurs, la
production de prostaglandines par I’endométre, le myomeétre et les membranes feetales via
I’activation de 1’enzyme prostaglandin-endoperoxide synthase type 2/cyclooxygenase type 2
(Cox-2), induit la contraction utérine pendant le travail. De plus, il a été rapporté que les
niveaux d’expression de PPARy sont relativement stables tout au long de la gestation, a
I’exception de la période du travail, ou son expression au niveau des membranes fcetales

décline. Cette réduction coincide avec I’augmentation progressive de 1’expression de COX-2.
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Figure 51 : Niveaux d’expression de PPARy et de ’EG-VEGF dans les membranes feetales
au cours du 3™ trimestre de grossesse chez la femme.

L’EG-VEGF et PPARy promeuvent la quiescence de 1’utérus pendant la grossesse. Le déclenchement
de la phase de travail coincide avec le déclin de leur expression dans les membranes feetales, suggérant
une régulation potentielle de ces deux facteurs et un réle de contréle dans les menaces
d’accouchement.
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(Dunn-Albanese et al. 2004). Des études plus approfondies proposent PPARY comme facteur
associ¢ a la quiescence de 1’utérus pendant la gestation. Il inhiberait la production par les
membranes foetales de COX-2 ainsi que de SPLA-2 (phospholipase A2-11A) (Ackerman et al.
2005). De manicre intéressante, notre équipe a récemment démontré que I’EG-VEGF serait
¢galement un facteur de quiescence tout au long de la gestation, et que son niveau
d’expression ainsi que celui de ses récepteurs décroissent dans les membranes feetales, au
moment du processus de travail chez la femme (Dunand et al. 2014, Figure 51). L’ensemble
de ces résultats suggere 1’existence d’une régulation de ces facteurs au-dela du premier
trimestre. Une régulation en boucle physiologique est proposée par notre laboratoire et est en

cours de vérification pendant le troisiéme trimestre de grossesse.

L’EG-VEGF dans I’hématopoieése placentaire

A ce jour, ’origine anatomique et la nature exacte des précurseurs directs des CSHs n’est pas
¢tablie. Bien que deux théories soient débattues, de nombreuses données seraient en faveur de
I’existence d’un hémangioblaste au niveau du sac vitellin lors de 1’hématopoiése primitive
(Murray 1932 ; Choi et al. 1998, Kennedy et al. 2007), tandis que des travaux grandissants
s’orienteraient vers 1’existence d’un endothélium hémogénique au niveau de 1’aorte, pendant
I’hématopoiese définitive (Jaffredo et al. 2005 ; Sabin et al. 2002, Goldi et al. 2008 ; Kissa et
al. 2010 ; Boisset et al. 2010). Cependant, aucune étude n’a été réalisée dans le placenta afin
de déterminer l’origine d’un tel précurseur ou bien de caractériser un régulateur de la
différenciation hématopoiétique. Dans mon deuxiéme projet, nous décrivons un nouvel aspect
du role de ’EG-VEGF. Au-dela de son action locale dans I’angiogenese, il apparait qu’il
serait un régulateur de la différenciation hématopoiétique et endothéliale. En outre, nos
résultats pencheraient vers 1’existence de I’endothélium hémogénique qui serait sous le
controle de ’EG-VEGF. L’action de ce facteur placentaire dans ce processus serait
uniquement axée sur le placenta et n’interviendrait pas dans la différenciation

hématopoiétique du foie feetal. Néanmoins, ces données doivent étre confirmées et affinées.

PPARy et I’hématopoiese

Outre le role essentiel de PPARY dans la différenciation des adipocytes, du métabolisme des
lipides et dans le développement placentaire, il a été montré qu’il régulerait également
I’hématopoiese. En effet, il a été rapporté qu’il est exprimé dans les cellules stromales de la
moelle osseuse et dans de nombreuses cellules hématopoiétiques telles que, les cellules

progénitrices CD34", les monocytes et les macrophages, les lymphocytes ainsi que les
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neutrophiles (Greene et al. 1995 ; Greene et al. 2000). Il a également été montré que les
agonistes de PPARY moduleraient la prolifération et la différenciation des lignées cellulaires
leucémiques humaines (Konopleva et al. 2002 ; Zang et al. 2004). Plus particulierement, il a
¢été décrit que les ligands de la famille des Thiazolidinédiones (trozglitazone et pioglitazone)
inhibent la prolifération cellulaire, sans induire I’apoptose, et retardent la maturation des
cellules progénitrices érythroides (Nagasawa et al. 2005). Par ailleurs, chez les patients
atteints d’anémie aplasique, une pathologie entrainant une réduction du nombre de cellules
souches hématopoiétiques, 1’expression de GATA-2, un marqueur précoce des cellules
spécifiées vers le lignage hématopoiétique (Mouthon et al. 1993 ; Labbaye et al. 1995), est
significativement réduit, tandis que PPARy est surexprimé dans les cellules souches
mésenchymateuses (Xu et al. 2009). Ainsi I’ensemble de ces données tendent a envisager que
PPARY ne favoriserait pas la différenciation hématopoiétique, a I’image des résultats que nous
avons montré pour I’EG-VEGF. 1l serait par conséquent intéressant de mieux caractériser le
role de PPARY dans la différenciation hématopoiétique et d’analyser les conséquences de son

invalidation dans ce processus physiologique au niveau des placentas des souris PPARy™".

L’EG-VEGF et PPARYy dans les pathologies de la grossesse

PPARY est un facteur essentiel dans le développement placentaire (Froment et al. 2005), toute
anomalie de son expression ou de son activit¢ peut entrainer le développement de maladies
gestationnelles. Il a ainsi été décrit que PPARY serait impliqué dans la survenue de moles
hydatiformes et de choriocarcinomes (Capparuccia et al. 2002 ; Toth et al. 2008).
Parallelement, des expériences préliminaires (non encore publiées) comparant les niveaux de
I’EG-VEGF dans le sérum de femmes enceintes normales et de patientes développant des
moles hydatiformes du méme age gestationnel ont montré, que les niveaux circulants de
I’EG-VEGF ¢taient plus élevés chez les patientes ayant une mdle hydatiforme (Boufettal et
al . 2013). Concernant la plus grande pathologie de la grossesse, la PE, nous avons montré
que les niveaux circulants de ’EG-VEGF ¢étaient significativement augmentés chez les
femmes pré-éclamptiques par rapport a ceux des femmes enceintes saines, aux mémes termes
de grossesse (Hoffmann et al. 2009). Cette méme dérégulation de I’expression de ce facteur et
de ses récepteurs fut décrite chez les femmes présentant un RCIU (Brouillet et al. 2013). En
outre, bien qu’une étude ait montré que lorsque la PE est associée a un RCIU, le niveau
d’ARNm et de protéines de PPARY et RXRa est augmenté ainsi que 1’activité de liaison a
I’ADN de PPARy (Holdsworth-Carson et al. 2010), Waite et al. démontrérent que la

concentration d’agonistes endogénes de PPARy dans le sérum de femmes présentant une PE
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¢tait significativement réduite par rapport a celle des femmes enceintes saines (Waite et al.
2005). De ce constat, de nombreuses études ont été¢ réalisé¢ afin de pouvoir déterminer, si
PPARy pourrait servir de cible thérapeutique. Les traitements par des agonistes pourraient
inverser les défauts liés a une différenciation anormale des trophoblastes (Tache et al. 2013).
En effet, il a ét¢é montré que la rosiglitazone induit la différenciation trophoblastique en
agissant sur Gceml, facteur clé du développement placentaire (Parast et al. 2009).
L’administration a des rates gestantes de T0070907, un antagoniste de PPARy conduit au
développement des syndromes associés a la PE (McCarthy et al. 2011), alors que ’activation
de PPARy par la rosiglitazone améliore les symptomes pathologiques des rates pré-
¢clamptiques, en agissant sur HO-1 (Heme oxygenase-1), une enzyme qui produit du
monoxyde de carbone, et le bilirubin, un antioxydant (McCarthy et al. 2011). Par ailleurs, les
données mises en €vidence par mes travaux de thése nous laissent supposer, qu’étant donné
que ’expression de PPARY est abaissée dans la PE, alors que celle de ’EG-VEGF croit, par
un effet compensatoire dont les mécanismes restent a étre déterminés, 1’expression de I’EG-
VEGF est augmentée dans cette pathologie afin d’¢élever le niveau d’expression de PPARY.
Ainsi, ce dernier pourra réduire les symptdmes pré-éclamptiques.

L’ensemble de ces données suggerent encore une fois, I’existence d’une régulation potentielle
entre 'EG-VEGF et PPARy et apporte des pistes prédictives de la survenue de ces

pathologies gestationnelles ainsi que des cibles thérapeutiques.

Antagonisation des récepteurs PROKR1 et PROKR?2 chez la souris

Nous avons généré un modele in vivo de la PE en maintenant 1’expression de ’EG-VEGF au-
dela de son pic d’expression. Cela a eu pour effet d’entrainer une inhibition de 1’invasion
trophoblastique, responsable du développement de symptomes pré-éclamptiques. Il serait a
présent intéressant d’étudier 1’effet d’une inhibition de ’EG-VEGF en antagonisant ses deux
récepteurs. Or, les récepteurs de ’EG-VEGF présentent une distribution cellulaire distincte.
En effet, il a été décrit que PROKRI1 est principalement présent dans les CTV ainsi que les
cellules endothéliales macro-vasculaires de la veine ombilicale, les HUVEC, tandis que
PROKR?2 est localisé dans le ST, les CTEV mais aussi dans les HPEC et les HUVEC
(Hoffmann et al. 2006 et 2009 ; Brouillet et al. 2010). Ce profil d’expression suggere des
actions différentielles via ces deux récepteurs. Des travaux du laboratoire ont, dans ce sens,
montré que seul PROKR2 interviendrait dans la régulation de 1’invasion trophoblastique

(Hoffmann et al. 2009). Mes travaux ont confirmé ce résultat. En effet, I’antagonisation de
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PROKR2 favorise I’invasion trophoblastique ainsi que la migration des cellules
trophoblastiques invasives, HTR-8/SVneo. En outre, Brouillet et al. ont montré que PROKR 1
induit la prolifération et la migration des HPEC alors que PROKR?2 stimule leur perméabilité
(Brouillet et al. 2010). Des effets différentiels et similaires a ceux observés dans le placenta
ont également ¢été relevés au niveau des cellules cardiaques (Urayama et al. 2007 et 2008). En
raison de ces différents effets et afin d’affiner la fonction de ’EG-VEGF, nous pouvons
envisager, tout comme dans 1’¢tude du rdole de I’EG-VEGF dans la différenciation
hématopoiétique, de traiter des souris gravides soit par 1’antagoniste PROKRI, soit par
I’antagoniste PROKR2, ou bien par les deux. Les souris seront alors analyser au niveau de
leur développement placentaire mais essentiellement au niveau de I’invasion trophoblastique.
Ce procédé expérimental nous permettra d’obtenir des informations supplémentaires quant
aux roles exacts des deux récepteurs PROKR1 et PROKR2. Il nous renseignera notamment
sur I’implication directe de PROKR2 dans I’invasion trophoblastique. Obtiendrons-nous une
invasion excessive seulement en présence d’un antagoniste de PROKR2, ou bien

I’antagonisation des deux récepteurs est-elle nécessaire pour observer un tel phénomeéne ?
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PERSPECTIVES

Les perspectives émanant de mes travaux sont multiples. Elles constitueraient la suite
logique de mon travail de thése. Ainsi, quatre grands axes seront poursuivis, d’une part, une
¢tude de I’effet de PPARY au niveau du promoteur de ’EG-VEGF, d’autre part, une meilleure
connaissance de I’action de PPARY sur la vascularisation intra-villositaire, mais aussi une
meilleure caractérisation de 1’implication de ’EG-VEGF sur 1’endothélium hémogénique, et
enfin, une meilleure définition du rdle exact de I’EG-VEGF dans le développement

placentaire.

Perspective n°1 : Etude du promoteur de ’EG-VEGF

L’analyse in silico par Genomatix du promoteur de I’EG-VEGF a mis en évidence la présence
de sites potentiels de liaison de I’hétérodimere PPARy/RXRa. Afin de vérifier si cet
hétérodimére contrdle I’expression de ’EG-VEGF, de maniére transcriptionnelle, en se fixant
sur son promoteur, nous envisageons d’exprimer PPARy et RXRa dans la lignée Cos7, en
transfectant des plasmides pourvus de ces deux récepteurs nucléaires et également de
transfecter un plasmide contenant le gene de la luciférase sous le contréle du promoteur de
I’EG-VEGF (pGL3-pEG-luc, Brouillet et al. 2010). La lignée Cos7, ressemblant aux
fibroblastes humains, est une lignée issue de reins du singe vert d’Afrique, couramment
utilisée en biologie moléculaire pour sa capacité a €tre facilement transfectée. Par ailleurs, une
cinétique de I’expression de PPARY ainsi que de RXRa aura été préalablement réalisée, afin
de définir le profil d’expression de ces deux molécules, et ainsi de déterminer le temps idéal
pour lequel il sera judicieux de traiter les cellules par de la rosiglitazone. Les effets potentiels
observés sur I’activité luciférase, reflétant 1I’expression de I’EG-VEGF, pourront donc étre
fortement attribués a I’activation de PPARy. Dans le but de pousser plus loin notre étude,
nous pouvons aussi envisager de réaliser des mutagénéses dirigées contre ces sites potentiels
de liaison a I’hétérodimere PPARy/RXRa sur le promoteur de I’EG-VEGF et ainsi vérifier si
a la suite du traitement par la rosiglitazone, nous perdons I’activité¢ luciférase et par

conséquent I’expression de I’EG-VEGF.
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Perspective n°2 : Implication de PPARy dans la vascularisation intra-villositaire :

utilisation des cellules HPEC

Le laboratoire a mis au point des techniques expérimentales pour isoler les cellules
endothéliales micro-vasculaires placentaires, les HPEC. Leurs données publiées en 2010
avaient montré que I’EG-VEGF stimule la prolifération, la migration, la formation d’un
réseau pseudo-vasculaire et la survie des HPEC (Brouillet et al. 2010). Le méme procédé
expérimental sera réalis¢ afin d’étudier I’implication de PPARy dans ces processus
physiologiques. Dans le cas, ou les effets angiogénes de PPARY seraient confirmés, nous
pouvons également envisager de vérifier si ’EG-VEGF est aussi impliqué dans la médiation
de ses effets. La démonstration d’une action directe de PPARy sur la cellule endothéliale
micro-vasculaire, contribuerait a expliquer le phénotype placentaire, des défauts vasculaires

intra-villosiaires, des souris invalidées pour le gene PPARY.

Perspective n°3 : Caractérisation du role de PEG-VEGF dans la différenciation

hématopoiétique, études in vitro

Mes travaux ont montré que D’EG-VEGF régule négativement la différenciation
hématopoiétique et endothéliale. Or, comme nous 1’avons énoncé précédemment, des données
du laboratoire ont caractérisé ’EG-VEGF en tant que nouveau facteur angiogene (Brouillet et
al. 2010). L’EG-VEGF ainsi que ses récepteurs sont impliqués dans I’angiogenese placentaire
en agissant directement sur les HPEC. La découverte de son role inhibiteur dans la
différenciation endothéliale, par mes expériences, laisse a penser que I’EG-VEGF pourrait
agir négativement sur la différenciation angiogénique précoce mais positivement lorsque les
vaisseaux sont déja préexistants, ie. dans 1’angiogenese. La caractérisation de la cellule
endothéliale qui va subir une trans-différenciation, afin de former la cellule endothéliale
hémogénique, n’est pas encore connue. Cependant, nous pouvons envisager d’utiliser un plus
grand nombre de marqueurs, décrits dans la littérature, pour discriminer la cellule endothéliale
de la cellule endothéliale hémogénique. En outre, nous pouvons développer un modele in
vitro, consistant a isoler des cellules progénitrices endothéliales, de les mettre en culture en
présence de I’EG-VEGF et d’analyser l’effet de ce traitement sur la différenciation
hématopoiétique. Enfin, une autre alternative pour vérifier I’hypothése selon laquelle I’EG-
VEGF agirait entant qu’inhibiteur de la différenciation hématopoiétique, via les cellules
endothéliales hémogéniques, serait de traiter des souris gestantes par les antagonistes
PROKRI1 et PROKR?2, simultanément, et d’analyser la proportion de cellules exprimant des

marqueurs hématopoiétiques, avant le pic de I’activité hématopoiétique, situé¢ autour de
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E10,5-E12,5. Ainsi, si a 8,5 jpc, le nombre de cellules hématopoiétiques est plus élevé dans
les souris traitées par rapport a celui des souris controles, nous confirmerons que I’EG-VEGF

contrdle la différenciation hématopoiétique au sein du placenta.

Perspective n°4 : Détermination du role exact de PEG-VEGF dans le développement

placentaire

L’obtention de souris invalidées pour I’EG-VEGF n’a pas encore été publi¢e, mais les effets
d’une telle déficience pourraient ne pas étre observables en raison de I’existence de 1’analogue
de PEG-VEGF, Bv8. Ce dernier pourrait étre surexprimé et pourrait compenser les défauts
liés a I’absence de ’EG-VEGF. Ainsi, afin d’avoir une meilleure perception du réle de I’EG-
VEGF, il serait plus judicieux de générer des souris doublement invalidées pour I’EG-VEGF
et Bv8. En collaboration avec le Dr Vilotte de I'INRA a Jouy-en-Josas, notre équipe est en
cours de développement de ce modele. Ces souris serviront a mettre en évidence le role exact
de la famille des prokinéticines. Dans le cas ou les souris ne seraient pas viables, nous
pourrons conclure sur le réle majeur de la signalisation des prokinéticines dans la placentation
ou dans un autre processus vital. En revanche, si elles sont viables, les souris seront suivies
afin d’étudier le développement potentiel de pathologies de la grossesse lors de leurs

gestations.
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Liste de publications et de communications

Publications :

Holloway AC, Salomon A, Soares MJ, Garnier V, Raha S, Sergent F, Nicholson CJ, Feige
JJ, Benharouga M, Alfaidy N.

Characterization of the adverse effects of nicotine on placental development: in vivo and in
vitro studies.

Am J Physiol Endocrinol Metab. 2014 Feb 15

En collaboration avec 1’équipe du Dr A. Holloway (Mc Master University, Hamilton,
Canada), nous avons démontré dans le modele de la rate gestante, que 1’exposition de la
nicotine altére le développement embryonnaire en agissant directement sur le développement
et la vascularisation placentaire. Ce phénomeéne a pour conséquence la dérégulation de
I’établissement de la circulation feeto-maternelle au début de la grossesse.

Les expériences in vivo montrent que la nicotine inhibe I'invasion trophoblastique
interstitielle, augmente I'hypoxie placentaire et diminue la vascularisation de la zone
d’échange fceto-maternelle. Ces effets sont accompagnés de dérégulations de facteurs de
transcription clés de la différentiation cellulaire, comme Handl et GCM1 et une diminution
du facteur angiogene placentaire EG-VEGF. Les expériences in vitro ont confirmé les effets
inhibiteurs de la nicotine sur la migration, I’invasion et la différenciation trophoblastique.
Aussi, nous avons montré que ces effets passent par une inhibition des métallo-protéinases,
MMP2 et MMPY, et une dérégulation de I’expression des récepteurs de la nicotine.
L’ensemble de ces données suggere que les effets néfastes du tabagisme maternel sur l'issue
de la grossesse seraient en partie dus aux effets directs de la nicotine sur les principaux
processus du développement placentaire et de I'établissement de la circulation foeto-
maternelle.

Ma contribution dans cet article s’est traduite par le dosage de ’EG-VEGF dans le sérum
des rates gestantes exposées ou non a la nicotine.
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e Communication orale au congres de la Société Francaise d’Endocrinologie (SFE), le 2 au
5 octobre 2013 a Paris.
Garnier V, Fournier T, Salomon A, Sergent F, Hoffmann P, Feige JJ, Alfaidy, N

Contribution a la compréhension du mécanisme de régulation de 1’invasion trophoblastique

par PPARY : Implication de ’EG-VEGF

e Communication orale au congres de I'I[FPA (International Federation of Placenta
Associations, le 9 au 12 septembre 2014 a Paris.
Garnier V. Traboulsi W, Brouillet S, Fournier T, Winkler C, Desvergne B, Zhou QY,
Balboni G, Hoffmann P, Feige JJ, Alfaidy N

New insights into the mechanism of PPARy regulation of trophoblast invasion and

placental vascularization

Posters :

e Communication sous forme d’affiche au congrés d’endocrinologie organisé¢ par
I’association G2L2 (Genéve, Grenoble, Lyon, Lausanne) le 12 avril 2014 a Geneve,
Suisse.

Garnier V, Fournier T, Salomon A, Sergent F, Hoffmann P, Feige JJ, Alfaidy, N
EG-VEGEF (Endocrine Gland-Derived Vascular Endothelial Growth Factor) est régulée par

PPARy: meilleur compréhension du mécanisme de 1’invasion trophoblastique.

e Communication sous forme d’affiche au congrés de la Société¢ Francaise d’Angiogenese
(SFA), le 2 au 4 avril 2014 a Chamonix.
Garnier V., Sergent F, Souyri M, Petit L, Zhou QY, Balboni G, Hoffmann P, Feige JJ,
and Alfaidy N.
EG-VEGF (Endocrine Gland-Derived Vascular Endothelial Growth Factor) controls

placental hematopoietic differentiation during early pregnancy

e Communication sous forme d’affiche au congrés d’endocrinologie organisé¢ par
I’association G2L2 (Genéve, Grenoble, Lyon, Lausanne) le 23 mai 2014 a La Tronche,

Grenoble.
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Mouchet T, Traboulsi W, Dunand C, Garnier V, Brouillet S, Guibourdenche J,
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Le développement placentaire est un processus finement controlé dans le temps et dans I'espace. |l est
caractérisé par une invasion précoce et profonde, de 'endométre et du premier tiers du myométre, par
les cytotrophoblastes extravilleux, cellules responsables du remodelage des artéres spiralées utérines et
de I'établissement de la circulation feeto-maternelle. Tout déficit dans ces processus physiologiques
conduit & des complications de la grossesse, telles que la Pré-Eclampsie (PE), ou le Retard de
Croissance Intra-Utérin (RCIU). Les travaux récents de I'équipe suggérent I'implication d’'un nouveau
facteur angiogene, nommé EG-VEGF (Endocrine Gland Derived Vascular Endothelial Growth
Factor), dans le développement de la PE. L'objectif de ma theése fut de mieux caractériser le réle de
'EG-VEGF dans le développement placentaire normal au cours du premier trimestre de la grossesse.
Pour cela trois axes ont été explorés: i) I'étude de la régulation de 'EG-VEGF par le récepteur
nucléaire PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma), ii) la détermination de son rble
dans les différenciations hématopoiétique et angiogénique placentaires et iii) la contribution au
développement d’'un modele murin de la PE. A l'issue de cette thése, mes travaux ont mararé que
seulement'expression de I'EG-VEGF et de son récepteur PROKR2 étaient régulées positivement par
PPARy, mais aussi, que ce récepteur nucléaire est directement impliqué dans la mise en place de la
vascularisation intra-placentaire, avec la participation des deux récepteurs PROKR1 et PROKR?2, et
que linhibition de I'invasion trophoblastique par PPAReraient en partie contrélée par 'EG-VEGF,

via PROKR2. Mon travail a également mis en évidence que 'EG-VEGF serait impliqué dans le
contrble de la différenciation hématopoiétique et endothéliale placentaire. Il aurait un effet inhibiteur
sur la différenciation des cellules hématopoiétiques et endothéliales, mais plus particulierement sur les
cellules endothéliales hémogéniques. Enfin, ma contribution au développement d’'un modele invivo de
la PE a permis de montrer qu'un maintien de la libération de I'EG-VEGF, au-dela de sa période
normale de production, serait responsable du développement de la PE, suite & un défaut de l'invasion
trophoblastique, entrainant la libération par le placenta, de sFlt-1 et de sEndogline. Ces derniers vont
induire un dysfonctionnement rénal et une hypertension artérielle. L’'ensemble de ces trois projets a
contribué a l'avancée de nos connaissances actuelles sur les mécanismes physiologiques du
développement placentaire, ainsi que sur un facteur clé de la placentation, 'EG-VEGF, et a également
permis de mieux appréhender les causes de I'établissement des pathologies de la grossesse, comme la
PE et le RCIU.

Mots clés: placenta, EG-VEGF, PPAR invasion trophoblastique, hématopoiése, angiogenése,
modéle murin, pré-éclampsie

Placental development is a process that is finely controlled. It is characterized by early and deep
invasion of the endometrium and the first third of the myometrium by extravillous cytotrophoblasts
that participate to the remodeling of the spiral arteries and to the establishment of the feto-maternal
circulation. Poor remodeling of spiral arteries by trophoblastic cells, leads to the development
pregnancy pathologies such as, Preeclampsia (PE) and Intra-Uterine Growth Restriction (IUGR).
During the last decade, our team has gathered interesting data that propose the new factor, EG-VEGF
(Endocrine Gland Derived Vascular Endothelial Growth Factor) as a potential marker for PE. My
thesis project aimed at further characterizing the role of EG-VEGF during pregnancy. Three main axis
were addressed, i) The study of the regulation of EG-VEGF by PRRBroxisome proliferator-
activated receptor gamma), ii) The study of the role in hematopoietic and angiogenic placental cells
differentiations and iii) The development of anvivo model of PE. My thesis showed that 1) EG-
VEGF and PROKR2 expression are upregulated by PPARthat the regulation of intra-placental
vascularization and trophoblastic invasion by PPA&Rmediated by EG-VEGF through PROKR1 and
PROKR2 and through PROKR2 receptors, respectively, 3) that EG-VEGF controls hematopoietic and
endothelial cell differentiation and 4) that maintenance of EG-VEGF production beyond its normal
period of secretion during pregnancy leads to the development of PE in a gravid mouse model.
Altogether, these projects contributed to have a better knowledge about physiological mechanisms of
placental development and about a key factor of placentation EG-VEGF. Moreover they improved our
understanding of the origins of pregnancy diseases establishment such as PE and RCIU.

Key words: placenta, EG-VEGF, PPARirophoblastic invasion, hematopoiesis, angiogenesis, model
mice, pre-eclampsia



