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RESUME

Lors de la grossesse, différentes complications peuvent survenir et amener des conséquences
néfastes sur la santé de la mere et du foetus. Par exemple, une malformation du placenta peut
mener 2 des conditions pathologiques telles le retard de croissance intra-utérin ou la pré-
éclampsie. Ces maladies semblent, respectivement, étre causées par un désordre lors de la
différenciation des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblastes et une altération du transport de
calcium de la mere au feetus. Il est donc essentiel de découvrir les mécanismes cellulaires et
moléculaires qui régissent ces phénomeénes afin de pouvoir, dans [’avenir, contrer le
développement de telles conditions pathologiques. Chez la souris, le transport placentaire du
calcium est dépendant du peptide apparenté¢ & la parathormone (PTHrP) et son fragment
N-terminal est impliqué dans le processus de différenciation des trophoblastes. Ainsi, cette étude
a pour but premier de découvrir si la PTHrP (1-34) régule le transport calcique & travers les
syncytiotrophoblastes humains. Par ailleurs, comme les Mitogen Activated Protein Kinases
(MAPK) ERK1/2 et p38 sont impliquées dans le processus de différenciation des trophoblastes
humains, cette étude vise aussi & déterminer si la PTHrP (1-34) peut stimuler la différenciation
des trophoblastes humains via ces deux MAPKs. Il a tout d’abord été nécessaire de mettre au
point un milieu de culture sans sérum pour observer les effets directs de 1’hormone sur la
différenciation cellulaire. Les cellules trophoblastiques sont isolées & partir de placentas humains
frais et cultivées dans un milieu de culture sans sérum ot la PTHrP est ajoutée en concentrations
croissantes. Tout d’abord, la cytotoxicité cellulaire des différents traitements a été mesurée. La
différenciation des cellules trophoblastiques est ensuite mesurée de maniére biochimique par le
dosage de I’hormone hCG et, de maniére morphologique, par 1’observation de la fusion cellulaire.
L’activation des voies de signalisation de ERK1/2 et p38 est observée par immunobuvardage de
type Western et par la capacité de I"hormone de réactiver la voie de signalisation suite & son
blocage par un inhibiteur spécifique. La ca?tation du calcium par les syncytiotrophoblastes est
étudiée a Paide de calcium radiomarqué (“Ca®), alors que Ieffet de la PTHrP (1-34) sur les
protéines impliquées dans le transport de I’ion calcique est étudié¢ par PCR en temps réel et par
immunobuvardage de type Western. Les résultats obtenus indiquent que les différents traitements
administrés aux cellules trophoblastiques ne causent pas de mortalité cellulaire. Par la suite, nous
avons constaté qu’une forte concentration de I’hormone stimule la différenciation des cellules
cytotrophoblastiques en syncytiotrophoblastes. Ce processus de différenciation semble se faire par
la MAPK ERK1/2 puisque cette derniére est davantage activée en présence de PTHrP (1-34). De
plus, le fragment N-terminal de la PTHrP est capable de réactiver cette MAPK suite a son
inhibition. Par la suite, il a été possible de constater que la présence du fragment N-terminal de la
PTHrP dans le milieu de culture des cellules trophoblastiques permet une augmentation
significative de I’expression des protéines PMCAT1 et 4 au premier jour de culture. Ainsi, une
perturbation de la concentration de PTHrP (1-34) pourrait étre un phénomeéne impliqué dans des
conditions pathologiques lors de la grossesse chez la femme enceinte. Eventuellement, il serait
donc intéressant d’observer ’effet de cette hormone sur la différenciation et le transport calcique
des trophoblastes chez des femmes atteintes de pré-éclampsie ou dont I’enfant souffre de retard de
croissance intra-utérin.

Mots clés : placenta, trophoblaste, PTHrP, différenciation, ERK1/2, p38, calcium



INTRODUCTION

Le développement adéquat du placenta est essentiel afin de nourrir convenablement le feetus
et de permettre sa croissance. Ainsi, un dysfonctionnement de cet organe peut donner lieu a
des conditions pathologiques lors de la grossesse telles la pré-éclampsie et le retard de
croissance intra-utérin. Une des causes de la pré-éclampsie pourrait étre une anomalie lors du
transport de I’ion calcique. Le retard de croissance intra-utérin, quant a lui, semble davantage
provenir d’un désordre lors de la différenciation des trophoblastes en syncytiotrophoblastes.
Les causes exactes de ces conditions pathologiques sont encore inconnues, mais le peptide
apparenté a la parathormone pourrait étre impliqué dans 1’étiologie de la pré-éclampsie et du

retard de croissance intra-utérin (Curtis et al., 2000, Halhali et al., 2001, Strid et al., 2003).

Afin de mieux comprendre les processus moléculaires et cellulaires régissant la fusion des
trophoblastes, nous avons tout d’abord étudié I’effet de la PTHrP (1-34) sur la différenciation
de cellules trophoblastiques humaines isolées a partir de placentas. Comme les MAPKs
ERK1/2 et p38 sont activées lors de I’initiation du processus de différenciation (Daoud et al.,
2005), nous avons aussi évalué I’effet de cette hormone sur 1’activation de ces voies de

signalisation.

Par la suite, le role du fragment N-terminal de la PTHrP dans le transport transplacentaire du
calcium a été évalué dans des cellules trophoblastiques humaines en culture. Bien que
plusieurs études indiquent que la PTHrP (1-34) n’est pas impliquée dans le transport de cet
ion a travers le placenta, ces dernieres ont été effectuées chez la brebis (Care et al., 1990) et
la souris (Kovacs and Kronenberg, 1997). Ainsi, nous désirions confirmer ou infirmer ces
résultats pour les cellules trophoblastiques humaines. Des études sur I’effet de ce peptide sur
la captation du calcium radiomarqué et sur I’expression de protéines impliquées dans le

transport de 1’ion calcique ont donc été effectuées.

Ce travail vise a découvrir si la PTHrP (1-34) agit sur la différenciation et le transport

calcique des trophoblastes humains.Ultérieurement, cela pourrait aider & déterminer comment
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se développent des conditions pathologiques lors de la grossesse telles la pré-éclampsie et le
retard de croissance intra-utérin. En outre, ’implication de cette hormone dans ces conditions

pathologiques pourrait, dans I’avenir, mener a la mise au point d’un traitement thérapeutique.



CHAPITRE I

ETAT DES CONNAISSANCES

Chez les mammiferes, le placenta est un organe transitoire indispensable puisqu’il nourrit,
oxygéne et épure l’embryon, puis le foetus pour mener a bien son développement.
L’importance de cet organe est aussi remarquable par le fait qu’un défaut de son
développement ou une altération d’une de ses fonctions a un effet néfaste sur la croissance de
I’embryon. De plus, le placenta possede de multiples fonctions endocrines. Chez 1’espéce
humaine, le placenta formé est dit de type hémochorial, c¢’est-a-dire que les cellules
trophoblastiques sont en contact direct avec le sang maternel suite a la destruction de

I’endometre et des vaisseaux sanguins.

1.1 Le placenta

11 est tout d’abord important de bien comprendre comment se forme le placenta, cet organe
permettant les échanges materno-foetaux et la tolérance des antigénes paternels. Il existe
plusieurs types de placentation chez les mammiféres. Les différences sont retrouvées au
niveau de la forme de I’organe, de ’arrangement géométrique des interdigitations entre les
surfaces maternelles et feetales et du nombre de couches cellulaires impliquées dans les
échanges. Chez les rongeurs et les primates, on retrouve le placenta de type hémochorial.
Dans ce cas, les trophoblastes envahissent ’endomeétre utérin et détruisent les vaisseaux
sanguins matemels. Ainsi, les trophoblastes entourant les villosités choriales sont en contact

direct avec le sang maternel (figure 1.1) (Malassing et al., 2000).
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Figure 1.1 : La placentation et les membranes embryonnaires. Tiré de Marieb (2005).

1.1.1  La placentation

La création du placenta se fait par la coopération de deux organismes. En effet, les
trophoblastes sont d’origine embryonnaire alors que I’endometre est d’origine maternelle. Six
jours apres la fécondation, le blastocyste est composé de ’embryoblaste et d’une couche
externe de cytotrophoblastes (CT) dérivée du trophectoderme. Alors qu’ils s’approchent de
I’endometre utérin, les trophoblastes commencent a se différencier en syncytiotrophoblastes
(ST) (Boyd and Hamilton, 1966) qui eux, possédent une grande capacité d’invasion (figure
1.2A). Ces ST vont permettre 1’adhésion du blastocyste a I’épithélium de 1’endométre, puis
son enfouissement dans la muqueuse utérine, ce qui permet son implantation (Aplin, 1991,
Cross et al., 1994). Plus précisément, I’attachement du blastocyste & la muqueuse utérine
dépend des interactions entre des molécules d’adhésion comme les sélectines, les intégrines
et les trophinines (Aplin and Kimber, 2004). Une fois que le blastocyste est implanté dans

’utérus, les trophobiastes portent alors le nom de CT.



Le trophoblaste donne naissance a une couche de mésoderme extra-embryonnaire qui se
nomme chorion et a partir duquel se développent les villosités chorioniques. Par la suite, des
lacunes apparaissent dans le syncytium, puis des CT migrent & travers ces syncytiums,
formant une premiére ébauche des villosités choriales (figure 1.2B). Les lacunes seront
ensuite remplies de liquides utérins tels le sang maternel, puis des cellules mésenchymateuses
d’origine embryonnaire viendront §’intégrer a la villosité en formation. Environ trois
semaines apres la conception, la villosité choriale est complétée et est constituée d’un axe
mésenchymateux, qui comprend les vaisseaux sanguins foetaux, entouré d’une couche
unicellulaire de CT qui fusionnent pour former la couche externe de ST qui se retrouvent en

contact avec le sang maternel (figure 1.2C) (Alsat et al., 1999).



Figure 1.2 : Formation d’une villosité choriale

E : épithélium endométrial; EB: embryoblaste; CT : cytotrophoblaste; ST : syncytiotrophoblaste; M : mésoderme;
CP : plaque choriale; L : lacune; VP : villosité primaire; VE : vaisseau endométrial; D : décidue; m : mésenchyme;
CTV: CT villeux; CEV: CT extravilleux ; EIV : espace intervilleux ; CD: cellule déciduale; CG: cellule
géante; AS : artére spiralée. Tiré de Alsat et al. Médecine/Science, (1999) 15, 1236-1243.

1.1.2  Le syncytiotrophoblaste (ST)

Le CT est une cellule pluripotentielle pouvant donner naissance a différents types cellulaires
tels le CT intermédiaire, le CT extravilleux, le CT villeux et le ST. En effet, les CT retrouvés
a la base des villosités choriales vont devenir prolifératifs, puis vont migrer pour envahir
I’endometre utérin. Ces CT dits extravilleux vont migrer spécifiquement vers les artéres
utérines pour dégrader la tunique élastique en paroi fibreuse offrant peu de résistance au flux
sanguin maternel (Redman, 1997). Toutefois, les CT recouvrant les villosités choriales vont

fusionner pour former les ST.
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Le ST forme la barriere materno-foetale. En plus d’assurer les échanges entre la mere et le
feetus grace aux nombreuses microvillosités de sa membrane apicale, ¢’est le ST qui donne au
placenta son activité endocrine. En effet, c’est ce type de cellules qui sécrétent des hormones
stéroidiennes telles la progestérone et I’cestrogene (Albrecht and Pepe, 1990) et des hormones
peptidiques comme la gonadotropine chorionique humaine (hCG), la lactogéne placentaire
humaine (hPL) et I’hormone de croissance placentaire (PGH) (Frankenne et al., 1990). La
progestérone est sécrétée en quantité importante par le placenta. A terme, le placenta produit
environ 300 mg de progestérone par jour (Petraglia et al., 1996). Cette hormone permet la
relaxation du muscle utérin, alors que la PGH remplace progressivement 1’hormone de
croissance hypophysaire (GH) de la mere (Alsat et al., 1997). De plus, son expression par les
CT extravilleux suggére que la PGH aurait un réle dans le développement placentaire via un
mécanisme autocrine ou paracrine (Alsat et al., 1997, Lacroix et al., 2002). La hCG, quant &
elle, permet le déroulement adéquat de la grossesse puisqu’elle transforme le corps jaune
cyclique en corps jaune gravidique, ce qui assure une sécrétion de progestérone par les
ovaires durant les premieres semaines de la grossesse. Puisque les ST sécretent plus de 99%
de ses hormones peptidiques dans la circulation maternelle, il est aisé de détecter 1a hCG dans
le sang maternel, des le dixieéme jour suite a ’ovulation. Toutefois, la sécrétion de hCG par
les trophoblastes varie au cours de la grossesse puisqu’elle est plus importante au cours du
premier trimestre (Bidart et al., 2000). Bien que la hPL soit sécrétée en quantité importante
au cours de la grossesse (2 terme, il y a une sécrétion de I’ordre du gramme par jour), son réle
n’est pas encore connu. Les ST sécrétent aussi des neuropeptides, des facteurs de croissance
et des cytokines qui seraient impliqués dans le développement du placenta et dans la

sécrétion hormonale (Petraglia et al., 1996, Senaris et al., 1997).

La fusion de§ CT en ST est stimulée par plusieurs facteurs tels I’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) (Cronier et al., 1997, Keryer et al., 1998) et des facteurs de croissance
comme le facteur de croissance des épidermes (EGF) (Morrish et al., 1987, Alsat et al.,
1993), le facteur 1 stimulant la croissance des colonies (CSF-1) et le facteur stimulant la
croissance des colonies de macrophages (M-CSF) (Saito et al., 1993). La hCG (Shi et al.,
1993, Cronier et al., 1994) et le dexaméthasone (Cronier et al., 1998) causent aussi la

formation de syncytium trophoblastique. De plus, ce mécanisme de fusion impliquerait



I’expression d’une protéine endogene d’origine rétrovirale, la syncytine (Blond et al., 2000,
Mi et al., 2000). La présence de jonctions communicantes impliquant la connexine 43 et un

apport adéquat en oxygene sont aussi requis pour la fusion cellulaire (Alsat et al., 1996).

A Vinstar de la fusion observée in vivo, des CT maintenus en culture in vitro avec un milieu
contenant du sérum vont fusionner pour devenir des ST. lls vont atteindre un degré maximal
de différenciation au quatrieme jour de culture et cela est visible par le changement de
morphologie des cellules qui fusionnent pour former des syncytiums contenant plusieurs
noyaux. La différenciation des trophoblastes est aussi observable grice a I’augmentation de la
sécrétion des hormones hCG et hPL. La sécrétion de ces deux hormones par les trophoblastes
en culture augmente en fonction des jours de culture, atteignant un maximum au quatriéme
jour et diminuant par la suite (Daoud et al., 2005). C’est donc ces modifications
morphologiques et biochimiques qui vont nous indiquer le degré de différenciation des ST
humains. Toutefois, lorsque les CT sont maintenus dans des conditions dépourvues de sérum,
leur capacité a fusionner est diminuée (Morrish et al., 1997) ou totalement disparue (Kao et
al., 1988).

1.1.3 Conditions pathologiques lors de la grossesse

Au cours de la grossesse, il peut survenir différentes conditions pathologiques pouvant
affecter la santé de la mére et du feetus. La pré-éclampsie (PE) est caractérisée par plusieurs
symptomes dont une vasoconstriction généralisée, c’est-a-dire de 1’hypertension (140/90
mmHg), une augmentation de la réactivité vasculaire, de I’cedéme excessif, I’activation des
plaquettes et de la protéinurie (>0,3 g/j) (Forest et al., 1989). L’origine de cette condition
pathologique semblerait étre une combinaison de plusieurs facteurs tels que des facteurs
génétiques, environnementaux, immunologiques et nutritionnels. On soupgonne cependant
qu’une mauvaise placentation pourrait causer la PE. En effet, un défaut lors de 1’invasion des
CT extravilleux et un mauvais remodelage des artéres spiralées sont souvent retrouvés dans
les cas de PE (Zhou et al., 1993, Zhou et al., 1997, Redman and Sargent, 2000). Cela méne

donc & une hypoperfusion de I'unité utéroplacentaire et a une hypoxie relative des tissus
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trophoblastiques. Cette ischémie locale conduit alors a la production de radicaux libres et a
I’apparition d’une réaction inflammatoire (Redman and Sargent, 2001). De plus, des
marqueurs du stress oxydatif ont été retrouvés en forte concentration dans la décidue de
placentas provenant de grossesses avec PE (Raijmakers et al., 2004) et certains de ces

marqueurs peuvent inhiber ’invasion des CT extravilleux (Tjoa et al., 2004).

Des études cliniques ont aussi démontré une forte association entre la PE et une altération du
métabolisme calcique maternel (Ritchie and King, 2000, Ohara, 2001). Cette modification du
transport du calcium pourrait &tre di & une production inadéquate du peptide apparenté a la

parathormone (PTHrP) lors de cette condition pathologique (Halhali et al., 2001).

La PE est souvent associée a une autre condition pathologique lors de la grossesse (1 fois sur
3), le retard de croissance intra-utérin (RCIU) (Eskenazi et al., 1993). Cette condition
pathologique de grossesse affecte 6% des naissances en Amérique du Nord (Forest et al.,
1989). En plus de ne pas atteindre sa taille optimale, 1’enfant né des suites d’un RCIU a des
risques accrus de développer a 1’age adulte des maladies cardiovasculaires et des problémes
metaboliques tels que 1’obésité, des maladies rénales, de I"hypertension et du diabéte (Barker
et al., 1993). Cette condition pathologique est souvent liée a un apport nutritionnel inadéquat
caus¢ par une diminution de la masse syncytiale. De plus, des problémes lors de

I’angiogenése et de la vasculogenése du placenta sont aussi a I’origine du RCIU.

Une altération de la fusion des CT en ST pourrait contribuer au développement de ces
conditions pathologiques en diminuant I’apport des nutriments essentiels a la croissance
feetale (Newhouse et al., 2007). En effet, les CT issus de grossesses avec RCIU montrent une
augmentation de la fusion cellulaire et une augmentation de la sécrétion de hCG par rapport a
des CT provenant de grossesses normales (Newhouse et al., 2007). Par conséquent, la
différenciation en ST est différente pour des cellules provenant de grossesses avec RCIU,

avec PE ou avec ces deux conditions pathologiques (Newhouse et al., 2007).
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1.2 Le peptide apparenté a l1a parathormone (PTHrP)

Pendant plus de 40 ans, médecins et chercheurs ont tent€¢ de découvrir ce qui causait
I’hypercalcémie humorale maligne (HHM). Ce n’est qu’en 1987 qu’on a pu affirmer que le
responsable de ce syndrome paranéoplastique était la PTHrP. Cette derniére est donc
augmentée dans les cas de HHM et dans 75% des cas de cancers du sein avec métastases aux
os (Rankin et al., 1997). En effet, lorsqu’une tumeur relache la PTHrP dans la circulation
sanguine, cette hormone stimule de maniére endocrine la résorption osseuse et la réabsorption
rénale du calcium. Elle agit par le récepteur a la parathormone (PTH) de type 1 (PTHIR), un
récepteur commun 2 la PTH et a la PTHrP. Le PTHIR peut lier ces deux hormones avec la
méme affinité puisque la PTH et la PTHrP possedent une forte homologie de séquence dans
leur région N-terminale. Malgré cela, peu aprés sa découverte, il €tait évident que la PTHrP

était bien différente de la PTH.

1.2.1 Caractéristiques de la PTHrP

En dépit de leur similitude, la PTH et la PTHrP sont le produit de deux genes distincts situés
sur des chromosomes différents. Le géne de la PTHrP est situé sur le chromosome 12 et est
plus complexe que celui de la PTH situé sur le chromosome 11. Chez I’humain, le gene de la
PTHrP va donner lieu a la formation de jusqu’a 12 transcrits par 1’épissage alternatif et de
trois produits initiaux de la traduction de différentes longueurs (figure 1.3). Ces différents
isoformes de la PTHrP vont ensuite €tre transformés par des membres de la famille des
convertases de prohormone en trois fragments distincts. Ces fragments de la PTHrP, soient le
fragment N-terminal (PTHrP 1-36), la famille des fragments du centre et la région
C-terminale (PTHrP 107-139) ont des propriétés biologiques propres a chacun. Le fragment
du centre peut étre composé d’un nombre variable d’acides aminés et ainsi former la PTHrP
38-94, la PTHrP 38-95 ou la PTHrP 38-101 (Wu et al., 1996).

Chez les adultes en bonne santé, les concentrations sériques de la PTHrP ne sont pas

détectables. Cette hormone est toutefois produite de maniére autocrine et paracrine lors de la
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vie feetale et adulte par de nombreux tissus et types cellulaires tels les épithéliums, les tissus

du mésenchyme, les glandes endocrines et le systéme nerveux central.

1.2.2 PTHIR

Le récepteur liant les fragments N-terminal de la PTH et de la PTHrP est un récepteur couplé
aux protéines G (RCPG) a 7 domaines transmembranaires. Cependant, les récepteurs ayant
pour ligand les fragments centraux et C-terminal de la PTHrP n’ont pas encore été isolés. Le
PTHIR est exprimé a de hauts niveaux dans les os et les reins ou il est impliqué dans
’homéostasie du calcium. Il a été démontré que c’était la région 15-34 de la PTH et de la
PTHrP qui se liait avec le domaine N-terminal du récepteur PTHIR. La région en amont de
ces hormones est nécessaire pour obtenir une activité biologique via la voie AMP/PKA. Pour
cela, les régions N-terminales de la PTH et de la PTHrP (1-36) doivent faire contact avec les

boucles extracellulaires 5 et 6 du PTHIR (Juppner, 1999, Mannstadt et al., 1999).

7\
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Figure 1.3 : Structure du géne de la PTHrP. Tiré de Clemens et al. British Journal of Pharmacology, (2001)
134, 1113-1136.
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1.2.3  Réles physiologiques de la PTHrP

La PTHrP est une hormone calciotropique similaire & la PTH, un myorelaxant, un facteur de
croissance et un régulateur du développement. Chez I’homme, le géne de la PTHrP est
exprimé dans une grande variété de tissus sains, Cette hormone va agir de maniere autocrine
et paracrine. Afin de déterminer les roles physiologiques de cette hormone, Karaplis et al.
(1994) ont créé une souris nulle pour ce géne. Ces souris mouraient peu de temps aprés la
naissance des suites d’une sévére chondrodysplasie (Karaplis et al., 1994). Ces résultats
soulignent donc I’implication probable de la PTHrP dans le développement du squelette. Pour
sa part, le fragment C-terminal de la PTHrP permet d’inhiber la résorption osseuse (Fenton et
al., 1991, Cornish et al., 1997) et de stimuler la croissance des ostéoblastes (Cornish et al.,
1999). Le fragment N-terminal de la PTHrP est capable, quant a lui, de mimer les effets de la
PTH sur les cellules osseuses tels la stimulation de 1’adénylate cyclase (Kemp et al., 1987),
Pactivation du calcium intracellulaire comme second messager et I’inhibition de la
phosphatase alcaline et de la croissance cellulaire (Civitelli et al., 1989). De plus, in vivo, la
PTHIrP produit aussi la phosphaturie et la calciurie, en plus d’activer la synthése de la 1,25-
dihydroxyvitamine D (Horiuchi et al., 1987, Fraher et al., 1992). La PTHrP est exprimé a de
hauts niveaux dans les épithéliums mammaires en lactation chez le rat (Thiede and Rodan,
1988) et, chez la femme, elle est sécrétée dans le lait a des concentrations 10 000 fois plus
élevées que dans le sérum (Budayr et al., 1989). Chez le rat, la PTHrP est aussi sécrétée par
les muscles lisses comme le myometre (Thiede et al., 1990) et la vessie (Yamamoto et al.,
1992) en réponse a un stress fnécanique. Dans les glandes parathyroides feetales du rat, la

PTHIP peut remplacer la PTH afin de réguler la calcémie (Lewin et al., 2000).

1.2.4 La PTHrP et la grossesse

En plus d’étre impliquée dans plusieurs processus biologiques a travers |’organisme, la
PTHrP agit de différentes manieres au cours de la grossesse humaine et plus particulierement
au niveau du placenta. Ainsi, il est suggéré que la PTHrP permettrait la vasodilatation et la

relaxation des muscles lisses de utérus (Macgill et al., 1997, Curtis et al.,, 2000), la
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régulation du transfert de calcium a travers le placenta (Kovacs and Kronenberg, 1997) ainsi
que la régulation de la croissance et de la différenciation cellulaire (Lee et al., 1995b).
Compte tenu de la diminution des niveaux de PTHrP dans I’amnion et le myometre au début
du travail chez I’humain, Ferguson et al. (1992) ont suggéré que le fragment N-terminal serait
impliqué dans cette étape de 1’accouchement. Bien que la PTHrP soit impliquée dans
différents processus de croissance et de différenciation, ses effets sur les tissus gestationnels
sont encore méconnus. Toutefois, comme elle est exprimée par I’amnion (Bowden et al.,
1994), le chorion (Ferguson et al., 1992, Bowden et al., 1994), le cordon ombilical (Ferguson
et al., 1994) et plus particulierement les ST (Abbas et al., 1990, Emly et al., 1992), il y a de
fortes probabilités qu’elle y joue un rdle important (Ferguson et al., 1992, Curtis et al., 2000).
La PTHrP est largement distribuée a I’intérieur du liquide amniotique et elle agit sur la
croissance et la différenciation des épithéliums, en plus d’avoir un effet paracrine sur le tonus

vasculaire du placenta et le transfert de calcium (Farrugia et al., 2000a).

1.2.5 Implication de la PTHrP dans le transport du calcium a travers le placenta

On retrouve une concentration plus importante en ion calcique dans le sang feetal en
comparaison au niveau sanguin maternel. La PTH, tout comme la PTHrP, est impliquée dans
le maintien de ce gradient, cette derniére ayant toutefois un rdle plus important (Kovacs and
Kronenberg, 1997). Des études chez les brebis gestantes ont démontré qu’une
parathyroidectomie chez le feetus élimine la présence de ce gradient électrochimique.
Toutefois, I’infusion de PTHrP contenant la région 35-86 dans les artéres ombilicales
permettait de rétablir ce gradient de calcium (Care et al., 1990). Kovacs and Kronenberg
(1997) ont aussi pu observer un tel phénomene chez la souris. En effet, chez des souris nulles
pour le géne de la PTHrP, le transport du calcium a travers le placenta était déficient et les
concentrations sériques de cet ion étaient basses. Encore une fois, I'injection du fragment
central de la PTHrP permettait de stimuler le transport du calcium de la mére au feetus et de
restaurer le gradient de cet ion. De plus, la PTHrP (38-94) stimule le transport du calcium

dépendant de ’ATP dans la membrane basale des ST humains (Strid et al., 2002). Ces



14

expériences ont pu démontrer le réle crucial de la PTHrP, en particulier pour le fragment

central, dans I’homéostasie du calcium fcetal et dans le transport transplacentaire de cet ion.

1.2.6 Implication de la PTHrP dans la différenciation des trophoblastes

La PTHrP est impliqué dans différents processus de différenciation dont celle des
kératinocytes chez la souris adulte (Foley et al., 1998). La souris est d’ailleurs un modéle
appropri¢ pour étudier la formation du placenta humain compte tenu de leur mode de
placentation similaire. Toutefois, chez les souris, ce sont les cellules géantes troph
oblastiques (TGC) secondaires qui sont responsables des échanges mére-feetus. Considérant
son effet sur la différenciation des chondrocytes et sur la croissance des cellules géantes
trophoblastiques primaires, El-Hashash et al. (2005) ont voulu étudier I’effet de la PTHrP sur
la différenciation des TGC secondaires murins. Ainsi, ils ont pu découvrir qu’un traitement a
la PTHrP (1-34) influait sur la différenciation des TGC en stimulant I’expression de facteurs
de transcription permettant leur formation. De plus, la PTHrP (1-34) inhibait la formation des
autres types trophoblastiques (El-Hashash et al., 2005). En conséquent, la PTHrP semble étre

un joueur important dans le processus de différenciation des TGC murins.

En plus de permettre la différenciation des trophoblastes murins, la PTHrP (1-34) serait un
facteur de survie des trophoblastes, inhibant ainsi I’apoptose (Crocker et al., 2002). Cette
hormone semble aussi jouer un rble dans I’invasion des trophoblastes puisque la
PTHrP (1-40) stimule le relachement de métalloprotéinases (Uchida et al., 2001, Maioli et al.,
2002).

1.2.7 La PTHrP et les conditions pathologiques lors de la grossesse

On soupgonne la PTHrP de jouer un réle dans le développement de certaines conditions
pathologiques lors de la grossesse. En effet, Halhali et al. (2001) ont montré une faible
concentration de cette hormone dans le sang maternel et le cordon dans les cas de PE, alors

que son expression est augmentée dans ’amnion et la choriodécidue des grossesses avec
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RCIU (Curtis et al, 2000). Ainsi, cette hormone pourrait étre impliquée dans le
développement de ces conditions pathologiques via une défectuosité lors de ’invasion des
trophoblastes puisque la PTHrP stimule I’expression et le relaichement de métalloprotéinases
(MMP) dans plusieurs cellules (Uchida et al., 2001, Maioli et al., 2002). La PTHrP est aussi
augmentée dans les membranes maternelles et foetales (Curtis et al., 2000) et dans le plasma
du cordon (Strid et al., 2003) dans les cas de RCIU. Ainsi, la PTHrP pourrait jouer un role

dans I’apparition de ces conditons pathologiques.

1.3 Les protéines activées par des mitogénes (MAPK)

La découverte des MAPKs a permis de faire des avancées importantes dans notre
compréhension du contrdle de la signalisation cellulaire. A ce jour, prés de 20 MAP kinases
sont connues chez les mammiféres. En plus des trés étudiées kinases ERK1 et ERK2 (Ray
and Sturgill, 1987, Boulton et al., 1990, Boulton et al., 1991, Gotoh et al., 1991), il existe les
isoformes de ERK3 (Boulton et al., 1991, Gonzalez et al., 1992, Zhu et al., 1994), ERK4
(Boulton and Cobb, 1991), ERKS (Lee et al., 1995a, Zhou et al., 1995), les trois geénes des
kinases N-terminal Jun/protéines kinases activées par le stress (JNK/SAPKs) et leurs variants
(Derijard et al., 1994, Kyriakis et al., 1994), la famille de p38 (o, B, Y ou ) (Han et al., 1994,
Lee et al., 1994, Jiang et al., 1996, Lechner et al., 1996, Li et al., 1996, Jiang et al., 1997,
Stein et al., 1997) et la MAP kinase p57 (Lee et al., 1993).

1.3.1 Caractéristiques des MAPKs

Les MAPKs font partie intégrante d’une cascade de signalisation impliquant trois enzymes
activées en série : suite a un stimulus extra-cellulaire, une MAP kinase kinase kinase
(MAPKKK) va activer une MAP kinase kinase (MAPKK) [ou MAP/ERX kinase (MEK)] qui
va, 4 son tour, activer une MAP kinase (MAPK), ce qui donne naissance a une réponse
biologique (figure 1.4). La MAPK est donc apte a transmettre le signal cellulaire lorsqu’elle

se retrouve sous sa forme phosphorylée. Les MEKSs agissent de maniére trés spécifique. En
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effet, chaque MEK ne phosphoryle qu’une seule ou quelques MAP kinases. Cette cascade
d’activation permet non seulement de convoyer ’information a un effecteur ciblé, mais aussi
de coordonner les informations provenant d’autres voies de signalisation et d’amplifier le

signal cellulaire (Khokhlatchev et al., 1998).

Dans la cascade d’amplification de ERK, on retrouve MEK1/2 en plus forte concentration
que Raf, la MAPKKK qui va activer MEK1/2 (Ferrell, 1996, Huang and Ferrell, 1996). Cette
étape permet donc d’amplifier le signal vers ERK. Cependant, on retrouve MEK1 et MEK2
dans des proportions similaires a celles de ERK1 et ERK2 (Ferrell, 1996). La deuxiéme étape

d’activation n’est donc pas impliquée dans 1’amplification du signal.

MEK1 et MEK2 vont phosphoryler deux sites sur ERK1/2; il y aura tout d’abord
phosphorylation d’une tyrosine et, par la suite, d’une thréonine (Payne et al., 1991, Seger et
al., 1991, Robbins and Cobb, 1992, Robbins et al., 1993). La phosphorylation des deux sites
est nécessaire pour activer fortement ERK (Anderson et al., 1990, Robbins et al., 1993,
Zhang et al., 1995, Khokhlatchev et al., 1997). Ainsi, puisqu’une double phosphorylation est
nécessaire a I’activation de ERK, il y aura tout d’abord I’établissement d’un seuil d’activation
(Ferrell, 1997, Ferrell, 1999). Les protéines phosphorylées sur un résidu tyrosine ne sont pas
actives et s’accumulent. Lorsque cette accumulation atteint un certain seuil, il y a

phosphorylation rapide du résidu thréonine.

Plusieurs interactions sont possibles entre les différentes cascades des MAP kinases. Par
exemple, il y a un certain chevauchement dans les substrats pouvant activer les MAP kinases

(Fukunaga and Hunter, 1997, Waskiewicz et al., 1997, Lewis et al., 1998).
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Figure 1.4 : Voies de signalisation des MAPKSs et leurs réponses biologiques. Tirée de Pearson et al. Endocrine
Review, (2001) 22, 153-183.

1.3.2 La famille des ERKSs

ERK1 et ERK2 sont des protéines respectivement de 43 et 41 kDa. Ces deux MAP kinases
possedent 85% d’homologie ciblée particulierement dans la région de liaison des substrats
(Boulton et al.,, 1990, Boulton et al.,, 1991). Les résidus tyrosine et thréonine qui sont
phosphorylés lors de I’activation de la MAP kinase sont séparés par un résidu glutamate.
Alinsi, on retrouve le motif TEY (thréonine-glutamate-tyrosine) dans la boucle d’activation de
ERK1 et ERK2 (Payne et al., 1991). ERK1 et ERK2 sont tous deux exprimés de maniére
ubiquitaire bien que leur abondance relative soit variable en fonction du tissu. Ces deux MAP
kinases sont activées par de nombreux ligands et par des perturbations cellulaires avec
toutefois une certaine spécificité cellulaire (Lewis et al., 1998). Par exemple, dans les
fibroblastes, ERK1 et ERK2 sont activés par le sérum, des facteurs de croissance, des
cytokines, certains stress, des ligands de RCPG et des agents transformants. Ces kinases sont
aussi fortement exprimées dans les neurones post-mitotiques et d’autres cellules différenciées
(Boulton et al., 1991).
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1.3.2.1 Cascade d’activation de ERK1 et ERK2

La voie de signalisation qui relie la membrane cellulaire 8 ERK1 et ERK2 la mieux définie
est sans aucun doute celle qui emprunte les récepteurs a tyrosine kinases. Lorsqu’un
récepteur tyrosine kinase est lié¢ a son ligand, il y a déclenchement de son activité tyrosine
kinase intrinséque, ce qui conduit a son auto-phosphorylation sur les résidus tyrosine (figure
1.5). Des molécules adaptatrices comme Grb2 et Shec vont venir se lier au récepteur (Pawson
and Scott, 1997). Ces molécules contiennent un domaine SH2 de liaison & la tyrosine
phopshorylée. Le domaine SH3 de la molécule adaptatrice va, quant a lui, lier une région
riche en proline de Sos (Son of Sevenless) (Li et al., 1993, Pawson and Scott, 1997). La
protéine Sos permet d’augmenter la relache de GDP et la liaison de GTP a Ras, une protéine
G monomérique. Le complexe formé de GTP et de Ras va lier Raf et cette liaison va induire
un changement conformationnel de Raf qui induit une augmentation de son activité kinase.
Par la suite, il y a translocation vers la membrane plasmique et la cascade des kinases est
activée (Moodie et al., 1993, Vojtek et al., 1993, Wame et al., 1993, Zhang et al., 1993, Dent
et al., 1995, Jelinek et al., 1996, Morrison and Cutler, 1997). A la membrane, Raf peut aussi
étre modulé par des protéines kinases tels Src, PKC et Akt qui augmentent son activité
(Fabian et al., 1993, Kolch et al., 1993, Dent et al., 1995, Diaz et al., 1997, Chaudhary et al.,
2000). Lorsqu’il est activé, Raf va phosphoryler et stimuler MEK1 ou MEK2 qui sont les
activateurs de ERK1 et ERK?2 (figure 1.5) (Ahn et al., 1991, Crews et al., 1992, Kosako et al.,
1992, Nakielny et al., 1992, Seger et al., 1992, Wu et al., 1993, Zheng and Guan, 1993).
Ainsi, lorsqu’il est sous sa forme phosphorylée, ERK permet de transférer le signal percu a la

membrane en réponse cellulaire.
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Figure 1.5 : Cascade d’activation de ERK1 et ERK2

1.3.3 La famille des p38s

Cytoplasme

Noyau

p38a fut le premier isoforme a étre découvert. Par la suite, on utilisa le clonage moléculaire

pour identifier les autres membres de la famille p38, soit p38pP (ou p38-2), p38y (ERK6 ou
SAPK3) et p388 (SAPK4) (Jiang et al., 1996, Lechner et al., 1996, Li et al., 1996, Goedert et
al., 1997, Jiang et al., 1997, Kumar et al., 1997, Stein et al., 1997). Ces quatre isoformes de

p38 possedent le motif TGY (thréonine-glycine-tyrosine) dans leur boucle d’activation, c’est-

a-dire que les résidus thréonine et tyrosine sont séparés par un résidu glycine. Une grande

variété d’agents peuvent activer les membres de la famille p38 tels les cytokines, les

hormones, les RCPG, un choc osmotique ou de température et d’autres stress cellulaires

(Wang et al., 1998, Wu et al., 2000). Les MAP kinases p38 sont activées par deux membres
de la famille des MEKs, soit MEK3 et MEK6 (Derijard et al., 1995, Han et al., 1996, Stein et

al., 1996, Enslen et al., 2000). MEK3 phosphoryle de maniére préférentielle les isoformes
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p38a et p38P, alors que MEKS6 active les quatre membres de la famille p38 (Enslen et al.,
2000).

1.3.4 Les MAPKSs dans la différenciation des trophoblastes

Les MAPKSs sont impliquées dans divers processus cellulaires dont la différenciation. En
effet, les voies de ERK1/2 et de p38 ont une grande importance dans la différenciation de
nombreux types cellulaires tels les adipocytes (Engelman et al., 1998, Engelman et al., 1999),
les cardiomyocytes (Kolodziejczyk et al., 1999, McKinsey and Olson, 1999), les
chondroblastes (Nakamura et al, 1999), les érythroblastes (Nagata et al, 1998), les
myoblastes (Cuenda and Cohen, 1999, Galbiati et al., 1999, Zetser et al., 1999) et les
neurones (Morooka and Nishida, 1998, Iwasaki et al., 1999). Mudgett et al. (2000) ont
démontré que p38a est essentiel au développement des trophoblastes diploides et de la
vascularisation placentaire chez la souris. De plus, les MAPKSs joueraient un role critique
dans la croissance et la migration des trophoblastes (Gleeson et al., 2001, McKinnon et al.,
2001).

Cependant, I’implication de ces voies lors de la différenciation des trophoblastes humains est
trés peu connue. Daoud et al. (2005) ont démontré que les MAPKs ERK1/2 et p38 étaient
essentielles a I’initiation de la différenciation des trophoblastes humains. Plus précisément, la
voie de p38 est davantage sollicitée que celle de ERK1/2 et ’inhibition d’une de ces voies
retarde la différenciation des trophoblastes en culture. 1l a aussi été démontré que I’inhibition
d’une de ces kinases semble permettre une activation plus importante de ’autre. Cela suggere
donc ’existence d’un mécanisme compensatoire qui tenterait de maintenir le processus de
différenciation a un niveau adéquat (Daoud et al., 2005). Il reste encore a découvrir les
kinases agissant en amont de ERK1/2 et de p38 et qui entrent en jeu dans la différenciation

des trophoblastes humains.
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14 Le transport du calcium dans le placenta

Au nombre des changements qui surviennent au cours de la grossesse, une adaptation de
’absorption intestinale du calcium doit se faire pour permetire une minéralisation adéquate
du squelette et une croissance adéquate du feetus. Au méme moment, le placenta va permettre
de transférer pres de 30 g de calcium au feetus, en grande partie lors du troisieme trimestre de
grossesse a un taux de 140 mg/kg/jour (Salle et al., 1987). Lorsqu’il se retrouve dans la
circulation feetale, en plus de servir & la minéralisation osseuse, le calcium va permettre la
sécrétion hormonale, des fonctions enzymatiques, la signalisation cellulaire, la contraction

musculaire et d’autres processus métaboliques.

Le transfert de calcium s’effectue a travers les ST, une barriere sélective pour de nombreux
nutriments. Ce type cellulaire permet, en effet, le transport de prés de 80% du calcium
nécessaire a la croissance du squelette feetal (Barlet and Ravault, 1984, Bell, 1985). La
cellule syncytiotrophoblastique est formée de deux membranes distinctes : la membrane en
bordure en brosse (BBM) fait face a la circulation maternelle, alors que la membrane basale
plasmique (BPM) se retrouve du c6té de la circulation feetale. Grice a ses nombreuses
microvillosités, la BBM posséde une trés grande surface d’échange, ce qui facilite
’absorption des nutriments. Comme la concentration calcique intracellulaire est faible par
rapport a celle retrouvée dans le sang maternel (0,1-1 uM par rapport a 2,13 mM), le calcium
libre peut traverser la BBM par des mécanismes passifs (Husain and Mughal, 1992, Kamath
et al., 1992). Cependant, on peut aussi y retrouver des échangeurs Na’/Ca** (Lafond et al.,
2001). A Dintérieur des ST, le calcium va étre transporté vers la membrane basale par des
protéines liant le calcium (CaBP). Ce systéme de «navette» permet de tamponner la
concentration intracellulaire de calcium et, ainsi, de ne pas altérer les processus cellulaires.
Pour se retrouver dans la circulation feetale, le calcium doit utiliser des mécanismes
nécessitant de I’énergie (Lafond et al., 1991) pour traverser la BPM puisque la concentration
calcique feetale est plus élevée que celle retrouvée dans les ST. En effet, la concentration en
calcium ionisé (;Ca®") est plus importante chez le feetus que celle retrouvée chez 1’adulte
(Delivoria-Papadopoulos et al., 1967). De plus, différentes hormones calcémiantes pourraient

aussi étre impliquées pour aider le calcium a contrer ce gradient comme la calcitonine,
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I’hormone parathyroidienne (PTH) et le peptide apparenté a la parathormone (PTHIP).
Toutefois, pres des deux tiers du calcium utilise la voie paracellulaire pour se rendre a la

circulation feetale (Stulc et al., 1994).

1.4.1 Les canaux transitoires a potentiel vanilloides (TRPVS5 et 6)

Le transport transcellulaire de calcium se fait partiellement par la superfamille des canaux
transitoires a potentiel (TRP) qui comprend trois sous-familles : TRPC, TRPM et TRPV
(vanilloides) (figure 1.6) (Clapham et al., 2001). La sous-famille TRPV regroupe TRPVS et
TRPV6 qui sont des canaux hautement sélectifs au calcium (Clapham et al., 2001, Peng et al.,
2001, Moreau et al., 2002a, Moreau et al., 2002b). Les résultats de recherches sur ces canaux
laissent croire qu’ils sont impliqués dans la réabsorption du calcium par les reins et les
intestins (Hoenderop et al., 2000, Hoenderop et al., 2002b). Ces canaux comportent six
domaines transmembranaires avec de longs domaines intracellulaires en N- et C-terminal
(Hoenderop et al., 2002b). Ils sont structurés en tétrameres dans la membrane pour former un
pore (Hoenderop et al., 2003). Les génes codant pour ces deux canaux sont juxtaposés sur le
chromosome 7q35 (Muller et al., 2000b). L’absence d’un seul résidu aspartate pour TRPVS
lui confere une sélectivité au calcium 20 fois moindre que celle de TRPV6 (Clapham et al.,
2001, Peng et al., 2001). Certaines propriétés permettent de distinguer les canaux TRPVS et 6
des autres canaux TRP : ils sont sensibles a la quantité de calcium intracellulaire et sont
dépendants du voltage (Peng et al., 1999, Peng et al., 2001, Voets et al., 2001). L’activité de
ces canaux est régulée par la PKC, la calmoduline (CaM) (Niemeyer et al., 2001) et le
calcium (Van Cromphaut et al.,, 2001, Hoenderop et al., 2002a), alors que leurs niveaux
d’expression transcriptionnels et traductionnels sont modulés par la 1,25-(OH)2D3
(Hoenderop et al., 2001a, Van Cromphaut et al., 2001, Wood et al., 2001, Fleet et al., 2002,
Hoenderop et al., 2002a, Van Abel et al,, 2002), U'cestrogéne (Van Abel et al., 2002) et la
PTH (van Abel et al., 2005). La CaM, quant a elle, ne semble agir que sur TRPV6 (Lambers
et al., 2004).
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1.4.1.1 TRPVS

En plus d’étre exprimé dans le placenta, on retrouve TRPVS dans le pancréas, les testicules,
la prostate, le cdlon et les reins (Hoenderop et al., 2001b). TRPVS partage prés de 75%
d’homologie avec TRPV6. Son rdle principal serait la réabsorption du calcium dans les reins
(Peng et al., 1999). Ce rdle dans [’absorption du calcium semble étre confirmé par sa
colocalisation dans le rein avec d’autres protéines impliquées dans le transport de cet ion, tels
CaBP28k, NCX1 et PMCAI1b (Hoenderop et al.,, 2000). L’ARNm de TRPV5 est exprimé
dans le tissu placentaire (Muller et al., 2000a) de maniére toutefois moins importante que
TRPV6 (Peng et al., 2001). Dans les trophoblastes en culture, 'expression de TRPVS
augmente avec les jours de culture, tout comme I’absorption du calcium (Moreau et al.,

2002b).

1.4.1.2 TRPV6

Le géne de TRPV6 est exprimé dans différents organes chez I’homme tels que 1’intestin, le
pancréas, le placenta, la prostate, les glandes salivaires et, de mani€re moins importante, dans
les reins, le foie et les testicules (Peng et al., 2000, Peng et al., 2001). Le transport de calcium
par ce canal est électrogénique, dépendant du voltage et sensible au pH. De plus, le transport
de calcium n’est pas couplé a d’autres ions (Peng et al., 1999). Moreau et al (2002b) ont
démontré que ’expression génique de TRPV6 dans les trophoblastes était dépendante du
temps. En effet, ’expression de I’ARNm de TRPV6 était plus importante au deuxiéme et

troisieéme jour de culture, alors que 1’absorption du calcium y est plus importante.
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Fi%ure 1.6 : Schématisation du transport de calcium 2 travers le syncytiotrophoblaste

Ca”*: calcium; TRPVS : canal transitoire a potentiel vanilloide 5; TRPV6 : canal transitoire a potentiel vanilloide
6; TCTP: protéine tumorale contrdlée par la traduction; CaBP : protéine liant le calcium; ADP: adénosine
diphosphate; ATP : adénosine triphosphate; PMCA : pompe & calcium de la membrane plasmique; Na*: sodium;
NCX : échangeur sodiumv/calcium; BBM : membrane en bordure en brosse; BPM : membrane basale plasmique.
Adaptée de Lafond et al. Endocrine, (2001) 14, 285-294.

1.4.2 Les protéines liant le calcium (CaBPs)

Les CaBPs sont des protéines eucaryotes liant le calcium avec un motif spécifique de hélice-
boucle-hélice {motif «EF-hand») (Berggard et al., 2000). Ces protéines sont dites sensibles au
calcium puisqu’elles subissent un changement conformationnel suite 4 la liaison de cet ion
(Gross and Kumar, 1990). La présence de ces protéines est essentielle au bon fonctionnement
de la cellule puisque de grands changements dans les concentrations cytosoliques de calcium
perturberaient les processus cellulaires (Tuan, 1985). On retrouve les protéines liant le
calcium dans divers tissus tels le cerveau, les reins, les os, I’intestin, 1’utérus et le placenta.
Deux rdles ont été proposés pour les CaBPs: (i) de tamponner et transporter le calcium

intracellulaire de la BBM a la BPM et (ii) de réguler directement ou indirectement 1’activité
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Ca’*-ATPasique. De plus, chez les mammiféres, on retrouve la co-expression des canaux
TRPVS et 6 et des CaBPs au niveau de I’intestin, du pancréas et du placenta (Muller et al.,
2000a, Hoenderop-et al., 2001b). Les protéines de liaison du calcium vont tamponner la
concentration calcique intracellulaire prés des pores des canaux. Sans cela, les ions calciques
libres effectueraient un rétro-contrdle négatif sur TRPVS et 6 qui inhiberait leur activité. Bien’
que le mécanisme d’action des CaBPs ne soit pas encore élucidé, plusieurs hormones telles la
vitamine D, I’cestrogene et la PTHrP semblent affecter leur action sur le transport calcique.

En voici quelques-unes qui sont impliquées dans le transport de 1’ion & travers le ST.

1.4.2.1 Calbindin-D9k (CaBP9k)

La CaBP% est surtout exprimée dans le duodénum, I'utérus (Delorme et al., 1983) et le
placenta (MacManus et al., 1986) de plusieurs mammiféres. Toutefois, elle est distribuée de
maniere inégale dans les tissus feetaux humains (Brun et al., 1987). Le rble exact de cette
protéine est encore méconnu, mais plusieurs études tendent & démontrer son implication dans
le transport transcellulaire du calcium 2 travers le placenta (Christakos et al., 1989). Ainsi,
Belkacemi et al. (2004) ont démontré que ’expression de CaBP9k était plus importante dans
les ST que dans les CT. Puisque cette augmentation de I’expression de CaBP est observable
lorsqu’il y a augmentation du niveau de calcium placentaire, cela suggére donc un réle de
«tampony pour cette protéine dans le transport materno-feetal du calcium (Belkacemi et al.,
2004). De plus, dans les souris nulles pour le géne de la PTHrP, le transfert du calcium au
placenta et ’expression de CaBP9k sont diminués, suggérant un rdle de cette hormone dans

la régulation de I’expression de cette protéine (Kovacs et al., 2002).

1.4.2.2 Calbindin-D28k (CaBP28k)

Cette protéine de liaison du calcium a, quant a elle, été retrouvée dans une variété d’especes
et dans différents organes tels les os et les reins, mais aussi dans certains tissus ne régulant

pas la concentration sérique du calcium comme le cerveau, le pancréas et le placenta
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(Christakos et al., 1989). La large distribution de CaBP28k a travers les especes et les tissus
suggere que cette protéine jouerait un role métabolique fondamental (Thomasset et al., 1982).
Bien qu’il n’y ait pas d’affiliation directe entre leur géne ou de similarité entre leur séquence
protéique (Thomasset et al., 1982, Perret et al., 1988, Lomuri et al., 1989), on suppose que
CaBP9k et CaBP28k pourrait avoir des fonctions similaires au niveau du placenta humain
(Belkacemi et al., 2003). Tout comme pour CaBP9k, CaBP28k est davantage exprimée dans
les ST que les CT (Belkacemi et al., 2003). Cette élévation de I’expression de CaBP28k suite
a la différenciation cellulaire se fait en parallele avec "augmentation de I’absorption du
calcium (Belkacemi et al., 2003). Cette augmentation du niveau d’expression de CaBP28k
pourrait d’ailleurs augmenter la capacité de tamponner le niveau de calcium intracellulaire ou
stimuler un mécanisme d’entrée du calcium (Belkacemi et al., 2003). De plus, Lambers et al.
(2006) ont démontré que CaBP28k est co-exprimée avec TRPVS dans des cellules rénales, ce
qui lui permet de tamponner le niveau de calcium pres de 'entrée du canal lorsque le niveau

de calcium intracellulaire est bas et, ainsi, d’empécher ’inactivation de TRPVS.

1.4.2.3 La protéine tumorale contrélée par la traduction (TCTP)

TCTP est une protéine hautement conservée et abondamment exprimée dans les régnes
animal et végétal (Bommer and Thiele, 2004). Plusieurs fonctions lui ont été associées telles
la prévention de I’apoptose (Li et al., 2001), la croissance cellulaire (Thomas and Thomas,
1986, Bohm et al., 1989) et la relaiche de I’histamine par les basophiles (MacDonald et al.,
1995). Plusieurs groupes de recherche ont également démontré sa propriété a lier le calcium
(Sanchez et al., 1997, Xu et al., 1999, Gnanasekar et al., 2002, Arcuri et al., 2004). Toutefois,
TCTP ne posséde pas d’homologie de séquence avec les autres protéines pouvant lier le
calcium (Kim et al., 2000). Nous savons maintenant qu’elle est similaire a une famille de
petites protéines chaperonnes qui inclut Mss4 et Dss4 (Thaw et al., 2001). Arcuri et al. (2005)
ont établi que TCTP était exprimé dans le placenta humain. Plus spécifiquement, cette
protéine est davantage exprimée dans les placentas a terme que ceux de premiers trimestres.
L’implication de TCTP dans le transport transplacentaire de calcium est suggérée dans cette

étude puisque 1’atténuation de ce géne altére 1’absorption du calcium (Arcuri et al., 2005).
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1.4.3 Les pompes a calcium de la membrane plasmique (PMCA)

Les CaBPs ne sont pas les seules protéines a contrler la concentration intracellulaire de
calcium. Ainsi, en plus d’aider & maintenir une faible concentration cytoplasmique en ion
calcique, les PMCAs permettent aussi son expulsion de la cellule (Zylinska et al., 2002,
Zoccola et al., 2004). Pour cela, la pompe PMCA va passer par deux états conformationnels
différents lorsqu’elle est phosphorylée, soit les états E1 et E2. Lorsqu’elle se trouve en état
E1, la pompe expose un site de liaison au calcium de haute affinité du c6té intracellulaire de
la membrane plasmique ce qui causerait la liaison de I’ion calcique. La phosphorylation d’un
résidu aspartate par I’ ATP permettrait un changement conformationnel et une transition vers
I’état E2-phosphorylé. Lorsqu’elle se retrouve en état E2, la pompe PMCA expose le calcium
1i¢ du coté extracellulaire de la membrane plasmique et diminue I’affinité de son site de
liaison, permettant la reldche du calcium dans le milieu extracellulaire. Suite a la relache du
calcium, I’intermédiaire E2-phosphorylé est clivé et la pompe retourne a 1’état E1 (Krebs et
al., 1987). Comme représenté a la figure 1.7, pour chaque molécule d’ATP hydrolysée, ces
pompes vont transporter un ion calcique. Les PMCAS sont codées par quatre genes (PMCAL1
a4) et, di a I’épissage alternatif, il existe plus de 20 variants de cette protéine. Ces protéines
sont constituées d’une longue chaine polypeptidique organisée en dix domaines trans-
membranaires et quatre domaines cytosoliques. Les principales différences retrouvées entre
ces isoformes se situent surtout au niveau de leur région régulatrice, en particulier dans la
premiére boucle cytosolique située entre les deuxiéme et troisiéme domaines

transmembranaires (figure 1.7) (Zylinska et al., 2002).

Les isoformes PMCAL et 4 sont retrouvées dans presque tous les tissus, alors que PMCAZ et
3 se situent dans des tissus spécialisés (Zylinska et al., 2002). Chez ’humain, on retrouve
PMCAT1 en plus grande quantité que PMCA4 (Stauffer et al., 1995), alors que les niveaux
d’expression de PMCAZ2 et 3 sont plus importants dans les muscles squelettiques faetaux et le
cerveau (Stauffer et al., 1993). PMCA2 est aussi exprimé dans les glandes mammaires et son
activité est nécessaire pour avoir une forte concentration de calcium dans le lait (Reinhardt et
al., 2000). Au niveau du placenta, les PMCAs jouefaient un rdle important dans 1’expulsion

du calcium cytoplasmique des cellules placentaires. D’ailleurs, la présence des différents



28

isoformes de PMCAs dans les ST humains, plus précisément sur la BPM, a été démontré
(Moreau et al., 2003). Toutefois, bien qu’il n’y ait pas de changement dans I’expression des
PMCAs au cours du dernier trimestre de la grossesse, I’augmentation de la captation du
calcium en présence d’ATP montre bien que I’activité du transporteur est augmentée (Strid
and Powell, 2000).

Plusieurs molécules vont agir sur les PMCAs afin de moduler leur activité. La liaison de la
CaM, I’activateur traditionnel de ces protéines, va permettre de lever 1’auto-inhibition de la
pompe et d’augmenter son affinité pour le calcium (Gopinath and Vincenzi, 1977, Jarrett and
Penniston, 1977). La CaM va se lier 4 son site de liaison (CaM-BD) (figure 1.7) et cette
liaison va permettre de diminuer la constante de dissociation (K4) de la pompe de 10-20 uM &
une valeur inférieure a 1 uM (Enyedi et al., 1987, James et al., 1988). D’autres molécules,
telles les protéines kinases A (PKA) et C (PKC) et des phospholipides acidiques (Kosk-
Kosicka and Zylinska, 1997) peuvent aussi agir sur les PMCAs afin d’augmenter leur affinité
pour le calcium. Ainsi, ’augmentation de [’activité de ces pompes permettrait un apport
adéquat en calcium pour la minéralisation osseuse du feetus en croissance (Moreau et al.,
2003). L’activité des PMCAs est grandement modulée par la PTHrP (38-94). En effet, cette
hormone stimulerait les PMCAs en activant la voie IP-diacylglycérol-protéine kinase C
(DAG-PKC) (Strid et al., 2002).
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Extracellulaire

Intracellulaire

Figure 1.7 : Structure des pompes a calcium de la membrane plasmique (PMCA). Tiré de Di Leva et al. Arch
Biochem Biophys, (2008) 476, 65-74.

1.4.4 Les échangeurs sodium/calcium (NCX)

Pour maintenir une concentration adéquate en calcium, plusieurs cellules de mammiféres
possedent, en plus des PMCAs, des échangeurs sodium/calcium (NCXs) situés a leur
membrane plasmique (figure 1.6) (Kamath and Smith, 1994, Moreau et al., 2003). Les NCXs
sont des échangeurs situés dans la membrane plasmique de plusieurs cellules qui permettent
I’échange de trois ions sodium (Na") contre un ion calcium (Ca®") (Linck et al., 1998,
Blaustein and Lederer, 1999). Chez les mammiféres, il existe trois isoformes de cette
protéine, soit NCX1 (Nicoll et al., 1990, Shieh et al., 1992, Li et al., 1994), NCX2 (Li et al.,
1994) et NCX3 (Nicoll et al., 1996). Ces trois isoformes possédent 11 segments
transmembranaires avec une grande boucle intracellulaire entre les premier et sixiéme
segments (Linck et al., 1998). NCX1 est surtout exprimé dans le muscle cardiaque ou il joue
un role dominant dans I’expulsion du calcium (Nicoll et al., 1990). Les isoformes NCX2 et 3
sont surtout retrouvés dans le cerveau et les muscles squelettiques (Li et al., 1994, Nicoll et
al., 1996) et on a pu démontrer la présence clies NCXs sur la BPM des ST (Kamath and Smith,
1994). La PTHrP active aussi NCX1 dans les ostéoblastes via I’AMPc (Azarani et al., 1995).
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1.5 Hypothéses de travail

Bien que la PTHrP soit exprimée dans plusieurs tissus gestationnels, certaines questions ne
sont pas encore résolues quant a son implication dans la formation du placenta. Toutefois, il
est maintenant connu que le fragment N-terminal de la PTHrP est apte a stimuler la
différenciation des TGC secondaires chez la souris. Chez I’humain, les MAPKs ERK1/2 et
p38 sont impliquées dans Iinitiation du processus de différenciation des cellules
trophoblastiques. Au niveau placentaire, il a aussi ét¢ démontré que la-PTHrP était impliquée
dans le transport du calcium, plus précisément dans le maintien du gradient électrochimique

de cet ion.

Ainsi, nous croyons que la PTHrP (1-34) permet la différenciation des cellules
trophoblastiques humaines via 1’activation des MAPKs ERK1/2 et p38. Nous pensons donc
pouvoir observer une augmentation de la différenciation cellulaire ainsi qu’une augmentation
de I'activation d’au moins une de ces MAPKs en présence du fragment N-terminal de la
PTHTrP. De plus, nous pensons que cette hormone stimule le transport de calcium a travers le
placenta chez ’humain en augmentant I’expression des protéines impliquées dans le transfert
de I'ion calcique ‘de la mére au feetus. Les échangeurs NCXs n’ont toutefois qu’un role
mineur dans 1’expulsion du calcium a travers le placenta (Williams et al., 1991), les PMCAs
y participant de maniere plus active. C’est pourquoi nous ne nous sommes pas attardés a

’étude des NCXs lors de ce travail.

Afin de réaliser cette étude, nous devons tout d’abord mettre au point un milieu de culture
sans sérum pour étudier l’effet direct du fragment N-terminal de la PTHrP sur la
différenciation et le transport de calcium des cellules trophoblastiques humaines. Par la suite,
nous allons isoler des cellules trophoblastiques a partir de placentas humains. Ces cellules
seront mises en contact avec la PTHrP (1-34) pour une période de quatre jours, période
nécessaire pour permettre une différenciation cellulaire. Cette différenciation cellulaire ou
syncytialisation sera donc observée morphologiquement et biochimiquement. De plus, le
niveau d’activation des MAPKs ERK1/2 et p38 sera mesuré par immunobuvardage de type

Western. Dans un deuxieme temps, afin d’étudier le transport de I’ion calcique dans le
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modele choisi, nous observerons la captation de calcium radiomarqué par des cellules
trophoblastiques traitées avec la PTHrP (1-34). Enfin, ’expression génique et protéique de
différentes protéines impliquées dans le transport du calcium sera analysée par PCR en temps

réel et par immunobuvardage de type Western.



CHAPITRE 11

METHODOLOGIE

2.1 Extraction des trophoblastes humains

Les placentas utilisés proviennent d’accouchements par voie vaginale. Il s’agit de grossesses
menées a terme, soit entre 39 et 41 semaines de gestation. Les placentas ont été obtenus en
accord avec le comité d’éthique de I’hdpital St-Luc du Centre Hospitalier Universitaire de
Montréal (CHUM) (Montréal, Québec, Canada) et celui de I’Université du Québec a
Montréal (UQAM) (Montréal, Québec, Canada). L’isolation des trophoblastes se fait selon le
protocole établi- par Kliman et al. (1986) avec quelques modifications (Daoud et al., 2005).
Apres avoir retiré les membranes matemnelles et feetales du placenta, ce demier est lavé pour
enlever I’excédent de sang. Il subit par la suite une série de quatre digestions enzymatiques
dans un milieu contenant du HBSS (Sigma-Aldrich) additionné de trypsine (Sigma)
(1 824 000 U pour la premiére digestion, 1 200 000 U pour la deuxieme et 960 000 U pour
les troisieme et quatrieme digestions) et de désoxyribonucléase (DNase) (Roche Diagnostics)
(0,25 mg/mL pour la premiére digestion, 0,15 mg/mL pour la deuxiéme et 0,12 mg/mL pour
les troisiéme et quatriéme digestions) pour 30 minutes sous agitation. Les cellules extraites
sont ensuite déposées sur un gradient continu de Percoll (Sigma) allant de 5 a 70% et
centrifugées 2 1600 rpm pendant 25 minutes. Les bandes de densités 1,046 a 1,065 qui
contiennent les trophoblastes sont récoltées. Les cellules sont ensemencées a une densité de
1,5 x 10° cellules par puits pour une plaque de 24 puits & moins d’indication contraire. Les
cellules sont maintenues dans une atmosphére humide 4 37°C en présence de 5% de CO; et le
milieu de culture est changé quotidiennement pour une période de quatre jours. La pureté de
I’extraction des trophoblastes est évaluée par cytométrie en flux en utilisant un anticorps
monoclonal conjugué avec FITC contre la protéine cytokératine-7 (1,25 pg/million de
cellules, Cedarlane), un marqueur spécifique des trophoblastes. Les préparations contenant

entre 80 et 97 % de trophoblastes ont été utilisées.
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2.2 Mise au point du milieu de culture

Afin de trouver un milieu de culture de remplacement ne contenant pas de sérum de veau
feetal (FBS) ou en contenant en trés faible quantité, différentes conditions sont étudiées. Le
mileu de culture contrdle est constitué de DMEM (Gibco), de glutamine (Sigma) (2mM) et de
pénicilline, streptomycine et néomycine (PSN) (Gibco) (1X) et additionné de FBS (Gibco)
(10%). Dans le milieu de culture de remplacement, le FBS est remplacé par le supplément
SITE-3 (Sigma) (1X) (tableau 2.1). Ainsi, parmis les différentes conditions étudiées on
retrouve un milieu de culture contenant 1% de SITE-3, un milieu contenant 10% de SITE-3
et un milieu contenant 10% de FBS pour le premier jour de culture et remplacé par un milieu
contenant 1% de SITE-3 pour les trois jours suivants. Une autre condition étudiée fut de
concevoir un milieu contenant 0,5% de FBS pour le premier jour de culture et remplacé par
un milieu contenant 1% de SITE-3 pour les trois autres jours. Un milieu contenant 1% de
SITE-3 et 0,5% de FBS fut une derni¢re condition étudiée. La différentiacion cellulaire fut

observée par le dosage de la hCG et par immunofluorescence.

Tableau 2.1 : Concentration finale des éléments
retrouvés dans le SITE-3 (Sigma)

Eléments Concentration
Insuline 10 mg/L
Transferrine 5,5 mg/L.
Sélénium S ug/L
Ethanolamine 2 mg/L
BSA 0,5 mg/mL
Acide linoléique 4,7 ug/mL
Acide oléique 4,7 ug/mL

2.2.1 Sécrétion de hCG par les trophoblastes

Quotidiennement, le milieu de culture des cellules trophoblastiques a été récolté, centrifugé et
conservé a -20°C jusqu’au moment de ’analyse. La sécrétion de 1’hormone hCG dans le
milieu de culture a ét¢ analysée par technique ELISA selon les instructions du manufacturier

(DRG Diagnostics). Les données provenant des analyses pour trouver un milieu de culture
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sans sérum sont exprimées en mlU/mL, alors que celles provenant des analyses pour

déterminer ’effet de la PTHrP sont exprimées selon la quantité de protéines présentes.

2.2.2 Immunofluorescence

L’immunofluorescence permet d’observer s’il y a eu fusion cellulaire des ST suite aux
différents traitements. Les cellules trophoblastiques humaines sont tout d’abord fixées avec
du méthanol froid a -20°C pour 30 minutes, lavées, puis incubées avec du PBS contenant 2%
de FBS pour une heure afin d’éliminer les liaisons non spécifiques. Les trophoblastes sont
ensuite incubés pendant deux heures avec un anticorps monoclonal de souris anti-
desmoplakine humaine (1/500) dans du PBS contenant 2% de FBS. Par la suite, il y a
incubation pour une heure 30 minutes dans le noir avec un anticorps secondaire Alexa Fluor
488 (Invitrogen) de chévre dirigé contre les I1gG de souris (1/1000) dans du PBS contenant
2% de FBS. Pour marquer les noyaux des cellules, les trophoblastes sont incubés pour 30
minutes dans le noir avec de I’iodure de propidium (50 pg/ml). Les cellules marquées sont
par la suite visualisées avec un microscope confocal (BioRad MRC 1024) avec laser. Les
observations ont été faites a 400X. Un syncytium est défini comme étant une cellule

comprenant un minimum de trois noyaux (Daoud et al., 2005).

2.3 Effet de la PTHrP (fragment 1-34) sur la différenciation cellulaire

Pour tester 1’effet de la PTHrP (1-34) sur la différenciation des trophoblastes, les cellules ont
tout d’abord été mises en culture avec un milieu contenant 10% de sérum de veau feetal.
Apres 24 h de culture, ce milieu est retiré, les cellules sont lavées avec du PBS afin d’enlever
toute trace de sérum et remplacé par un milieu sans sérum (SITE-3). Ce milieu est changé
quotidiennement pour les trois autres jours de culture in vitro. Différentes concentrations de
PTHrP (1-34) ont été ajoutées, soit 1072 107°, 10® et 10° M durant les quatre jours de
culture cellulaire. Des cellules trophoblastiques en contact avec un milieu contenant 10% de

FBS pour les quatre jours de culture serviront de contrdle quant au développement cellulaire
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adéquat, alors que les cellules cultivées avec SITE-3 serviront de contrdle quant a ’effet de
’hormone indépendamment des facteurs de stimulation de la différenciation présent dans le
sérum ajouté au milieu de culture. La différentiacion cellulaire est observée par le dosage de

la hCG et par immunofluorescence (voir 2.2.1 et 2.2.2).

2.3.1 Essai de cytotoxicité

Les cellules trophoblastiques sont tout d’abord ensemencées a une densité de 2,5 x 10°
cellules par puits dans des plaques de 96 puits. Aprés 12 heures d’incubation avec le milieu
de culture additionné ou non des différentes concentrations de PTHrP (1-34), le milieu de
culture est remplacé par un milieu ne contenant pas de rouge de phénol additionné ou non des
différentes concentrations de PTHrP (1-34). Grace au CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay (Promega), il a été possible de mesurer la quantité de lactate
déhydrogénase (LDH), une enzyme cytosolique stable, libérée dans le milieu de culture lors
de la lyse cellulaire. La quantit¢ de LDH retrouvée dans le milieu est mesurée grace a la
conversion des sels de tetrazolium retrouvé dans le substrat en un produit rouge.
L’absorbance mesurée est ainsi proportionnelle au nombre de cellules lysées (Model 550
Microplate Reader, Bio-Rad). Le pourcentage de cellules viables a été établi par le rapport de
’absorbance a 490 nm des cellules traitées avec le supplément SITE-3 par rapport aux

cellules non traitées.

2.3.2 Extraction de protéines

Quotidiennement, les protéines totales sont extraites des trophoblastes. Aprés avoir retiré le
milieu de culture, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS, puis solubilisées dans un
tampon de radioimmunoprécipitation (RIPA) (150 mM de NaCl, 10mM de Tris, | mM de
EGTA et de EDTA, 1% de Triton X-100, 100 mM de sodium fluoride, 10 mM de sodium
pyrophosphate et 2 mM de sodium orthovanadate) (produits provenant de Sigma) et

collectées. Les cellules reposent pour 30 minutes dans de la glace et sont mélangées a toutes



36

les 5 minutes. Elles subissent par la suite une centrifugation a 13 000 g pour 30 minutes a 4°C
afin de séparer les débris des protéines cellulaires. La concentration protéique est ensuite
mesurée par spectrophotométrie (Model 550 Microplate Reader, Bio-Rad) en utilisant les

solutions BCA (Pierce).

2.3.3 Analyse par immunobuvardage (Western Blot)

Les protéines cellulaires (15,0 pg) sont dissoutes dans un tampon d’échantillonnage (4% de
SDS, 30mM de dithiotreitol, 0,25 M de sucrose, 0,01 M de EDTA-Na, et 0,075% de bleu de
bromophénol) et chauffées a 95°C pour 5 minutes dans un bloc chauffant afin de les
dénaturer. Elles sont ensuite séparées par un gel SDS-PAGE de 12% et transférées sur une
membrane de PVDF durant 30 minutes avec ’appareil transblot de BioRad. Les sites non
spécifiques de la membrane sont bloqués par du TBS-T [20 mM Tris (pH 7,6), 137 mM NaCl
et 0,05% Tween-20] contenant 5% de lait écrémé pour une heure a température ambiante. Le
premier anticorps est incubé avec la membrane au cours de la nuit a 4°C sous agitation
(1/2000 pour anti-phospho-ERK1/2 et ERK1/2, 1/500 pour anti-phospho-p38, 1/1000 pour
anti-p38). Les membranes sont lavées trois fois avec du TBS-T puis mis en contact avec le
deuxiéme anticorps IgG anti-lapin conjugué a la peroxydase « horseradish » (1/1500) pour
2 heures a température ambiante. Les membranes sont rincées, puis détectées avec une
solution de chemiluminescence (Roche Diagnostics) et visualisées par autoradiographie. Les
anticorps primaires et secondaires sont enlevés au cours d’une incubation de 10 minutes avec
une solution contenant de la glycine et du SDS, les membranes sont lavées deux fois, puis les
sites non spécifiques sont bloqués a nouveau avec du TBS-T contenant 5% de lait écrémé
pour une heure a température ambiante. Les membranes sont ensuite mises en contact avec
un nouvel anticorps, soit anti-ERK1/2 aprés phospho-ERK1/2 et anti-p38 apreés phospho-p38.
La densitométrie est ensuite calculée a I’aide du logiciel Quantity One de Bio-Rad afin de

mesurer le niveau de phosphorylation des MAPKs ERK 1/2 et p38.
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2.3.4 Effet de la PTHrP (1-34) et d’un inhibiteur de MAPK (PD98059) sur 1’activation
de ERK1/2

Compte tenu que MEK1/2 se situe en amont de ERK1/2 dans la cascade d’activation de cette
MAPK, Iutilisation d’un inhibiteur dirigé contre MEK1/2 va aussi occasionner I’inhibition
de ERK1/2. La méthode utilisée ici va nous permettre d’observer si une concentration de
10° M de PTHrP (1-34) permet de réactiver cette voie de signalisation & court terme. Suite &
’isolation des trophoblastes humains, les cellules sont ensemencées a une densité¢ de
4,5 x 10° cellules dans des boites de Pétri de 35 mm pour 5 heures 4 37°C en présence d’un
milieu de culture complet afin de permettre leur attachement. Par la suite, le milieu est retiré
et remplacé par un milieu de culture sans sérum pour la nuit. Aprés 24 heures de culture in
vitro, les cellules trophoblastiques sont incubées avec 50 uM de PD98059, un inhibiteur de
MEK1/2, pour 1 heure a 37°C. Le milieu de culture (10% de FBS, SITE-3 ou PTHrP 108 M)
est ensuite ajouté pour différents intervalles de temps (0, 2, 5, 10, 20, 30 et 60 minutes). La
réaction est arrétée suite a I’aspiration du milieu de culture et a la lyse des cellules pour en
extraire les protéines. Le niveau de phosphorylation de ERKI1/2 sera analysée par

immunobuvardage de type Western tel que décrit en 2.3.3.

2.4 Effet de la PTHrP sur le transport calcique des trophoblastes humains

2.4.1 Captation de calcium

Afin de quantifier I’incorporation de I’ion calcique par les trophoblastes, du calcium
radiomarqué (*CaCl,, ICN Biochemicals-Irvine) a été utilisé. Aprés quatre jours de culture in
vitro dans des plaques 24 puits, les cellules ont été lavées deux fois avec du HBSS contenant
1,26 mM de CaCl, et 10mM de Hépés et équilibrées avec ce milieu pour 10 minutes. Par la
suite, les trophoblastes ont été incubés a 37°C pour différents intervalles de temps (0, 30
secondes, 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 30 et 45 minutes) suite a I’addition de HBSS contenant du
“CaCl, (2-4 uCi/puit). L’incubation est arrétée par I’aspiration du milieu, suivi de trois

lavages avec du PBS froid contenant 4 mM de EGTA. Les cellules sont par la suite
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solubilisées dans 500 pl. de NaOH 0,5 M et la radioactivité a été mesurée par un compteur de
B-scintillation 1.400TM (Perkin Elmer). La quantité de protéines contenues dans chaque puits
est ensuite analysée par spectrophotométrie (Model 550 Microplate Reader, Bio-Rad) en
utilisant les solutions BCA (Pierce). La captation du calcium est exprimée en nmole de

Ca*"/mg de protéines cellulaires.

2.4.2 Analyse par immunobuvardage (Western Blot)

L’extraction des protéines cellulaires a été effectuée selon la méthode exposée en 2.3.2.
L’expression des protéines impliquées dans le transport du calcium est observée telle que
décrite en 2.3.3 a quelques différences pres. Les protéines cellulaires (16,6 ug) sont séparées
par un gel SDS-PAGE de 8% pour PMCA1/4 et de 10% pour TRPV6, TCTP et PMCA2.
L’incubation du premier anticorps se fait sous agitation a 4°C au cours de la nuit (1/1000
pour anti-TRPV6, TCTP et PMCA1/4) ou 2 heures 4 température ambiante pour PMCA2
{1/1500). Suite aux lavages avec TBS-T, il y a incubation du deuxiéme anticorps. 11 y a
incubation avec I’IgG anti-lapin (1/2500) pour 2 heures 30 minutes suite & TRPV6 et de 1
heure 30 minutes pour TCTP, alors que I’incubation avec PMCA?2 est suivie de 1’IgG anti-
lapin (1/2000) pour 2 heures. Une incubation avec I’'lgG anti-souris fait suite 8 PMCA1/4
(1/2000) pour 3 heures. Aprés avoir enlevés les anticorps primaires et secondaires lors d’une
incubation de 10 minutes avec une solution contenant de la glycine et du SDS, les
membranes sont mises en contact avec un nouvel anticorps, soit anti-GAPDH. Ainsi, anti-
GAPDH (1/5000) est incubé sous agitation a 4°C au cours de la nuit, puis, suite aux lavages
avec TBS-T, il y a incubation avec I’IgG anti-souris (1/10 000) pour 1 heure. La
densitométrie est ensuite calculée a l’aide du logiciel Quantity One de Bio-Rad afin de

mesurer I’expression des différentes protéines.
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243 Extraction d’ARN, transcription inverse et réaction en chaine par polymérase
(PCR) en temps réel

L’expression des protéines impliquées dans le transport du calcium est aussi étudiée au
niveau génique. Ainsi, I’ARNm total fut isolé au premier et quatriéme jour de culture in vitro
grace au High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics) selon les instructions du
manufacturier. Par la suite, 0,5 pg d’ARN a été transcrit en ADN complémentaire (ADNc)
avec le Transcriptor Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics) dans un volume final de
20 pL. Les réactions de PCR en temps réel furent exécutées dans un LightCycler® 480
(Roche Diagnostics) avec 0,5 pM de chacune des amorces nécessaires (tableau 2.2) et du
SYBR Green I Master (Roche Diagnostics). Un controle négatif ne contenant pas d’ADNc
fut inclus a chacune des réactions effectuées. L’amplification du géne 18S est utilis€ comme

contrdle interne afin de quantifier I’expression d’un gene cible.

Tableau 2.2 : Amorces sens et anti-sens des génes codant pour les protéines
impliquées dans le transport du calcium

Gen Amorces
¢ Sens Anti-sens
TRPVS 5’-AGA CAA GGA GGA TGA CCA 5-GAA GCA GTT TTG TGG
GGA G-3° GAC CC-»
5-TCT GCG GAC GGG AGT ATG 5-AGG TTG CGA TGC GTG
TRPV6
G-3’ TCC-3’
CaBPOK 5-ATA TGC AGC CAA AGA AGG 5-GGG TCA AAT GAG TIT
TG-3’ CCA GGT-3’
TCTP 5’-AAT CAA GCA CAT CCT TGC 5-CAA CGA GAT AAC CTG
TAA T-3 ATG GCA-3’
5’-CAG CAG GAG AAC CAG AAC 5-TTC ACA GTC TCC CGA CCT
PMCALI
CA-¥ TA-3’
5°-TCA GGA ATC CCA ACG GTG- 5-CCA TGC GTG ACA GTA
PMCA4
3 GCT-3
188 5-CGC CGC TAG AGG TGA AAT 5 -CTC GCTTTC GTA AAC GGT

TC-3

T-3
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2.5 Analyses statistiques

Les analyses statistiques utilisées furent One-Way ANOVA combinée a un test de Tukey et
le test de ¢. Des analyses statistiques ont été réalisées par rapport au milieu traditionnel
contenant 10% de FBS et par rapport au milieu de remplacement avec SITE-3. Les analyses

ont ¢t€ effectuées a I’aide du logiciel GraphPad Prism, version 5.0.



CHAPITRE III

RESULTATS

3.1 Effet du milieu de culture sans sérum sur la différenciation

Le milieu de croissance utilisé lors de la culture cellulaire des trophoblastes humains contient
10% de sérum de veau feetal (FBS). Toutefois, il est impossible de connaitre la quantité
exacte d’une hormone ou d’un facteur de croissance en particulier contenu dans ce sérum.
Comme un des buts de cette étude consistait a déterminer I’effet de la PTHrP (1-34) sur la
différenciation des trophoblastes humains, la premiére étape du projet fut donc de trouver un
milieu de culture de remplacement ne contenant pas de sérum de veau feetal ou en contenant
en trés faible quantité, ne favorisant pas la différenciation cellulaire et auquel il est possible
d’ajouter des concentrations connues de I’hormone a I’étude. Le produit utilisé est le SITE-3
qui contient plusieurs éléments importants pour la croissance cellulaire (tableau 2.1). La
survie et la différenciation des trophoblastes alors qu’ils se retrouvent dans différentes
conditions de culture furent comparées a celles qu’il est possible d’observer lorsque ce type

de cellules est cultivé dans un milieu contenant 10% de sérum de veau feetal.

Les résultats obtenus avec le milieu de culture contenant 10% de sérum de veau feetal ont
servi de références pour les autres milieux de culture a Pétude. Le dosage de la hCG est un
indice de la différenciation des trophoblastes au niveau biochimique, alors que
’immunofluorescence permet d’observer la différenciation de ces cellules grice a leur
morphologie cellulaire en mettant en €vidence la formation de syncytiums. Ainsi, au
quatrieme jour de culture, 1l est possible d’observer le tapis de trophoblastes formant
plusieurs syncytiums, ce qui signifie qu’il y a eu différenciation en ST (figure 3.1A). On
considere un syncytium lorsqu’il y a présence de plus de trois noyaux dans une méme cellule
(Daoud et al., 2005). De méme, nous savons que la sécrétion de hCG est beaucoup plus

importante au troisieéme et quatriéme jour, ce qui va de pair avec la différenciation cellulaire
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(Daoud et al.,, 2005). Suite a I’utilisation d’un milieu contenant 1% de SITE-3, on ne
retrouvait qu’un trés faible nombre de cellules aprés quatre jours de culture (figure 3.1B). La
figure 3.2 montre que, pour cette condition, la sécrétion de hCG augmente au troisieme jour,
puis connait une diminution au quatriéme. La figure 3.1C nous permet d’observer un trés
faible nombre de cellules lorsque les trophoblastes sont en contact avec un milieu additionné
de 10% de SITE-3. De la méme manieére, le dosage de la hCG lors des deux derniers jours de
culture cellulaire montre une faible sécrétion hormonale (figure 3.2). Lorsque les
trophoblastes sont cultivés le premier jour avec un milieu contenant 10% de sérum, puis avec
un milieu contenant 1% de SITE-3 pour les trois jours suivants, nous pouvons observer un
tapis cellulaire uniforme (figure 3.1D). De plus, la sécrétion hormonale de hCG est faible et
ne connait pas d’augmentation au troisitme et quatrieme jour de culture (figure 3.2). Une
autre condition étudiée était de cultiver les trophoblastes avec un milieu contenant 0,5% de
sérum de veau feetal pour 24 heures, puis avec un milieu contenant 1% de SITE-3.
L’immunofluorescence effectuée au quatriéme jour de culture permet d’observer un tapis
cellulaire discontinu avec un faible nombre de ST (figure 3.1E). La sécrétion de hCG
augmente au troisiéme jour, puis diminue au quatriéme jour de culture, tout en restant
cependant inférieure a celle des trophoblastes cultivés avec 10% de sérum de veau feetal
(figure 3.2). Un milieu additionné d’une faible concentration de sérum de veau feetal (0,5%)
et de SITE-3 (1%) fut aussi étudié. Apres quatre jours de culture, la morphologie cellulaire
des trophoblastes montre un tapis cellulaire ne comprenant que tres peu de ST (figure 3.1F).

Cette condition de culture permet toutefois une importante sécrétion de hCG (figure 3.2).
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Figure 3.1 : Effet de différents milieux de culture sur la morphologie cellulaire des trophoblastes humains
au quatriéme jour de culture in vitro

Trophoblastes maintenus en culture cellulaire durant quatre jours selon différentes conditions: A, milieu
contenant 10% de sérum de veau feetal; B, milieu contenant 1% de SITE-3; C, milieu de culture contenant 10% de
SITE-3; D, milieu avec 10% de sérum de veau feetal pour le premier jour de culture et contenant 1% de SITE-3
pour les trois jours suivants; E, milieu avec 0,5% de sérum de veau feetal pour le premier jour de culture et
contenant 1% de SITE-3 pour les trois jours suivants; F, milieu de culture contenant 0,5% de sérum de veau foetal
et 1% de SITE-3. Les cellules ont été fixées avec du méthanol puis marquées grice a un anticorps spécifique pour
la desmoplakine (vert) et avec de I’iodure de propidium pour mettre en évidence les noyaux (rouge). Les
observations ont été faites a 400X a ’aide d’un microscope confocal. Les fléches jaunes indiquent la formation de
syncytium, c’est-a-dire lorsqu’il y a présence de plus de trois noyaux dans une méme cellule. Les images sont
représentatives de photos provenant de cellules isolées a partir de deux placentas, n=2.
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Figure 3.2 : Effet de différents milieux de culture sur la sécrétion hormonale de gonadotropine chorionique
humaine (hCG)

Cellules trophoblastiques cultivées selon différentes conditions durant quatre jours afin d’évaluer leur sécrétion de
hCG au troisiéme et quatrieme jour de culture. Les données sont représentatives des sécrétions cellulaires
provenant de cellules isolées a partir de deux placentas, n=2.

Ainsi, un milieu ou les trophoblastes sont tout d’abord en contact avec une concentration de
10% de sérum de veau feetal pour la premiére journée, remplacé par la suite par un milieu
sans sérum (SITE-3 1%) fut choisi pour étudier l’effet de la PTHrP (1-34) sur la

différenciation et le transport calcique des trophoblastes humains.

3.2 Viabilité cellulaire

Afin de s’assurer que le supplément SITE-3 et I’ajout de PTHrP (1-34) n’affecteraient pas la
viabilité cellulaire, un essai de cytotoxicité a tout d’abord été effectué pour les quatre jours de
culture. Pour cela, la libération de LDH dans le milieu de culture a été mesurée et les résultats
obtenus sont représentés a la figure 3.3. La sécrétion de LDH des cellules traitées est
similaire a celle des cellules contrdles maintenues en culture pour quatre jours avec un milieu

contenant 10% de FBS. Ainsi, les différents traitements n’affectent pas la viabilité cellulaire.



Jour1

g

3

-
]
1 H
- H
[ T
| H

0- T L] L]
d B a3 o W L
O A I
AN Q 2 N
"é ® i“q\ Q3 «‘?8 N
& F&F e <
Jour 3
200~
E
‘| 1504
=
§1mr T
&
S 504
=
0J 1 L) 1] L] T
e LS N RO
PR S A I A
¢ £ & & &
&

% viabilité celllaire

% viabilits cellukaire

Figure 3.3 : Effet de la PTHrP (1-34) sur la viabilité cellulaire
Les cellules trophoblastiques ont été cultivées avec un milieu contenant 10% de sérum de veau feetal pour les 24
premieres heures, puis remplacé par un milieu ne contenant pas de sérum, mais additionné de SITE-3 pour les
trois jours suivants. Différentes concentrations de PTHrP (1-34) ont été ajoutées a chaque jour. Les données
représentent la libération de lactate déhydrogénase (LDH) comparée au contrble (FBS 10%). Les résultats sont
représentatifs d’expériences effectuées sur des cellules isolées a partir de trois placentas, n=3.
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3.3 Effet de la PTHrP (1-34) sur la différenciation des trophoblastes humains

L’observation morphologique des trophoblastes humains en culture in vitro est un moyen de

vérifier s’il y a eu différenciation en ST. Suite a quatre jours de culture avec un milieu
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contenant du sérum de veau feetal, les CT humains se différentient en ST, ce qui est
observable a la figure 3.4A. Toutefois, il est possible de constater que le remplacement du
sérum de veau feetal par le supplément SITE-3 ne permet pas cette différenciation cellulaire
(figure 3.4B). Ainsi, les trophoblastes forment un tapis unicellulaire sans la formation de
syncytium. L’ajout de 10'2 M de PTHrP (1-34) n’affecte pas la différenciation des
trophoblastes humains puisqu’il n’y a pas formation de ST (figure 3.4C). Toutefois, 1’ajout
d’une concentration légérement plus élevée de PTHIP, soit 10'° M, permet la formation de
petits syncytiums (figure 3.4D). Les figures 3.4E et F montrent bien que la présence de 10°® et
10° M de PTHrP (1-34) induit la formation de nombreux syncytiums.

Une seconde maniere d’observer la différenciation cellulaire des trophoblastes humains est de
mesurer la séerétion de hCG, un marqueur biochimique de ce type de différenciation
cellulaire. A la figure 3.5, il est possible de constater que, au premier et deuxiéme jour de
culture, la sécrétion de hCG par les cellules traitées est similaire a celle retrouvée chez les
cellules contréles. Au quatriéme jour de culture, il est possible d’observer une diminution
significative de la sécrétion de hCG par les trophoblastes cultivés en présence de SITE-3
seulement. Cependant, au troisieme jour, I’ajout de concentrations croissantes de PTHrP
(1-34) semble permettre d’augmenter la sécrétion de hCG et ce, de maniére dose-dépendante,

bien que cela ne soit pas significatif.
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Figure 3.4 : Effet de la PTHrP (1-34) sur la morphologie cellulaire des trophoblastes humains au quatrieme
jour de culture in vitro

Trophoblastes maintenus en culture cellulaire durant quatre jours selon différentes conditions: A, milieu
contenant 10% de sérum de veau feetal; B, milieu avec 10% de sérum de veau feetal pour le premier jour de
culture, puis remplacé par un milieu contenant 1% de SITE-3; C, milieu avec 10% de sérum de veau feetal et
additionné de 1072 M de PTHrP (1-34) pour le premier jour de culture, puis remplacé par un milieu contenant 1%
de SITE-3 et additionné de 10> M de PTHrP (1-34); D, milieu avec 10% de sérum de veau feetal et additionné de
10'° M de PTHrP (1-34) pour le premier jour de culture, puis remplacé par un milieu contenant 1% de SITE-3 et
additionné de 107'° M de PTHrP (1-34); E, milieu avec 10% de sérum de veau feetal et additionné de 10% M de
PTHrP (1-34) pour le premier jour de culture, puis remplacé par un milieu contenant 1% de SITE-3 et additionné
de 10 M de PTHrP (I-34); F, milieu avec 10% de sérum de veau feetal et additionné de 10 M de PTHrP (1-34)
pour le premier jour de culture, puis remplacé par un milieu contenant 1% de SITE-3 et additionné de 10° M de
PTHrP (1-34). Les cellules ont été fixées avec du méthanol puis marquées grace a un anticorps spécifique pour la
desmoplakine (vert) et avec de I’iodure de propidium pour mettre en évidence les noyaux (rouge). Les
observations ont été faites a 400X a I’aide d’un microscope confocal. Les fleches jaunes indiquent la formation de
syncytium, ¢’est-a-dire lorsqu’il y a présence de plus de trois noyaux dans une méme cellule. Les images sont
représentatives de photos provenant de cellules isolées a partir de trois placentas, n=3.
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Figure 3.5 : Effet de la PTHrP (1-34) sur la sécrétion hormonale de gonadotropine chorionique humaine
(hCG)

Cellules trophoblastiques cultivées selon différentes conditions durant quatre jours afin d’évaluer leur sécrétion de
hCG aux quatre jours de culture. Les résultats représentent la sécrétion de hCG comparée au contrdle. Les
données sont représentatives des sécrétions cellulaires provenant de cellules isolées & partir de six placentas, n=6.
**P < (0,01 comparé au controle FBS 10%, ¢-test.
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34 Effet de la PTHrP (1-34) sur ’activation des MAPKs ERK1/2 et p38

3.4.1 Effet dela PTHrP sur ’activation de p38

Par la suite, I’activation de la MAPK p38 suite aux différents traitements a la PTHrP, soit son
niveau de phosphorylation, a été observée. Ainsi, les différentes conditions étudiées ne
semblent pas modifier I’activation de cette MAPK au cours des quatre jours de culture (figure
3.6). Toutefois, au premier jour de culture, la présence d’une concentration de 10° M de
PTHrP (1-34) dans le milieu diminue de maniére significative 1’activation de p38 comparée
au milieu contenant 10% de FBS, alors qu’il n’y a pas de différence significative avec le
milieu avec SITE-3. De plus, ’activation de cette MAPK pour les cellules trophoblastiques
en culture avec le milieu traditionnel demeure similaire au cours des quatre jours de culture in

Vitro.
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Figure 3.6 : Effet de la PTHrP (1-34) sur Pactivation de p38 dans les trophoblastes humains au cours de la
culture cellulaire

L’analyse par immunobuvardage de type Western a été réalisé avec un anticorps dirigé contre phospho-p38, p38
ou GAPDH sur des extraits de protéines totales isolées & partir de culture de trophoblastes aux quatre jours de
culture. Représentation densitométrique de I’activation de p38 détectée par Western Blot suite a la normalisation
avec le niveau total de p38. Les résultats sont représentatifs d’expériences effectuées sur des cellules isolées a
partir de trois placentas, n=3. *P < 0,05 comparé au contrdle FBS 10%, one-way ANOVA.
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3.4.2 Effet de la PTHrP sur I’activation de ERK1/2

Afin de déterminer de quelle maniére le fragment N-terminal de la PTHrP agit, I’activation
de la MAPK ERK1/2 a aussi été mesurée suite aux différents traitements administrés et ce,
aux quatre jours de culture. Ainsi, I’ajout de concentrations croissantes de PTHrP (1-34) au
milieu sans sérum avec SITE-3 permet d’augmenter la phosphorylation de ERK1/2, ¢’est-a-
dire son niveau d’activation (figure 3.7). En effet, au premier jour de culture, une dose de
10* M de PTHrP (1-34) et une concentration de 10® M de PTHrP (1-34) au quatriéme jour de
culture augmentent de maniére significative 1’activation de cette MAPK par rapport au

contrdle avec SITE-3.
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Figure 3.7 : Effet de la PTHrP (1-34) sur ’activation de ERK1/2 dans les trophoblastes humains au cours
de la culture cellulaire

L’analyse par immunobuvardage de type Western a été réalisé avec un anticorps dirigé contre phospho-ERK1/2,
ERK1/2 ou GAPDH sur des extraits de protéines totales isolées a partir de culture de trophoblastes aux quatre
jours de culture. Représentation densitométrique de ’activation de ERK1/2 détectée par Western Blot suite a la
normalisation avec le niveau total de ERK1/2. Les résultats sont représentatifs d’expériences effectuées sur des
cellules isolées a partir de trois placentas, n=3. #P < 0,05 comparé au contréle SITE-3, one-way ANOVA.
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11 a déja été démontré que le sérum de veau feetal peut réactiver la voie de signalisation des
MAPKs ERK1/2 suite a I’inhibition de I’activation de MEK 1/2 aprés 24 heures de culture in
vitro (Daoud et al., 2005). 1l était donc judicieux d’étudier la capacité de la PTHrP (1-34) a
réactiver cette voie de la méme maniére. Ainsi, lorsque les cellules sont privées de sérum
pour la nuit, puis incubées en présence de cet inhibiteur pour une heure, il est possible de
constater a la figure 3.8A que I’inhibiteur de MEK1/2 PD98059 empéche effectivement
I’activation de ERK1/2 lorsqu’iil n’y a aucune stimulation (0 minute). Toutefois, une
stimulation avec le sérum de veau feetal permet la réactivation de la voie avec un maximum
d’activation 5 minutes aprés ’ajout du sérum, ce qui équivaut a une activation 9 fois plus
importante comparée au niveau sans stimulation (0 minute). Une heure apres la stimulation,
I’activation de ERK1/2 est presque totalement abolie. La stimulation avec un milieu de
culture sans sérum mais additionné de SITE-3 permet aussi une réactivation de la voie de
signalisation de ERK1/2, mais de maniére moins importante (figure 3.8B). En effet, ce
traitement active deux fois moins cette MAPK comparé au milieu avec sérum. Le maximum
d’activation est toujours atteint entre 2 et 10 minutes. L’ajout d’une concentration de 10° M
de PTHrP (1-34) a ce milieu de culture ne semble toutefois pas permettre une activation plus
importante de la voie de ERK1/2 (figure 3.8C). Il est cependant possible d’observer une
diminution significative de ’activation de ERK1/2 avant I’ajout du milieu (temps 0) et une
augmentation de la phosphorylation suite a 1’ajout du milieu avec PTHrP (1-34). Par la suite,
il y a une diminution significative de 1’activation qui survient apres 30 rﬁinutes et qui est

soutenue jusqu’a 60 minutes.
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Figure 3.8 : Effet de la PTHrP (1-34) et de P’inhibiteur PD98059 sur I’activation de ERK1/2 dans les
trophoblastes humains en culture

Suite a ’isolation des trophoblastes, les cellules sont cultivées avec un milieu additionné de sérum de veau feetal,
puis ce milieu est remplacé par un milieu sans sérum pour la nuit. Hormis les cellules contrbles (sans I’inhibiteur
PD98059), les trophoblastes sont ensuite incubés avec I’inhibiteur PD98059 (50 uM) pour 1 heure, puis stimulées
pour différents intervalles de temps avec le sérum de veau feetal (A), le milieu sans sérum additionné de SITE-3
(B) ou la PTHrP (1-34) 10 M (C). Suite 4 la stimulation, les cellules sont lysées et les protéines sont séparées par
¢électrophorése. L’activation de ERK1/2 est détectée par immunobuvardage de type Western avec un anticorps
dirigé contre phospho ERK1/2 ou ERKI1/2 sur des extraits de protéines totales (15,0 pg). Les analyses
densitométriques représentent I’activation de ERK 1/2 suite & la normalisation avec le niveau total de ERK1/2. Les
expérimentations ont été effectuées sur des cellules isolées a partir de trois placentas, n=3. *P < 0,05, **P <0,01
comparés au contrdle (cellules trophoblastiques incubées avec sérum, sans inhibiteur), one-way ANOVA.
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3.5 Effet de la PTHrP (1-34) sur le transport calcique des trophoblastes humains

La captation du calcium radiomarqué par les ST donne une représentation de la dynamique
de ’homéostasie calcique, c’est-a-dire ou il y a entrée et sortie du calcium. La cinétique
linéaire des' cing premieres minutes représente la captation du calcium, alors que le plateau
est relié a I’atteinte d’un équilibre entre 1’entrée et la sortie de calcium radiomarqué par le ST
(Moreau et al., 2003). Le niveau de calcium mesuré dans la phase plateau est aussi en lien
avec la rétention du calcium par la cellule qui dépend de facteurs tels son interaction avec des
protéines intracellulaires ou sa séquestration dans des compartiments intracellulaires. A la
figure 3.9, il est possible d’observer qu’aprés 10 minutes d’incubation avec le **Ca®, la
captation du calcium semble atteindre le début d’un plateau. En effet, le graphique montre
encore une certaine augmentation de la captation du calcium. Lorsque le sérum de veau feetal
est remplacé par le supplément SITE-3, il y a une augmentation non significative de la
captation du calcium. L’ajout de 10® M de PTHrP (1-34) a ce milieu de culture augmente
encore plus la captation du calcium radiomarqué sans toutefois permettre I’atteinte d’un
plateau. Il est aussi possible de noter une augmentation significative de la captation du
calcium pour les cellules traitées avec la PTHrP (1-34) 4 10 minutes par rapport aux cellules

contrdles cultivées avec FBS 10%.
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Figure 3.9 : Effet de la PTHrP (1-34) sur la captation du calcium par les syncytiotrophoblastes

Le comptage de la captation du calcium a été réalisé par B-scintillation. La captation du calcium radiomarqué est
exprimée en nmol de **Ca®* par mg de protéines cellulaires. La captation de calcium a été mesurée dans des
cellules isolées a partir de trois placentas, n=3. *P < 0,05, PTHrP (1-34) 10° M comparé a FBS 10%, -test.

3.5.1 Modulation génique des protéines impliquées dans le transport du calcium

3.5.1.1 TRPVS

L’expression de ’ARNm de TRPVS5 semble diminuer légérement au quatriéme jour de
culture par rapport au premier. Toutefois, le remplacement du sérum de veau feetal par le
supplément SITE-3 induit une augmentation non significative de ’expression génique de ce
canal au premier comme au quatriéme jour de culture in vitro. L’ajout de concentrations
croissantes de PTHrP (1-34) ne modifie pas de maniére significative 1’expression de I’ARNm
de TRPVS lorsque les cellules trophoblastiques sont différenciées (Jour 4). Au premier jour
de culture, de faibles concentrations du fragment N-terminal de la PTHrP (102 et 10 M)
semblent induire une expression plus faible par rapport au contrdle, alors que de fortes

concentrations (10 et 10® M) semblent stimuler son expression.
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Figure 3.10 : Effet de la PTHrP (1-34) sur ’expression relative de TARNm de TRPVS dans les cellules
trophoblastiques humaines

Le niveau d’expression de TRPVS a été mesuré par PCR en temps réel. Les trophoblastes ont été incubés pour 1 et
4 jours avec un milieu de culture avec sérum, un milieu sans sérum mais additionné de SITE-3 ou un milieu sans
sérum avec SITE-3 et additionné de différentes concentrations de PTHrP (1-34) (1072, 107'°, 10 et 10 M). Les
données ont été normalisées par rapport au contrdle et I’expression de I’ARNm de TRPVS a été déterminée pour
des cellules isolées a partir de quatre placentas, n=4.

3.5.1.2 TRPVé6

L’effet de la PTHrP (1-34) sur I’expression génique du canal calcique TRPV6 a aussi été
mesuré au premier et quatrieme jour de culture. Tout d’abord, lorsque les cellules
trophoblastiques sont cultivées en présence d’un milieu avec sérum, I’expression de I’ARNm
de TRPV6 semble diminuer au quatriéme jour comparativement au premier jour de culture
cellulaire (figure 3.11). Aprés 24 heures de culture in vitro, les différents traitements ne
semblent pas modifier I’expression génique de ce canal. Toutefois, aprés 4 jours, la présence
de faibles concentrations de PTHrP (1-34), soit 10 et 10'° M, semble permettre une
augmentation de son expression génique par rapport au premier jour de traitement ainsi qu’au

contrdle (figure 3.11).
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Figure 3.11 : Effet de la PTHrP (1-34) sur I’expression relative de PARNm de TRPV6 dans les cellules
trophoblastiques humaines

Le niveau d’expression de TRPV6 a été mesuré par PCR en temps réel. Les trophoblastes ont été incubés pour | et
4 jours avec un milieu de culture avec sérum, un milieu sans sérum mais additionné de SITE-3 ou un milieu sans
sérum avec SITE-3 et additionné de différentes concentrations de PTHrP (1-34) (1072, 10, 10® et 10® M).
L’expression de I’ARNm de TRPV6 a été déterminée pour des cellules isolées a partir de quatre placentas, n=4.

3.5.1.3 TCTP

Par la suite, I’expression génique de la protéine liant le calcium TCTP a été mesurée. Les
différents traitements qu’ont subis les cellules trophoblastiques en culture ne modifient pas
I’expression de I’ARNm de TCTP (figure 3.12). Toutefois, le temps a un effet significatif sur
I’expression génique de cette protéine. En effet, il y a une diminution significative de
I’expression de I’ARNm de TCTP au quatritme jour de culture par rapport au premier. De
plus, cette différence est retrouvée dans tous les traitements hormis lorsque les cellules sont

en présence d’une concentration de 10 M de PTHrP (1-34).
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Figure 3.12 : Effet de la PTHrP (1-34) sur I’expression relative de ’ARNm de TCTP dans les cellules
trophoblastiques humaines

Le niveau d’expression de TCTP a €té mesuré par PCR en temps réel. Les trophoblastes ont été incubés pour 1 et
4 jours avec un milieu de culture avec sérum, un milieu sans sérum mais additionné de SITE-3 ou un milieu sans
sérum avec SITE-3 et additionné de différentes concentrations de PTHrP (1-34) (1072, 107°, 10 et 10 M).
L’expression de ’ARNm de TCTP a été déterminée pour des cellules isolées a partir de trois placentas, n=3.
*P < 0,05, ¥*P < 0,01 comparés au jour 1, t-test.

3.5.1.4 CaBP%

L’expression de ’ARNm de CaBP9k, une protéine intracellulaire de liaison du calcium, a
aussi €té mesurée. Lorsque les cellules trophoblastiques sont cultivées avec le milieu
contenant 10% de sérum de veau fcetal, ’expression génique de cette protéine est faible.
L’utilisation de notre milieu sans sérum semble toutefois permettre une augmentation de son
expression. L’ajout de concentrations croissantes de PTHrP (1-34) semble augmenter
I’expression de ’ARNm de la CaBP9k au premier jour de cuiture, alors que cette stimulation

n’est pas retrouvée aprés quatre jours de culture in vitro.
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Figure 3.13 : Effet de la PTHrP (1-34) sur I’expression relative de ’ARNm de CaBP9k dans les cellules
trophoblastiques humaines

Le niveau d’expression de CaBP9k a été mesuré par PCR en temps réel. Les trophoblastes ont €t€ incubés pour |
et 4 jours avec un milieu de culture avec sérum, un milieu sans sérum mais additionné de SITE-3 ou un milieu
sans sérum avec SITE-3 et additionné de différentes concentrations de PTHrP (1-34) (1072, 107'°, 10% et 10 M).
L’expression de ’ARNm de CaBP9k a été déterminée pour des cellules isolées a partir de quatre placentas, n=4.

3.5.1.5 PMCA1l

PMCAT1 est une pompe membranaire utilisant I’ATP pour transférer le calcium intracellulaire
vers la circulation feetale. Les différentes concentrations du fragment N-terminal de la PTHrP
ne modifient pas I’expression de son ARNm au premier comme au quatriéme jour de culture
(figure 3.14). Toutefois, le temps semble influer sur I’expression génique de PMCALI
puisqu’on retrouve son ARNm en moins grande quantité aprés quatre jours de culture in vitro

comparativement au premier jour.
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Figure 3.14 : Effet de la PTHrP (1-34) sur I’expression relative de ’ARNm de PMCA] dans les cellules
trophoblastiques humaines

Le niveau d’expression de PMCA1 a été mesuré par PCR en temps réel. Les trophoblastes ont été incubés pour |
et 4 jours avec un milieu de culture avec sérum, un milieu sans sérum mais additionné de SITE-3 ou un milieu
sans sérum avec SITE-3 et additionné de différentes concentrations de PTHrP (1-34) (1072, 107'°, 10 et 10 M).
L’expression de I’ARNm de PMCA1 a été déterminée pour des cellules isolées a partir de quatre placentas, n=4.

3.5.1.6 PMCA4

PMCAA4 est une autre pompe membranaire que nous avons utilisée pour étudier 1’effet de la
PTHrP (1-34) sur le transport du calcium a travers le placenta. A la figure 3.15, il est possible
d’observer que I’omission du sérum dans le milieu de culture semble permettre une
augmentation de I’expression génique de PMCA4 au premier jour de culture par rapport au
controle. Toutefois, 1’addition de PTHrP (1-34) a ce milieu sans sérum ne semble pas
modifier I’expression de I’ARNm de cette pompe membranaire. L expression génique de
PMCAA4 au quatrieme jour de culture in vitro est inférieure a celle observée au premier jour et
ce, pour tous les traitements étudiés et semble aussi étre constante pour ces différentes

conditions.
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Figure 3.15: Effet de la PTHrP (1-34) sur I’expression relative de TARNm de PMCA4 dans les cellules
trophoblastiques humaines

Le niveau d’expression de PMCA4 a été mesuré par PCR en temps réel. Les trophoblastes ont été incubés pour 1
et 4 jours avec un milieu de culture avec sérum, un milieu sans sérum mais additionné de SITE-3 ou un milieu
sans sérum avec SITE-3 et additionné de différentes concentrations de PTHrP (1-34) (1072, 107'%, 10 et 10 M).
L’expression de I’ARNm de PMCA4 a été déterminée pour des cellules isolées a partir de quatre placentas, n=4.

3.5.2 Expression des protéines impliquées dans le transport du calcium

3.5.2.1 TRPV6

L’expression protéinique du canal TRPV6 est représentée a la figure 3.16. Les différents
traitements ne modifient pas I’expression de cette protéine au premier jour de culture tout
comme au quatrieme. La présence de sérum de veau feetal dans le milieu de culture semble
toutefois permettre une diminution non significative de 1’expression de cette protéine au

quatriéme jour de culture in vitro.
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Figure 3.16: Effet de la PTHrP (1-34) sur P’expression relative de la protéine TRPV6 dans les cellules
trophoblastiques humaines

L’analyse par immunobuvardage de type Western a été réalisée avec un anticorps dirigé contre TRPV6 ou
GAPDH sur des extraits de protéines totales (16,6 ug) isolées a partir de culture de trophoblastes au jour 1 (A) et
4 (B). Les cellules trophoblastiques ont été cultivées avec un milieu de culture avec sérum, un milieu sans sérum
mais additionné de SITE-3 ou un milieu sans sérum avec SITE-3 et additionné de différentes concentrations de
PTHrP (1-34) (1072, 107, 10 et 10 M). L expression de la protéine TRPV6 a été normalisée par rapport a celle
de GAPDH et a ét€ déterminée pour des cellules isolées a partir de quatre placentas, n=4.

3.5.2.2 TCTP

Les niveaux d’expression de TCTP sont similaires pour les premier et quatriéfne jours de
culture (figure 3.17). De plus, les cellules cultivées avec le supplément SITE-3 ou
additionnées de PTHrP (1-34) ne montrent pas de variation pour I’expression de cette
protéine liant le calcium. Toutefois, il semble y avoir une Iégére augmentation de son
expression pour les cellules trophoblastiques cultivées en présence d’une concentration de

107> M de PTHiP (1-34) tant au premier qu’au quatriéme jour de culture in vitro.
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Figure 3.17: Effet de la PTHrP (1-34) sur I’expression relative de la protéine TCTP dans les cellules
trophoblastiques humaines

L’analyse par immunobuvardage de type Western a été réalisée avec un anticorps dirigé contre TCTP ou GAPDH
sur des extraits de protéines totales (16,6 pg) isolées a partir de culture de trophoblastes au jour | (A) et 4 (B). Les
cellules trophoblastiques ont été cultivées avec un milieu de culture avec sérum, un milieu sans sérum mais
additionné de SITE-3 ou un milieu sans sérum avec SITE-3 et additionné de différentes concentrations de PTHrP
(1-34) (102, 107, 10" et 10 M). L’expression de la protéine TCTP a été normalisée par rapport a celle de
GAPDH et a été déterminée pour des cellules isolées & partir de quatre placentas, n=4.

3.5.2.3 PMCA1/4

Les pompes membranaires PMCAL1 et 4 utilisent I’ATP pour transférer les ions calciques a la
circulation feetale. I.’expression de ces pompes est similaire au premier et au quatrieme jour
de culture in vitro. Toutefois, au premier jour de culture, I’expression de ces protéines est
augmentée de maniére significative par rapport au contrdle lorsque les trophoblastes sont en
présence d’une forte concentration (10° M) de PTHrP (1-34) (figure 3.18). De plus,
I’addition de 10® ou 10° M de cette hormone a un milieu sans sérum permet aussi une
augmentation significative de 1’expression de ces pompes. Cette augmentation n’est

cependant pas présente au quatri¢me jour de culture.
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Figure 3.18 : Effet de la PTHrP (1-34) sur I’expression relative de la protéine PMCA1/4 dans les cellules
trophoblastiques humaines

L’analyse par immunobuvardage de type Western a été réalisée avec un anticorps dirigé contre PMCA1/4 ou
GAPDH sur des extraits de protéines totales (16,6 ug) isolées a partir de culture de trophoblastes au jour [ (A) et
4.(B). Les cellules trophoblastiques ont été cultivées avec un milieu de culture avec sérum, un milieu sans sérum
mais additionné de SITE-3 ou un milieu sans sérum avec SITE-3 et additionné de différentes concentrations de
PTH:P (1-34) (1072, 107", 10" et 10® M). L’expression de la protéine PMCA1/4 a été normalisée par rapport 4
celle de GAPDH et a été déterminée pour des cellules isolées a partir de quatre placentas, n=4. #P < 0,05,
##P < 0,01 comparé au contrdle SITE-3 et *P < 0,05 comparé au contrdle FBS 10%, {-test.

3.5.2.4 PMCA2

PMCAZ2 est une autre pompe membranaire qui utilise ’ATP pour transporter le calcium
intracellulaire vers le feetus. Cette pompe semble étre davantage exprimée au premier jour de
culture par rapport au quatrieme (figure 3.19). Bien qu’il n’y ait pas de différerce
significative entre les différents traitements, il semble que la présence de faibles
concentrations de PTHrP (1-34), soit 10"% et 10™ M, permet une augmentation de

I’expression de PMCAZ2 au premier et quatrieme jour de culture.
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Figure 3.19: Effet de la PTHrP (1-34) sur I’expression relative de la protéine PMCA2 dans les cellules
trophoblastiques humaines

L’analyse par immunobuvardage de type Western a été réalisée avec un anticorps dirigé contre PMCA2 ou
GAPDH sur des extraits de protéines totales (16,6 pg) isolées a partir de culture de trophoblastes au jour 1 (A) et
4 (B). Les cellules trophoblastiques ont été cultivées avec un milieu de culture avec sérum, un milieu sans sérum
mais additionné de SITE-3- ou un milieu sans sérum avec SITE-3 et additionné de différentes concentrations de
PTHrP (1-34) (107", 107'°, 10 et 10" M). L expression de la protéine PMCA2 a été normalisée par rapport a celle
de GAPDH et a été déterminée pour des cellules isolées a partir de quatre placentas, n=4.



CHAPITRE 1V

DISCUSSION

4.1 Milieu de culture

La recherche effectuée sur les cellules trophoblastiques est dépendante des milieux de culture
utilisés. Le contenu de ces milieux comme les hormones et facteurs de croissance qui sont
présents dans le sérum en quantité inconnue va donc influencer la croissance et le
développement cellulaire. Par exemple, le sérum est nécessaire a la formation de syncytium
chez les cellules trbphoblastiques (Kao et al., 1988, Morrish et al., 1997). Ainsi, afin de
déterminer 1’effet de la PTHrP (1-34) sur la formation des syncytiotrophoblastes humains, il

était nécessaire d’omettre tout facteur du milieu de culture pouvant influer sur ce phénomene.

Un tel milieu avait déja été mis au point pour la culture in vitro de trophoblastes murins (El-
Hashash and Kimber, 2004), mais il fut impossible de travailler avec le produit utilisé par
cette équipe, celui-ci étant discontinué. Nous avons donc utilisé le supplément SITE-3
(Sigma), ce dernier contenant plusieurs éléments essentiels a la croissance cellulaire et étant
le produit le plus similaire & celui utilisé par El-Hashash et Kimber (2004). 11 fallait mettre au
point un milieu ne permettant pas la différenciation en ST tout en n’affectant pas la viabilité

cellulaire.

Les milieux ne contenant que du SITE-3, soit a des concentrations de 1% ou de 10%, ne
furent pas considérés comme milieu de remplacement puisqu’ils ne permettaient pas une
bonne survie cellulaire, comme le montrent les figures 3.1B et C. La diminution de la
sécrétion de hCG qui se produit au quatriéme jour lorsque les trophoblastes sont cultivés avec
1% de SITE-3 (figure 3.2) est en accord avec la diminution du nombre de cellules présentes
(figure 3.1B). De méme, les faibles sécrétions de hCG (figure 3.2) lorsque les trophoblastes

sont en contact avec 10% de SITE-3 soutiennent la faible viabilité cellulaire visible en
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immunofluorescence au quatrieme jour de culture (figure 3.1C). Lorsque les trophoblastes
étaient mis en contact avec un milieu contenant 0,5% de sérum de veau feetal pour le premier
jour de culture et que celui-ci était par la suite remplacé par un milieu contenant 1% de SITE-
3, les cellules ne montraient pas une survie cellulaire suffisante pour que cette condition
puisse étre utilisée (figure 3.1E). Bien que la survie des trophoblastes soit meilleure avec
cette condition de culture par rapport a celle associée aux deux conditions précédentes, les
cellules ne montraient pas un tapis uniforme en immunofluorescence, signifiant qu’il y avait
eu mort cellulaire (figure 3.1E). La culture des trophoblastes avec un milieu contenant 0,5%
de sérum de veau feetal et 1% de SITE-3 montre une trés bonne viabilité cellulaire. Toutefois,
ce milieu de culture permet la différenciation des trophoblastes, soit la formation de
syncytiums (figure 3.1F) et la sécrétion de I’hormone hCG (figure 3.2). Les sécrétions de
hCG au troisiéme et quatriéme jour sont d’ailleurs supérieures a celle des trophoblastes
cultivés avec 10% de sérum de veau feetal. Comme la différenciation des trophoblastes n’est

pas souhaitée, cette condition de culture fut aussi rejetée.

Notre choix s’est donc arrété sur un milieu avec 10% de sérum de veau feetal pour le premier
jour de culture in vitro, qui est ensuite remplacé par un milieu de culture contenant 1% de
SITE-3 pour les trois jours suivants. Il a été possible de confirmer que ce nouveau milieu de
culture ne permettait pas la différenciation des cellules trophoblastiques humaines, tant au
niveau morphologique (formation de syncytiums) (figure 3.1D) qu’au niveau biochimique
(sécrétion de hCG) puisque la sécrétion de hCG est inférieure a celle obtenue avec le milieu
de référence (figure 3.2). Kao et al. (1988) avaient cependant démontré que 1’omission de
sérum dans le milieu de culture des cellules trophoblastiques empéchait la formation de
syncytiums, mais permettait la sécrétion de hCG. Cette étude a toutefois été faite apres 24
heures de culture et ne contenait pas d’informations sur la viabilité cellulaire. Nous croyons
donc que notre milieu additionné de SITE-3 est plus adéquat pour une culture in vitro de
quatre jours puisque nous avons démontré la viabilité. Ainsi, la mise au point d’un tel milieu
de culture permet une nouvelle approche pour I’étude de la différenciation des trophoblastes

humains.
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4.2 Viabilité cellulaire

Avant de débuter les expérimentations, il a tout d’abord fallu s’assurer que les traitements a
I’étude n’affectaient pas la viabilité cellulaire. Ainsi, ’omission de sérum de veau feetal au
milieu de culture des cellules trophoblastiques et I’ajout de différentes concentrations de
PTHrP (1-34) n’affectent pas la viabilité cellulaire (figure 3.3). Les résultats obtenus par la
suite sont donc bel et bien dus directement aux traitements étudiés et non causés par une
certaine toxicité ou une réaction de stress dues a ces mémes traitements. Aussi, ces résultats

confirment que le milieu de remplacement utilisé dans cette étude est un choix approprié.

4.3 Effet de la PTHrP (1-34) sur la différenciation des trophoblastes humains

L’effet de la PTHrP sur la différenciation des cellules trophoblastiques géantes a déja été
déterminé chez la souris (El-Hashash et al., 2005). Chez ’humain, ces cellules correspondent
aux trophoblastes invasifs exltra-villeux (Cross, 2000). Le cone ectoplacentaire contient des
cellules qui vont devenir des cellules géantes secondaires ou des spongiotrophoblastes
(Carney et al., 1993). Ainsi, la PTHrP (1-34) régule la différenciation des TGC en agissant
sur les précurseurs et sur la différenciation terminale, en plus de permettre I’expression de
marqueurs caractéristiques des TGC. Compte tenu de la similitude entre les cellules
trophoblastiques humaines et de souris, nous avons voulu vérifier si la PTHrP (1-34) pouvait

aussi agir sur la différenciation des cellules trophoblastiques humaines.

La morphologie cellulaire (figure 3.4) ainsi que la sécrétion de hCG (figure 3.5) montrent
bien que le milieu sans sérum, mais avec SITE-3 ne permet pas la différenciation cellulaire
puisqu’il ne contient pas les hormones et facteurs de croissance nécessaires. En effet, apres
quatre jours de culture, on retrouve un tapis unicellulaire et une sécrétion hormonale de hCG
signiﬁcativement inférieure a celle occasionnée par le milieu contenant 10% de sérum de
veau feetal. L’ajout de concentrations de 10 et 10° M du fragment N-terminal de la PTHrP
permet la différenciation morphologique des cellules trophoblastiques de maniére similaire a

celle occasionnée par le milieu avec sérum de veau feetal (figure 3.4). De plus, ’ajout de
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10° M de PTHrP semble augmenter la sécrétion de hCG au troisiéme et quatriéme jour de
culture par rapport au milieu contrdle. Ainsi, de fortes concentrations de PTHrP (1-34)
causent la différenciation des cellules trophoblastiques humaines, tant au niveau
morphologique que biochimique. Cette différenciation n’est causée que par I’hormone
puisque le milieu ne contient aucune autre hormone ou facteur de croissance. Toutefois, les
concentrations permettant la différenciation cellulaire sont bien au-dela de celles retrouvées
physiologiquement. Ainsi, on retrouve des concentrations de 2,7 pmol/L. de PTHrP (1-34)
dans le plasma maternel, de 41,8 pmol/L dans le liquide amniotique, et de 6,6 et 3,2 dans
I’artére et les veines du cordon ombilical (Farrugia et al., 2000b). Cela laisse donc supposer
que la PTHrP (1-34) ne peut agir seule pour induire la différenciation cellulaire et que
d’autres hormones ou facteurs de croissance sont nécessaires a la différenciation des
trophoblastes humains in vivo. Ainsi, il faudrait vérifier si I’ajout a la PTHrP (1-34) de
d’autres facteurs connus causant la différenciation en ST serait nécessaire pour induire ce
phénomene a des concentrations physiologiques. Afin de mieux comprendre les mécanismes
régissant ce phénomene, il faudrait aussi étudier si d’autres facteurs de croissance causeraient

la différenciation des trophoblastes humains en ST.

Compte tenu que les MAPKs ERK1/2 et p38 sont impliquées dans le processus d’initiation
de la différenciation, nous voulions savoir si la PTHrP (1-34) ne permettait pas 1’activation
d’au moins une de ces kinases lors de la différenciation en ST. Les différentes conditions
étudiées ne modifient pas I’activation de la MAPK p38 et ce, aux quatre jours de culture in
vitro (figure 3.6). Daoud et al. (2005) avaient cependant démontré que cette kinase était
davantage activée lors des 24 premiéres heures de culture et qu’elle était impliquée dans
I’initiation du processus de différenciation. Ces données ajoutées aux résultats obtenus
suggérent que I’activation de p38 au premier jour de culture ne dépend pas de la
PTHrP (1-34), mais d’un autre facteur de croissance contenu dans le sérum de veau feetal.
Lorsqu’il y a liaison d’un ligand a son RCPG, la MAPK p38 ne peut étre activée que par le
relachement de la protéine G,,. Cependant, la PTHrP ne peut stimuler que le reldachement des
protéines Gy et G,q du récepteur PTHIR, mais pas celui de G, Ainsi, tout comme les

résultats obtenus le suggérent, la PTHrP (1-34) ne peut agir directement par cette voie de
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signalisation pour induire la différenciation cellulaire puisqu’elle est incapable d’activer cette

kinase.

Inversement, 1’activation de la MAPK ERK1/2 semble étre modulée par la PTHrP (1-34).
L’ajout de concentrations supra-physiologiques de [’hormone permet d’augmenter
I’activation de la kinase. Plus précisément, une concentration de 10° M de PTHrP (1-34)
augmente significativement 1’activation de ERK1/2 au premier jour de culture, alors qu’un
concentration de 10 M augmente significativement I’activation de cette kinase au quatrieme
jour de culture (figure 3.7). Ainsi, le fragment N-terminal de la PTHrP pourrait étre impliqué
dans l’activation de ERK1/2 tout au long du processus de différenciation des cellules
trophoblastiques humaines. Plus précisément, lorsque lié a son récepteur, la PTHrP (1-34) va
permettre le relaichement des protéines G, et G,q, ce qui va entrainer I’activation de leur
effecteur, soit I’adénylate cyclase et la phospholipase C. Ceux-ci vont activer PKA et PKC,
ce qui va permettre I’activation de Raf et, par la suite, celle de la voie de ERK1/2. Nous
croyons donc que c’est par cette voie que le fragment N-terminal de la PTHrP peut agir sur la
MAPK ERK1/2 afin de stimuler la différenciation des cellules trophoblastiques humaines. 11

faudrait toutefois effectuer d’autres analyses afin de confirmer cette hypothése.

Comme Daoud et al. (2005) avaient démontré 1’implication de cette kinase lors de ’initiation
du processus de différenciation, nous avons jugé opportun de répéter 1’expérience qu’ils
avaient effectuée a I’aide de I’inhibiteur de MEK1/2, PD98059. Cet inhibiteur agit sur la
kinase en amont de ERK1/2 et, ainsi, empéche I’activation de cette derniere. Alors que
’inhibiteur PD98059 neutralise cette voie de signalisation, ’ajout d’un milieu avec sérum de
veau feetal léve I’inhibition de MEK1/2 et permet la phosphorylation de ERK (figure 3.8).
L’ajout de milieu sans sérum mais additionné du supplément SITE-3 ou.d’un milieu avec
PTHrP (1-34) est capable de réactiver cette voie, bien que cela soit de maniére moins
importante qu’avec le sérum de veau feetal. Toutefois, comme il y a réactivation de la voie en
présence tout comme en absence de PTHrP (1-34), on ne peut dire si cette hormone est
impliquée dans la réactivation de ERK1/2 au premier jour de culture. Il serait intéressant
d’effectuer a nouveau cette expérience afin de déterminer a quel moment ERK1/2 est

impliqué dans le processus de différenciation des cellules trophoblastiques humaines.
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4.4 Effet de la PTHrP (1-34) sur le transport de calcium

Globalement, le fragment 1-34 de la PTHrP n’agit pas de mani¢re significative sur le
transport calcique des cellules trophoblastiques humaines. Ainsi, tout comme Care et al.
(1990) I’avait démontré chez la brebis et Kovacs et Kronenberg (1997), & leur tour, chez la
souris, la PTHrP (1-34) n’est pas impliquée dans le transport de cet ion a travers le placenta.
Cependant, I’ajout de cette hormone & des concentrations de 10 et 10° M 4 un milieu de
culture sans FBS permet I"augmentation significative de 1’expression protéique des pompes
membranaires PMCA1 et 4 au premier jour de culture (figure 3.18). Comme il s’agit de
concentrations supra-physiologiques, on ne peut toutefois pas affirmer que le fragment
N-terminal de la PTHrP a le méme effet in vivo. Compte tenu de I’effet observé ici, il serait
cependant intéressant d’approfondir les connaissances acquises afin de mieux comprendre
’effet de la PTHrP (1-34) sur les pompes PMCAL et 4. Considérant la capacité de la PTHrP
a activer PKC (Laramee et al., 2002) et de la propriété de PKC a moduler ’activité des
PMCAs (Smallwood et al., 1988), il se pourrait que la PTHrP (1-34) agisse sur ces pompes
par cette voie. Plus précisément, Enyedi et al. (1996) ont démontré que la stimulation de PKC
permet d’augmenter I’activation de PMCA4b, Pour cela, 1l faudrait mesurer la libération de
phosphate inorganique suite a I’incubation des pompes avec de I’ATP. Ainsi, la purification
des membranes placentaires BBM et BPM telle que décrite par Lafond et al. (1988) pourrait
étre utilisée pour I’étude de ’activité des différents transporteurs du calcium (Lafond et al.,
1988). En effet, I’isolation de la BPM pourrait précéder 1’étude de ’activité des pompes
PMCA telle que décrite par Smallwood et al. (1988). Brievement, suite a I’isolation des
pompes PMCAS de la BPM, il y aurait ajout de [**P]JATP afin de mesurer |’utilisation de
I’ATP par la pompe membranaire. Ces deux techniques seraient plus adéquates pour
déterminer I’effet du fragment N-terminal sur I’activité de ces pompes. 1l s’agirait d’une voie
intéressante a emprunter pour compléter cette étude. De plus, il serait important de regarder
’effet de la PTHrP (1-34) sur la CaM, puisque cette derniere régule 1’activité de ces pompes.
Strid et al. (2002) avaient déja souligné la nécessité d’une concentration supra-physiologique
de PTHrP (1-34) pour permettre une augmentation du transport de calcium dépendant de
’ATP. Cette €tude avait toutefois été effectuée pour les membranes basales des ST. L’étude

présentée ici souligne donc ces résultats avec une nouvelle approche.
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Bien qu’aucun autre résultat ne démontre un effet significatif de la PTHrP (1-34) sur la
captation du calcium et sur I’expression des protéines impliquées dans le transport du
calcium, cela ne signifie pas pour autant que cette hormone ne joue pas un rble dans le
transport de 1’ion calcique a travers le placenta. En effet, la PTHrP (1-34) pourrait influencer
’activité des différentes protéines €tudiées de maniére indirecte. Par exemple, compte tenu
que le calcium intracellulaire exerce un mécanisme de rétro-contrdle négatif sur I’activité de
TRPVS et 6 (den Dekker et al., 2003), il serait intéressant de mesurer la concentration
intracellulaire de calcium suite aux différents traitements. Cela pourrait se faire, par exemple,
par fluorométrie suite a une incubation avec du Fura-2-acetoxymethyl ester (Molecular
Probe) (Li et al., 2008). De plus, en permettant la formation osseuse (Miao et al., 2004), la
PTHrP agit sur I’homéostasie du calcium, ce qui entralne une diminution de la calcémie.
Cette diminution de la concentration intracellulaire de calcium induite par la PTHrP pourrait
donc activer les canaux TRPVS5 et 6. Ainsi, la PTHrP pourrait réguler de maniére indirecte

I’expression des canaux TRPVS et 6 de par son effet sur ’homéostasie du calcium.

Cette étude a aussi permis d’approfondir les connaissances existantes sur ’effet de la PTHrP
puisqu’aucune donnée n’était disponible quant a I’effet du fragment N-terminal de la PTHrP
sur I’expression des canaux TRPVS et 6. De plus, ce travail de recherche rapporte pour la
premiere fois les effets de la PTHrP sur ’expression de TCTP, tant au niveau génique que
protéique. En fait, ce travail est le premier a rapporter I’expression de cette protéine dans les
cellules trophoblastiques en culture issues de placentas humains. On sait depuis peu que
TCTP peut lier le calcium et que cette protéine pourrait donc agir pour transporter le calcium
a ’intérieur du ST. Arcuri et al. (2005) avaient déja démontré la présence de TCTP dans les
cellules de lignée HTR-8/SVneo et le tissu placentaire, plus précisément a I'intérieur des CT

villeux et des ST, mais aucune étude n’avait été faite chez des cellules placentaires en culture.

Compte tenu qu’aucune étude ne rapporte I'expression de TCTP chez les cellules
trophoblastiques humaines en culture, nous sommes les premiers a rapporter I’expression de
cette protéine au premier et au quatrieme jour de culture. Les résultats obtenus montrent qu’il
y a une diminution significative de 1’expression génique de TCTP chez les ST par rapport aux

trophoblastes lorsqu’il y a présence de FBS (jour 1 de culture) (figure 3.12). Comme il s’agit
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d’une protéine impliquée dans le transport de I’ion calcique et que le transfert du calcium est
augmenté dans les ST, nous nous attendions a obtenir une expression plus importante au
quatriéme jour de culture. Toutefois, TCTP est reconnue pour €tre une protéine dont
I’expression est modulée selon le type cellulaire (Thiele et al., 2000) et le stade de
développement au cours de la vie (Rao et al., 2002). Cependant, au niveau protéinique, il n’y
a pas de différence d’expression de TCTP au cours de la différenciation cellulaire (figure
3.17). Ainsi, malgré une transcription de son ARNm plus importante au premier jour de
culture, il y aurait un mécanisme de régulation post-transcriptionnelle ou de dégradation post-
traductionnelle qui permettrait une régulation de TCTP afin de maintenir un niveau constant
de cette protéine au cours des quatre jours de culture. En effet, TCTP est une protéine dont
I’expression est hautement régulée, tant au niveau transcriptionnel qu’au niveau traductionnel
par une variété de stimuli extra-cellulaires (Thiele et al., 2000). De plus, Xu et al. (1999) ont
pu démontrer que le niveau de calcium peut réguler 1’expression de cette protéine. En fait,
une diminution du calcium retrouvé dans le réticulum endoplasmique cause une
augmentation de I’expression de I’ARNm de TCTP, alors qu’une augmentation du calcium
cytoplasmique agit sur 1’expression post-transcriptionnelle de la protéine. Ainsi, il faudrait
mesurer le calcium intracellulaire par fluorométrie au cours de la différenciation afin de
vérifier si des variations de cet ion ne seraient pas a l’origine de cette diminution de

I’expression génique de TCTP au quatriéme jour de culture.

11 est aussi possible de noter une expression génique plus importante de PMCA1 que de
PMCA4. Bien qu’une telle comparaison de I’expression de ces deux pompes n’ait jamais été
faite pour le placenta, ces résultats sont similaires a ceux de Stauffer et al. (1995) qui avaient
regardé ’expression de ces deux pompes dans plusieurs organes et types cellulaires. Ainsi,
tout comme pour les reins et les cellules HeLa (Stauffer et al., 1995), on retrouve une
expression plus importante de PMCA1 par rapport a PMCA4 dans les cellules

trophoblastiques humaines.

Comme tout modele, le modéle utilisé pour réaliser cette étude comporte des avantages et des
inconvénients. Les cellules trophoblastiques issues de placentas humains sont plus

représentatives de la réalité in vivo que ['utilisation de lignées cellulaires. En effet, les
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trophoblastes isolés vont fusionner spontanément pour former des ST grace a la présence de
facteurs de croissance et d’hormones dans le milieu de culture, alors que les lignées
cellulaires trophoblastiques telles JEG-3, Bewo et JAR nécessitent I’ajout de la forskoline
pour fusionner. De plus, comme les lignées cellulaires sont des cellules immortalisées, leur
génome est altéré ainsi que leur morphologie et ’expression de certaines protéines. Le
modele choisi dans cette étude engendre cependant de grandes variations dans les résultats
obtenus compte tenu des différences inter-individuelles, ce qui explique les grandes
variations retrouvées dans certains résultats (figure 3.5 par exemple). Avec de telles
variations, il est donc plus ardu de conclure a un effet significatif de la PTHrP (1-34) sur la

différenciation et le transport calcique des trophoblastes humains.



CHAPITRE V

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

5.1 Conclusions

Suite & ce travail de recherche, nous avons tout d’abord pu élaborer un nouveau milieu de
culture pour les cellules trophoblastiques en culture isolées a partir de placentas humains. Ce
milieu sans sérum, mais additionné du supplément SITE-3 ne permet pas la différenciation
des trophoblastes en ST tout en ne causant pas de toxicité cellulaire. Ainsi, il est possible
d’étudier I’effet de divers facteurs de croissance et d’hormones sur la différenciation
cellulaire des trophoblastes sans I’interférence des composantes présentes dans le supplément
habituel, soit le sérum bovin foetal. Un tel milieu pourra donc étre utilisé a 1’avenir pour
étudier ’effet de différentes hormones et facteurs de croissance sur la différenciation des

cellules trophoblastiques humaines.

Tout comme chez la souris, la PTHrP (1-34) est capable d’induire la différenciation cellulaire
des cellules trophoblastiques humaines. Nous avons pu observer une augmentation de la
fusion cellulaire lorsque de fortes concentrations du fragment N-terminal de la PTHrP étaient
ajoutées au milieu de culture. De plus, ces concentrations supra-physiologiques étaient
capables d’augmenter |’activation de la MAPK ERK1/2, ce qui laisse croire que le processus
de différenciation pourrait étre dépendant de cette kinase. Toutefois, comme des
concentrations supra-physiologiques étaient nécessaires afin d’observer un tel phénomeéne,
nous ne pouvons extrapoler ces résultats au phénomene de fusion cellulaire qui survient in

Vivo.

Par la suite, nous avons vérifi€ si le fragment N-terminal de la PTHrP pouvait augmenter le
transport du calcium a travers les ST et augmenter I’expression des protéines impliquées dans

ce transport. Les résultats obtenus montrent que de fortes concentrations du fragment
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N-terminal de la PTHrP permettent une augmentation de I’expression des protéines PMCA1
et 4 au premier jour de culture. Aucun autre effet significatif ne fut observé sur le transport de

I’ion calcique ou I’expression des autres protéines impliquées dans le transport du calcium.

Bien que nos hypothéses ne furent confirmées qu’en partie, ce travail visait avant tout a
explorer I’effet du fragment 1-34 de la PTHrP chez les cellules trophoblastiques humaines
que de découvrir une voie spécifique d’action de cette hormone. Ainsi, bien que peu de
résultats apportent des réponses concluantes, nous avons pu démontrer, et ce pour la premiere
fois, ’effet de la PTHrP (1-34) sur ’expression des canaux TRPVS et 6, de la protéine liant
le calcium TCTP et des pompes membranaires PMCAL, 2 et 4 chez les cellules
trophoblastiques humaines au cours de la différenciation cellulaire. De plus, nous avons pu
confirmer pour la premiere fois I’expression de TCTP chez les trophoblastes humains en

culture, tant au niveau génique que protéique.

5.2 Perspectives

Comme des concentrations supra-physiologiques de PTHrP (1-34) sont nécessaires in vitro
afin de causer la différenciation des cellules trophoblastiques humaines, il faudrait étudier si
la combinaison de facteurs connus causant un tel phénoméne est capable d’induire la
différenciation cellulaire a des concentrations physiologiques. De plus, la recherche d’autres
facteurs pouvant causer la différenciation en ST est nécessaire afin d’élucider les mécanismes
régissant ce processus cellulaire. Afin de mieux comprendre ce phénomene, il faudrait aussi
regarder les effets du fragment N-terminal de la PTHrP sur ’activation d’autres kinases. Il
serait aussi intéressant d’approfondir 'implication de la PTHrP (1-34) dans 1’étiologie du
RCIU.

Comme nous soupgonnons que la PTHrP (1-34) affecte les niveaux d’activité des protéines
impliquées dans le transport de I’ion calcique, il serait judicieux d’explorer cette hypothése.
Ainsi, nous pourrions vérifier si le fragment N-terminal de la PTHrP agit par la CaM ou la

PKC afin de moduler le niveau d’activité¢ des pompes membranaires PMCA. Il serait aussi
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important de mesurer le niveau de calcium a I’intérieur des cellules trophoblastiques au cours
de la différenciation puisque cet ion peut agir sur ’expression de TCTP et des canaux TRPVS
et 6. De plus, il faudrait élucider s’il existe un mécanisme de régulation post-
transcriptionnelle pour ’expression protéique de TCTP et de PMCAL et 4 puisque nous en
supposons la présence. Comme I’effet de la PTHrP (38-94) a déja été démontré sur le
transport du calcium dépendant de I’ATP (Strid et al., 2002), il faudrait approfondir ces
résultats en étudiant I’effet de ce fragment de la PTHrP sur ’expression et les niveaux
d’activités des différentes protéines impliquées dans le transport de I’ion calcique a travers le
placenta. De plus, il serait judicieux d’observer I’effet de la PTHrP (1-34) sur les protéines
impliquées dans le transport du calcium lorsqu’elle est mise en contact avec des cellules

trophoblastiques provenant de femmes avec PE.

En espérant que les résultats de ce travail pourront servir de point de départ a 1’étude
approfondie d’un aspect de la PTHrP (1-34) sur la différenciation ou le transport calcique des

trophoblastes humains.
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