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Figure 1 : Le placenta humain. Schéma adapté de
http://www.lifespan.org/adam/graphics/images/es/085pg
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Figure 2 : La grossesse humaine. Elle se déroulergll semaines d’aménorrhée ou 39 semaines de
grossesse.



|. LE PLACENTA

Le placenta est un organe permettant les échaaggsiss et nutritionnels entre le fcetus et la
mere au cours de la grossesse. Cet organe esitdi@nsll connecte physiquement et
biologiquement I'embryon a la paroi utérine (vagufe 1). Il fait partie des annexes embryo-
foetales, qui sont composées du cordon ombilicaplacenta, et des membranes amniotiques
dont 'amnios, qui est en contact avec le liquidenetique, et le chorion, qui est en contact
avec la muqueuse utérine. Le placenta se fond eie gaec la muqueuse utérine, on le dit
feeto-maternelChez les primates et d'autres groupes commeihggeurs, le placenta est dit
hémochorial car les villosités placentaires sont directenggntontact avec le sang maternel.
Bien plus qu'un simple organe protecteur, il asglosieurs fonctions essentielles pour le
développement foetal. Le placenta est une annexeryenmaire caractéristique des
mammiféres dits euthériens (ou mammiféres place®gi mais il existe également sous
d'autres formes chez les mammiféres marsupiauhe&t certains reptiles (Gilbert 2006,
Mossman 1987). Le placenta assure plusieurs forgtassentielles pour le développement
foetal : des fonctions nutritives, respiratoires;réirices, endocrines, immunologiques, et de

protection contre certains agents toxiques et/dlioggnes.

La grossesse humaine dure environ 39 semaineslarféeeondation et I'accouchement. Elle
se divise en trois périodes de trois mois chacpéepde communément appelkgenestre I
existe deux facons de calculer 'dge d’'une grosselsssemaines d’aménorrhé8A) etles
semaines de grossesE®G) (voir figure 2). La semaine d’aménorrhée, terqui signifie
I'absence de menstruation, est une unité de mehwreemps utilisée en Obstétrique. Elle
représente le nombre de semaines écoulées depuisnieéer jour des dernieres régles de la
femme enceinte. En utilisant cette unité de medargrossesse humaine se déroule donc sur
41 SA (correspondant a 39 semaines de grossesse gemaines entre le premier jour des
derniéeres regles et la fécondation). Par contreglee I'on s'exprime en semaines de grossesse
(ou en semaines de développement), on ne comptke quenbre de semaines qui suivent la
fécondation. Par convention, on estime que cettei@le se produit généralement au début de
la troisieme semaine d'aménorrhée : il y a dondégalage de deux semaines entre les SA et
les SG.
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Figure 3 : De la fécondation a la morula. Embryon150 um) a 2 jours aprés fécondation (en haut a dri)
et a 4 jours apres fécondation (en bas a droite).
Images dehttp://imagesbiogeolfxm.free.fr/reproduction/thumistml|

Masse cellulaire
interne

Blastocéle B

Figure 4 : Blastocyste. A- Image de @nstitute of Human Genetics/Newcastle Universi§- Schéma adapté
de http://commons.wikimedia.org/wiki/AccueilC- Nidation du blastocyste. Image de
http://imagesbiogeolfxm.free.fr/reproduction/thumistml




J'utiliserai dans un premier temps Jears post-fécondatiofJPF) comme unité de mesure du
temps de la grossesse dans mon manuscrit de thesedans un deuxiéme temps les
semaines d’aménorrhée (sauf indication contraicegtonnelle) pour les stades plus avanceés
de la grossesse. Ce choix en faveur des SA seégrfaaison de la connaissance préecise du
premier jour des régles, contrairement au jourad&tondation, qui est estimé, et qui peut

varier selon les femmes.

A. Phase préimplantatoire

La fécondation de I'ovule par le spermatozoide dansompe de Fallope se produit 24h a
48h apres I'ovulation (voir figure 3). Durant leeemiers jours de développement, le zygote
humain se divise sans augmentation de taille #tieur de la zone pellucitlell avance
progressivement dans la trompe et pénéetre dansaJ@écutérine 2 a 3 jours apres la
fécondation. Le stadmorula correspondant a un embryon de 16 cellules envesnatteint
au £™ JPF. Les divisions cellulaires se poursuivent saugmentation de taille au stade
morula et menent a la transformation de 'embryon parphgnomene de compaction en
blastocysté Les cellules localisées a la surface se difféezncalors en trophoblastes, et
forme le trophectoderme. Ces cellules donneront lgarsuite les structures extra-
embryonnaires, avec le placenta entre autres. élades de la masse interne du blastocyste
donneront quant a elles I'embryon (voir figure A)partir du stade blastocyste, 'embryon va
alors grossir et sortir de la zone pellucide, petam¢ alors le contact direct entre les

trophoblastes du blastocyste et I'endonttee'utérus.

B. Phase implantatoire

Au contact de I'endométre maternel, correspondarﬁé'&eJPF environ, les cytotrophoblastes
entourant le blastocyste se différencient, fusiotre forment le syncytiotrophoblaste (ST)
(voir figure 5). Les ST sont en contact direct alaecirculation maternelle des la deuxieme
semaine de développement (correspondant a 4 SAparicipent a la séparation des

circulations maternelle et foetale, ainsi qu’au daletdes échanges feeto-maternels.

! coque glycoprotéique qui entoure I'ovocyte.
? stade embryonnaire caractérisé par la formatianaltavité interne remplie de fluide, le blastocéle
® tapis tissulaire et sécrétoire qui enrobe l'igéride la cavité utérine.
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C. La placentation

La placentation commence avec I'implantation dwstolayste dans la muqueuse utérine. Le
bouton embryonnaire se différencie alors en tissubryonnaires, et les trophoblastes en
tissus extra-embryonnaires. Les trophoblastesfpreiit, se ramifient comme des racines, en
erodant la muqueuse utérine (voir figure 5). Il ydeux stades dans le développement
placentaire : un stade pré-villeux (entre %t le 18™ JPF), et un stade villeux (du®"8

JPF a I'accouchement) (voir figure 6).

» Le stade pré-villeux

Au contact de la muqueuse utérine, les cytotro@stbs qui dérivent du trophectoderme du
blastocyste se différencient et fusionnent poumtarle syncytiotrophoblaste, couche multi-
nucléée qui ne se divise pas et qui va envahidberetre. Le ST tient le réle de l'unité
endocrine placentaire, puisqu’il sécrete de nonsmeuhormones de la grossesse, en
particulier I'nCG (human Chorionic Gonadotropin)i &mbryon se nourrit par simple
diffusion au cours de la®f semaine de développement, sa croissance rapid® ren
indispensable la mise en place d'un systeme d'gehagus performant. Il s’agit du
développement de lairculation utéro-placentairepermettant les échanges des gaz et des
métabolites. Ce systéme se met en place dés"eJPF, et commence par le stade dit
lacunaire (voir figure 6-JPF 9). Deslacunes vont se former rapidement dans le
syncytiotrophoblaste et se remplir peu a peu deg sgndice a I'érosion des vaisseaux
maternels, mettant ainsi en contact les cellutgshioblastiques avec les composants sanguins
de la mére. Ce contact va cesser avec l'établigs#enhe la coque trophoblastique aux

alentours de 1a%"® SA (voir partie I-1.4 pour plus de détails).

= | e stade villeux

L’unité structurale et fonctionnelle du placenta lasvillosité choriale.La mise en place des

structures villositaires commence dés le stadenkice. Les lacunes du syncytiotrophoblaste
vont progressivement communiquer entre elles paumédr une cavité unique, limitée par du
syncytiotrophoblaste, appeléedpace intervilleuxvoir figure 6-JPF 18). Le stade villeux se

met en place & partir du " JPF environ, et se poursuit jusqu’a I'accouchement
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A. Le développement des villosités placentaires

Le stade villeux du développement placentaire cemgrdeux périodes: une période
d’élaboration placentaire du 13™ JPF & la fin du quatriéme mois, et une période
stationnaire ou le placenta est formé et se développe passance du systeme vasculaire
principalement, du cinquieme mois au terme (Mihwalet2009). La période d’élaboration
placentaire est caractérisée par la formation diesies choriales (voir figure 7).

- Formation des villosités primaires

La formation de ces structures villositaires comogeedés le stade lacunaire, lorsque les
cytotrophoblastes débutent une multiplication dalfe intense, s'insinuent et poussent les
travées de syncytiotrophoblastes, formant alors ekesoissances qui envahissent la paroi
utérine. Aussi longtemps que ces excroissances somtposées de cytotrophoblastes
seulement, elles sont dénomme#issités primaires

- Formation des villosités secondaires

Dés le 18™ JPF, le mésoblaste extra-embryonnaire bordé derophoblastes pénétre dans
le tronc de ces villosités primaires, transformaelies-ci envillosités secondairegvoir
Figure 7). Ces villosités s'étendent peu a pewjasg lacunes remplies de sang maternel.

- Formation des villosités tertiaires

Vers le 2£™ JPF, le mésoblaste extra-embryonnaire se diffégesr tissu conjonctif et en
vaisseaux sanguins par un processus de vasculegefm@snissant ainsi des vaisseaux
sanguins connectés avec ceux de I'embryon (Denail. 4989). Les villosités contenant des
vaisseaux sanguins différenciés sont appeldkssités tertiaires(voir Figure 7). Une fois
formées, elles peuvent se ramifier et générer Bautillosités. A partir de ce moment, les
diffusions des gaz, des eléments nutritifs, etdisshets se font a travers quatre couches de
tissus :

= I'’endothélium capillaire des villosités placentaire

= le tissu conjonctif lache qui en occupe l'axe,
= le cytotrophoblaste,
=

et le syncytiotrophoblaste.

L’ensemble de ces éléments formédariere placentairgvoir figure 8).
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Artére . . . .
Veine Capillaires fetaux Tissu conjonctif

Barriére

placentaire

Endothélium
feetal

Cytotrophobhlaste

Capillaires feetaux Syncytiotroph oblaste

Figure 8 : Barriere placentaire. Elle sépare le sapdes capillaires foetaux du sang maternel contenads
I'espace intervilleux. A- Les villosités chorialesontiennent des vaisseaux faetaux et baignent damssang
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différentes couches de la barriére placentaire qusépare la circulation foetale de la circulation matmelle.

Schéma adapté déttp://img.tfd.com/dorland/membrane placental.jpg




B. Villosités crampons et villosités flottantes

Le placenta humain est caractérisé par l'invasienlad muqueuse utérine par les cellules
trophoblastiques, créant ainsi une zone de codiestt entre le sang maternel et les cellules
du placenta, c’est lplacentation hémochorial€ertaines villosités tertiaires du placenta sont
ancrées dans la muqueuse utérine, ce sontillesités cramponsLes villosités flottantes
quant a elles, baignent librement dans I'espaceniitieux (voir figure 9). Pendant le
développement placentaire, les cytotrophoblastesgré se différencier selon deux voies
distinctes (Cross J. C. et al. 1994). Dans legsiiiés flottantes, les CT peuvent uniquement
fusionner pour former le syncytiotrophoblaste, ¢micellulaire externe de la villosité en
contact direct avec le sang maternel. Le syncyiibtoblaste ne posséde pas d’activité
mitotique mais se renouvelle en permanence pacofporation de cytotrophoblastes qui
fusionnent avec la couche préexistante (Huppertz kingdom 2004). Ces trophoblastes
villeux tapissent alors 'ensemble de la villositéoriale. Dans les villosités crampons, les CT
peuvent se différencier en ST, et former égalerdestcolonnes de trophoblastes extravilleux

(TEV) a la base des villosités crampons (voir feg@ret 10).

Le développement placentaire se déroule en miligaoXique pendant le®1trimestre de
grossesse, protégeant ainsi les villosités charidle stress oxydant. Pendant la premiere
partie du £ trimestre de grossesse, les cytotrophoblastesvélieux vont s'étendre et
s'intercaler entre la couche syncytiotrophoblasgtigtila muqueuse utérine, recouvrant ainsi
'ensemble de la face maternelle du placenta deogue trophoblastiquévoir figure 9 et
figure 10). Elle semble présente & partir de’I¥ SA et disparait graduellement & partir de la
10°™ SA. Les cytotrophoblastes extravilleux de cettquentrophoblastique vont également
proliférer a lintérieur les arteres spiralées maddes, ce sont lesytotrophoblastes
extravilleux endovasculairedls vont former rapidement ddsouchons trophoblastiques
obstruant les artéres spiralées et empéchant @nsang maternel fortement oxygéné de
pénétrer dans I'espace intervilleux (voir figure).10n percolat dépourvu d’éléments figurés
sanguins remplit alors I'espace intervilleux, grack filtration du sang maternel au travers
des bouchons trophoblastiques, maintenant I'espaiezvilleux dans un environnement
hypoxique (Burton et al. 2002, Hustin and Scha&®¥ L Ces bouchons ont pour fonction de

protéger le placenta d’'une oxygénation trop précetainsi de lui permettre de bénéficier
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d’un environnement pauvre en oxygéne jusqu’a ladfin® trimestre environ, ce qui est

nécessaire a la poursuite d’'une grossesse normale.

Au début du développement placentaire, les viissise développent tout autour de
'embryon et forment une « boule chevelue » (WBAfigure 11, a gauche). Vers la fin du
1%" trimestre, les villosités vont régresser sur ur@ade partie de cette sphére, ne laissant plus
qgue les membranes foetales, formées de I'amnion ehdrion (voirTrois moisfigure 11, a
droite). Les mécanismes régulant ces événement®soore mal connus, mais seraient liés a
la fonctionnalité des bouchons trophoblastiquesofpsiruent les artéres spiralées maternelles
pendant la premiére partie dti trimestre de grossesse. En effet, la profondeutirdasion
trophoblastique serait différente selon les régjgasentaires, avec une invasion superficielle
a la périphérie et une invasion plus profonde aureedu placenta (Pijnenborg et al. 1980,
Pijnenborg et al. 1981). C’est 'oxygene et sesveééractifs qui induiraient I'apoptose des
trophoblastes et provoqueraient une involution ddksités (Jauniaux et al. 2003).
L’invasion différentielle des artéres spiralées pas cytotrophoblastes extravilleux
endovasculaires participerait & la formation dechouas trophoblastiques moins fonctionnels
au fur et & mesure que I'on s’éloigne du centreddigue placentaire. Un flux sanguin
maternel oxygéné toucherait alors en premier l#gsitiés situées en périphérie du disque
placentaire en développement, ce qui ne permatitrgi@aux villosités les plus proches de
I'insertion du cordon ombilical de se développedetse protéger de I'oxygéne transporté par
le sang maternel. (Burton et al. 2003, Jauniawt. &000b, Jauniaux et al. 2003).

Dés la fin du ¥ trimestre de la grossesse, les bouchons tropHimplas s’ouvrent

progressivement et permettent au sang maternel éméygle pénétrer dans la chambre
intervilleuse. Cet afflux de sang maternel danspaee intervilleux est un processus
progressif, ou la communication avec les artéerelgéps maternelles est établie au départ
pour un faible nombre de vaisseaux aux alentourd@eA, puis augmente rapidement
(Burchell 1967). A partir des 10-1% SA, les TEV vont se différencier, acquérir un

phénotype invasif transitoire et envahir 'endoraétinsi que le premier tiers du myométre

“ couche musculeuse interne de la paroi utérine.
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On distingue deux populations de TEV : tggotrophoblastes extravilleux endovasculaiegs
les cytotrophoblastes extravilleux interstitielgui participent ensemble au remodelage des
artéres spiralées (voir figure 12) (Kaufmann eR@D3). Les TEV endovasculaires migrent en
suivant la lumiére vasculaire pendant fetdmestre et la premiére moitié d&trimestre de

la grossesse, et remplacent progressivement legdeseendothéliales. Les TEV interstitiels
guant a eux envahissent la muqueuse utérine, migte®rodent les parois des artéeres
spiralées. Cette infiltration trophoblastique nédesla mise en ceuvre de mécanismes
permettant aux trophoblastes d'adhérer aux matreodsacellulaires, de les dégrader
localement et de migrer aux travers des zones é@bgérLa répétition de ces trois étapes

fondamentales assure la progression continue gudidaste.

La migration trophoblastique est soumise a un tstoontrble spatio-temporel. Avant
'invasion des TEV, la paroi des arteres spiraléss modifiee avec une infiltration de
leucocytes, une vacuolisation des cellules endalbél une désorganisation et une
hypertrophie des cellules musculaires lisses (CGrasteal. 1998, Harris 2010). L’invasion
trophoblastique est contrélée par de hombreux dasteomme la concentration en oxygene,
avec une inhibition de la différenciation et devasion sous condition hypoxique (2% gjO
(Genbacev et al. 1997, Zhou Y. et al. 1998), len3i@ming Growth Factof§ (TGF$), qui
inhibe la migration des TEV (Irving and Lala 1998)ors que I'Epidermal Growth Factor
(EGF) induit I'invasion (Bass et al. 1994). Cet ahissement trophoblastique est responsable
de la modification des caractéristiques d'élastidiés artéres spiralées, les transformant en
vaisseaux dilatés, de plus basse résistance etudel@bit (voir figure 13). Le remodelage de
la paroi artérielle se caractérise par un cedemegraplacement des cellules endothéliales par
les trophoblastes, ainsi qu'une destruction deutague musculaire et des lames élastiques
internes, qui sont alors remplacées par du tigseudk. La paroi fibreuse devient alors atone,
insensible aux éléments vasoactifs, ce qui permdtux constant dans I'espace intervilleux
(Harris and Aplin 2007, Pijnenborg et al. 1983).ngij seules les arteres entourées de

trophoblastes montrent d'importantes altérationkedes structures.

Lors du remodelage des artéres spiralées matesnelés TEV endovasculaires se
transforment alors en véritables cellules endadled] et expriment diverses protéines
d'adhésion considérées comme spécifiques desesebuldothéliales vasculaires. Les cellules
trophoblastiques sont donc capables d'un véritabieétisme moléculaire, leur permettant

d'envahir et de détruire les segments distaux désea utérines (Zhou Y. et al. 1997b).
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Ce remodelage les transforme en vaisseaux a fabistance, permettant ainsi un fort débit
sanguin dans l'espace intervilleux (voir figure .13) a pour conséquence directe
'augmentation du débit sanguin en faveur du pleeba circulation provenant des artéres
utérines se dirige alors au travers des vaisseamodelés vers I'espace placentaire, ou le
sang est désaturé pour étre repris par les veff@emes du placenta (voir figure 14). Cette
conversion doit se dérouler a la fin dlittimestre pour que la grossesse continue de neaniér
optimale (Zhou Y. et al. 1997a).

Par définition, toutes les villosités vascularisdétaillées plus loin sont des sous-classes des
villosités tertiaires. Les villosités mésenchymateusepossedent une couche de
cytotrophoblastes compléete, une couche de synoypibbblastes, un stroma abondant et
lache, et quelques cellules de Hofbduées capillaires foetaux sont peu développés et peu
nombreux. L'enveloppe trophoblastique génére debneux bourgeons trophoblastiques
constitués initialement par des syncytiotropholelastmais rapidement colonisés par des
cytotrophoblastes et du mésenchyme. L'évolutiocedevillosités tertiaires va se faire vers un
nouveau type de villosités mieux adaptées aux besamicrus de I'embryon (voir figure 15).
De la 9™ et jusqu'a la 18" SA, les villosités tertiaires s'allongent, se riéent et se
modifient pour constituer ledllosités intermédiaires immaturegqui générent a leur tour des
bourgeons trophoblastiques, donnant naissance reouleelles villosités (Castellucci et al.
1990). Elles ont une structure proche des villgsitéésenchymateuses avec une couche
importante de cytotrophoblastes, une couche deysghophoblastes parfois dispersée, des
cellules de Hofbauer nombreuses, mais un stronfzel& moins abondant que dans les
villosités mésenchymateuses. On trouve un résesculare foetal complet avec artérioles,
capillaires et veinules, mais qui occupe une pegiétgie de I'axe villositaire. Les villosités

intermédiaires immatures assurent une croissapogerdes villosités choriales.

® macrophages feetaux.
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Figure 15 : Villosités d'un placenta de plus de 4 ois. Image de
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Figure 16 : Organisation des capillaires faetaux. $l sont ici en boucles dans un groupe de villosités
terminales (ou libres) d’une villosité centrale inermédiaire mature. Schéma adapté de (Benirschke Knd
P. 2000)



Les bourgeonnements de ces villosités sont danspremier temps des villosités

mésenchymateuses.

La transformation progressive des villosités intedaires immatures ewvillosités souches
qui servent d’échafaudage a la structure placentammmence des le®1trimestre de
grossesse, et continue jusqu’au terme. De ce l@aihombre de villosités intermédiaires
immatures décroit au fur et & mesure que la gressagance. Les villosités souches sont
caractérisées par une fibrose stromale autour disseaux foetaux centraux. A partir de la
26°™ SA se développent des villosités plus longues réleg a partir des villosités
intermédiaires immatures, et dans lesquelles kearésapillaire fcetal est encore renforcé : il
s'agit desvillosités intermédiaires maturg&aufmann 1982, Kaufmann et al. 198&Jles
représentent 25% des villosités retrouvées danglagenta a terme. Les vaisseaux foetaux
représentent la moitié de I'axe villositaire dansstroma trés lache. La couche syncytiale est
réguliere et les cytotrophoblastes encore bieneptés Jusqua la fin du®?® trimestre,
'augmentation de la surface d’échange se faithqpargeonnement. A partir de la formation
des villosités intermédiaires matures, il n'y a splde maturation possible en villosités
souches, et elles développent alors des petiteffications : lesvillosités terminales ou
libres, qui forment une structure en grappe hautementulassee (voir figure 16 et 17). Le
réseau vasculaire occupe alors presque toute d¢a plase retrouve tres proche de la couche
syncytiale : c’est la formation de membranes vassyhcytiales avec un amincissement de la
barriere foeto-placentaire. Les villosités termisateprésentent environ 60% des villosités

retrouvées dans le placenta a terme.

A la fin de la grossesse on trouvera donc dansaleepta des zones hétérogenes, composées

de parts variables de chacune des six types aesib :

les villosités souches

- les villosités mésenchymateuses

- les villosités intermédiaires immatures

- les villosités intermédiaires matures

- les villosités terminales ou libres

- les bourgeons trophoblastigues
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Figure 17 : Vascularisation foetale d’une villositéerminale. (A, x 650) Vaisseaux de trois villosités
terminales (ou libres) d’'une villosité intermédiaire mature. (B-C-D-E, x 800) Coupes transversales a
différents niveaux de la villosité. On note que leeseau vasculaire est hautement développé et occupe
presque toute la place dans les villosités termined (D, E) contrairement aux villosités intermédiaies

matures (B). A I'extrémité des villosités terminals, les capillaires se retrouvent trés proches de tamuche

syncytiale, c’est la formation de membranes vasculsyncytiales (E). (Benirschke K and P. 2000)
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Les villosités souches assurent une stabilité méaande l'arbre villositaire, les villosités

intermédiaires immatures sont le lieu de prolifiératdu trophoblaste et des bourgeons
trophoblastiques. Les villosités tertiaires génelamroissance en longueur de l'arbre villeux.
Enfin, les villosités intermédiaires matures, dsoit issues les villosités libres ou terminales
avec une vascularisation faetale maximale, constitd@% du volume, et 50% de la surface

d'échange du placenta a terme (Gruenwald 1977).

A la naissance, le placenta est constitué de dedixces (voir figure 18).

- la face maternelle s'insére sur la muqueuse tagits@aroi de la cavité utérine et est
composée de multiples cotylédons (en moyenne dfiret 28). lIs ne sont pas en contact
avec la poche des eaux. lls sont généralementidudilisés et forment sur la face externe une
galette bien identifiable. Ces cotylédons sontifeag et sont souvent Iésés au moment de la
délivrance du placenta.

- La face feetale, face sur laquelle s'insere le coainbilical, donne sur la cavité du sac

amniotique.

A. Le Retard de Croissance Intra-Utérin (RCIU)

Cette pathologie est caractérisée par une croiesasaffisante du foeetus par rapport a un
potentiel génétique et nutritionnel de départ. Endgal, il est défini par un poids de naissance
inférieur au 16™ percentile pour le sexe et 'age gestationneladtus, ce qui signifie que le

poids de naissance du nouveau-né appartient auxd&8%lus petits poids pour ce sexe et cet
age gestationnel donné (Battaglia and Lubchenc@,196her and McLean 1969). Il peut

parfois étre défini par un poids inférieur atf"Bpercentile pour les RCIU sévéres, mais il
n'existe pas de consensus a ce jour. Les courbegféieence changent en fonction de la
population étudiée, car il est important de fa&ralifférence entre le RCIU et les foetus petits
constitutionnels. Pour cela, il existe des tablesirple situer en fonction des mesures
observéed uterg de la taille des parents, de son poids de naissae son origine ethnique

etc.
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Le RCIU affecte 8% des grossesses en moyenne eeregtelation étroite avec un
développement anormal du placenta (Krebs et al6,1B&gnault et al. 2002, Sibley et al.
2005). Les causes d'un RCIU peuvent également éteigine fcetale (aneuploidie,
anomalies foetales, etc.) ou maternelle avec deadmeal préexistantes d’origine endocrine,
cardiovasculaire, ou encore des infections (Cefid Alvino 2009). Lorsque le placenta
contribue au RCIU, aucune thérapie « placentairexiste pour remédier a ce défaut qui met
en jeu le pronostic feetal, et laisse de ce faikdesues possibles pour la grossesse :

- poursuivre son déroulement au risque d’augmenteprédabilité d’anomalies de

développement et/ou de mort pour le foetus ;
- ou provoquer I'accouchement avec tous les risqsescéEs a la prématurité.

Le RCIU est a 'origine de nombreuses complicatiart®urt et long terme, et influence I'état
de santé a I'age adulte. En effet, le RCIU estseuriement une cause majeure de morbidité et
mortalité périnatales, mais il peut également p@er a I'apparition de nombreuses
pathologies a l'age adulte, comme le diabéte, Hmgnsion, ou les maladies
cardiovasculaires (Barker 1992, Bernstein et ad02®enriksen 1999). Pendant la grossesse,
le placenta est au cceur des échanges de nutrimegntd’'oxygéne nécessaires au
développement optimal du foetus. Il a été démonte lgs placentas de grossesses RCIU
possédaient de nombreuses caractéristiques patdsg avec entre autres, une
augmentation de l'apoptose placentaire, une augtent de |'épaisseur de la barriere
placentaire, une invasion et transformation incatgpldes artéres spiralées maternelles, un
défaut de différenciation trophoblastique (avec ubaisse de la prolifération des
cytotrophoblastes et une diminution de l'aire symtyophoblastique) et une angiogenése
anormale (Allaire et al. 2000, Arroyo and Winn 20@hen C. P. et al. 2002, DiFederico et
al. 1999, Ishihara et al. 2002, Jackson et al. 1886ng et al. 1986, Levy and Nelson 2000,
Mayhew et al. 2003, Smith et al. 1997, Torry e28i04).
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Figure 19 : Schéma classique des principales étapascessaires a la survenue de la TG.
SVEGFR-1 : récepteur soluble de type 1 au VEGF ; SFsouffrance foetale ; MFIU : mort foetalein utero ;

HELLP © : Hemolysis Elevated Liver enzymes & Low Plateletount.

®association syndromique d'une anémie hémolytigest(dction excessive des hématies), d'une cytolyse
hépatique (destruction des cellules hépatiques hépatocytes) et d'une thrombopénie (diminutionahabre
de plaguettes sanguines) chez une femme enceinte.



B. La Toxémie Gravidique (TG)

La TG, ou pré-éclampsie (PE), est une pathologéeiguement humaine caractérisée par
une hypertension artérielle (supérieure a 14/9 cmetgune protéinurie (supérieure a
0,3g/24h) qui apparaissent a partir de 20 SA. Qlest pathologie frequente qui touche 2 a
10 % des grossesses, selon la définition choisila gtopulation étudiée (Roberts 2000,
Roberts and Cooper 2001, Sibai et al. 2005, W&K€X0). Les symptdmes apparaissent a
partir du 2™ trimestre de grossesse et représentent une memaeenelle et foetale trés
sérieuse. L'interruption de la grossesse avec @iinadu placenta, et donc de l'enfant,
associée a un traitement général puissant (anaftgmseurs, sulfate de magnésium pour
limiter I'apparition de I'éclampsie visera a éviter la mort de la mére, et si pdedii foetus.
De ce fait, elle est responsable de 50% de la préidainduite, et représente la premiere
cause de morbidité faeto-maternelle. Les causea @& Isont encore mal comprises a ce jour
et aucun traitement n’est pour l'instant disponillest néanmoins établi que la présence du
placenta est a la fois nécessaire et suffisarisgpdrition de cette pathologie (Redman 1991).

De ce fait, seule I'extraction placentaire pernmattiellement la guérison.

La physiopathologie de la TG reste encore impanfiagnt comprise. Les causes de cette
maladie apparaissent au cours 8urimestre de la grossesse, dés la formation drepta, et
seraient dues a la succession de plusieurs étBpemierement, un défaut de remodelage
vasculaire utérin, lié en grande partie a un erssgment trophoblastique trop superficiel des
artéres spiralées maternelles, entrainerait undugpen insuffisante de la chambre
intervilleuse, qui resterait dans un environnemieypoxique (Roberts 2000). De maniere
défensive, I'organisme maternel compenserait caudgfar une augmentation de la tension
artérielle, maintenant ainsi un niveau suffisantpaéefusion du placenta, et permettant la
poursuite de la grossesse. L’hypoxie placentaisi &astallée entrainerait a son tour un stress
oxydant, et participerait a la dysfonction géné&ési du placenta, avec une libération accrue
de débris syncytiotrophoblastiques et de factearsda circulation maternelle (comme des
radicaux libres, des lipides oxydés, le réceptelulde de type 1 au VEGF ou I'endogline
soluble par exemple). L’ensemble de ces altérappantciperait a la dysfonction endothéliale
maternelle généralisée, ce qui explique I'attetieplusieurs organes dans la TG (cerveau,
reins, foie, poumon ...) (voir figure 19) (Robertsaet1989, Roberts 2000).

" complication grave de la grossesse qui se caisetgar des convulsions.
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Il est classiquement admis que la cause de la dgsbm placentaire serait I'hypoxie
placentaire, mais aucune preuve directe n'a été emsévidence jusqu’a présent (comme par
exemple la mesure de p@e I'espace intervilleux lors de grossesses avef T existe
néanmoins des éléments indirects en faveur dedXigpplacentaire comme la surexpression
de HIF-In par exemple. D’autres hypothéses concernant lesesade la dysfonction
placentaire ont été proposées comme des phénordérypexie-réoxygénation (Hung et al.
2002, Hung et al. 2004) ou d’hyperoxie (KingdonCJand Kaufmann 1997). Actuellement,
la TG est considérée comme une pathologie materrsdcondaire a une dysfonction
placentaire dont les origines sont diverses, etegtiresponsable de la libération de facteurs
dans la circulation maternelle déclenchant uneatydfon endothéliale systémique (Redman
and Sargent 2000, 2001).

La TG peut étre associée avec le RCIU dans unesegss, mais chacune de ces pathologies
peut également exister seule. Malgré les similéudans les anomalies de développement
placentaire dans le RCIU et la TG, ce sont deukglagiies distinctes qui possedent des
caractéristiques qui leur sont propres (Boyd anoktSk985, Egbor et al. 2006, Long et al.
1980, Mayhew et al. 2003, Mayhew et al. 2004a, Maykt al. 2004b).
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Jones et al. 2004).



[I. L’angiogenéese placentaire

Le systéme reproducteur de la femme est le siegeatessus d'angiogenese, tant au niveau
des organes (comme les ovaires, l'utérus, ou ldglanammaire) que pour les processus
d’'implantation et de placentation. La naissancerené d’'un bébé en bonne santé dépend
grandement des processus d’'angiogenese, qui spuléséfinement dans l'espace et dans le
temps. Dans certaines pathologies de la grosséasgjogenése est perturbée et peut
entrainer de nombreuses complications de la gressesles fausses couches précoces et
tardives, des morts uterg des RCIU, une prématurité et des TG (Kingdomt &l.e2000).

Le placenta est un organe qui présente un résesaulage particulierement développé
(Burton and Jauniaux 1995), ce qui est essentigl |gs échanges foeto-maternels, mais aussi
pour l'architecture méme de la villosité choriale wn réle mécanique sur la croissance
placentaire (Burton et al. 2009). La compréhensiera physiologie de I'angiogenese et des
facteurs de croissance impliqués pourrait non seeé améliorer la prévention et le
traitement des pathologies obstétricales, dontclmsséquences sont lourdes, mais aussi
permettre d’élargir les connaissances dans de remlautres domaines meédicaux, y compris

les maladies tumorales.

Les organismes unicellulaires, et ceux dont ldet@ié dépasse pas les capacités de diffusion
des gaz et des substances solubles, n'ont pastbarsyvasculaire. La limite de diffusion de
'oxygene est de 100 a 200 um (Carmeliet and J&BOR La vie cellulaire est alors
uniguement dépendante des concentrations de gsautés dans le liquide environnant la
cellule ou le micro-organisme. L'embryon de mammna@fée se compose au début que d’'un
amas de cellules, mais I'apparition d’un réseacwase apparait rapidement nécessaire pour
la croissance de I'embryon. Le développement deeseau repose sla vasculogeneseui
comprend la formatiomle novode vaisseaux sanguins a partir de précurseursédédu
mésoderme ; et d&angiogenésequi implique la création de nouveaux vaisseaparir de
vaisseaux préexistants (voir figure 20) (Folkmad &ming 1992, Risau and Flamme 1995,

Risau 1997).
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de capillaires. Schéma et image adaptés du livRiologie du développement, De Boeck et Larcief,2
édition, 2004.



A. La formation des vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins peuvent se former selon geosessus: la vasculogenése et
I'angiogenese (voir figure 20) (pour revue voirtéiPa2000)). La vasculogenése est a l'origine
de la formation de ces vaisseaux durant le développt embryonnaire pour donner un
réseau vasculaire primitif grace a la différentiatid’hnémangioblastes (Poole and Coffin
1989), précurseurs des cellules endothéliales miatopoiétiques @artir du mésenchyme

embryonnaire (voir figure 21). Il s'ensuit une géyhtion et une migration des cellules

endothéliales pour former l'arbre vasculaire piifmit

a) La vasculogenése

Les premiéres cellules vasculaires apparaisserst ldasac vitellifi en dehors de I'embryon
lui-méme, sous forme de cellules mésenchymateusesedlifférencient en hémangioblastes,
donnant naissance a une premiére structure vascappelédlots sanguinsAu centre de
cette structure, les hémangioblastes se différah@a cellules souches hématopoiétiques,
précurseurs de tous les types de cellules sanguieehémangioblastes en périphérie de ces
flots se différencient en angioblastes, précursel@s cellules endothéliales. Pendant la
deuxieme phase de la vasculogenése, les angiabfasiderent et se différencient en cellules
endothéliales, migrent et fusionnent les ilots sargy entre eux, puis se remodeélent en
structures tubulaires, lesordons hémangioblastiquegui se connectent en un réseau de

capillaires : leplexus capillaire primaire

Chez les amniot&sles réseaux vasculaires primaires naissent deuns égions distinctes et
indépendantes : la vasculogenése extra-embryonseaipeoduit dans les flots sanguins du sac
vitellin et s’étend rapidement dans les villositésoriales ; et la vasculogenese intra-
embryonnaire, issue de précurseurs d’angioblasies, se situe dans le mésoderme
entourant I'organe en développement. Ces celluegarticipent pas a la formation des
cellules sanguines, comme c’est le cas dans les Sknguins extra-embryonnaires (Noden
1989, Pardanaud et al. 1989, Risau 1995). Danaigertas, les organes en développement
produisent des facteurs paracrines qui induisest Vaisseaux sanguins a se former

uniquement dans leur propre mésenchyme (Auerbaalh 885, LeCouter et al. 2001).

® une des annexes embryonnaires des amfiotiespparait vers le £3°JPF.
° vertébrés tétrapodes qui possédent un sac amumeaiigi protége I'embryon, puis le feetus.
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b) L’angiogenese

Contrairement a la vasculogenése, l'angiogenéssistenen la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins a partir d’'un réseau vascufaiexistant. Elle se produit également

pendant le développement embryonnaire et permeré@kr des connections dans le réseau
vasculaire initial, permettant une vascularisatioature. Elle permet également la formation

de nouveaux vaisseaux sanguins chez l'adulte. iogegése a lieu en trois phases:

initiation, prolifération-invasion et maturationfidfirentiation. Elle est impliguée dans de

nombreuses situations physiologiques, avec unimgdertant dans le cycle de la reproduction

chez la femme, au cours de l'inflammation, et Idesla régénération tissulaire suite a une
blessure. Elle peut également engendrer une nénHesisation excessive, et étre impliquée

dans l'apparition et/ou la progression de nombreys¢hologies comme le cancer, I'arthrite

rhumatoide, le diabéete, les rétinopathies, ou ent®msoriasis (Carmeliet and Jain 2000,
Carmeliet 2003).

»= Angiogenese et expansion du réseau primaire

La croissance, I'expansion et le remodelage duuslexasculaire primaire en un réseau
vasculaire mature se produisent lors de deux tgeeprocessus d'angiogenése (voir figure
22) : 'angiogenése par bourgeonnement (voir fidBE et 'angiogenése par intussusception
(voir figure 24) (Carmeliet and Jain 2000, Risa97)9

- L’angiogenése bourgeonnante

L’angiogenése bourgeonnante nécessite la prolibérat migration des cellules endothéliales
de la paroi du vaisseau pour former de nouveauMlaiags, par la suite stabilisés par le
recrutement de cellules péri-endothéliales.
Les étapes nécessaires pour I'angiogenése boumatensont relativement bien connues
(Carmeliet 2003, Cleaver and Melton 2003, Jain 2008 distingue deux phases :fdhase
d’activationet laphase de stabilisation/maturation
La phase d’activation implique :

= la vasodilatation et 'augmentation de la perméig@iasculaire,

= l'activation des protéases et la dégradation dedmbrane basale,

= la prolifération et la migration des cellules errd®diales,

= et la formation d’'un cordon endothélial, puis dtube avec lumiére.
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La phase de stabilisation/maturation quant a eif@ique :
= la reconstruction d’'une membrane basale, ainsieuecrutement de péricytes autour
du capillaire pour former un vaisseau stable, owcalkiles de muscle lisse pour les

arteres et les veines.
Ces étapes sont sous la dépendance de facteuengiogeniques et anti-angiogeniques
(Papetti and Herman 2002). Les cellules endotledljales cellules de muscle lisse, les

péricytes, les cellules inflammatoires et les fildagtes participent toutes a ce processus.

- L’angiogenése par intussusception

Contrairement a I'angiogenése par bourgeonnemi@mgibgenése par intussusception ne
nécessite pas une prolifération importante desulesll endothéliales, mais plutét un
réarrangement des structures préformées (voir &ig8). L’intussusception est un processus
angiogenique au cours duquel un vaisseau existult ¢ scinder en deux vaisseaux par
compartimentation (Burri and Tarek 1990, Patan let1896a, Patan et al. 1996b). Ce
processus est initié par une invagination de laighr capillaire a I'intérieur de la lumiere, et
aboutit a la création d’'une zone de contact emsedeux parois opposées du capillaire. Ce
contact entraine une réorganisation des jonctiamtse eles cellules endothéliales et la
formation d’une séparation interstitielle, qui empidement envahie par des péricytes ou des
myofibroblastes. Ces cellules péri-capillaires valors synthétiser une matrice extracellulaire
permettant d’augmenter la séparation entre les deaisseaux fils (Djonov et al. 2003).
L'intussusception permet également une diversificatiu diameétre des vaisseaux et de leur

angle de branchement, ainsi qu’une hiérarchisatioréseau vasculaire (Djonov et al. 2003).

= Remodelage et maturation du réseau vasculaire

- Le remodelage vasculaire

Le profil final du réseau vasculaire est détermpa¥ la croissance, I'extension ou la
régression des différents segments qui le composgmtobtient ainsi un réseau continu
constitué par la succession de vaisseaux de pattitgros diameétres (Risau 1997). Ce
processus de remodelage est dépendant de l'enemmemt tissulaire dans lequel les
vaisseaux se forment. Par exemple, la suppressioftiud sanguin dans les capillaires en
exces entraine leur régression (Meeson et al. B&ick and Gimbrone 1995).
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- La stabilisation du réseau vasculaire

Les vaisseaux naissants sont stabilisés par deosegsus : le recrutement de cellules
accessoires ou cellules murales et I'élaboratiamel’matrice extracellulaire commune aux

cellules endothéliales et aux cellules accessoires.

Les cellules murales, péricytes et les cellulesmiescle lisse participent a la stabilisation
vasculaire en inhibant la prolifération et la migra des cellules endothéliales (Darland and
D'Amore 2001). Les précurseurs des cellules mu@i@aennent des tissus mésenchymateux

chez I'embryon, de la moelle et du stroma osseex thdulte (Carmeliet 2000).

B. Les différents types de vaisseaux

Le réseau vasculaire est formé de vaisseaux sandairt la morphologie differe en fonction
de leur nature (voir figure 25). Les capillairesiskes plus petits vaisseaux, et permettent la
diffusion de I'oxygéne et des nutriments vers igsus environnants. Le sang arrive du cceur
aux capillaires par des arteres, des vaisseaukxudegpand calibre, et repart des organes vers
le cceur par les veines. Ces trois types de vaisssmguins difféerent par la constitution de
leur paroi vasculaire. En effet, suite au battensuntcceur, un flux sanguin traverse les
vaisseaux induisant les cellules endothéliales &ettéen un signal vers les cellules
mésenchymateuses environnantes. Ces derniere€treninduites a proliférer, migrer vers
les cellules endothéliales puis se différenciecceltules péri-vasculaires, appelées péricytes
pour les capillaires, et cellules de muscle lissarpes artéres et les veines. Il s'ensuit une
phase de maturation pendant laquelle une interasté&iablit entre les cellules endothéliales
et les cellules péri-vasculaires. Le contact emtee deux types de cellules induit une
stabilisation des cellules endothéliales en leslaeh réfractaires aux stimuli pro- ou anti-
angiogeniques (Benjamin et al. 1998, Benjamin .e1299). Les cellules de muscle lisse vont
s'apposer concentriqguement autour des tubes ddesekndothéliales, afin de former une

paroi vasculaire fonctionnelle.

La paroi des gros vaisseaux, arteres et veinessoasposée de 3 couches différentes (voir
figure 25 et 26). Latunica intima comprenant une couche pavimenteuse de cellules
endothéliales en contact direct avec la circulas@anguine, la membrane basale et une couche
interne élastique. La présence de valves anti-reiams les veines facilite la circulation
sanguine en empéchant le retour sanguin. Entowetté structure, ldunica mediaest

constituée de cellules de muscle lisse qui paditigu contréle du diameétre des vaisseaux, et
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contribue a la régulation du tonus vasculaire. aiépeur de la couche de cellules de muscle
lisse est plus importante dans les artéres, cpaquiet un maintien dynamique des vaisseaux
exposes a une forte pression sanguine. La deroggérehe est launica adventitiacomposée

d’'une couche de tissu conjonctif, qui contient file®blastes et des fibres de collagene.

La vascularisation de l'organisme est essentiellgnmassurée par un réseau complexe
d’artérioles et de veinules, ramifications desradeet veines, qui acheminent le sang et les
nutriments a travers l'organisme (voir figure 2Tes artérioles et les veinules sont
constituées d’'une monocouche de cellules endolbglé de cellules de muscle lisse plus ou
moins éparses, implantées dans la lame basale elletes endothéliales. Cependant, les
échanges sanguins avec les tissus environnantasserp au sein d’'un réseau complexe de
capillaires, qui font le lien entre les artériokdsles veinules, et représentent la part la plus
importante des vaisseaux sanguins. Les capillam® essentiellement constitués d’une
monocouche de cellules endothéliales. Lors derkuification en capillaires, les cellules de
muscle lisse des artérioles et des veinules sompleeées par les péricytes, qui ont la méme
origine ontogénique, et partagent des caractanssigphénotypiques communes avec les
cellules de muscle lisse, mais different esseptigdint par leur forme étoilée. Les capillaires
eux-mémes présentent des différences morphologigupsrtantes. En effet, les besoins
particuliers des différents tissus de l'organisne® termes de qualité et de quantité
d’échanges, définissent un niveau de différenaiagparticulier en fonction des organes
considérés (endothélium fenétré dans certainesigtgaandocrines ou continu dans le cerveau

par exemple) (voir figure 28).

Plus tardivement par rapport a la formation desssesux sanguins, les vaisseaux
lymphatiques se développent en bourgeonnant, puge elétachant des veines préexistantes
pour former un réseau paralléle, selon un procegsad'on appelle lymphangiogenese. Les
vaisseaux lymphatiques se forment aussi a partiprdeurseurs des cellules endothéliales

lymphatiques, les lymphangioblastes, qui se sdférdnciésin situdans le mésenchyme.

28



VEGE-E

PIGF VEGE-C
VEGE-B  yEgF.A VEGE-D

NS NV N
q%% e

Vasculogenése
Angiogenése

Figure 29 : Récepteurs des VEGFs et fonctions bigaues associées. sSVEGFR-1 correspond a une forme
soluble du VEGFR-1. Schéma adapté de (Jussila anditalo 2002).



C. Acteurs principaux de I'angiogenese

Le développement des organes et la régénératsuldiee chez les mammiferes sont sous le
contrdle de signaux de communication cellulaireligyant particulierement les facteurs de
croissances. Parmi les cytokines impliquées dang$odmation de nouveaux vaisseaux
sanguins et dans lI'assemblage correct de la pasoulaire, on trouve la famille des Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), des Fibroblasp@th Factor (FGF), Platelet-Derived

Growth Factor (PDGF), des Angiopoiétines (Ang) et Transforming Growth Fact@r-

(TGF{). Parmi les divers facteurs angiogeniques, la [fani@ plus étudiée est celle des

VEGF, qui a pour cible principale les cellules ethétiales.

a) La famille des VEGFs

La famille des VEGFs, qui sont des facteurs desseoice de I'endothélium vasculaire, est
composée de cing membres chez les mammiféeres : VEGHEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,

et PIGF (Placental Growth Factor) (voir figure 29%s homologues de VEGF produits par les
virus Orf sont appelés VEGF-E, tandis qu’'un autmenblogue isolé du venin de serpent est
déenommé VEGF-F. Ces facteurs se lient a trois téoep différents appelés VEGFR-1 (flt-

1), VEGFR-2 (flk-1 ou KDR) et VEGFR-3 (flt-4). llpeuvent également se fixer a des co-
récepteurs appelés neuropiline-1 (NRP1) et neunapl (NRP2) et aux protéoglycanes a
sulfate d'héparan®(HSPG) dont font partie 'hépariteet les héparanes sulfate&Cross M.

J. et al. 2003, Neufeld et al. 1999). Les proteiMESGFs possedent toutes un motif
extrémement conservé composé de 8 cystéines. Cd esbtimpligué dans des ponts

disulfures intra ou inter-moléculaires qui permettéa formation des diméres de VEGF

biologiqguement actifs (Potgens et al. 1994). Lestgines VEGFs sont glycosylées et

sécrétées (Salven et al. 1998).

= VEGF-A

Il est décrit comme un facteur clé du processusgitmenése. Initialement, le VEGF-A a été
mis en évidence comme étant un facteur de pernitéabésculaire sécrété par les cellules

tumorales (Senger et al. 1986), ce qui lui a vabm sutre appellation de Vascular

% macromolécules associées a la membrane cellalbiréa matrice extracellulaire, qui ont un rélgenadans
les interactions matrice-cellule, cellule-cellud¢Jigand-récepteur.

1 glycosaminoglycane et composant de la matriceaestiulaire.

12 glycosaminoglycanes qui sont exprimés a la surdack plupart des cellules et fixe de nombreusesines.
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Permeability Factor (VPF) (Senger et al. 1983).1889, d’'autres groupes ont identifié un
facteur de croissance sécrété capable dinduirgrtdifération spécifique des cellules
endothéliales, ils le hommerent Vasculotropine (Btoet al. 1989) et VEGF (Ferrara and
Henzel 1989). Ce facteur de croissance présentactivgté angiogéne importante (Leung et
al. 1989) et s’est révélé étre identique au VPFckket al. 1989). Le clonage de la
Vasculotropine et du VEGF démontra que ces deutéjmes étaient identiques. Le VEGF est
fortement conserveé entre les especes. Il exisweaults isoformes de VEGF-A produites par
epissage alternatif (VEGF121, 145, 165, 183, 188),2a plus abondante et la plus étudiée
étant celle constituée de 165 acides aminés. @darises different dans leur partie C-
terminale, ce qui leurs confere des affinités défdes pour les héparanes sulfates de la
membrane basale, et joue sur leur distribution desisissus (Houck et al. 1992, Park et al.
1993). Les effets du VEGF-A sont modulés selorofisme concerné. La sécrétion du
VEGF-A est stimulée en réponse a I'hypoxie (Litakt1995, Wang et al. 1995). VEGF-A
tient un r6le central dans la phase d'activation'alegiogenése. En effet, il augmente la
perméabilité des cellules endothéliales (Essel. 41988, Kevil et al. 1998, Kohn et al. 1992,
Senger et al. 1983), stimule leur prolifération i@olly et al. 1989, Ferrara and Henzel 1989,
Gospodarowicz et al. 1989), leur migration (Dimmede al. 2000), et inhibe leur apoptose
(Gerber et al. 1998). L'importance de VEGF-A daasdiogenése a été montrée dans divers
modeles expérimentaux vivo. Chez la souris, l'inactivation d’'un seul allele dene de
VEGF-A conduit & une mort embryonnaire a E11-12cades défauts précoces de la
vascularisation embryonnaire et du sac vitellinr(@ziet et al. 1996, Ferrara et al. 1996). Le
VEGF-A se lie avec une forte affinité sur ses deésepteurs, le VEGFR-1 (flt-1) et le
VEGFR-2 (flk-1, KDR) (de Vries et al. 1992, Termahal. 1992). Les souris knock-out pour
ces deux récepteurs meurent tét au cours du dépeiognt embryonnaire a E8.5 et E9.5 a
cause de défauts majeurs du développement des uxéseasculaires vitellins et
embryonnaires. En revanche, le VEGF-A ne montredfa§inité pour le VEGFR-3 (Shibuya
and Claesson-Welsh 2006). Des nouvelles isoformegEGF-A ont été mises en évidence
récemment et sont appelées isoformes b. Ellesreliffalans les 6 derniers acides aminés de
leur région C-terminale (Bates et al. 2002). Le \FE65b est la premiére isoforme b a avoir
été identifiee, puis d’autres ont également été&iédc (Miller-Kasprzak and Jagodzinski
2008, Perrin et al. 2005). Ces isoformes ont éfpadées pour avoir des effets anti-
angiogeniques (Konopatskaya et al. 2006, Woolagd. 004).
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= VEGF-B

Le VEGF-B a été isolé a partir d'une banque d’ADMnplémentaire issus de coeur de souris
adultes et de cellules d'un fibrosarcome humairselllie uniguement au VEGFR-1. Il est
capable de former des hétérodimeres avec le VEGHuAlie le VEGFR-2. Il est mitogéne
pour les cellules endothéliales (Olofsson et aP6)9Les souris déficientes en VEGF-B
apparaissent normales a la naissance, mais préselete anomalies dans le développement
cardiaque post-natal. La mesure du flux coronasiéite a une ischémie/reperfusion montre
que ces souris présentent des altérations danéplangse physiologique a une ischémie

cardiaque (Bellomo et al. 2000).

* Le VEGF-C

Isolé a partir de milieu de culture de cellulescdecinome de la prostate, c’est le premier
ligand caractérisé de VEGFR-3 (Lee J. et al. 19%&ule la forme mature peut se lier
également au VEGFR-2 (Joukov et al. 1997). L'arealys patron d’expression de VEGF-C
et du VEGFR-3 (Kukk et al. 1996), ainsi que I'hyplesie des vaisseaux lymphatiques
engendrée par la surexpression de VEGIR@ivo (Jeltsch et al. 1997), suggérent un réle
important de ces molécules dans le développementaleseaux lymphatiques, ainsi qu'une
forte implication dans la lymphangiogenése tumormtiela dissémination des métastases
(Pepper et al. 2003).

* Le VEGF-D

C’est le second ligand identifié de VEGFR-3. Cetdac de croissance présente de fortes
homologies structurelles et fonctionnelles ave®/lEGF-C et constitue, avec celui-ci, une

sous-classe dans la famille des VEGFs impliqués thlanégulation de la lymphangiogenese
(Achen et al. 1998). Leurs interventions au cowd'@ahgiogenese par leur capacité a induire
I'autophosphorylation de VEGFR-2 reste a établyz®/a et al. 2002, Jeltsch et al. 1997).

* Le VEGF-E

I a été cloné a partir du génome du parapoxvirug € induit spécifiquement
I'autophosphorylation de VEGFR-2 et non de VEGFRgyer et al. 1999).

» Le PIGF

Le PIGF a été isolé a partir d'une banque d’ADN ptmentaire de placenta humain, et

présente une activité mitogéne pour les celluledo#nliales (Maglione et al. 1991).
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Le geneplgf, situé sur le chromosome 14, produit quatre isoés;, PIGF-1, PIGF-2, PIGF-3
et PIGF-4. PIGF se lie a VEGFR-1, a NRP-1 et NRR«ni et al. 2002, Persico et al. 1999).
PIGF-1 et PIGF-2 sont capables de lier le VEGFRedluple ou non soluble) sous leur forme
homodimérique PIGF/PIGF ou hétérodimérique PIGF/¥EGormes qui ne sont pas
nécessairement fonctionnelles (Eriksson et al. R002a possibilité de formation
d’hétérodimeres avec le VEGF peut constituer ureanivde régulation supplémentaire de
I'activité biologigue du VEGF, en forcant la formmat du complexe de signalisation
VEGF/VEGFR-2 (De Falco et al. 2002). PIGF stimudeprrolifération, la migration et la
survie des cellules endothéliales (Adini et al. 200armeliet et al. 2001, Fischer et al. 2007,
Ziche et al. 1997). Il augmente également la pradifion des fibroblastes et des cellules de
muscle lisse (Bellik et al. 2005). Il stimule I'angenése et le recrutement de progéniteurs
myéloides (Hattori et al. 2002, Luttun et al. 20(Rafii et al. 2003). Récemment,
I'implication de PIGF dans I'artériogenes& son action sur l'activité des monocytes a été
mise en évidence (Pipp et al. 2003). ContraireraaWEGF, il n’est capable de se lier qu'au
VEGFR-1 (Park et al. 1994).

b) Les autres facteurs

Parmi les facteurs impligués dans l'angiogenese,tronve également la famille des
Fibroblast Growth Factor (FGF), Platelet-Derived®th Factor (PDGF), des Angiopoiétines
(Ang) et les Transforming Growth Fac®icTGF).

= |Les FGFs

La famille des FGFs chez les mammiféres se comgese8 membres. FGF-1 et FGF-2 (ou

bFGF pour basic Fibroblast Growth Factor) ont ukguence identique de 120 acides aminés
environ, qui leur donne la capacité de lier I'hépmarou les HSPGs. Ces HSPGs sont
indispensables pour les liaisons avec les récepteé@FRs. Les récepteurs aux FGFs
possédent une activité tyrosine kinase et sonbawbre de 4 : FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3, et
FGFR-4. Le FGF-2 est le premier facteur de croissaidentifié possédant une activité

angiogene (Ferrara 2002). Ce facteur parait impbréa cours de l'angiogenése par sa
capacité a favoriser la prolifération, la migratieh I'organisation tubulaire des cellules

endothéliales, ainsi qu’a induire I'angiogenéseiiro (Montesano et al. 1986). Il est aussi, du
moins en partie, responsable de la libération d#épses susceptibles de dégrader la
membrane basale, permettant ainsi la pénétratigncdules endothéliales vers l'espace

périvasculaire (Mignatti et al. 1991).
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= |Les PDGFs

Le PDGF fut initialement purifié a partir de plattes (Antoniades et al. 1979). Il existe 4
formes de ce facteur, codées par quatre ggmieg-6a d). Ces facteurs sont fonctionnels sous
formes dimériques (homo ou hétérodimeres), et eatsgquences proches de celle du VEGF
(Andrae et al. 2008). Les PDGFs stimulent la péodifion des cellules de muscle lisse et des
péricytes (D'Amore and Smith 1993), et augmentansthbilité de la paroi vasculaire, en
attirant et en intégrant ces cellules murales ao<vwaisseaux (Hellstrom et al. 1999, Lindahl
et al. 1997).

» Les Angiopoiétines
Les angiopoiétines tiennent un réle primordial déasgiogenese, et plus particulierement
dans la phase d'activation et dans la phase deatiatu Il existe 4 angiopoiétines (Ang-1 a
4) et 2 récepteurs (Tie-1 et Tie-2) (Gale and Yaoatos 1999, Runting et al. 1993, Sato T.
N. et al. 1993). Les récepteurs sont exprimés pz8 ctellules endothéliales et
hématopoiétiques (Sato T. N. et al. 1993). Ang4i, a été identifié comme agoniste du
récepteur Tie-2 (Davis S. et al. 1996), induitttgunosphorylation de Tie-2, ce qui déclenche
alors la phosphorylation de la protéine kinase Akbtéine reconnue pour induire la survie et
la quiescence des cellules endothéliales (FiedidrAaugustin 2006). Quant a Ang-2, il a été
décrit comme un antagoniste du récepteur Tie-gucea pour effet de bloquer la signalisation
d’Ang-1 via Tie-2, et d'induire un relachement gesctions intercellulaires (Maisonpierre et
al. 1997). Lors de la phase de maturation, l'adétla sécrétion d’Ang-2 permet le
rétablissement de la voie Ang-1/Tie-2, et ainsndiiction du resserrement des jonctions

intercellulaires et la quiescence de I'endothélfirurston et al. 2000).

» Les TGF-B

La superfamille du TGB- comprend un nombre important de facteurs de @oss
structurellement reliés. La famille des isoformesTé&F{§ comporte 5 membres, dont 3 chez
les mammiféres. TGB4 fut le premier membre de cette superfamille cl{idérynck et al.
1985), puis TGH2 (de Martin et al. 1987, Madisen et al. 1988km™in TGF$3 (ten Dijke

et al. 1988). La superfamille du TGF-régule une multitude de processus dont la
prolifération, la différenciation, la mobilité, tiaésion et la mort cellulaire. Les membres de la
famille TGF{ signalisent via un complexe hétéromérique de técep transmembranaires

de type | et de type Il & activité sérine/thréorkimase.
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Les combinaisons de récepteurs influent sur laifigiée de liaison des différents ligands (Shi
Y. and Massague 2003). L'association d'un réceptaartype Il dépourvu d’activité

sérine/thréonine kinase, comme I'endogline, au dergpde récepteurs | et |l peut favoriser
I'effet biologique du ligand. La fonction majeuret dGFf3 dans I'angiogenese concerne la

phase de maturation vasculaire (Hirschi et al. 19280 Y. et al. 1990).

c) L’hypoxie et HIF

L’hypoxie correspond a la diminution de la pressioartielle en oxygéne. La réponse
cellulaire a ce stress fait intervenir principalenle facteur de transcription HIF-1 (Hypoxia-
inducible factor-1), qui active de nombreux gemapartants pour I'adaptation et la survie
cellulaire et tissulaire. Les facteurs de trangimipHIFs sont des hétérodiméres formés d’'une
sous-unité nucléaire HIFB1 exprimée de maniére constitutive et ubiquitaéted’une sous-
unité inductiblex (Chen L. et al. 2009, Lee J. W. et al. 2004)xise trois isoformes. : HIF-

la, HIF-20 et HIF-31. HIF-1a est exprimé de facon ubiquitaire, HIk-8t HIF-3x le sont de
maniére plus restrictive (Chen L. et al. 2009).FH& et HIF-13 sont des protéines de 826 et
789 acides aminés, respectivement. Ces deux pestéaontiennent une séquence de
localisation nucléaire et un domaine bHLH (hélicaidle hélice basique). La région basique
de ce domaine est essentielle a la fixation a I'’ARNrs que la région HLH est indispensable
a la dimérisation de ces facteurs (Dunwoodie 2009fF-1loa posseéde un domaine de
dégradation dépendant de I'oxygene (ODD) permesiamrotéolyse en normoxie (voir figure
30). Le facteur de transcription HIF-1 est situéura carrefour de différentes voies de
signalisation cellulaire. Son activité est régufge un grand nombre de mécanismes et

notamment par des modifications covalentes.

= Reégulation de HIF-1 dépendante de I'hypoxie

L’activité des facteurs HIFs est majoritairemenguiée au niveau post-traductionnel.
L’expression du gene et la traduction de HbFdont constitutives. En revanche, cette
protéine est extrémement labile, et sa demi-vigeshoins de 5 minutes en normoxie (Jewell
et al. 2001).

- En condition « normoxigue xc'est-a-dire supérieur a 5%)

HIF-1a est hydroxylée sur les résidus proline 402 et p&4trois hydroxylases dépendantes
de I'oxygene (PHD1 a PHD3) possédant des actiyité®giques distinctes (Schofield and
Ratcliffe 2004). Une fois hydroxylée, HIFelest reconnue par la protéine suppresseur de
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tumeur VHL (Von Hippel Lindau), qui est un composdn complexe ubiquitine ligase E3
(lvan et al. 2001, Jaakkola et al. 2001, Kaelin Z0@ette reconnaissance va entrainer
I'ubiquitinilation d’'HIF-1a, et son adressage au protéasome pour étre dégtadpessence
d’oxygene est indispensable a l'activité des PHDeactivation de la PHD-2 est suffisante a
la stabilisation de HIFd De plus, les PHD-2 et PHD-3 sont induites en Rig®ous la
dépendance de HIF, ce qui constitue un rétrocantn@gatif de ce systéme (Bemt al.
2003). En condition de normoxie, I'acétylation ddyisine 532 de HIFlconduit également
a sa dégradation apres interaction avec la prokéile (Jeonget al. 2002). D’autres facteurs
protéigues interviennent dans le contrble de Né€étide HIF-1 en condition de normoxie
comme le Factor Inhibiting HIF-1 (FIH-1) et le gBCBP interacting transactivator ED-rich
tail 2 (CITED2) (Dunwoodie 2009).

- En condition hypoxique

Les différentes hydroxylations de Hlk-kont bloquées et son acétylation inhibée, ce qui
permet sa stabilisation et son hétérodimérisatieec aHIF-13 pour former le facteur de
transcription HIF-1 actif. Ce facteur se fixe s@s Iséquences HRE (hypoxia response
element) présentes sur les promoteurs des genles ¢Bemenza 2003). La stabilisation de
HIF-1 est détectable pour des teneurs en oxygdéeduares a 5 %, et allant jusqu’a I'anoxie.
Dans ces conditions, I'activité des PHDs diminudaction de la concentration en oxygene
qui est un de leurs substrats. En dessous de H®®ggene, ces enzymes sont inhibées par
des radicaux libres oxygénés (ROS) de typ®Jtice qui contribue au blocage efficace de
leurs activités (Brunellet al.2005; Guzyet al.2005; Mansfielcet al. 2005).

= Régulation de HIF-1 indépendante de I'hypoxie

Des stimulations cellulaires par des facteurs dessance (Feldsat al. 1999; Richarcet al.
2000), des cytokines (Hellwig-Burgel al. 1999) et des hormones (Richastial. 2000;
Gorlachet al.2001) peuvent également conduire a une inductiometactivation de HIFel
Beaucoup de ces facteurs sont augmentés pendamnbdaesse, comme I'Angiotensine Il
(Irani and Xia 2008) ou le TGB3 par exemple (Caniggia et al. 1999), et agissest aur le
développement placentaire. Contrairement aux efiletervés en hypoxie, I'activation de HIF
est alors le résultat d’'une augmentation de sauttaxh, qui est alors plus importante que sa

dégradation.
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Figure 31 : Principales étapes de vasculogenéseaegiogenése placentaire. L'age gestationnel est expé
en semaines d’aménorrhée. Schéma adapté (Kaufmanha. 2004).



Le placenta est un organe hautement vasculariséa fn de la grossesse, son réseau
vasculaire mesure environ 550 km de long et 15ngudiace (Burton and Jauniaux 1995). Le
placenta doit subvenir aux besoins métaboliquesssants du foetus tout au long de la
grossesse, ce qui impligue un développement rapigle’organe pour répondre aux
changements constants, et une certaine plastiagéulaire. La croissance placentaire est
assurée non seulement par la prolifération etfférdnciation trophoblastique, qui contribue
a augmenter I'aire syncytiale au cours de la ggssemais surtout par le développement du
réseau vasculaire qui est un acteur majeur du dgpeiment des villosités choriales. De ce
fait, la vasculogenése et I'angiogenese sont deagegsus qui ont une grande importance
pour le développement placentaire et la croissémetale, qui dépendent non seulement des
réseaux vasculaires foetaux et maternels, mais dadsugmentation du flux sanguin dans

ces deux systemes vasculaires a mesure que laigesiteance (voir figure 31).

A. Vasculogeneése placentaire

La vasculogenése placentaire se déroule entre’f& &tlle 32™ JPF environ, correspondant
a 5-7 SA, période pendant laquelle se déroule tmdtion de vaisseaux sanguins foeto-
placentaires (Demir et al. 1989, Knoth 1968). Cettecularisation placentaire est le résultat
de la formationde novode capillaires, plutdt que de I'avancée de vaisseanbryonnaires
dans le placenta. Au stade ou la vasculogenése eooen l'arbre villositaire n’est alors
formé que de villosités primaires et de villosisésondaires. Avant la formation des premiers
vaisseaux, les cellules de Hofbauer apparaissemé ti& mésenchyme, et expriment des
facteurs angiogénes, suggeérant un réle paracrisglpe dans l'initiation de la vasculogenése
(Ahmed et al. 1995). Les cellules hémangioblassgpeécurseurs des cellules endothéliales
contenus dans le mésenchyme, vont alors se ditfieran situ et former de petits ilots, puis
des cordons, juste en dessous de la couche tr@shiojple. Ces cordons vont acquérir
graduellement une lumiere, probablement par un @héne d’apoptose (Tertemiz et al.
2005), et s’'unir pour former les premiers vaissedemir et al. 1989, Dempsey 1972). Des
erythrocytes nucléés, provenant de la différermiates hémangioblastes du centre des flots
sanguins, sont alors présents dans la lumiére devaisseaux (Burton et al. 2009). Ces
nouvelles structures vasculaires vont progressinera@llonger et se connecter au plexus

vasculaire du sac vitellin, ainsi qu'aux vaisseduataux en développement, permettant
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Figure 32 : Angiogenése arborescente modérée a 8 @gauche : x 500). Vascularisation placentaire pa
marquage anti-CD34 par immunohistochimie (& droitex180) (Kaufmann et al. 2004)

Figure 33 : Angiogenése arborescente importanteZ0 SA (a gauche x 400) avec formation de boucles de
capillaires. Vascularisation placentaire par marquage anti-CD34 par immunohistochimie (a droite x500)
(Kaufmann et al. 2004).



I'établissement de la circulation feeto-placentaingre le 32" et 35™® JPF. Le cceur du foetus
commence & battre aux alentours de*l¥ SA, mais la circulation foeto-placentaire effective
ne débute qu'aux alentours de [&'7SA, car les érythrocytes nucléés imposent une fort
résistance a la circulation par leur manque de ragbilité (Jauniaux et al. 1991b). La
proportion en érythrocytes nucléés chutera rapiaerada fin du I trimestre, ce qui aura

pour effet d’abaisser la résistance circulatoirer{@n et al. 2009).

Les cellules endothéliales placentaires sont de typn fenétré, et sont relieées aux autres
cellules du vaisseau (principalement des cellulesrales et des péricytes) via des jonctions
serrées et adhérentes alors immatures, suggérantaurie plasticité et perméabilité de ces
vaisseaux sanguins (Heinrich et al. 1976, Jones-ardL991, Leach et al. 2002). A 6 SA, les
capillaires placentaires se situent préférentiedieinen périphérie de la villosité (a proximité
de la couche de trophoblastes), avec quelqueseaaissun peu plus gros au centre du

mésenchyme (Burton et al. 2009).

B. L'angiogenése placentaire

Le systeme vasculaire placentaire subit d'impostarédmodelages tout au long de la
grossesse. Du®l au début du %" trimestre, les capillaires placentaires augmentent
progressivement en nombre, volume et surface (dawret al. 1991a, te Velde et al. 1997).
L'allongement des capillaires augmente fortement @entours de la 27° SA, provoquant
une augmentation exponentielle de la longueurdatak capillaires jusqu’au terme (Mayhew
2002). L'étape d'angiogenése, qui se déroule airpdut 32™ JPF jusqu’a la fin de la
grossesse, est cruciale pour la survie embryonmereses actions sur le développement
vasculaire placentaire, et I'établissement de tautation foeto-maternelle. Elle peut étre

divisée en trois étapes qui se superposent ddem|es.

a) Du 32°™ JPF ala 27°™ SA

La formation du réseau capillaire se fait prinogmaént par angiogenese arborescente
(angiogenése avec branchements) (voir figure 3]l Busqu’aux alentours de 1a°TESA, la
croissance vasculaire se fait davantage par élmmgdé vaisseaux préexistants (angiogenése
non arborescente) que par bourgeonnement (voirefi§ b et figure 32), ce qui conduit a
une vascularisation moyennement développée. Aetfarmesure que la grossesse avance et

que le diametre de la villosité augmente, I'angiage arborescente est stimulée, et le réseau
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Figure 34 : Angiogenése sans branchement a termeeavallongement des capillaires (a gauche x 700).
Vascularisation placentaire par marquage anti-CD34par immunohistochimie (a droite x180) (Kaufmann
et al. 2004).



vasculaire se développe plus intensément (vairéi@l c et figure 33), principalement sous
la surface trophoblastique.

b) De la 17°™ & la 34°™ SA
Les villosités intermédiaires immatures centralamtvalors se transformer en tronc

villositaire par la régression du réseau capillpgephérique, la différentiation en artérioles et

en veinules des capillaires centraux et la fornmadie vaisseaux souches centraux.

c) De la 27°™ SA au terme

Une fois la viabilité du foetus atteinte aux envirate la 27" SA, un changement dans le
développement des villosités placentaires appaPait. une angiogenese non arborescente
(angiogenese sans branchement), les villosités moggmateuses se transforment enfin en
villosités intermédiaires matures, ou la croissades capillaires excede la croissance des
villosités elles-mémes (voir figure 34). Ces bosckde capillaires, qui se développent
latéralement, apportent le sang fcetal encore phss qe I'espace intervilleux pour former les
villosités terminales. Elles apparaissent expoe#athent pendant le troisieme trimestre de la
grossesse (Kingdom J. et al. 2000). Cette angi@genen arborescente se déroule dans un

milieu normoxique.

Dans une certaine mesure, la morphologie des iémseflete les processus d’angiogenese.
Au premier trimestre, les villosités intermédiaimsnatures ont un calibre large, une couche
épaisse de trophoblastes et un réseau complexeapikbaices qui entoure les vaisseaux
centraux. Par contre, au troisieme trimestre, tteetires villositaires sont allongées avec une
couche trophoblastique mince et un réseau étroitbalécles de capillaires. La couche
trophoblastique est plastique, et s’adapte auxgdgraents du réseau vasculaire tout au long

de la grossesse.
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La régulation moléculaire de la vasculogenése etatmiogenése placentaire dépend de
nombreux facteurs aux repéres spatio-temporels [méais. Les principaux régulateurs de
I'angiogenese placentaire connus a ce jour SOMBEF-A, les PIGFs, les angiopoiétines,
I'hypoxie et I'CG (Valdes and Corthorn 2011).

A. Les facteurs de croissance

Un certain nombre de facteurs de croissance anggsgeont produits et localisés dans le
placenta humain, avec entre autres les FGFs (Reetaal. 1994, Muhlhauser et al. 1996,
Shams and Ahmed 1994), les PIGFs (Khaliq et al6,19®iorela et al. 1997), et le VEGF-A,
qui a été le facteur le mieux étudié jusqu'a awjdwi (Ahmed et al. 2000, Sharkey et al.
1993, Shore et al. 1997, Vuorela et al. 1997, Wdreed al. 1995). Leurs récepteurs ont été

également localisés dans le placenta humain.

= VEGF-A
Plusieurs études ont démontré que VEGF-A et lemptéars VEGFR-1, VEGFR-2 étaient les

facteurs de croissance angiogenes clefs dans heltioms physiologiques et pathologiques
de la placentation (Ahmed et al. 1995, Ahmed e2@00, Clark et al. 1996, Muhlhauser et al.
1995, Shore et al. 1997). Ce facteur de croissagste exprimé fortement dans les
trophoblastes pendant les premiéres semaines dsegge. Il peut étre détecté dans la
circulation maternelle & partir de I8™8SA, augmentant vers un pic & la fin dii ttimestre
(Evans P. W. et al. 1998). VEGF-A est considérémente facteur le plus important pour la
différenciation des cellules mésenchymateuses erahgioblastes (Burton et al. 2009). Les
souris invalidées pour VEGF-A ou VEGFR-2 ne peuvpas initier la vasculogenése
(Carmeliet et al. 1996, Ferrara et al. 1996, Shaddlal. 1995). Une signalisation paracrine du
VEGF-A pourrait de ce fait expliquer la proximitégdilots hémangioblastiques de la couche
trophoblastique. Plus tard dans la grossesse, smmession est retrouvée dans les
trophoblastes villeux et extravilleux, les cellubs muscle lisse, les cellules de Hofbauer, et
les cellules endothéliales foetales, suggérant ég@ation autocrine de I'angiogenése (Clark
et al. 1998, Jackson et al. 1994, Vuorela et aB7L9L’expression de VEGF par les
trophoblastes semble diminuer a mesure que la egessavance (Cooper et al. 1996,
Kingdom J. et al. 2000).
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La transcription du VEGF est induite par I'hypoxia le facteur HIF-1, facteur exprimé par
le placenta humain et en particulier par les trdydstes extravilleux (Caniggia et al. 2000).
Des étudesn vitro ont montré que les trophoblastes augmentaientdécrétion de VEGF,
alors gu’ils diminuaient leur sécrétion en PIGF saondition hypoxique (Lash et al. 2002,
Trollmann et al. 2003). Via son récepteur VEGFRYEGF-A induit une prolifération de
cellules endothéliales alors que via VEGFR-1,iihate la formation de tubes endothéliaux
(Breier 2000). De ces deux processus résulte kayggiese arborescente (avec branchements).
Il est considéré a ce jour comme le facteur le phaportant contrdlant I'angiogenese
placentaire pendant le®ltrimestre de grossesse (Torry et al. 2004). Définladu 2™
trimestre, il se produit une diminution de la séoré de VEGF et, parallélement, une
augmentation de la production de PIGF dans le tblaiste villeux et extravilleux (Khaliq et
al. 1996).

= PIGF

Il est exprimé majoritairement par les trophoblastdleux et extravilleux (Clark et al. 1998),
dans le mésenchyme (Khalig et al. 1999) et eseptéans les cellules endothéliales foetales,
suggérant une régulation autocrine de I'angiogefiéserela et al. 1997). PIGF et VEGFR-1
augmentent jusqu'al”®trimestre de grossesse (Kaufmann et al. 19853 ajoe VEGF-A et
VEGFR-2 sont présents principalement pendant leetiers trimestres (Khalig et al. 1999,
Kingdom J. et al. 2000). Il existe également undedPIGF circulant détectable entre les 28-
32MSSA (Chappell et al. 2002, Torry et al. 1998). lémrétion de PIGF est stimulée par
I'oxygene. Il se lie uniguement sur le VEGFR-1,gee suggere que ce facteur serait impliqué
davantage dans l'angiogenése que dans la vascegeMais I'implication de PIGF et
VEGFR-1 dans la mobilisation dans les précursendothéliaux mésenchymateux (Li B. et
al. 2006a) suggeére qu'ils participeraient quand méana vasculogenese. Des donrigagvo
montrent que PIGF peut stimuler la formation dessmaux a des niveaux comparables a ceux
de VEGF-A (Ziche et al. 1997). VEGFR-1/R-2 sont riéc comme impliqués dans
I'angiogenése arborescente alors que PIGF/VEGFBrdient impliqués dans I'angiogenéese
sans branchement (pour revue : (Ahmed et al. 20@Bite modification graduelle de la
balance entre VEGF et PIGF pourrait expliquer lengement de I'angiogenese arborescente
a une angiogenése non-arborescente, qui mene ainfation de villosités terminales et a
I'inhibition de I'expansion globale de I'arbre cHaire (Kingdom J. et al. 2000, Kurz et al.
1998) (Cao et al. 1996). PIGF peut médier, au meimpartie, ses activités angiogénes par la

formation d’hétérodiméres avec VEGF (Cao et al.6)99
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Il est intéressant de noter que I'hypoxie augméaigression de VEGF, alors qu’elle inhibe
celle du PIGF (0 ou 1% d’pour I'hypoxie en comparaison a 20 ou 40% H'@Ghmed et al.
2000, Khaliq et al. 1999).

» Les angiopoiétines

Ang-1 est exprimée par les trophoblastes et Idaleslendothéliales feetales, alors qu’Ang-2
est localisée fortement dans les syncytiotrophtddaset plus modérément dans les
cytotrophoblastes, les cellules endothéliales festat les cellules de Hofbauer (Geva et al.
2002, Seval et al. 2008). Ang-2 est considérée o®num marqueur de l'angiogenése
placentaire et a été récemment décrite comme étsagriificativement associée au
développement anormal du placenta (Baschat e020)21l a été rapporté que I'’hypoxie et le
VEGF-A augmentaient I'expression en ARNm d’Ang-Zpra que I'hypoxie diminuait la
stabilité de TARNm d’Ang-1 (Charnock-Jones 2002amdiriota and Pepper 1998, Oh et al.
1999, Zhang et al. 2001), ce qui suggere que lesgion des angiopoiétines puisse étre
modulée au cours de la grossesse. Tie-1 est exfomeinent dans la coque trophoblastique
et les cellules endothéliales foetales, et Tie-2sd@s cytotrophoblastes et les cellules
endothéliales foetales (Seval et al. 2008). La fexjgression des angiopoiétines et de leurs
récepteurs dans le placenta humain suggere uneipation active de ces facteurs dans les
processus d’angiogenese placentaire. Des étudespplussées permettront de déterminer
leurs fonctions précises dans ces processus pbggjaes, et dans les pathologies de la

grossesse.

B. L’hypoxie

De nombreux facteurs de croissance sont réguléfapasncentration locale placentaire en
oxygene, comme le VEGF-A ou le PIGF par exemple.il@st bien établi que la pression en
oxygéne change dans I'espace intervilleux au cdersa grossesse (Jauniaux et al. 2001,
Rodesch et al. 1992, Soothill et al. 1986). Entefee pQ de I'espace intervilleux d’'une
grossesse antérieure a 10 SA est inférieure a 2Agnsupérieure a 50 mmHg aprés 14 SA,
de 60 mmHg environ a 18 SA, et baisse graduellequstiu’au terme pour atteindre 45
mmHg. Ces modifications de la concentration en érggde I'espace intervilleux sont tres
importantes pour le remodelage des artéres spiralegernelles. En effet, il est établi que
I'hypoxie augmente la prolifération trophoblastiqualors que la normoxie inhibe la
prolifération, et induit la migration des trophodties (Genbacev et al. 1997). Concernant les

mécanismes de I'angiogenése placentaire, cetee dogmentation de la p@ 14 semaines ne
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correspond pas pour autant a une chute drastiquide de facteurs angiogenes placentaires
régulés par I'hypoxie, suggérant I'existence d'asitrégulateurs de leur expression que
'oxygene et le stress oxydatif. Ces données seggé¥galement que la notion d’hypoxie
nécessiterait probablement une définition plus foresqu’elle est appliquée au placenta. En
effet, des tissus placentaires du premier et detrimmestre répondent différemment in vitro
aux altérations de la p@Zhang et al. 2001).

C. Les hormones

Un certain nombre d’hormones sont aussi nécesgainessle déroulement de I'angiogenese
placentaire. Le syncytiotrophoblaste, qui est emtaxi direct avec la circulation maternelle
dans l'espace intervilleux, sécréte de nombreusesidnes pendant la grossesse, comme
I'hCG (human Chorionic Gonadotropin), I'hnPL (hum@Alacental Lactogen) ou I'hnCS (human
Chorionic Somatomammotropic hormone). En plus der I&le spécifique, certaines
participent directement et indirectement a l'angiogse placentaire. En revanche, leurs

mécanismes d’action sont loin d’étre encore totalenélucidés.

= L'hCG
L’hCG est une hormone glycoprotéique produite awrsae la grossesse par le trophoblaste,
et en particulier par la couche syncytiotropholidast (Pierce and Parsons 1981). Plusieurs
données de la littérature s’accordent aujourd’hoirpattribuer a 'hCG un nouveau réle
angiogene dans la placentation. En effet, 'ThC@usle la prolifération, agit en synergie avec
le VEGF-A dans son effet anti-apoptotique, et stenl@ bourgeonnement vitro des cellules
endothéliales microvasculaires placentaires, leE GHPHuman Placental Endothelial Cell)
(Herr et al. 2007). Elle a également été décritmroe facteur stimulant I'angiogenése des
cellules endothéliales microvasculaires utérineggf@unt et al. 2002) ou des cellules
endothéliales macrovasculaires ombilicales, les HO\(Human Umbilical Vein Endothelial
Cells) (Berndt et al. 2006). De plus, I'nCG agiakgment sur I'angiogenése par son action sur
le VEGF. En effet, elle augmente I'expression duGFEdans le corps jaune de I'ovaire
(Sugino et al. 2000) et serait impliguée dans iaggnese lutéale (Kashida et al. 2001).
L’hCG agit également sur I'angiogenése placentaéreson action inductrice de la production
de VEGF par les trophoblastes (Islami et al. 2003).

42



a-subunit, 92 amino acids

a1la-pro-asp-vaI-gIn-asp-cys—pro-glu-cys-thr-Ieu-gIn-qu-asp-pro-phe-phe-ser-gln-pro-gly-ala-pro-iIe-leu-gln-cys-met-gly-
N

%y15-cys-phe-ser-arg-ala-tyr-pro-thr-pro-Ieu-arg-ser-Iys-Iys-thr-met-Ieu-val-gIn-Iys-a;g-val-thr-ser-glu-ser-thr-cys-cys-

val-ala-lys-ser-tyr-asn-arg-val-thr-val-met-gly-gly-phe-lys-val-glu-asn-his-thr-ala-cys-his-cys-ser-thr-cys-tyr-tyr-his-lys-ser

61 78 92

B-subunit, 145 amino acids

N N
ser-lys-glu-pro-leu-arg-pro-arg-cys-arg-pro-ile-asn-ala-thr-leu-ala-val-glu-lys-glu-gly-cys-pro-val-cys-ile-thr-val-asn-
1 13 30
thr-thr-ile-cys-ala-gly-tyr-cys-pro-thr-met-thr-arg-val-leu-gln-gly-val-leu-pro-ala-leu-pro-gin-val-val-cys-asn-tyr-arg-
31

asp-val-arg-phe-glu-ser-ile-arg-leu-pro-gly-cys-pro-arg-gly-val-asn-pro-val-val-ser-tyr-ala-val-ala-leu-ser-cys-gln-cys-
61
ala-leu-cys-arg-arg-ser-thr-thr-asp-cys-gly-gly-pro-lys-asp-his-pro-leu-thr-cys-asp-asp-pro-arg-phe-gln-asp-

(0] (0] (0]
ser-ser-ser-ser-lys-ala-pro-pro-pro-ser-leu-pro-ser-pro-ser-arg-leu-pro-gly-pro-ser-asp-thr-pro-ile-leu-pro-gin
118 121 127 132 138 145

Figure 35 : Séquence en acides aminés des sousésutet p de 'hCG (Cole 2009a)
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Figure 36 : Sécrétion plasmatique de I'hCG durantd grossesse normale. Schéma adapté de (Scholler and
coll. 1980)



[1l. Hormone chorionique Gonadotrope humaine (hCGQG)

En plus de son effet sur I'angiogenese placentegte hormone tient un réle majeur dans la
grossesse humaine. Elle appartient a la famille lbesnones glycoprotéiques qui inclut
I'normone lutéinisante (LH), I'hormone folliculokstulante (FSH), et 'hormone thyréotrope
(TSH). Ces hormones sont composées de deux sotés unine alphaoj et une betafy,
unies par liaison non-covalente. L'unité est commune a toutes les hormones
glycoprotéiques, alors que la sous-untéconfére la spécificité hormonale (Pierce and
Parsons 1981, Stockell Hartree and Renwick 1992).

L’hCG est un hétérodimere, avec une sous-unitientique a celle de la LH, de la FSH, et de
la TSH. Sa sous-unit@ lui est propre et lui confere sa spécificité. ldesix sous unités-
hCG etB-hCG, synthétisées séparément, sont unies parais@n non-covalente (Lapthorn et
al. 1994).

A. Structure des genes

Un seul géne sur le chromosome 6 code pour la soitsse. (Fiddes and Goodman 1979), et
six géenes codent pour la sous-utfitée I'nCG sur le chromosome 19, dont deux sonfsaeti
sont probablement nécessaires a la forte produckorette hormone durant la grossesse
(Talmadge et al. 1983).

B. Structure de la protéine

L’'hCG est composée de 237 acides aminés d'une mmas$&culaire de 36 kDa. Elle
comprend une sous-uniféde 145 acides aminés, et une sous-unitle 92 acides aminés
(voir figure 35). La demi-vie de dissociation deséers en sous-unitaset est de 700 = 78
heures a 37°C (Cole et al. 1993). La demi-vie H€G, qui est de 24 heures environ, est

considérée comme plutét longue (Cunningham FG. &1943).

La sécrétion de 'hCG débute avant la nidationjetient détectable entre [E™ et le ™
JPF (voir figure 36). Dés le retard des reglegsag®entration sanguine maternelle atteint 0,1
U.l./mL et son taux augmente jusqu’a FA"BSA environ, pour atteindre 100 U.l./mL, puis
baisse jusqu’a la £8%20°™SA, pour se maintenir en plateau aux environs d2aL0.1./mL
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jusqu’a I'accouchement. La concentration de I'h@@avient non détectable environ 14 jours
(de 3 a 30 jours) apres I'accouchement (voir figd®& Il existe une assez grande variabilité
dans la concentration de 'hCG dans la circulatiaternelle entre les différents sujets, ainsi
que des variations circadiennes, bien qu'aucumgtbulsatile circadien n’ait pu étre mis en

évidence a ce jour.

Le placenta est la premiére source d’'hCG chez namfe enceinte (Hussa 1980). Apres
l'implantation, 'hCG est produite principalemenarples trophoblastes (Handschuh et al.
2007a, Hoshina et al. 1985, Kliman et al. 1986, Mugnd Boime 1997) et majoritairement
par le syncytiotrophoblaste. Des études plus pessser la sécrétion de I'hCG ont rapporté
I'existence de protrusions de différentes taillefoemes a la surface de la couche syncytiale
avec des granules contenant de 'hCG, particulierdrau sein de placentas de 7 SA environ
(Yoshida 2005). Ces activités hypersécrétricesiegrantrecoupées de périodes de repos,
pendant lesquelles la concentration en hCG esttemie grace a sa demi-vie considérée
comme plutét longue. L’hypersécrétion exacerbée plasentas de 6-7 SA participerait
activement au pic d’hCG observé vers 8 SA, compdraasi la faible masse trophoblastique
des placentas de ces ages gestationnels (Yoshid. 2@ baisse des niveaux de 'hCG dans
la deuxiéme moitié de la grossesse reste encdueidér. Cependant, la diminution de 'hCG
a lieu au méme moment de l'augmentation de la mtoolu de stéroides (progestérone et
cestradiol) vers la £8° SA par le placenta (Islami et al. 2003). La prdituc d’hCG est
régulée par différentes molécules, dont la GnRId, Hermones stéroides (les cestrogénes
stimulent la sécrétion de GnRH et la progestérnieitbe), les cytokines, la leptine (Islami et
al. 2003), I'inhibine (via la suppression de GnR#d)d’'autres facteurs de croissance comme
'EGF (epidermal growth factor) par exemple. A oarj} le dosage de I'hCG reste I'indicateur
majeur du bon déroulement de la grossesse. En éffietaux anormaux peuvent indiquer une
grossesse anormale (ectopique, multiple, tumephtblastique, foetus anormal, avortement
spontané (fausse couche), morutero...). Une concentration inférieure a la normalesdan
le sérum maternel peut étre la conséquence d’'umsftasomique 18 (syndrome d’Edward),
tandis qu’'une concentration supérieure a la normalat étre le reflet d’une trisomie 21
(syndrome de Down) ou d’'une méle hydatiforme. Larahce de I’hormone se fait par le rein
majoritairement, d’ou la présence de 'hormone dame, et par le foie. Seule 21,7% de
I'nCG circulante est excrétée par I'urine (Nisutaak 1989), le reste agit sur différents tissus

ou est dégradé.
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= hCG chez 'homme et la femme non enceinte

L’hCG est également sécrétée en faibles quantéeshypophyse chez I'homme et la femme
non enceinte. Le dosage de 'hCG chez 'lhommenrdétieur a 8-10 mlU/mL, se situe entre
10 et 15 mIU/mL chez une femme non enceinte, eirddtieure a 15 miU/mL chez une
femme ménopausée. Il arrive a l'occasion que cetatumeurs, notamment les carcinomes
testiculaires, sécrétent des sous-unitdibres ou des fragments immunoréactifs de la
molécule, d’ou I'intérét du dosage de cette hormamez les hommes en tant que marqueur
tumoral. La concentration de 'hCG (souvent dessamitéslibres) corréle alors avec le
volume de la tumeur et le pronostic de la maladéedosage de 'hCG est alors surtout utile

dans le suivi du traitement, et de la progresssfadnaladie.

L'hCG joue un réle capital dans le maintien dertssgesse. Le rble de cette hormone serait de
maintenir la production de progestérone par le £gapne en début de grossesse jusqu’a ce
que le placenta soit assez volumineux pour preledreais & partir de 1857 SA environ (Eta

et al. 1994, Shi Q. J. et al. 1993, Toth et al. 499 'hormone stimulerait aussi le
développement des gonades chez le fcetus, et Inésgntdes androgénes par les testicules
foetaux (Huhtaniemi I. and Pelliniemi 1992, Huhtamié. T. et al. 1977). En effet, 'hCG est
présente dans la circulation foetale, ou son tauragimal lors du pic plasmatique maternel
(Huhtaniemi I. T. et al. 1977, Licht et al. 200B)en que les taux foetaux et maternels aient
des profils similaires, 'hCG feetal atteint au py8 U.l1./ml environ, soit 3% des taux d'hCG
maternels (Clements et al. 1976). Cette différesiegplique par la présence de la barriere
placentaire, qui empéche le sang foetal et matelfégk en contact direct. Un excés d’'hCG
est tératogeéne pour les gonades foetales (Matzalk 2003, Takasugi et al. 1985). Mais elle a
aussi un effet anti-gonadotrope puisqu’elle inHdbeécrétion de la LH et de la FSH. L’'hCG
est stéroidogéne, puisqu’elle favorise la sécrédmmprogestérone du corps jaune, mais aussi
parce qu’elle stimule la sécrétion des stéroideggdeades foetales. Hormis la stéroidogénese,
I'hCG joue un réle dans 'augmentation de la fometthyroidienne du début de la grossesse,
avec une diminution de la TSH, et dans la suppegsartielle des réactions immunitaires. Sa
principale fonction au sein du placenta serait diiction de la différenciation des
cytotrophoblastes en syncytiotrophoblastes (Croateal. 1994, Shi Q. J. et al. 1993). La
régulation de la synthese et de la sécrétion d’'e€t&ssurée par une GnRH trophoblastique.
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Gesfation age (weeks since N Median Total hCG HOG-H (% mole/mole)

last menses) (milml) mean + SD
A, Serum samples
J-weeks-3-weeks 6-days n=12 12 90 = 11%
4 weeks—4 weeks 6-days n=33 72 54 +27%
5 weeks-5-weeks 6-days n=25 521 42 + 27%
G-weeks-6-weeks 6-days n=16 1879 29 + 38%
7 weeks-7 weeks 6-days n=22 16,049 16 + 13%
8 weeks-8 weeks 6-days n=33 47641 7.0+ 54%
9 weeks-9 weeks 6-days n=7 64,150 51 +4.4%
10 weeks-10 weeks 6-days n =8 102,750 43 +3.1%
11 weeks-13-weeks 6- n=21 95650 23 +1.5%
days
14 weeks-17 weeks 6-days n =57 32275 13 = 0.61%
18 weeks-26-weeks 6- n=62 21250 0.65 + 0.60%
days
27 weeks-40 weeks 6-days n =49 21,025 0.36 + 0.16%
B. Urine samples
J-weeks-3-weeks 6-days n=80 13{1.1X) 83 = 92%
4 weeks-4 weeks 6-days n=062 139{1.9X) 72 + 51%
5 weeks-5-weeks 6-days n=62 902 (1.7X) 38 + 46%
B-weeks-6-weeks 6-days n=62 2730(1.5X) 22 +25%
7 weeks-7 weeks 6-days n =062 7500 (046X) 15 + 13%
B weeks-8 weeks 6-days n =50 16,650 (0.34X) 13 + 10%

9 weeks-9 weeks 6-days n=47 50458 (0.78X) 8.2 + 8.5%
10 weeks-10 weeks 6-days n =23 81,625 (0.79X) 50+60%
11 weeks-13-weeks G- n=128 19,130 (0.20X) 42 + 3.8%

days
14 weelks-17 weeks 6-days n = 124 6367 (0.20X) 3.0+358%
18 weeks-26-weeks 6- n=39 4337 (020X) 14+13%
days
27 weeks-40 weeks 6-days n =50 5224 (0.25X) 16 +£23%

Figure 37 : Production d'hCG-H au cours de la grosssse (sang et urine). D’aprés (Cole 2010).



Entre 1985 et 1997, une hCG différente de 'hCGmade a été rapportée. Cette hCG est
produite dans les maladies trophoblastiques olvdsion est dérégulée, comme dans le
choriocarcinome (Cole et al. 1985, Cole 1987, Hlliet al. 1997). Il s'agit de 'hCG
hyperglycosylée (hCG-H), ou les sous-uniéést B sont toutes les deux hyperglycosylées. Il
n'existe aucune différence entre 'hCG et 'hCG-id doint de vue de leur séquence
peptidigue. L'hCG hyperglycosylée est prédomingmgadant la période d’implantation, ou
elle représente environ 85% de I'hCG urinaire dast£80% de I'nhCG circulante, puis elle
décroit rapidement dans les semaines qui suiviempl&ntation, représentant moins de 2% au
second et troisieme trimestre de grossesse (\girdi37) (Cole et al. 2003, Kovalevskaya et
al. 2002a). Alors que la demi-vie de dissociatiaes dliméres en sous-unités de I'hCG
normale est de 700 + 78 heures a 37°C (Cole ét98I3), celle de I'hCG-H est plus courte,
avec environ 140 heures a 37°C (Cole et al. 198l¢. est synthétisée fortement par les
trophoblastes extravilleux endovasculaires, et damge moindre mesure par les
cytotrophoblastes villeux et les trophoblastes amslileux invasifs (Guibourdenche et al.
2010). L'hCG-H stimule I'mplantation du blastocgstinduit la prolifération et I'invasion
trophoblastique (Cole et al. 2003, Cole et al. 20060le et al. 2006b, Handschuh et al.
2007b, Sasaki et al. 2008). Les taux circulantC&k refleteraient donc le succés de
I'invasion trophoblastique du®ltrimestre, et pourrait étre de ce fait un bon maug de ce

processus.

Le récepteur de I'hCG, qui est aussi celui de |g appartient & la famille des récepteurs a
sept domaines transmembranaires couplés aux pest€irou RCPG (McFarland et al. 1989).
L’hCG aurait un effet plus « puissant » que la Liag a son affinité plus haute pour le
récepteur, ainsi que par sa demi-vie plus longwhian and Rao 2009, Rao C. V. 1979). Le
gene qui code pour le LH/CGR, d’environ 70kb, estalisé sur le chromosome 2p21 et
contient 10 introns et 11 exons (Koo et al. 199dbudseau-Merck et al. 1990). Les 10
premiers exons correspondent au domaine extraaedublors que le £1°exon encode une

petite partie du domaine extracellulaire, la rédgi@amsmembranaire, et la partie C-terminale
intracellulaire. L'épissage alternatif de ce gemedpit au moins six ARNm différents, di a

différents sites d'initiation de la transcriptioantenus dans une région d'1 kb situé en amont
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du I exon (Atger et al. 1995). Ces différents ARNm audaour des protéines tronquées
capables de lier ’'hormone, mais incapables desinattre le signal (Banerjee et al. 2005,
Bukovsky et al. 2003, Madhra et al. 2004, Nakanatral. 2004, Pidoux et al. 2007a). Le
LH/CGR est présent dans tout le systeme reprodudéeninin comme l'utérus (Zuo et al.
1994), le placenta (Reshef et al. 1990), le cowtobilical (Rao C. V. et al. 1993), et I'ovaire
(Minegishi et al. 1990). Dans les trophoblastdsCG se lie & son récepteur, qui se lie alors a
la protéine Gs, et de ce fait induit la stimulatiale I'Adénylyl Cyclase (AC) et
'augmentation de 'AMP cyclique intracellulaire $8oli et al. 2002). Dans le placenta, le
récepteur de 'hCG est exprimé principalement dasssyncytiotrophoblastes, et faiblement
dans les cytotrophoblastes villeux (Jauniaux e2@D0a, Shi Q. J. et al. 1993) ainsi que dans
les cellules de Hofbauer (Jauniaux et al. 2000&setellules endothéliales (Herr et al. 2007,
Jauniaux et al. 2000a). D’autres données de Exditire rapportent une expression majeure
du LH/CGR dans les cytotrophoblastes villeux, eheare dans les syncytiotrophoblastes
(Pidoux et al. 2007a, Pidoux et al. 2007b) (voiPkrtie « Résultats-publication n°2 » pour
plus de détails). Les LH/CGR sont également présdanhs les trophoblastes extravilleux
(Handschuh et al. 2007b, Tao et al. 1995). Récemnadexs variants solubles de LH/CGR
excrétés par certaines microvésicules placentainé£té mis en évidence (Chambers et al.
2011), complexifiant encore davantage la comprébendes régulations entre I'hCG et le
LH/CGR.

Depuis de nombreuses années, les applications declerche sur 'hCG ont mené a
I'élaboration et a 'amélioration des méthodes @¢edtion de cette hormone par des tests
urinaires ou sanguins. Les résultats de ces testspsirticulierement difficiles a interpréter,
car il existe une grande variabilité dans les tanter-individuels circulants pour cette
hormone, ainsi que dans la nature des formes dé{Cole 2009a, Rahman and Rao 2009),
ce qui conduit parfois a l'apparition de faux-psibu de faux-négatifs. Ces tests ont de
multiples utilisations dans le domaine de la repobidn, avec entre autres, des applications
pour la détection des grossesses intra-utérines,gdessesses ectopiques, ou encore des
fausses couches (Davies et al. 2003). En plus da®e dans la détection des grossesses
physiologiques et pathologiques, 'hCG a été tesligeuis quelques années dans plusieurs
études comme un traitement possible dans le dondairi@ reproduction assistée. En effet, il

a été montré que I'administration d’hCG chez deteptes engendrait une augmentation
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significative dans les taux d'implantation apresofédation in vitro (FIV), probablement via
une action de I'hormone sur la réceptivité endoimlétret sur 'augmentation de la fenétre
implantatoire (Filicori et al. 2005, Fujimoto et 2002, Tesarik et al. 2003). De plus, 'hCG a
eégalement été rapportée pour son effet positifiesumaintien de la grossesse. En effet, une
seule injection d’'hCG a été décrite comme diminusighificativement l'incidence des
fausses couches précoces spontannées et récurf@athset al. 2001). Ceci serait dd en
partie & son action relaxante et vasodilatatricelest arteres utérines, augmentant ainsi la
perfusion utéro-placentaire (Toth et al. 2001).A@ possede également des effets positifs
sur le maintien plus tardif de la grossesse, aescpdopriétés inhibitrices sur les contractions
utérines (Belmonte et al. 2005, Phillips et al. 208lattery et al. 2001). Son action sur la
prévention de la prématurité a été montrée chepuais (Kurtzman et al. 1999, Kurtzman et
al. 2001) et chez la femme (Than et al. 2003). $&enble de ces données laisse entrevoir des
bénéfices thérapeutiques potentiels énormes pdte hermone. L'utilisation de cohortes
plus grandes permettra peut étre prochainementférmoer ces résultats et d'utiliser 'hCG
comme un outil thérapeutique en routine dans leaioende la procréation (Cole 2009a,
Rahman and Rao 2009, Rao C. V. and Lei 2007).
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V. Les Prokinéticines

Les prokinéticines sont deux protéines, PROK1 etORR récemment identifiées et

possédant diverses fonctions dans I'organisme.

A. Découverte des prokinéticines

Les prokinéticines sont une nouvelle famille de t@res sécrétées comportant deux
membres : prokinéticine-1 (PROK1) et prokinéticlhePROK2). En 1980, Joubert et
Strydom décrivent une petite protéine non toxigaesdle venin du serpemamba noir
(Dendroaspis polylep)s appelée alors VPRA pour Venom Protein A (Joubed Taljaard
1980). En 1999, I'étude fonctionnelle de cette @re montre qu’elle stimule la contraction
de l'iléon chez le cochon d’inde, et est alors naarMIT-1 pour Mamba Intestinal Toxin 1
(Schweitz et al. 1990, Schweitz et al. 1999). Lanménnée, une petite protéine riche en
cystéines a été isolée des sécrétions de peaugierauilleBombina variegataet nommée
Bv8 pour son origine et son poids moléculaire déa. L’effet de ce peptide sur I'appareil
gastro-intestinal de rongeurs induit des contrastide l'iléon chez le cochon d’inde, le rat et
la souris ; relaxe le colon chez le rat ; et indmie hyperalgéstdchez les rats (Mollay et al.
1999). Bv8, qui est I'homologue de MIT1 chez larguille (Schweitz et al. 1999), présente
une séquence protéique tres proche et possederd@séfes contractiles similaires. Les
séquences d’ADN codant pour MIT1 et Bv8 ont étbsdtes comme sondes pour la recherche
d’homologues dans la base de données du génomerhuema2001, deux orthologues de
MIT-1 et Bv8 chez 'homme ont été identifiés. Dit fde leur capacité a induire la contraction
de liléon du cochon d’inde, ils ont été nommégessivement prokineticine-1 (PROK1), et
prokineticine-2 (PROK2) (Li M. et al. 2001, WecHssiger et al. 1999). En parallele,
I'équipe de Ferrara publia en 2001 l'identificatidlun facteur de croissance spécifique des
glandes endocrines, aux effets similaires a ceu¥E@GF, et le nomma de ce fait EG-VEGF
pour Endocrine Gland-derived Vascular Endotheliabv@h Factor(LeCouter et al. 2001)
Malgré des similarités d’action et de mécanismesaidrdle entre VEGF et EG-VEGF, ces
deux facteurs n'ont aucune homologie de structuedignement des séquences de PROK1 et
d’EG-VEGF a permis de conclure qu'il s’agissaitréalité de la méme protéine.

13 augmentation de la sensibilité & la douleur
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Figure 38 : Structure des geneprokrl et prokr2

H1 AVITGACERDVQCGAGTCCATSLWLRGLRMCTPL GREGEECHPGSHKVEPFFR-KRKHHTCPCLPNLLC SRFPDGRYRCSMDLENINF 86
R1 AVITGACERDVQCGAGTCCATSLWLRGLRLCTPL GREGEECHPGSHKIPFFR-KRQHHTCPCSPSLLC SRFPDGRYRCSQDLKNVNE 86
M1 AVITGACERDIQCGAGTCCAISLWLRGLRLCTPL GREGEECHPGSHKIPFLR-KRQHHTCPCSPSLLC SRFPDGRYRCFRDLKNANF 86
Mam  AVITGACERDLQCCKGTCCAVSLWIKSVRVCTPV GTSGEDCHPASHKIPFSGQRKMHHTCPCAPNLAC VQTSPKKFKCLSK 80
Bom AVITGACDKDVQCGSGTCCAASAWSRNIRFCIPL GNSGEDCHPASHKVPYDG-KRLSSLCPCKSGLTC SKSGE-KFKCS 77
F1 AVITGACERDVQCCLGLCCAVSLWLRCLRMCAPR GLEGDECHEFSHKVPYPG-KRQHHTCPCLPHLVC TRDRDSKYRCTDDFKNVDLYEVGQTLR 94
H2 AVITGACDKDSQCGGGMCCAVSTWVKSTRICTPM GKIL,GDSCHPLTRKVPFFG-RRMHHTCPCLPGLAC LRTSFNRFICLAQK 81
M2 AVITGACDKDSQCGGGMCCAVSTWVKSTRICTEM GQVGDSCHPL,TRKVPFWG-RRMHHTCPCLPGLAC TLRTSFNRFICLARK 81
R2 AVITGACDKDSQCGGGMCCAVSIWVKSIRICTPM GOVGDSCHPLTRKVPFWG-RRMHHTCPCLPGLAC LRTSFNRFICLARK 81
B2 AVITGACDRDPQCGGGMCCAVSLWVKSIRICTPM GKVGDSCHPMTRKVEFLG-RRMHHTCPCLPGLAC SRTSFNRYTCLAQK 81
F2 AVITGACEKDSQCGGGMCCAVSLWIRSLRMCTPM GREGDDCHPMSHTVPFFG-KRLHHTCPCLPNLSC IPMDEGRAKCLSTYKYPDYYL 88

Figure 39 : Séquence d’acides aminés des protéinmeatures de la famille AVIT dans différentes espéces

Le numéro fait référence au type 1 ou au type 2 dgsokinéticines. H : homme, R : rat, M : souris, Man :

serpentmambag Bom : grenouilleBombina varieta B : Taureau, F : Fugu. Les rectangles bleus morgnt
les acides aminés conservés. 86 indique le nombraade aminé chez 'homme (Kaser et al. 2003).



Cette nouvelle famille de peptides est impliquéesdde nombreuses fonctions biologiques.
Quelgues années apres, les homologues de Bv8 efl MIT été identifiés dans les sécrétions
de peau d’autres amphibiens, de |ézards, de paistes especes de Takifugu, de souris, de

rats, de bovins, et de singes (Negri et al. 2007).

B. Les géenes des prokinéticines

Le géneprokl qui code pour la prokinéticine-1 (PROK1) chez itimoe est localisé sur le
chromosome 1 en 1p21. Il est composé de trois esans épissage alternatif connu. Le géne
prok2 qui code pour la prokineticine-2 (PROK?2) se siue le chromosome 3 en 3p21.1, et
est composé de quatre exons. Il donne deux preténatures : PROK2 (exon 1,2, et 4), et
une seconde forme PROK2L (exons 1, 2, 3, et 4) fuguire 38). Les promoteurs g¢heok2
humain et murin sont hautement conservés, suggémaat régulation transcriptionnelle
similaire, alors que les promoteurs pikl ont divergé, suggérant une speécificité dans la
régulation transcriptionnelle de ces deux genesldBk et al. 2004, LeCouter et al. 2003a,
LeCouter et al. 2003Db).

C. Les protéines des prokinéticines

PROKZ1 est constituée de 86 acides aminés, donydi@ises, avec une masse moléculaire
relative de 8,6 kDa. Son ADNc code pour une pretéile 105 acides aminées, dont 19
correspondent au peptide signal. PROK2 est composé&l acides aminés, et la seconde
forme, PROK2L, de 102 acides aminés (voir figurg 88s séquences protéiques de PROK1
et PROK2 présentent 44% d’identité environ (Maldtm®erez et al. 2007). Toutes les
protéines de cette famille possedent une séquencepeptidique identique en N-terminale :
AVITGA. Elle est essentielle pour leurs activitéslbgiques et leurs liaisons aux récepteurs
PROKR1 et PROKR2. Ces quatre premiers acides amihtssminaux (AVIT) ont été
utilisés pour nommer cette famille de protéines s@faet al. 2003). Les prokinéticines

possedent également 10 cystéines constituantdests disulfures (voir figure 39).
De facon intéressante, des protéines possédanbribs fhomologies structurales avec les

prokinéticines, et appartenant a la famille MITeliktracotoxin (ACTX) ont été découvertes
chez les invertébrés. Elles ont été trouvées enthees dans le venin des araignées de genre
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MIT1 COLIPASE

Figure 40 : Structure secondaire de MIT-1 et de l@olipase (Boisbouvier et al. 1998).



Hadronyche (Szeto et al. 2000, Wen et al. 2005)syietéme des allomorféschez les
cnidaires (Sher et al. 2005) et dans les hémobtytiesla crevette (Soderhall et al. 2005). Ces
protéines ont perdu la séquence AVITGA en N-terteinat sont incapables d’activer les
récepteurs de mammiferes des prokinéticines. Leslasités entre les prokinéticines de
difféerentes especes sont particulierement impatardans les régions N-terminales et
centrales. Les différences majeures de ces preté&pat retrouvées dans les régions C-
terminales (voir figure 39), ou une conservationdégrée de cette partie est tolérée pour le
maintien de [l'activité des prokinéticines (Bulloat al. 2004). En 1998, la structure
tridimensionnelle de MIT-1 a été identifiee par agsnce magnétique nucléaire (RMN)
(Boisbouvier et al. 1998). Les dix cystéines soattipulierement importantes pour la
conformation des prokinéticines et leurs propridigghimiques. Les cing ponts disulfures
présents chez MIT-1 et PROK1 sont similaires a cetrouvés chez la colipaSedes
mammiféres (voir figure 40), mais cette homolodgireicturale ne se répercute pas au niveau
fonctionnel puisque les prokineticines ne stimulpas I'activité de la lipase pancréatique
(Boisbouvier et al. 1998, Kaser et al. 2003).

Ces ponts disulfures sont essentiels pour I'aéticiir un mauvais repliement de protéines
recombinantes ou des mutations dans les cystéoregedt des protéines incapables d’'activer
les récepteurs des prokinéticines (Bullock et @D4). Les prokinéticines sont des protéines
tres basiques, avec un pl (point isoélectriquerutél de 8,65 pour PROK1, 8.85 pour
PROK2, et 10,68 pour PROK2L. De nombreuses pratéigerétées comme les cytokines et
les chémokines sont également trés basiques,ezagigsent avec la matrice extracellulaire.
PROK1 se lie avec une grande affinité a I’héparthey la possibilité que les prokinéticines
puissent étre régulées par séquestration dansripartiment extracellulairi vivo (LeCouter

et al. 2001).

14 systéme de défense composé de neurotoxines chamdenones de mer et les hydres
' phagocytes des invertébrés
® co-enzyme nécessaire a I'activité enzymatiquenmgié de la lipase pancréatique
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Figure 41 : Structure d'un RCPG avec les sept hélis alpha transmembranaires. L'extrémité amino-
terminale (NH,) de la protéine est extracellulaire. L'extrémité arboxy-terminale (COOH) est
intracellulaire. On peut observer 3 boucles extradkilaires (nommées E1, E2 et E3) et 3 boucles
intracellulaires (11, 12 et 13). Ces protéines peuent étre sujettes a des modifications post-traducainnelles,
de type N-glycosylation, acylation par des composépidiques (formant parfois une pseudo-quatrieme
boucle intracellulaire (14), formation de ponts dislfures entre les chaines latérales de 2 résidus de

cystéines. Schéma dettp://rcpg.chez.com/images/structrcpgl.jpg

PROKR1 METTMGFMDD NATNTSTSEL SVLNPHGAHA TSFPENFSYS DYDMPLDEDE 50
PROKR? MA-------- -BQONGNTSFT PNFNPPQDHA SSLSENFSYG DYDLEMDEDE 41
™I
PROKRI DVINSRTFFA AKIVIGMALV GIMLVCGIGN FIFIAALVRY KKLRNLINLLK 100
PROKRI DMTXTRTFEA AKIVIGIALA GIMLVCGIGN FVFIAALTRY KKLRNLID o1
™2
PROKR1 | TANLATSDFL VAIVCCPFEM| DYYVVROLSW EHGHVLCTSV NYLRTVISLYV 150
PROKRZ | TANLAISDFL VAIICCPFEM| DYYVVRQLSW EHGHVLCASV NYLRTVSLYV| 141
I E— v —
PROKRI | STNALLATAT DRYLA RPRMKCQTAT GLIALVWTVS ILIAIPSAYF 200
FROKR? | STNALLATIAT DR KPRMNYQTAS FLIALVWMVE ILIAIPSAYF| 191
TMS5
PROKR! | TTET VK SQEKIFCGQI WPVDOQLYYK (SYFLFIFGIE FVGPVVIMIL 250
PROKRI |ATETWLFIVK SQEKIFCGQI WPVDOOLYYK (SYFLEIFGVE FVGPVVTMTL| 241
TMG
PrOKR! |CYARTSRELN FKAVPGFOTE DIRKRLRCRR KTVILVIMCIL TAYVLCWAPE 300
PROKR? |CYARISRELW FKAVPGFQTE QIRKRLRCRR KIVILVIMCIL TAYVLCWAPE 291
™7
prokr1 | ¥GETT F PTVFVKEKHY LTAFYIVECI NSMINTL CEVIVKNDTV 350
PROKR2 | ¥GFTIY F PTVEVKEKHY LTAFYVVECI AM INTV CEVTVENNTM 341
PROKR! KYFKKIMLLH WKASYNGGKS SADLDLKTIG MPATEEVDCI RLK 393
PROKR! KYFKKMMLLH WRPSQRGBSKS SADLDLRTNG VPTTEEVDCI RLK 384

Figure 42 : Alignement des séquences protéiques dégepteurs humains PROKR1 et PROKR2.
Les rectangles gris indiquent les acides aminés iaiques. La fleche montre la jonction des deux exan
dans la séquence codante. Les séquences transmenniaiiges des récepteurs sont identifiées par des cagdy
noirs. 393 et 384 indique le nombre d’acides amis&hez I'homme. Schéma de (Soga et al. 2002).



D. Les récepteurs des prokinéticines

Plusieurs équipes ont identifié simultanément k&ésepteurs des prokinéticines chez les
mammiféres (Lin D. C. et al. 2002a, Masuda et @2 Soga et al. 2002). Les prokinéticines
exercent leurs fonctions biologiques en se liandeux RCPG, le récepteur 1 des
prokinéticines, PROKR1, et le récepteur 2 des ipagicines, PROKR2 (voir figure 41).
PROKR1 et PROKR2 partagent environ 85% d’acidesnémidentiques et montrent des
difféerences majeures dans le domaine N-terminair (figure 42) (Lin D. C. et al. 2002a,
Masuda et al. 2002). Leurs séquences sont presdestiues pour les domaines
transmembranaires, suggérant une similitude dangrs lemécanismes d’activation
(Maldonado-Perez et al. 2007). Les géenes corregmind PROKR1 et PROKR2 sont
localisés respectivement en 2914 et 20p13 chembhe, indiquant que ces deux RCPG sont
codés dans le génome humain par des genes indépeiidaser et al. 2003, Lin D. C. et al.
2002a). Les deux genesokrl et prokr2 sont composés de deux exons chacuns, codant pour
393 acides aminés pour PROKR1, et pour 384 acideséa pour PROKR2 (Soga et al.
2002).

A. Voies de signalisation

a) Activation des récepteurs couplés aux protéines G

Les RCPG constituent la plus importante famillgodatéines membranaires impliquées dans
la signalisation cellulaire. Chez les vertébréstecmille contient a ce jour entre 750 a 1000
membres, et représente ainsi la plus grande fadgllgénes (>1% du génome humain). Chez
I'hnomme, l'analyse du génome a permis de recenseira 750 RCPG, dont la majorité
correspond aux récepteurs olfactifs et gustatifedffksson and Schioth 2005). Les RCPG
sont caractérisés par la présence de sept hélitassmembranaires séparées alternativement
par des boucles intracellulaires et extracelluga{iRosenbaum et al. 2009). Les récepteurs a
sept domaines transmembranaires ont la partictilatiinteragir avec les protéines G
hétérotrimériques, d’ou la terminologie de RCPQuriHa majorité des RCPG, leur interaction
avec les protéines G n’est pas encore demontrégarticulier pour les génes des récepteurs

récemment séquenceés.
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Figure 43 : Activation d'un RCPG. Un RCPG au repog1) est activé par la liaison d'un agoniste spéaifue
(2). Le changement de conformation du complexe agisite-récepteur, induit par cette liaison, permet
I'activation de I'échange du GDP par du GTP et dontactivation de la protéine-G hétérotrimérique (sas-
unités G et GB/y) intracellulaires (3) qui vont aller réguler I'activité de divers effecteurs (4)
membranaires ou cytosoliques. Le déclenchement dedtivité phosphatase, intrinséque a la sous-unit€a
entraine la réassociation des sous-untitéso@t G/y (5) et le retour a I'état initial (1). Tant que le
récepteur est activé par son ligand, et tant que lgystéme ne subit pas une désensibilisation, le gyc
d'échange du GDP par du GTP continue. Schéma detp://rcpg.chez.com/images/GTPase.jpg




Les protéines G sont constituées de trois polydepti la sous unité qui se lie et hydrolyse

le GTP (guanosine tri-phosphate), et le dimére as@pmles sous unit@sety (voir figure 43).

La forme inactive de la protéine hétérotrimériggeammposée de la sous unitéée au GDP
(guanosine di-phosphate), qui est associée au dipggiGDP-ufy). Le signal apporté par le
stimulus extracellulaire est transduit a l'intéride la cellule, par l'intermédiaire du récepteur.
Le récepteur transmet l'information aux protéinesH@acellulaires, qui activent ou inhibent
alors des effecteurs intracellulaires. Le réceppewt changer de conformation en présence de
son ligand ou de maniére constitutive (Smit et28@l07). Ceci entraine un changement de
conformation de GDIe; et la réduction de I'affinité du GDP. Le GTP s=dlors a la sous-
unitéa de la protéine hétérotrimérique. La forme activieP&@ provoque sa dissociation avec
By, ainsi gu’'avec le récepteur. La sous-unitgonserve sa forme active jusqu’a ce que le GTP
soit hydrolysé en GDP grace a I'activité intrinsedgil Pase.

Des que le GTP est hydrolysé en GDP, la sous-ungé&ssocie avec le dimefiy et le
récepteur (Neer 1995). La fréquence et la duréetidaion des protéines G dépendent de la
durée de vie de GTE-L’activité GTPase intrinséque de la sous-unifgeut étre accélérée en
présence des protéines GARSTPase-activating protein)La sous-unitépy interagit
également avec divers effecteurs tels que la plotippise C (PLC), 'adénylyl cyclase (AC)
ou la phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate kenéBI3K) (Ford et al. 1998).

b) Régulation négative de la réponse induite par I’  agoniste

Il existe des processus de contrdle de I'activitéé@tepteur suite a la liaison du RCPG avec
son ligand (voir Figure 44). Il en résulte une dagan fine de la durée d’activation, ce qui a
pour but de limiter dans le temps le signal, evidgs ainsi une « surcharge » stimulatrice. En
effet, une stimulation prolongée du récepteur iagies effets toxiques pour la cellule. Les
grands mécanismes généraux de régulation du sigmlRCPG sont la suppression de
I'agoniste, la désensibilisation du RCPG, l'intdisetion des RCPG et la régulation négative

de I'expression du RCPG lui-méme (pour revue Maittt¢ell 2008)).
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= Diminution de la concentration en agoniste

Il existe des contrbles locaux de la concentratiormédiateur, qui peut se faire par recapture
du ligand par la cellule effectrice, ou par sa dégtion par des enzymes spécifiques. De tels

phénomenes sont bien décrits au niveau des feyriaptijues par exemple.

= Deésensibilisation des RCPG

Un découplage fonctionnel entre le RCPG et la pret& se fait alors par la phosphorylation
de résidus sérine/thréonine sur la queue C-termidal récepteur. Il existe deux grands
mécanismes de désensibilisation : la désensilidisAbmologue et hétérologue.

- désensibilisation homologue : elle se fait paplegéines GRK et arrestine.
Ce mécanisme fait intervenir des kinases spécisigies RCPG, que sont les GRK (G-protein
coupled receptor kinases). La phosphorylation nfestsible que si le ligand est lié au
récepteur. La cinétique de phosphorylation esttextément rapide (quelques secondes, voir
moins). Le récepteur ainsi phosphorylé est alozermeu par des protéines de type arrestine.
La liaison de ces protéines sur les RCPG les mecapable d'activer I'échange GDP-GTP au
niveau des protéines G. De plus, cette liaison ggalement favoriser dans certains cas
I'endocytose des RCPG, qui est un mécanisme d’uréedolus longue.

- désensibilisation hétérologue : elle se fait patHa et PKC
La phosphorylation des RCPG se fait alors par dessks activées par les seconds
messagers, comme la PKA (protein kinase A) et l& Rirotein kinase C), qui ont été
produits initialement en réponse a [I'activation dacepteur par son ligand. La
désensibilisation hétérologue peut également se fair palmitoylation du récepteur. Il y a

alors formation d’'une #®boucle intracytoplasmique (voir Figure 41).

= Régulation négative de I'expression du récepteur

Ce mécanisme de sous-expression intervient soaypees une action prolongée du ligand sur
son récepteur. Il en résulte une diminution du nantbtal de récepteur a la surface de la
membrane plasmique. Cela peut se faire par une entgtion de la dégradation des
récepteurs pré-existants dans les lysosomes ouumpardiminution de la synthése des

récepteurs (régulation transcriptionnelle ou poatdcriptionnelle).
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= |nternalisation des RCPG

L’inactivation du RCPG peut se faire également par processus d’internalisation du
récepteur par endocytose. Ce mécanisme, qui ggtémomeéne plus long, peut venir dans un
second temps aprés la désensibilisation par phogption, qui est un phénoméne qui
intervient rapidement apres la liaison ligand-réeep L’endocytose participe non seulement
au processus de régulation négative de I'expresdiormécepteur, via un phénomene de
dégradation des RCPG dans les lysosomes, maisnpeenir également dans des processus

de resensibilisation, avec un recyclage d’'une @aiei ces récepteurs plus ou moins rapide.

c) Différentes protéines G

Il existe différentes sous-unitésconstituant la protéine G. Quatre principales fimsiont été
définies : Gs, Gui, Gugi11, €t Guoizqui different par leurs couplages intracellulaires.voie

de signalisation dépend de la famille de protéinguGinteragit avec le RCPG. Chacune des
sous-unités: ou By peut activer ou iniber divers effecteurs tels tagenylyl cyclase (AC) et

la guanylyl cyclase (GC), les phosphodiestérasas,phospholipase A2 (PLA2), la
phospholipase C (PLC), le phosphatidylinositol 3-#iphosphate kinase (PI3K) et les
canaux ioniques. La stimulation ou [linhibition dekfférents effecteurs entraine une
modulation des seconds messagers, et induit dveépenses biologiques.

Les RCPG contrdlent de nombreux processus physipleg dont le systeme endocrine et le
métabolisme cellulaire, les réponses inflammatagteisnmunitaires, la neurotransmission, le
systéme sensoriel, le développement embryonnai&reprblifération, la différenciation
cellulaire et la régulation du systeme cardiovaasoal(\Wettschureck and Offermanns 2005).

d) Les voies de signalisation connues des PROKRs

Les PROKRs peuvent activer de multiples voies oaftalaires de signalisation en se
couplant a différentes protéines G (voir figure.4®8s PROKRs peuvent se lier :
» a Gget ainsi augmenter la mobilisation calcique intHatare (Lin D. C. et al. 2002a,
Soga et al. 2002),
* 4G, (Lin R. et al. 2002b) et augmenter la signalisatiam PKC (Protein Kinase C)
MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) ou PI3K @phoinositide 3 Kinase)-
AKT,
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FROER1 FROER2
M
FROK1 27.6 = 8.2 52.2 + 16.4
PROK? 45+ 0.8 6.4+ 1.3
PROK2p 34.6 + 13.5 ~ 1000

Figure 46 : Affinités de PROK1 et PROK2 pour leursrécepteurs. Ce tableau représente les valeurs des
concentrations d’inhibition (IC 50) obtenues par tsts de compétition sur les récepteurs PROKR1 et
PROKR2 (Chen J. et al. 2005).



* & G et augmenter I'accumulation d’AMPc (Cyclic Adenasimonophosphate) et
stimule la protéine kinase PKA (Negri et al. 200gan and Tam 2008).

B. Affinités des prokinéticines pour leurs récepteu rs

PROK2 possede la plus forte affinité pour les PROKR50 de 4,5 £+ 0,8 pour PROKRL1 et
de 6,4 = 1,3 pour PROKR2), tandis que PROK1 moultre affinité un peu plus modérée
pour ces deux récepteurs (IC50 de 27,6 + 8,2 pBR@HKR1 et de 52,2 + 16,4 pour PROKR?2)
(voir figure 46). Lorsque I'on regarde l'affinittedPROK1 pour les PROKRs, on peut voir
que l'ordre de grandeur de celle-ci est conserwé pes deux récepteurs. Il en est de méme
pour PROK2, contrairement a PROKZqui correspond a la forme protéique clivé de
PROK2L) qui a une haute affinité pour PROKR1, maig trés faible pour PROKR2. Ces
résultats soulévent I'importance de la présencples ou moins grande quantité des PROKs
et de leurs récepteurs dans le tissu cible, careca cet élément qui influencera en grande
partie la liaison de tel ligand sur tel réceptdias affinités, relativement peu différentes,

interviendront quant a elles dans une moindre needans les liaisons PROKs-PROKRSs.

C. Roles spécifiques des PROKRs

Récemment, des effets spécifiques de PROKR1 ou FRO#Nht été rapportés. En effet,
PROKR1 a été décrit comme spécifiquement impligagsddes processus de prolifération,
survie, migration et angiogenese, alors que PROKRgmenterait la perméabilite, la
fenétration, et serait impliqué dans I'hypertropbétulaire (Guilini et al. 2009, Urayama et
al. 2007, Urayama et al. 2008). Les mécanismes mienees effets différenciels ne sont pas
encore clairement élucidés et restent a établivdaides affinités similaires des PROKs pour
les PROKRSs, ces effets différenciels confirmenimportance de la distribution de ces
protéines dans la cellule cible pour I'activatiawbies de signalisation spécifiques, menant a
des fonctions biologiques particulieres. Différepédrons d’expression des prokinéticines et

de leurs récepteurs ont déja été rapportés dansrdbreux tissus.

D. Dimérisation des récepteurs

Récemment, une dimérisation de PROKR?2 a été ragpdens les neutrophiles (Marsango et
al. 2010). Il est connu que ces dimérisations peluadfecter les affinités de liaison des
ligands aux récepteurs, ainsi que la transmissipsighal intracellulaire (Maggio et al. 1999,
Maggio et al. 2007). L’homodimérisation rapportée BROKR2, et la suggestion de

56



I'existence d’hétérodiméres (Marsango et al. 20pOurrait de ce fait participer a la
modulation des réponses physiologiques déclenchaeda liaison des prokinéticines sur
leurs récepteurs. Il a été suggéré que le niveanenBexpression de chaque récepteur dans
une cellule influait sur la nature des dimeres #smet que cela pourrait avoir des effets
importants sur les signalisations intracellulaidgclenchées (Marsango et al. 2010). De
nombreuses expériences complémentaires sont aagaviafin d’évaluer la présence de tels

diméres dans le placenta, et leurs influencesasidonse cellulaire.

Les prokinéticines et leurs récepteurs sont exick@ns de nombreux tissus tels que les
ovaires, les testicules, les glandes surrénaleplaeenta, l'utérus, le cerveau, le systeme
digestif et la moelle osseuse (voir tableau 1)imdrieur d’'un méme tissu, les prokinéticines

et leurs récepteurs peuvent étre exprimés soilggamémes cellules, soit par des cellules
différentes. De plus, ces expressions peuventd§mmamiques au cours d’'un temps, dues a la
présence de régulateurs. Le long du cycle mensttudé la grossesse par exemple, PROK1
montre une expression temporelle dans l'ovairetétius et le placenta en réponse aux

changements hormonaux (Maldonado-Perez et al. 20§ah et al. 2006).

Les mécanismes qui contrdlent I'expression speagfigtissulaire des prokinéticines
nécessitent d’étre complétement élucidés. La cgniaation compléte des promoteurs des
prokinéticines et de leurs récepteurs permettralentonnaitre les régulateurs potentiels de
ces systemes. Néanmoins, certains régulateurs @KPRNt déja été identifiés. Dans le
systeme reproducteur de la femme, de nombreusdsesétunt montrés que les cestrogenes, la
progestérone, 'hCG, et le HIF régulaient son esgitn (Battersby et al. 2004, Maldonado-
Perez et al. 2007, Ngan et al. 2006). Les mécasigteerégulations de PROK1 par ces

hormones restent cependant a étre caracterisés.

A. Régulation par I'’hypoxie

De fagcon cohérente avec leurs activités angiogéeggqromoteurs des gengokl et prok2
ont des sites de liaison a HIF-1. L'expression &OR1 et PROK2 est augmentée dans un
environnement hypoxique. HIF-1 induit la transadptde 'ARNm, et secondairement la
synthese des prokinéticines (LeCouter et al. 20QkCouter et al. 2003b).
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Tissus PROK1 PROK2 PROKR1 PROKR2 Références
Glandes Cellules de la glomérulaire, cellules Cellules de la Cellules de la glomérulaire, Cellules de la glomérulaire, et| (Keramidas et al. 2008)
surrénales fasciculées glomérulaire, fasciculées| fasciculées, et endothéliales cellules fasciculées
et endothéliales
Testicules Cellules de Leydig Spermatocytes Cellules endothéliales du tissy Cellules endothéliales du tissy (LeCouter et al. 2003b, Maldonadq
intersticiel intersticiel Perez et al. 2007, Samson et al.
2004, Wechselberger et al. 1999
Ovaires Stroma, région du hile ovarien, cellules Non détecté Cellules endothéliales lutéaleg Cellules endothéliales lutéaleg (Ferrara et al. 2003, Ferrara et al
de la granulosa, cellules lutéales de la 2004, Fraser et al. 2005, LeCoute
théque, follicule atrétique, corps jaune etal. 2001, Maldonado-Perez et al
2007, Podlovni et al. 2006)
Utérus Epithélium glandulaire, cellules Epithélium glandulaire, | Epithélium glandulaire, celluleg Epithélium glandulaire, cellulegy ~ (Maldonado-Perez et al. 2007,
stromales, endothéliales, cellules cellules stromales, stromales, endothéliales, stromales, endothéliales, Ngan et al. 2006)
musculaires lisses endothéliales, musculaires  cellules musculaires lisses cellules musculaires lisses
lisses
Placenta Syncytiotrophoblastes, cellules de Faiblement exprimé Cytotrophoblastes, cellules Syncytiotrophoblastes, (Brouillet et al., Hoffmann et al.
Hofbauer, faible expression dans les| endothéliales trophoblastes extravilleux, 2006, LeCouter et al. 2001)
cytotrophoblastes cellules endothéliales
Cerveau Faible expression Cortex cérébral, bulbe Zone subventriculaire, couran{ Zone subventriculaire, couranf (Cheng et al. 2002, Ng et al. 2005
olfactif, cellules de de migration rostrale, bulbe de migration rostrale, bulbe
purkinje olfactif, hippocampe olfactif, hippocampe
Coeur Tissu cardiovasculaire, cellules Tissu cardiovasculaire, | Tissu cardiovasculaire, cellules Tissu cardiovasculaire, cellules (Urayama et al. 2007, Urayama e
cardiaques cellules cardiaques cardiaques cardiaques al. 2009)
Moelle Lymphocyte B et T, tissus inflammés| Cellules souches hémator Cellules souches hémato- Cellules souches hémato- | (Dorsch etal. 2005, LeCouter et a].
osseuse, poiétiques, monocytes,| poiétiques, cellules sanguine$ poiétiques, cellules sanguines 2004, Lin D. C. etal. 20022)
sang neutrophiles, cellules matures dont lymphocytes matures dont lymphocytes
dendritiques
Systéme Plexus entérique, muqueuse de l'intestin Plexus entérique Plexus entérique, cellules de la Plexus entérique (Hoogerwerf 2006, Kaser et al.
intestinal embryonnaire créte neurale entérique 2003, Ngan et al. 2007b, Ngan an

Tam 2008)
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Par exemple, I'expression des prokinéticines egtmamtée par une faible tension en oxygene
dans les SW13 et H295R (lignées tumorales de sale®net P19 (cellules murines de
carcinome embryonnaire) (LeCouter et al. 2001, Leé@oet al. 2003a). En revanche, une
étudein vitro sur une lignée de cellules humaines lutéales dgdaulosa traitée avec deux
agents inducteurs différents d’hypoxie chimique antré que PROK1 était diminuée par
I'hypoxie, alors que le VEGF était augmenté (Kiskeet al. 2003). Ces résultats divergents
suggerent une réponse tissu-spécifique possiblg/dolxie, ou une régulation plus complexe

des prokinéticines qui ne serait pas encore toherromprise.

B. Régulation par les stéroides

Les glandes endocrines sécrétent beaucoup dedstgrae promoteur du gepeokl possede

un site de liaison potentiel pour le facteur SFStefoidogenic factor-1), qui régule la
transcription d’un grand nombre de genes implicieass la stéroidogenese. De plus, il a été
montré que les hormones stéroides, telles que $&o@enes et la progestérone, régulent
I'expression de PROK1 dans le systeme reprodudi®attersby et al. 2004, Ngan et al.
2006).

C. Régulation par 'hCG

Il a été décrit que 'hCG augmentait TARNm de PRDIK vivo chez le babouin, dans les
cellules épithéliales endométriales humaines e tiadécidue du®itrimestre (Evans J. et al.
2009). Ces données établissent de nouvelles pérgsedans lesquelles 'hCG, qui joue un
réle important dans la réceptivité de I'endometréeemaintien de la grossesse, pourrait agir
via PROKL1. En effet, PROK1 a été décrit récemmennirne biomarqueur de la réceptivité de
'endometre (Haouzi et al. 2009). Son expressioARNmM a également été rapportée comme
augmentéén vitro dans les cellules de la granulosa du corps jaen&daire, suggérant un

rble de PROK1 possible dans la formation du canpag (Fraser et al. 2005).

58



La grande distribution tissulaire, la diversitérépertoires de protéines G exprimés dans les
types cellulaires, et la régulation différentiedies prokinéticines suggerent une implication de
ces facteurs dans une multitude de fonctiomsvivo. En effet, les prokinéticines sont
impliquées dans diverses fonctions biologiqguegsetiue : la motilité gastro-intestinale (Li
M. et al. 2001), la sensibilité a la douleur (Hu W .et al. 2006, Negri et al. 2002, Negri et al.
2006), I'angiogenése (LeCouter et al. 2001, LeQoeteal. 2003b), le rythme circadien
(Cheng et al. 2002, Li J. D. et al. 2006b, Prossel. 2007), I'activation du développement
du bulbe olfactif (Matsumoto et al. 2006, Ng et 2005), 'hématopoiese (LeCouter et al.
2004), la différenciation des monocytes (Dorsclalet2005), I'activation des macrophages
(Martucci et al. 2006), la survie neuronale etdanogenese (Melchiorri et al. 2001), le cycle
menstruel (Battersby et al. 2004, Ngan et al. 20@6)eproduction (Maldonado-Perez et al.
2007), l'angiogenese (LeCouter et al. 2001, LeQow al. 2003b) et la placentation
(Brouillet et al. 2010, Hoffmann et al. 2006, 206iaffmann et al. 2009).

A. Le rythme circadien

Le rythme circadien est un type de rythme biologigtune durée de 24 heures environ. Les
rythmes biologiques jouent un rdéle majeur dansolectionnement des organismes vivants
(pulsations cardiaques, mouvements de paupiereespiratoires, rythme repas/digestion,
états alternés de veille et de sommeil, cycles'@eaulbtion...). Le rythme circadien est
contrélé par des cellules localisées dans le na@uachiasmatique de I'hypothalamus
(NSC), considéré comme I'horloge circadienne ppal@. L'alternance lumiere/obscurité joue
le r6le de synchroniseur prépondérant pour la ptuges especes veégeétales et animales. Chez
les mammiferes, les signaux lumineux percus paetime sont interprétés par le NSC et
traduits en signaux moléculaires. Dans le NSC dgeuors, il a été démontré que I'expression
de 'ARNm de PROK?2 oscille en fonction de la lunsité avec une expression maximale
pendant le jour et minime la nuit, et qu’il avait impact direct sur I'activité locomotrice des
rongeurs, probablement via PROKR2, qui est forteéneeprimé par le NSC (Cheng et al.
2002, Lambert et al. 2005, Negri et al. 2004, Zkpbuy. 2006). Le role de PROK2 comme
médiateur des rythmes circadiens a été confirmé kaleservation des souris invalidées pour
PROK2, qui montrent des activités perturbées dassrythmes locomoteurs, les cycles

éveil/sommeil, la régulation de la température ocgfpe, la régulation de la glycémie et des
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taux de glucocorticoides, ainsi que dans I'expogssie génes importants dans les rythmes
circadiens (Li J. D. et al. 2006b). L’inactivatide PROKR2, qui est le récepteur prédominant
des prokinéticines dans le NSC, perturbe égalementombreux processus physiologiques
contrdlés par I'horloge circadienne (Prosser et2@D7). Pour conclure, PROK2/PROKR2

semblent a ce jour indispensables a la régulatidég@ate du comportement et de la
physiologie par le NSC.

- Pathologies associées : sommeil altéré et déprassio

Une corrélation entre PROK2 et les cycles altéesammeil a été mise en évidence dans
des souris transgéniques pour la maladie de HuotingVorton et al. 2005). Il a également
été montré que les souris invalidées pour PROK2traiemt une réduction de I'anxiété et des

comportements dépressifs (Li J. D. et al. 2009).

B. Neurogenese

La neurogenése se déroule principalement pendavie l@mbryonnaire et dans les étapes
précoces post-natales. Chez les mammiferes, ellince chez I'adulte dans deux régions du
cerveau : le bulbe olfactif (BO) et le gyrus deétde I'hippocampe. Il est bien décrit que
PROK2/PROKR2 sont des régulateurs clés du dévetoepe neuronal du BO. PROK2,
sécrété par le BO, agit comme un chémoattractamtlpe progéniteurs neuronaux pendant le
développement du BO chez le raton et le rat aqGlteng et al. 2002, Cheng et al. 2006). De
plus, les souris invalidées pour PROK2 montrenti&eloppement anormal du BO avec des
défauts dans la migration et la différenciation desgéniteurs neuronaux, une hypoplasie et
une architecture altérée du BO (Matsumoto et al62MNg et al. 2005). Ce phénotype a
également été retrouvé chez les souris invalidéas PROKR2 mais pas pour PROKR1, ce
qui confirme I'importance de PROK2/PROKR2 pour kurogenése du bulbe olfactif. Par
son action sur certains neurones, PROK2 inhibeite @limentaire et augmente la prise de
boisson via PROKR2 (Negri et al. 2004, Negri eaD7).

- Pathologie associée : le syndrome de Kallmann

Le phénotype observé des souris invalidées pourklB20ressemble en de nombreux points
au phénotype de patients atteints du syndrome dben#@n. Ce syndrome associe un
hypogonadisme hypogonadotrdfest une anosmtéou une hyposmtié avec le plus souvent
une atrophie du bulbe olfactif. Ce phénotype esbueé chez les souris invalidées pour
PROKR2 (Matsumoto et al. 2006, Ng et al. 2005).

" absence ou diminution de la fonction des gonaflesidune absence d’hormones pituitaires.
'8 perte de I'odorat.
19 diminution de I'odorat.
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Ces observations ont été confirmées par des étyéledtiques sur des patients, ou des
mutations de PROK2 et PROKR2 ont été retrouvées th@& des patients environ (Dode et
al. 2006, Pitteloud et al. 2007).

C. Le systéme gastro-intestinal

Les prokinéticines ont été décrites initialemenhote protéines activatrices de la contraction
de l'iléon isolé de cochon d’inde (Li M. et al. 200Mollay et al. 1999). Des étudesvivo
ont confirmées ces observations concernant la ktron du transit gastro-intestinal par les
prokinéticines (Zhou Q. Y. 2006). Un effet opposgs ®PROKs sur la relaxation via un
mécanisme impliquant le NO sur le colon murin asaét rapporté (Hoogerwerf 2006). Par
ailleurs, PROK2 ne semble pas stimuler la conwaatiu colon, ni celle de I'estomac chez la
souris (Bassil et al. 2005). Ces données suggé&nmmpiortance de I'environnement extra et

intracellulaire sur les différents effets observés.

D. Développement des cellules de la créte neurale

Pendant le développement fcetal, la formation desones et de la glie du systeme nerveux
entériqué® provient de cellules progénitrices multipotenteslal créte neurale entérique. Il a
été rapporté que PROK1 et PROKR1 participent arddiferation et différenciation des
cellules de la créte neurale entérique via unevaobn des voies de signalisation Akt et
MAPK. Il a été suggéré que PROKL1 pourrait contribeela formation de neurones aux
actions inhibitrices sur I'activité musculaire (Nget al. 2007a).

- Pathologie associée : le neuroblastome

Le neuroblastome est la tumeur solide extra-créng@éa plus fréquente chez le jeune enfant.
C'est un cancer touchant des cellules embryonndieeta créte neurale qui constitue le
systeme nerveux autonome sympathique. Il a étdi éiad PROKR1 est corrélé a difféerents
stades de neuroblastome et que I'expression en ABRBIMROKR2 est augmentée dans les
stades avancés de neuroblastome. PROK1 induitol&épation, la survie, la migration et
I'invasion des cellules de neuroblastome via lzatiobn de la voie Akt. La stimulation de la
prolifération par PROK1 nécessite les deux récepiealors que seul PROKR2 semble
nécessaire pour la stimulation de la survie, cesgggére une interaction potentielle entre les

deux récepteurs pour certains processus physialegifNgan et al. 2007b).

20 partie du systéme nerveux autonome qui contrédgdeme digestif.
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E. L’hématopoiese et regulation de la réponse immu  ne

PROK2 est exprimée dans la moelle osseuse, lesleelbanguines, en particulier les
monocytes, les neutrophiles, et les cellules dégdas (LeCouter et al. 2004), alors que
PROK1 est exprimée dans les lymphocytes B et Tsiane dans les tissus inflammés
(Dorsch et al. 2005).

PROK2 est exprimée par les neutrophiles sur ledgtd'inflammation, et peut stimuler la
migration des monocytes (LeCouter et al. 2004).RBROKRs sont exprimés dans les cellules
souches hématopoiétigues et dans certaines celd@eguines matures, telles que les
lymphocytes (LeCouter et al. 2004). Par ailleuRBQOK1 et PROK2 augmentent le nombre de
colonies de granulocytes et monocytes, formées derda culture des cellules souches
hématopoiétiques humaines. De plus PROK1 et PRGK®egnt favoriser la survie et la
différenciation des granulocytes et des monocydesdch et al. 2005, LeCouter et al. 2004).

F. La nociception

Il est bien établi que les prokinéticines jouentréle dans la nociception. La nociception est
'ensemble des phénomeénes permettant l'intégrationiveau du systeme nerveux central
d'un stimulus douloureux via lactivation des nepieuré’ cutanés, musculaires et
articulaires. L'injection de PROK2 ou Bv8 chez ngeur entraine une hyperalgésie a un
stimulus mécanique ou thermique, probablement R®KRR1 (Mollay et al. 1999, Negri et
al. 2002). Ceci a été confirmé chez les sourislideas pour PROKR1, qui présentent une
réponse altérée & divers stimulants comme la chaleucapsaicifé ou des stimuli
mécaniques (Negri et al. 2006). Les souris invakdgour PROK2 ont également une réponse
altérée a la nociception, ce qui suggere que |lpleoBROK2/PROKRL1 jouerait un réle
principal dans ce processus biologique (Hu W. Rl.e2006).

- Pathologie associée : la douleur inflammatoire

PROK2 est fortement exprimée dans les cellules waag comme les
monocytes/macrophages, les neutrophiles, les eslldendritiques et les tissus inflammés
(Dorsch et al. 2005, Monnier and Samson 2008). PRE@KPROK2 peuvent stimuler la
libération de cytokines pro-inflammatoires, comniatérleukine-1 (IL-1) et le TNFe

(Tumor Necrosis factos), connus pour intervenir dans la douleur chronique

L récepteurs a la douleur
2 composé actif du piment
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PROK1 et PROKR1 ont été retrouvés augmentés damastele expérimental de cofife

(Kimball et al. 2007). Les PROKSs, libérées par tissus inflammés, pourraient agir alors
comme mediateurs de la nociception, en stimulantlib@ration de cytokines pro-
inflammatoires par les cellules immunes, et envanti les PROKRs des neurones,

augmentant ainsi la réponse nociceptive (Negr. &087)

G. L’angiogenése

Si PROK1 ne présente pas d’homologies structueales le VEGF, elle semble partager les
mémes propriétés angiogenes. Méme si il y a unetmus aveéré sur l'activité angiogene de
PROK1 et PROK2, le débat continue sur la spédifiigsulaire du potentiel angiogene des
prokinéticines. En effet, PROK1 (ou EG-VEGF) a étéialement identifiée comme le
premier facteur angiogene spécifiqgue de I'endatinéldes glandes endocrines du fait de son
expression majoritaire dans les tissus endocritess dlandes surrénales, les ovaires, les
testicules, le placenta), et de sa capacité arnadyiécifiguement la prolifération, la survie, la
migration, et la fenétration des cellules endo#tés des capillaires dans ces tissus (LeCouter
et al. 2001). Depuis cette premiere observation,ndmbreux articles ont apporté une
expression et des activités angiogénes au seiisglestnon endocrines, comme par exemple
dans la choroide, couche de la paroi du globe weuf&anaka et al. 2006). De plus, PROK1
est exprimée dans les cellules de muscle lisse ldaosrps jaune et I'aorte (Podlovni et al.

2006), suggérant un effet paracrine probable deK2IRsDrr les cellules endothéliales.

a) Appareil reproducteur masculin : les testicules

Les PROKs sont fortement exprimées dans les téssicde mammiferes. PROK1 est
essentiellement exprimée par les cellules de Leydafouter et al. 2003b, Samson et al.
2004), sécrétant la testostérone, et PROK2 patuless séminiferes dans les spermatocytes
primaires (LeCouter et al. 2003b, Wechselberget.€t999). Les PROKRs sont exprimés par
les cellules endothéliales du tissu interstitielp@uvent de ce fait réguler la prolifération et la
fenétration de la vasculature testiculaire, ainsagjr sur le transport de la testostérone et
d’autres facteurs (LeCouter et al. 2003b, Samsoal.e2004). Les souris invalidées pour
PROKR2 montrent une atrophie sévere du systemedagteur, les testicules ne contenant
alors que de petites cellules de Leydig, et paspgematides. De plus, I'injectidn vivo de
PROK1 ou PROK2 induit une forte réponse angiogenidans le testicule (LeCouter et al.
2003b).

% maladie chronique digestive caractérisée patinfteanmation du célon
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- Pathologies associées : cancer des testicules ¢t geostate

PROKZ1, fortement exprimée par les cellules de Lgydiété décrite comme augmentée dans
les tumeurs de ces cellules. L'endothélium tedsdicell exprimant les PROKRs, PROK1
pourrait étre impliquée non seulement dans l'angn@ge testiculaire physiologique, mais
également dans ce cancer (Samson et al. 2004). PR&Kaugmentée dans le cancer de la
prostate, et localisée dans I'épithélium glandeléRasquali et al. 2006). De plus, PROK2 et
les PROKRs sont exprimés dans les cultures prisialee cellules épithéliales prostatiques
malignes. L’ensemble de ces résultats suggere rapkcation possible des PROKs dans le

cancer prostatique (Pasquali et al. 2006).

b) Appareil reproducteur féminin

PROK?2 est pratiquement indétectable dans les osgapeoducteurs féminins (Ferrara et al.
2004, Fraser et al. 2005) et le placenta (Hoffmetrad. 2006). De ce fait, ces résultats placent

PROK1 comme le régulateur majeur de ces organadgmprokinéticines.

= |esovaires

PROK1 est fortement exprimée dans le stroma, dicpber dans les cellules de la région du
hile ovaried®, cellules qui produisent des stéroides (voir fgd¥) (Ferrara et al. 2004). Son
expression fluctue selon le cycle ovarien, avec fone expression dans les cellules de la
granulosa du follicule primordial et primaire. Serpression est intense dans les cellules
lutéales de la theque a partir de 8 jours postatian environ, et ce jusqu’a la moitié (voir la
fin) de la phase lutéale (voir figure 47) (Ferratal. 2003, Fraser et al. 2005). Son expression
en ARNmM est stimuléén vitro par 'hCG sur ces cellules mais pas par la prégese,
suggérant un réle de PROK1 possible dans la foomatu corps jaune (Fraser et al. 2005).
Les PROKRs sont fortement exprimés dans les csliehelothéliales lutéales (LEC) dont la
prolifération est augmentée par PROK1. L'injectolsn PROK1 dans I'ovaire induit de forts
effets angiogénes chez le rat (LeCouter et al. ROD&s étudesn vitro ont montré que
PROK1 a des effets stimulants sur la prolifératainla survie des cellules endothéliales
bovines du corps jaune (Kisliouk et al. 2005b). ®tes souris invalidées pour PROKR2, les

follicules ovariens et le corps jaune ne se déyappas (Matsumoto et al. 2006).

24 7one ol les vaisseaux et les nerfs entrent oergtatie 'ovaire
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Pendant la maturation folliculaire, le profil d'e®gsion de PROK1 est inverse a celui de
VEGF, qui est absent dans le follicule primordiapemaire, alors que PROK1 est fortement
exprimée dans les cellules de la granulosa de ees types folliculaires. Dans le follicule
secondaire, I'expression forte de PROK1 est mair@gealors que celle de VEGF est faible.
Dans le follicule tertiaire, I'expression de PROBAute, alors que celle de VEGF augmente
fortement, principalement dans les cellules derémgjosa, et modérément dans celles de la
théque. Dans le follicule atrétigtie PROK1 est fortement exprimée alors que VEGF est
faible (Maldonado-Perez et al. 2007). Aprées l'otiola, I'expression de PROK1, qui est
exprimée par les cellules de la granulosa, augnuarts le corps jaune, alors que I'expression
de VEGF est déja maximale dés le début de la phasale (Fraser et al. 2005). Cette
expression différentielle de PROK1 et VEGF sugggréds pourraient avoir différents roles a
jouer dans le succes du processus ovulatoire areccamplémentarité d’action pour les
processus angiogenes.

- Pathologies associées : syndrome des ovaires pstidyes

Le syndrome des ovaires polykystiques est caraét@ar une accumulation dans I'ovaire de
follicules qui n'arrivent pas a maturite. PROK1 egprimée fortement dans ces ovaires
(Ferrara et al. 2003). Il a été montré que l'inmttd’adénovirus pour les PROKs dans les
ovaires augmentait la formation de kystes (Fereae. 2003, LeCouter et al. 2001).

= |’endometre

Les prokinéticines PROK1 et PROK2 et leurs réceptaont exprimés dans I'endometre
humain, mais uniqguement PROK1 semble varier auscauw cycle ovarien, avec une
augmentation pendant la fenétre implantatoire (figure 48). L’endometre est un des tissus
ou l'angiogenese est activement régulée dans leditamns physiologiques au cours du cycle
menstruel. Les études de S. Battersby et E.S.Wn Ngggerent que PROKL1 participe a la
régulation de I'angiogenese dans I'endomeétre (Biteet al. 2004, Maldonado-Perez et al.
2007, Ngan et al. 2006). Elle n’est plus expriméasd’endomeétre aprés la ménopause, ce
qui est cohérent avec le fait que PROK1 soit augéeepar les cestrogénes et la progestérone
(Battersby et al. 2004, Maldonado-Perez et al. 20@an et al. 2006).

% follicule qui a commencé sa maturation mais qovale pas et dégénére
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c) Des effets angiogenes qui difféerent selon I'orig ine vasculaire

Les cellules endothéliales sont multifonctionne(lesur revue voir (Michiels 2003)) et leurs
propriétés varient selon leur origine, reflétamtsai’hétérogénéité endothéliale (Aird 2003).
L’expression, la régulation et les effets médiés Ipa PROKSs et leurs récepteurs different
dans les cellules endothéliales selon l'originecutsre de celles-ci. Par exemple, concernant
leur expression, on peut noter que PROKR1 et PROK®&#® exprimés dans les cellules
endothéliales du corps jaune (LEC), alors que BRIDKR1 est exprimé dans les cellules
endothéliales de l'aorte (BAEC) et des capillaicésebraux (BCEC). Pour leurs régulations,
TNF-o inhibe PROKR1 dans les BAEC, alors que la privatem sérum inhibe fortement
PROKRL1 dans les BAEC et les LEC. En ce qui conclEmeffets différentiels des PROKRs,
PROK1 augmente la prolifération et la survie de€Lléf BAEC, mais pas celui des BCEC.
De méme, PROK1 augmente la perméabilité celluletire transport paracellulaire dans les
LEC, et non ceux des BAEC et les BCEC. L'ensemldecds résultats suggére que les
prokinéticines et leurs récepteurs possedent diftérréles selon le type cellulaire étudié
(Podlovni et al. 2006).

L’expression de PROK1 a été brievement rapportés tkaplacenta par I'équipe de Ferrara
en 2001, puis par d’autres équipes (Burton et @32 Denison et al. 2008, Haouzi et al.
2009, LeCouter et al. 2001, Lee Y. L. et al. 2009%ssentiel des données concernant son
expression et sa régulation dans le placenta ats cieula grossesse ont été décrites par notre
laboratoire. L’'ensemble des données publiées dapkatenta utilise le terme EG-VEGF a la
place de PROK1, c’est donc par EG-VEGF que je désg ce facteur dans la suite de ce

manuscrit.

A. Expression sérique d’EG-VEGF au cours de lagro  ssesse

Dans une récente publication (Hoffmann et al. 2008)laboratoire a comparé le profil
d’expression sérique d'EG-VEGF chez la femme ausde la grossesse et chez la femme
non enceinte (voir figure 49). Les taux circuladiEG-VEGF étaient détectables dans tous
les sera testés, et significativement plus éleléz ¢éa femme enceinte pour 'ensemble des
ages gestationnels. Les taux circulants d'EG-VEB$zda femme non enceinte étaient de 30
pg/ml environ. Chez la femme enceinte, les tausutants d’'EG-VEGF étaient cing fois plus
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élevés au I trimestre de la grossesse, avec 200 pg/ml enviexant de baisser
significativement au %' et 3™ trimestre & 70 pg/ml en moyenne. On peut pensercgtte
augmentation sérique d’EG-VEGF pourrait avoir danhoeuses conséquences sur les

différents organes de la mere.

B. Expression placentaire des prokinéticines et de leurs récepteurs

au 1° trimestre

a) Profil d’expression placentaire au 1 ' trimestre de grossesse

EG-VEGF est abondant dans le placenta humain (LeCait al. 2001). Son expression
placentaire est dynamique pendant la grossesse uageexpression majoritaire pendante 1
trimestre, qui est également la période du pic pfession sérique. Son profil d’expression
dans le placenta au cours du premier trimestreadgdssesse a été établi par le laboratoire
(Hoffmann et al. 2006). EG-VEGF montre un pic d’egsion en ARNm et en protéines vers
8-9 semaines de développement, correspondant aAlén@ron, période qui se situe peu
avant I'établissement de la circulation feeto-matgn(voir figure 50). De maniere générale,
PROK?2 est non détectable dans le placenta humamawe détection faible entre 8 et 10 SA
en ARNm et protéines (Hoffmann et al. 2006). Cditirence d’expression entre EG-VEGF
et PROK2 est similaire a celle retrouvée dans benétre (Battersby et al. 2004) ou le corps
jaune (Fraser et al. 2005). PROKR1 montre le mémél g’expression quU'EG-VEGF au
cours du ¥ trimestre avec un pic d’expression entre 8-10 SAntrairement a PROKR1,
PROKR2 présente quant a lui un profil d’expresgitus stable au®itrimestre (Hoffmann et
al. 2006).

b) Localisation et expression cellulaire au 1 * trimestre

EG-VEGF est exprimé majoritairement par les symtsgphoblastes et les cellules de
Hofbauer avec une expression faible dans les ogbtblastes. L'ARNm d’'EG-VEGF est 5
fois plus abondant dans les trophoblastes en egltyrimaires que dans des extraits
placentaires totaux alttrimestre de grossesse. Les récepteurs PROKRR@KR2 sont
également exprimés dans le placenta humain. PRO&R principalement présent dans le
cytotrophoblaste, alors que PROKR2 est majoritaless le syncytiotrophoblaste, les
trophoblastes extravilleux et les cellules endatied microvasculaires placentaires
(Hoffmann et al. 2006, Hoffmann et al. 2009).
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Figure 51 : Effet inhibiteur d'EG-VEGF sur l'invasi on des TEV (noté EVT sur la figure) d'explants
placentaires de f trimestre de grossesse. Figure adaptée de (Hoffmaet al. 2009).



L’ARNmM de PROKRL1 est 80 fois plus abondant quelicd¢ PROKR2 dans les trophoblastes
en culture primaire. Cette différence d’expresgi@s PROKRs au sein des différents types

cellulaires suggere de possibles effets differentdieG-VEGF sur ces cellules.

C. Expression d’'EG-VEGF et de ses récepteurs au 3  °™ trimestre

Etant donné la difficulté d'obtenir du tissu platsre sain de 9™ trimestre de grossesse,
I'essentiel des données concernant les prokinésciet leurs récepteurs au dela di 1
trimestre concerne des tissus de troisieme trimedE la grossesse, récupérés apres
césarienne. EG-VEGF, PROKR1, et PROKR2 se trouvabrs dans les
syncytiotrophoblastes, les cytotrophoblastes, Ib¢hélium foetal, et les macrophages
(Brouillet et al. 2010, Denison et al. 2008). Dalessnombreuses expériences non publiées,
une hausse de I'expression protéique des PROKRs @béervée dans des placentas a terme.
Des expériences complémentaires sont a envisagedekavoir si ces augmentations sont le
reflet d’'une augmentation continue ati"2et 3™ trimestre, ou si cela est dii & une hausse

tardive déclenchée par I'accouchement.

D. Régulation I’EG-VEGF et des PROKRs dans le plac enta humain

Lorsque jai débuté ma thése, I'unique régulationrme pour EG-VEGF et ses récepteurs
dans le placenta humain concernait la régulati®@GaVEGF et de PROKR1 par I'hypoxie.
PROKR1 présente un pic d’expression vers 9-10 S¥ynee EG-VEGF, pic qui se situe
pendant la période d’hypoxie placentaire. Le latmira a mis en évidence la stimulation
d'EG-VEGF et de PROKR1 par I'hypoxie dans des taipastes en culture primaire
(Hoffmann et al. 2006). Néanmoins, les profils ¢imssion d'EG-VEGF et de PROKR1 ne
sont pas totalement superposables a celui de Bhgpgmacentaire, qui couvre toute la période
du 1*' trimestre de la grossesse. Ces différences suggéme régulation possible par d’autres

facteurs.

E. Role d’'EG-VEGF sur les trophoblastes extraville  ux (TEV)

L’expression majoritaire de PROKR2 par les TEV srgg une action possible d’EG-VEGF
sur ces cellules. Il a été montré quUEG-VEGF dimaihula migration, linvasion et
I'organisation en réseaux pseudo-vasculaires de¢ aE I’ trimestre de grossesse (voir
figure 51) (Hoffmann et al. 2006, Hoffmann et @02). L’effet inhibiteur d’'EG-VEGF sur la
migration et I'organisation était totalement akgdr I'utilisation d’ARN interférant PROKR2,

indiquant que ce récepteur était indispensable pesieffets.
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Dans la physiologie placentaire, I'invasion troplastique s’accompagnen vivo d’un
remodelage de la matrice extracellulaire par ledaloprotéinases (MMPs). Le réle
inhibiteur d’EG-VEGF sur l'invasion des TEV étaibroplété par une diminution de la
production de MMP2 et MMP9 par les trophoblastesadleux et les explants placentaires
(Hoffmann et al. 2009), métalloprotéinases qui domtortantes pour le remodelage de la
matrice extracellulaire (Bischof et al. 1998, Fisbeal. 1985). L'ensemble de ces résultats
suggere qu'EG-VEGF est impliqué dans le contrél€ideasion trophoblastique en inhibant
leur migration pendant le*1trimestre de grossesse, protégeant ainsi la itélgdacentaire
d’'un remodelage anticipé des arteres spiraléesrnadiies, et donc d’une oxygénation trop
précoce, qui induirait un stress oxydatif importafspres 10 SA, la baisse physiologique
d’EG-VEGF entrainerait la levée de cette inhibitipermettant alors aux TEV d’envahir la
décidue. L’élargissement des artéeres spiralées gitrait alors I'oxygénation optimale de

I'espace intervilleux, et le déroulement correctalgrossesse ali™ et 3™ trimestre.
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La thématique de recherche du laboratoire danslgti effectué ma these est centrée sur
I'étude de lI'angiogenese physiologique et tumorieparticulier dans les glandes endocrines
(cortex surrénal et placenta). L'essentielle detiaté de recherche porte sur I'étude de deux
facteurs majeurs de lI'angiogenese, VEGF et EG-VE@HRaboratoire cherche a comprendre
les mécanismes de contrdle de l'angiogenése pbyggioke, afin de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour inhiber I'angiogempashologique, et en particulier tumorale.

Au sein de ce laboratoire, I'équipe que jai intggetudie en particulier le réle d'EG-VEGF
dans la vascularisation placentaire, et dans lg®luaies de la grossesse d'origine vasculaire
(Toxémie Gravidigue et Retard de Croissance Intéxrib). Cette équipe est née en 2003 lors
de lintégration dans l'unité du Dr. Nadia Alfaidgui a développé le modéle placenta et qui
dirige ce projet. L’équipe a caractérisé dans wmper temps I'expression d’EG-VEGF et de
ses récepteurs dans le placenta humain et murims a deuxieme temps, I'étude des réles
de ce facteur sur les trophoblastes extravilleax régulation par I'hypoxie ainsi que sa
dérégulation dans la Toxémie Gravidique ont égafergéee établies (Hoffmann et al. 2006,
2007, Hoffmann et al. 2009).

Depuis mon arrivée en 2007, mon travail a portélawompréhension des mécanismes du
développement placentaire normal et pathologiqueoars du ' trimestre de la grossesse, et

sur I'étude des pathologies de la grossesse, cdmREIU.

Suite aux résultats publiés par I'équipe depuiss2@9premier objectif de travail de ma thése
a été de caractériser l'effet du facteur angioge@eVEGF sur les cellules endothéliales
placentaires, les HPEC. Nous avons pour cela miplare la culture primaire au sein du
laboratoire. Le deuxiéme objectif de ma these al@&tidier la régulation I’EG-VEGF et de
ces récepteurs par 'hCG, hormone clé de la gressesl sein de la villosité choriale. Enfin,

le troisieme objectif a été de caractériser I'espien de ce facteur et de ces récepteurs dans

les grossesses avec RCIU.
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Expression placentaire ' EG-VEGF Expression placentaire de VEGF
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(] Expression faible d’EG-VEGF

Figure 52 : Expression d'EG-VEGF et VEGF dans le @centa au f' trimestre de grossesse. Schémas
adaptés de (Fournier et al. 2007).



. Effet dEG-VEGF sur l'angiogenese placentaire

(premiére publication)

Quand j'ai débuté mon travail de thése, le roleé@yene d’EG-VEGF était relativement bien

établi dans différents organes dérivés des glaaddscrines, comme les testicules (LeCouter
et al. 2003b, Samson et al. 2004), les ovairesli(kiis et al. 2005a, Kisliouk et al. 2005b,
LeCouter et al. 2001), et les surrénales (LeCcettet. 2001, Lin D. C. et al. 2002a). Le réle
angiogene d’'EG-VEGF dans des tissus non endociinesne dans la choroide par exemple,

avait également été rapporté (Tanaka et al. 2d06)2001, I'équipe de Ferrara rapportait

gU'EG-VEGF n’activait pas la prolifération et la gration des HUVEC (Human Umbilical

Vein Endothelial Cells), cellules endothéliales id&es de la veine ombilicale humaine

(LeCouter et al. 2001), mais aucune donnée suptengiel angiogene d’'EG-VEGF sur les

cellules endothéliales placentaires, qui est uarmggrivilégié de I'expression de ce facteur,

n'avait été publiée jusque la.

Devant ce constat, nous avons entrepris d'établirble angiogene d’EG-VEGF sur les

cellules endothéliales placentaires, les HPEC. @vhmeuses données suggéraient une action

potentielle ’'EG-VEGF sur I'angiogenese du placenta

EG-VEGF a un réle angiogéne dans de nombreux osgane

Le placenta, organe fortement vascularisé, estitend&expression privilégié de ce
facteur angiogene et de ses récepteurs.

L'expression sérique d’EG-VEGF est maximale atl ttimestre de grossesse
(Hoffmann et al. 2009), période ou 'angiogenése@htaire est fortement activée.
L’hypoxie augmente I'expression d’EG-VEGF et de sécepteur PROKR1 dans les
trophoblastes (Hoffmann et al. 2006).

EG-VEGF et VEGF sont exprimés dans des compartsnegitulaires adjacents dans
le placenta, suggérant une complémentarité d’acteoes deux facteurs (voir figure
52).
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Figure 53 : Morphologie de cellules endothéliales BWVEC et HPEC. Les HUVEC (a gauche) sont
polygonales alors que les HPEC (a droite) sont aligées, forme qu’elles conservent méme a confluence.
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Figure 54 : Localisation des HPEC et des HUVEC. 8émas adaptés de
http://static.howstuffworks.com/gif/adam/imagesteatomy-of-a-normal-placenta-picture.jpg,
http://www.bioscience.org/atlases/fert/images/fegimatuplac.jpg et (Fournier et al. 2007)




Des précautions particulieres étaient nécessaoes gtudier I'effet angiogéne d’'EG-VEGF
dans la Vvillosité placentaire. En effet, I'hnétéméike des cellules endothéliales
macrovasculaires et microvasculaires est bieniétabht au niveau de leur morphologie que
de leur fonctionnalité (voir figure 53) (BicknelP23, Fajardo 1989, Garlanda and Dejana
1997, Zetter 1981).

De nombreuses caractéristiques discriminantes @ntapportées pour les HUVEC et les
HPEC concernant : leur morphologie (Jinga et al020leur expression génique (Murthi et
al. 2007, Murthi et al. 2008), leur sécrétion dbstances vasoactives (Lang et al. 2003), et
leur réponse proliférative a des agents mitogeassne le VEGF, PIGF ou FGF-2 (Khaliq et
al. 1999, Lang et al. 2001, Lang et al. 2003, Migetaal. 1998, Park et al. 1994). Cette
hétérogénéité entre les cellules macrovasculaitesnierovasculaires impose d’étudier
spécifiguement les cellules endothéliales de I'megaoncerné, et d’éviter au maximum les
extrapolations d’organe a organe. Les HUVEC, lamygnatilisées pour I'étude des processus
angiogenes, ne permettent donc pas de conclurelesurcaractéristigues des cellules
endothéliales dérivées d’organes différents (vigure 54) (Lang et al. 2001). De ce fait,
I'absence d'effets d’EG-VEGF sur la proliférationla migration des HUVEC (LeCouter et
al. 2001) n’excluait pas une possible action deeaattokine sur les HPEC.

Pour étudier I'effet angiogéne d’EG-VEGF sur legelata, nous avons donc choisi d'utiliser
les cellules endothéliales placentaires HPEC. laequita, qui posséde a terme un réseau
vasculaire estimé a 550 km environ (Burton and izaxn1995, Jackson et al. 1992), est une
excellente source pour les cellules endothélialasrovasculaires. Pour notre étude,
I'isolement d’'HPEC a partir de vaisseaux de plaagrt terme a été réalisé selon la technique
décrite par I'équipe de Simionescu (Jinga et a8d020Aprés 10-12 jours de culture, les HPEC
arrivent a confluence et possedent un phénotypagdl caractéristique. Apres vérification du
phénotype endothélial de nos cellules par diff&remarqueurs endothéliaux (CD-31, facteur
de von Willebrand, UEA-lectine, ou internalisatidoe LDL acétylées), notre travail a consisté
a établir I'action angiogéne d’EG-VEGF sur les wlels endothéliales microvasculaires
placentaires HPEC, et a la comparer a celle sucé#lales macrovasculaires ombilicales
HUVEC.
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Test de formation de réseaux pseudo-vasculaires

Cellules endothéliales

C : alinle:
en monocouche “ellules endothéhiales

organisees en reseanx
pseudo-vasculanes

Matrigel ® polymérisé

Figure 55 : Test de formation de réseaux pseudo-vadaires. Les cellules endothéliales forment
spontanément des réseaux pseudo-vasculaires lorsglles sont cultivées sur Matrigel® (Murray 2003). a
présence de certains facteurs dans le milieu de tule peut augmenter ou diminuer le nombre de réseau

a un moment donné.

Test de bourgeonnement de sphéroides

s Cellules endothéliales
Crlture des cellules endathéliales en sphéroide Bourgeonnement
en plague d puits d fond rond du sphéroide
Transfert
du sphéroide
- —
Formation du sphéroide gel de

pendant la nuit collagéne

Figure 56 : Test de bourgeonnement de sphéroideses cellules endothéliales sont mises en culture dan
des puits a fond rond sur la nuit, permettant ainsia formation d’un sphéroide par puits. Le lendeman, le
sphéroide est transféré avec précaution, et incluns un gel de collagéne. Les premiers bourgeons
apparaissent des les premieres heures d'inclusion.



Dans un premier temps, nous avons étudié I'expresis récepteurs d’'EG-VEGF, PROKR1
et PROKR2, dans les vaisseaux feetaux placentdi@slglicaux, puis nous avons vérifié le
maintien de I'expression de ces récepteurs apisdiment et la culture des HPEC et des
HUVEC. Nous avons ensuite étudié I'effet ’EG-VE&K la prolifération, la migration et la
survie des HPEC et des HUVEC.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié I'effgiogene d’EG-VEGF par deux tests
complémentaires : le test d’organisation en résgmexido-vasculaires (voir figure 55) et le
bourgeonnement de sphéroides d’HPEC et ’HUVEQ fignire 56).

Dans le placenta, I'endothélium microvasculairetipgge non seulement a I'angiogenése,

mais également aux échanges de nutriments et di&santre la mére et le feetus. Il constitue
donc une véritable barriére semi-perméable esdlentieur le succes de la grossesse. Dans
une troisieme partie, nous avons déterminé l'effdEG-VEGF sur la perméabilité

endothéliale et le transport para-cellulaire d’'om@nocouche d’HPEC.
Grace a une stratégie d’ARN interférents et d’amfs bloguants, nous avons étudié

I'implication différentielle des récepteurs PROKBILPROKR2 dans l'effet d’'EG-VEGF sur

I'angiogenese et la perméabilité des HPEC.

75



Molecular Biology of the Cell
Vol. 21, 2832-2843, August 15, 2010

Molecular Characterization of EG-VEGF-mediated
Angiogenesis: Differential Effects on Microvascular
and Macrovascular Endothelial Cells

Sophie Brouillet,*** Pascale Hoffmann,***S Mohamed Benharouga,?!
Aude Salomon,*** Jean-Patrick Schaal,® Jean-Jacques Feige, **#
and Nadia Alfaidy**™#

*Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Unité 878, Grenoble, France; fCommissariat a
I'’Energie Atomique, iRTSV, Grenoble, France; #Université Joseph Fourrier, Grenoble 1, France; SCentre
Hospitalier Régional Universitaire de Grenoble, Département de Gynécologie, Obstétrique et Médecine de la
Reproduction, Grenoble, France; and ICentre National de la Recherche Scientifique, UMR 5249, Grenoble,
France

Submitted January 26, 2010; Revised May 27, 2010; Accepted June 21, 2010
Monitoring Editor: Asma Nusrat

Endocrine gland derived vascular endothelial growth factor (EG-VEGF) also called prokineticin (PK1), has been identified
and linked to several biological processes including angiogenesis. EG-VEGF is abundantly expressed in the highest
vascularized organ, the human placenta. Here we characterized its angiogenic effect using different experimental
procedures. Immunohistochemistry was used to localize EG-VEGF receptors (PROKR1 and PROKR?2) in placental and
umbilical cord tissue. Primary microvascular placental endothelial cell (HPEC) and umbilical vein-derived macrovascular
EC (HUVEC) were used to assess its effects on proliferation, migration, cell survival, pseudovascular organization,
spheroid sprouting, permeability and paracellular transport. siRNA and neutralizing antibody strategies were used to
differentiate PROKR1- from PROKR2-mediated effects. Our results show that 1) HPEC and HUVEC express both types
of receptors 2) EG-VEGF stimulates HPEC’s proliferation, migration and survival, but increases only survival in HUVECs.
and 3) EG-VEGF was more potent than VEGF in stimulating HPEC sprout formation, pseudovascular organization, and
it significantly increases HPEC permeability and paracellular transport. More importantly, we demonstrated that PROKR1
mediates EG-VEGF angiogenic effects, whereas PROKR2 mediates cellular permeability. Altogether, these data charac-
terized angiogenic processes mediated by EG-VEGF, depicted a new angiogenic factor in the placenta, and suggest a novel

view of the regulation of angiogenesis in placental pathologies.

INTRODUCTION

The human placenta is a highly vascularized organ. By the
end of gestation, it has developed a capillary network that is
~550 km in length and 15 m? in surface (Burton and Jau-
niaux, 1995). This network is essential for efficient materno-
fetal exchange, but also plays a key mechanistic role in the
elaboration of the placental villous tree. Vasculogenesis, and
subsequent angiogenesis, are the pivotal processes for the
enlargement of the placental vascular tree and placental
development (Charnock-Jones and Burton, 2000; Leach et al.,
2002; Charnock-Jones et al., 2004; Demir et al., 2004, 2007).
Failure in these processes can lead to preeclampia (PE), early
pregnancy loss, and intrauterine growth restriction (IUGR).
It is now well established that a close relationship exists
between embryonic development and the degree of vascu-
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on June 29, 2010.
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larization of the chorionic villi, and that normal chorionic
villous vascularization is essential for undisturbed develop-
ment of pregnancy (te Velde et al., 1997).

Angiogenic growth factors are considered to be the main
mediators of placental angiogenesis. Mouse models have dem-
onstrated the importance of two families of ligands, namely
vascular endothelial growth factors (VEGFs) and angiopoi-
etins, and their respective tyrosine kinase receptors in fetal and
placental angiogenesis (Risau, 1997; Neufeld ef al., 1999; Sibai et
al., 2005). Although VEGF-A and the angiopoietins are essen-
tially selective for endothelial cells, they are widely expressed.
Thus, it has been difficult to reconcile endothelial cell pheno-
typic diversity with the action of ubiquitous factors. Different
studies have provided evidence for certain vascular bed-spe-
cific responses to VEGF (Palade et al., 1979; Dellian et al., 1996).
In the placenta, VEGF acts differentially on the two types of
endothelial cells that form this organ: the human placental
microvascular endothelial cells (HPECs) that lie in the fetal
capillaries of chorionic villi and the human umbilical vein
macrovascular endothelial cells (HUVECs). Hence, it is likely
that morphological and functional diversity among endothelia
is achieved by several mechanisms, including vascular bed-
specific response to ubiquitous mediators and the existence of
unique mitogenic/differentiating factors with a tissue-restr-
icted expression pattern.

© 2010 by The American Society for Cell Biology



EG-VEGF-mediated Angiogenesis

Table 1. Primers used in this study

Gene Forward primer Reverse primer T (°C) for gPCR
PROKR1 5'-GTCCTCGTCATTGTCAAGAGCC-3’ 5'-AAACACGGTGGGGAAGAAGTCG-3’ 58
PROKR2 5'-CATCCCATCGCCTTACTTTGC-3' 5-CTTTTCCTTCACGAACACAGTGG-3' 58
GAPDH 5'-ACCCAGAAGACTGTGGATGG-3' 5'- TTCTAGACGGCAGGTCAGGT-3' 60
Galphal2 5'- ATGGTCTCCTCCAGCGAGTA-3’ 5-CTTGATGCTCACGGTCTTCA-3’ 60
Galphal3 5'-GGAGATCGACAAATGCCTGT-3 5'-CAACCAGCACCCTCATACCT-3 60
Galpha 11 5'-TGAGCGATGAGGTGAAGGAGTC-3’ 5'-CGGTGAAGATGTTCTGGTAGACG-3’ 60
Galpha il 5'-CGGTGCTGGTGAATCTGGTAAAAG-3’ 5'-ACCTCCCCATAGCCCTAATGATAG-3’ 60
Galpha i2 5'-TGTCTACAGCAACACCATCCAGTC-3’ 5'-CAATACGCTCCAGGTCGTTCAG-3’ 60

qPCR, quantitative PCR.

The existence of organ-specific angiogenic factors has
been postulated for many years (Stewart and Wiley, 1981;
Roberts et al., 1998), but only recently received confirmation
when such a factor, named endocrine gland—derived vascu-
lar endothelial growth factor (EG-VEGF), was characterized
and sequenced (LeCouter et al., 2001). This new factor was
found to be expressed in testis, adrenal gland, ovary, and
placenta (LeCouter et al., 2001). More importantly, its angio-
genic action appeared to be restricted to endothelial cells
derived from endocrine tissues (LeCouter et al., 2001).
In endothelial cells isolated from steroidogenic tissues,
EG-VEGF was shown to promote proliferation, survival, and
chemotaxis (LeCouter et al., 2001; Lin ef al., 2002b). More
importantly, in vivo delivery of adenoviruses encoding
EG-VEGF resulted in endocrine tissue-specific angiogenesis
(LeCouter et al., 2001). EG-VEGF, also known as prokineti-
cin-1 is a member of a class of proteins that includes Bv8, a
frog peptide purified from the skin secretion of the yellow-
bellied toad Bombina variegata, also known as prokineticin-2
(PROK?2) in mammals. Human EG-VEGF and Bv8 proteins
present 83% identity and share the same G protein—coupled
receptors, termed PROKR1 and PROKR2 (Lin et al., 2002a).

EG-VEGF expression in the placenta was briefly described
in the initial report by LeCouter et al. (2001). In three recent
publications from our group, we have shown that EG-VEGF
and its receptors, but not PROK2, are highly abundant in
human placenta during the first trimester of pregnancy, with
the highest expression of EG-VEGF found in the syncytiotro-
phoblast layer; that their expression is up-regulated by hyp-
oxia; that EG-VEGF controls trophoblast invasion; and that
its circulating levels were significantly higher in PE patients
(Hoffmann ef al., 2006, 2007, 2009). The specificity and the
magnitude of EG-VEGF expression in endocrine glands, its
similarity of action with VEGF, its up-regulation by hypoxia
and deregulation in PE, suggested to us that this new factor
might play important role in placental angiogenesis. Here,
we sought to characterize the angiogenic processes medi-
ated by EG-VEGF in a highly vascularized organ, the human
placenta and compare its effects to the well studied angio-
genic factor, VEGF. Both microvascular (HPEC) and macro-
vascular (HUVEC) cells were studied.

MATERIALS AND METHODS

Tissues Collection

Collection and processing of human placentas were approved by the district
and local hospital ethical committees, and collection was performed accord-
ing to the Grenoble Hospital and University Joseph Fourier code of practice.
Informed patient consent was obtained in all cases. Human term placentas
were obtained from uncomplicated pregnancies after elective caesarean sec-
tion delivery between 38 and 40 wk of gestation (wg) of gestation. For each
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placenta both the placental disk and the attached umbilical cord were used for
the isolation of HPEC and HUVEC cells, respectively.

Endothelial Cell Isolation

HPEC Cell Isolation. Primary HPECs were isolated from fetal vessels of
human term placenta, as described elsewhere (Jinga et al., 2000). Term trimes-
ter placentas were used for technical reasons, as the large size of the placenta at
this gestational age allows the isolation of a sufficient number of endothelial cells.
At this gestational age, EG-VEGF receptors are both expressed (Hoffmann et al.,
2007; Denison et al., 2008). In brief, HPECs were isolated from term placental villi
by enzymatic perfusion of the vasculature followed by separation of the resulting
cells on a Percoll density gradient. The cells were further purified by a two-step
selection procedure, based on differential trypsinization (Jinga et al., 2000).
HPECs were used in our experiments between passage 3 and 5. Cells were
cultured at 37°C in 5% CO, in air (vol/vol) and relative humidity greater than
95%. HPECs were maintained in endothelial cell basal medium (MCDB131,
Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with fetal bovine serum (FBS,
15%, Invitrogen, Cergy Pontoise, France), EGM 2MV endothelial med single
quotkit (Lonza, Basel, Switzerland), and antibiotics (1%) and were passaged
upon reaching confluence, typically every 3-4 d.

HPEC Characterization. Isolated HPEC cells were tested for their expression
of endothelial cell markers CD31 (PECAM) and von Willebrand factor, for
binding of Ulex europaeus lectin (UEA-I) and for their Dil-Ac-LDL uptake, and
for smooth muscle cell contamination was assessed by immunostaining of
smooth muscle actin, according to the following methods.

von Willebrand factor antigen, UEA-I lectin, and CD31. For the three anti-
bodies the following protocol was used: HPECs were cultured on glass
coverslips, rinsed three times with DMEM, fixed in cold acetone (20°C) for 5
min, and air-dried at room temperature (RT). Anti-human IgGs against von
Willebrand factor antigen was used at 1/1000 dilution (rabbit IgG, Dako,
France), UEA-I (Ulex lectin binding) was used at 1/10 (Sigma-Aldrich, St.
Quentin Fallavier, France) and CD31 was used at 1/100 (mouse IgG, Dako).
All antibodies were diluted in PBS. The glass coverslips with cultured cells
(upside down) were exposed to antibodies in a moisture chamber, at 37°C, for
1 h. After extensive washing with PBS, the cells were incubated in the same
conditions, with their specific secondary antibodies labeled with Cy2 (1/1000;
Molecular Probes, Eugene, OR) for the vW*** or with FITC for CD31. Lectin
UEA-1 was TRITC labeled. After 1 h, at 37°C, the coverslips were washed
thoroughly with PBS (three times for 15 min), fixed in 2% paraformaldehyde
for 10 min, and mounted in a drop of Vectashield (Dako), and placed under
coverslips. Preparations were observed under a Leica confocal microscope
(TCS-SP2; Deerfield, IL). Incubation in buffer without primary antibodies was
used as negative control. The same protocol as for the staining for endothelial
cell markers was also used to stain smooth muscle actin (1/70, mouse IgG,
clone A14 from Dako).

Uptake of acetylated low-density lipoproteins (AcLDL). AcLDL coupled
with fluorescent 1,1-dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethyl-indocarbocyanide per-
chlorate (Molecular Probes, Eugene, OR; AcLDL-Dil) was prepared as de-
scribed by Voyta et al. (1984). Confluent HPEC on glass coverslips were
washed with PBS containing 1.2 mM CaCl, and 0.5 mM MgCl, (Sigma-
Aldrich), incubated with AcLDL-Dil (10 pg/ml) for 1 h, and examined with
the fluorescence microscope. Controls consisted of similarly processed cul-
tures, except that AcLDL-Dil was omitted from the incubation medium.

HUVEC Isolation. HUVEC were isolated from human umbilical cord veins as
described before (Hebert et al., 1990). The isolated cells were cultured in EGM-2
endothelial medium bullet kit (Lonza) fetal calf serum at 37°C under 5% CO.,.
RNA Isolation and RT-PCR Analysis

Total RNA was extracted from HPECs and HUVEC as previously described
using a rapid RNA isolation system (Qiagen RNeasy, Courtaboeuf, France).
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Reverse transcription was performed on 1 pg total RNA with Superscript
II-RnaseH reverse transcriptase (Invitrogen).

Real-Time PCR Analysis

GAPDH, and G proteins (Gall, Gal2, Gal3, Gail, Gai2) mRNA expressions
were quantified by real-time RT-PCR using a Light Cycler apparatus (Roche
Diagnostics, Meylan, France). The PCR was performed using the primers
shown in Table 1 and SYBR green PCR core reagents (Light Cycler-FastStart
Master SYBR Green I, Roche Diagnostics, Meylan, France). For negative
controls, we used a complete DNA amplification mix, where the target cDNA
template was replaced by water. PCR conditions were as follows: step 1, 94°C
for 10 min; and step 2, 45 cycles consisting of 95°C for 15 s, temperature
indicated in Table 1 for 5 s and 72°C for 10 s. The results were normalized to
GAPDH mRNA expression level.

RNA Interference

Expression of PROKR1 and PROKR2 mRNAs was inhibited by transfection of
small interfering RNAs (siRNAs). Briefly, 1 d after plating, HPEC cells were
transfected with or without 10-50 nM siRNA duplexes for PROKR1 or R2 genes,
using RNA interference (RNAi) Max (Ambion, Austin, TX). siRNA duplexes
(21-nucleotide) were purchased from Ambion. PROKR1 siRNA oligonucleotide
templates were the following (5'-3'): antisense: GGCUUCUUACAAUGGCG-

A PROKR1

GUtt; sense: ACCGCCAUUGUAAGAAGCCtt, and PROKR2 siRNA oligonucle-
otide templates were the following (5'-3"): antisense: GUUAUGGUGAUUAU-
GACCULtt; sense: AGGUCAUAAUCACCAUAACtg. Scrambled siRNA dup-
lexes of these targeting sequences served as nonspecific control siRNA.

Immunohistochemistry

Placental tissues were collected from first trimester termination of pregnancy
between 9 and 10 wg. Umbilical cords were collected at term from caesarean
deliveries. Immunohistochemistry was processed as described previously
(Hoffmann et al., 2009) .

Western Blotting Analysis

Western blotting was used to demonstrate the effect of EG-VEGF on mitogen-
activated protein (MAP) kinase and AKT activation, to verify the loss of
PROKR1 and PROKR2 mRNAs in HPECs treated with specific siRNAs to
these proteins and to demonstrate the blocking effect of neutralizing antibod-
ies to PROKR1 and PROKR2. Western blotting was processed as previously
described (Hoffmann et al., 2009). The rabbit antibodies against MAP kinase
was (1/40,000, Sigma-Aldrich), phospho-MAP-kinase (1/5000, Promega,
Madison, WI), Akt (1/1000, Cell Signaling, Beverly, MA), phosphor-AKT
(1/1000, Cell Signaling), PROKR1 (0.84 pg/ml, in house antibody), and
PROKR?2 (0.84 pg/ml, in house antibody). Mouse anti-human $-actin anti-

PROKR2
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cord

Placental
willi

— — = ZWS .
negative control | | negative control negative control | | negative control

for PROKR1 for PROKRZ for PROKR1 « for PROKR2
Umbilical cord Placental villi Figure 1. PROKRI1 and PROKR?2 protein ex-
pression in placental-tissue, umbilical cord
B C and in isolated HPECs and HUVECs. (A)
* * Chorionic villi and umbilical cord sections
I 16 immunostained with anti-PROKR1 and anti-
I HPEC HUVEC § 14 RN PROKR?2 antibodies. The undersized photo-
Ow ' | graphs on the right show tissue sections incu-
PROKR1 .I R — - =P 12 bated with the respective preimmune sera.
210 Subset photographs in each panel represent
PROKR2 ’l -— I SE s higher magnifications for the staining in en-
) — % e dothelial cells. CT, cytotrophoblast; Ho, Hof-
h-actin F-l | 14 5 086 bauer cells; St, syncytiotrophoblast; Ec, endo-
g 04 thelial cells; bv, blood vessels. Scale bar, 50
o 02 pm. (B) A representative Western blot analy-
Isolated cells = ' sis of PROKR1 and PROKR2 expression in

HPEC HUVEC HPEC HUVEC

HPECs and HUVECs. (C) A quantification of

PRKOR1
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body (1/8000, Sigma-Aldrich) was used as an internal control for protein
loading.

Assessment of HPEC and HUVEC Proliferation

Both [3H]thymidine incorporation and Ki67 staining were used. The effect of
EG-VEGEF on cellular proliferation was examined using recombinant human
EG-VEGEF (Tebu, Le Perray-en-Yvelines, France). Cells were placed in 48-well
plates (7 X 10* cell/well) and cultured overnight (37°C, 5% CO,). The cells
were serum-starved for 24 h and then incubated for 24 h in serum-free media
containing 10-50 ng/ml EG-VEGF, which corresponds to 1-5 nM. The choice
of these concentrations was based on the ICs5, of EG-VEGF for its receptors
(2.7 nM; Lin et al., 2002a; Maldonado-Perez et al., 2007). For [*H]thymidine,
cells were labeled with 0.5 uCi/ml [*H]thymidine (Amersham, Les Ulis,
France). The cells were subsequently washed in HBSS and incubated in 2 ml
ice-cold 5% trichloroacetic acid for 20 min at RT. After washing, 0.4 ml of 0.1
M NaOH and 0.1% SDS was added; the lysates were transferred to Eppendorf
tubes and counted in a liquid scintillation counter (Beckman, Krefeld, Ger-
many; LS 6500). For Ki67 staining the cells were incubated for 24 h in
serum-free media containing 10-50 ng/ml EG-VEGF, fixed in paraformalde-
hyde for 20 min, and then stained for Ki67 antibody (Dako).

Assessment of HPEC and HUVEC Migration

Wound healing assay was performed to examine the effect of EG-VEGF on
HPEC and HUVEC cell motility. Cells were seeded in equal number into
six-well plates and processed as previously described (Hoffmann et al., 2009).
To further characterize the signaling pathway of EG-VEGF, inhibitors of MAP
kinases and phosphatidylinositol 3'-kinase (PI3K) kinases (PD98059 and
LY294002) have been used at 20 and 10 uM, respectively.

Apoptosis Detection

HPEC cells were serum-starved for 24 h and then incubated for an extra 24 h
in the absence or presence of EG-VEGF at different concentrations (10, 25, 50
ng/ml). The percentage of apoptotic HPEC cells was determined using
caspase 3 staining. After a challenge with EG-VEGEF the cells were fixed for 5
min in cold acetone and stained with anti-human caspase 3 IgGs at 1/2500
dilution (rabbit IgG, Cell Signaling). The same protocol used for HPEC
characterization was applied for the caspase staining. For each slide, three
randomly selected microscopic fields were observed, and =200 cells/field
were evaluated.

Pseudovascular Morphogenesis Assay

Approximately 150 ul of ice-cold Matrigel (BD Biosciences, Grenoble, France)
was layered into each well of 24-well plates. The Matrigel was allowed to
solidify completely at 37°C for 1 h. HPECs (10° cells per well) and HUVEC
(10° cells per well) were added and incubated at 37°C in an atmosphere of
humidified 95% air/5% CO, for 12 h. EG-VEGF treatment was applied at the
same time as plating. Hourly observations were made under an inverted
photomicroscope to document the developmental stages. Quantification of
branching was performed after 10 h of culture by calculating the number of
branching point formed in each well.

Generation of Endothelial Spheroids

Confluent monolayers of HPECs and HUVECs were trypsinized. Cells were
suspended in a mixture of 1 volume of 1.2% (wt/wt) methylcellulose and 4
volumes of culture medium containing 15% FCS and antibiotics. In these
experiments, 3000 cells were suspended in culture medium/methylcellulose
and seeded in nonadherent round-bottom 96-well plates (Greiner, Fricken-
hausen, Germany). Under these conditions all suspended cells contribute to
the formation of a single endothelial cell spheroid. The spheroids were
harvested within 24 h and transferred into a collagen gel (3.54 mg/ml, BD
Biosciences) and different concentrations of EG-VEGF were added. Sprout
formation was measured and compared with those induced by fibroblast
growth factor 2 (FGF-2; 20 ng/ml) or VEGF (100 ng/ml). Sprouting of sphe-
roids starts as early as 1 h of culture. Quantification of the sprouting was done
using Image] software (http:/ /rsb.info.nih.gov/ij/) after 12 h of culture by
image analysis of microphotographs. At least three replicates were included
within each experiment, and three different preparations of HPEC and
HUVEC were analyzed. To differentiate between PROKR1- and PROKR2-
mediated effects in HPEC cells, we performed two different sets of experi-
ments. In the first one, the follow-up of sprouting was assessed in spheroids
that had been formed from HPEC invalidated for PROKR1 or PROKR2 using
siRNAs as described in this section. In the second set, the follow-up of
sprouting was performed in spheroids that had been preincubated with
PROKRI- or PROKR2-blocking antibodies (Covalab, Lyon, France) at 0.5
pg/ml final concentration and then challenged with EG-VEGEF. Control rabbit
IgGs were also used in the set of experiment where blocking antibodies were
used. See Figure S3 for siRNA and blocking peptide strategies.
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Measurement of Endothelial Monolayer Permeability

Transendothelial Electrical Resistance. HPEC were seeded onto Vitrogen-
coated Transwell polystyrene filters (Corning, Dutsher, France) and grown to
confluence for 10-11 d. Growth medium was replaced every other day.
Twenty-four hours before the experiment, confluent endothelial monolayers
were serum-starved. Experiments were initiated by washing the upper and
lower compartments with warmed (37°C) 20 mM Tris-buffered saline, pH 7.4,
supplemented with 25 mM glucose and 0.1% BSA (150 wl/upper and 600
wul/lower compartments). The inserts were allowed to equilibrate for 30 min
at 37°C before initiating the experiments. After equilibration, the buffer was
removed from the inserts, and fresh buffer containing various treatments was
added to the upper compartment (70 U/ml thrombin, 25 ng/ml EG-VEGF).
EG-VEGF and thrombin-induced changes in the resistance of the endothelial
monolayers were measured using MilliCell ERS (Millipore, Bedford, MA) at
0, 5, 10, 15, 20, 25, and 35 min after adding the treatments. In this set of
experiment, thrombin was used as a positive control for endothelial cell
permeability (Rabiet et al., 1996). Assays were performed in triplicate, and
changes in resistance were normalized to their respective controls. In a
different set of experiments, electrical resistance was determined in HPECs
that were invalidated for PROKR1 or PROKR?2 using specific siRNAs and in
HPEC cells that were treated with PROKR1- or PROKR2-blocking antibodies
(Covalab) before the challenge with EG-VEGF.

[PH]Mannitol Transport (Papp). HPEC were grown and treated as described
in the previous section. After the addition of the treatments, the tracer
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Figure 2. EG-VEGEF increases HPEC but not HUVEC proliferation
and migration. (A) [*’H]Thymidine incorporation into HPEC and
HUVEC cells, in the absence or presence of EG-VEGF. A significant
increase of HPEC proliferation was observed with 25 and 50 ng/ml
EG-VEGF (*p < 0.05). No significant effect was observed on
HUVEC cells. (B and C) Photographs of wounded HPEC and
HUVEC monolayers, respectively, at 0, and 12 h after wounding.
The plots show percentages of wound closure after 12 h of
treatment with EG-VEGEF in the absence or presence of PD98059
and the LY294002, the inhibitors of MAP kinases and PI3K,
respectively. Bars with different letters are significantly different
from each other (p < 0.05).
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([°*H]mannitol, 125 nCi/well) was added. Samples (20 ul) of medium from the
abluminal side were removed at 5, 10, 15, 20, 25 and 35 min and replaced with
warm buffer. The assay was performed in triplicates. Radioactivity was mea-
sured using a scintillation counter. Papp (cm/s) was calculated using the
following equation: Papp = dQ/dt X 1/Ax Co, where dQ/dt is the slope of
the linear curve describing the cumulative amount of tracer transported (i.e.,
detected in the abluminal side) versus time [sec], A, the surface area of the
filter (cm?), and Co (units/ml) the initial concentration in the donor compart-
ment (luminal side).

Statistical Analysis

Statistical comparisons were made using one-way ANOVA analysis and
tested for homogeneity of variance and normality (p < 0.05). Student’s ¢ test
was also used when appropriate. Calculations were performed using SigmaS-
tat (Jandel Scientific Software, San Rafael, CA).

RESULTS

Characterization of HPEC Cells

After seeding, HPECs reached confluence in 10-12 d and
presented an epithelial-like morphology as described before
(Jinga et al., 2000). As shown in Figure S1 of supplementary
data, all cultured HPECs were strongly labeled for vWf,
UEA lectin, and CD31 and were able to internalize LDL-Dil.
Immunofluorescence staining for anti-smooth muscle actin
was 98% negative, indicating that the HPEC culture was not
contaminated with myofibroblastic cells. The cultured cells
were highly positive for endothelial cell markers, suggesting
the presence of mainly HPEC cells. Cell viability, assessed
by trypan staining, was 95% before and after treatments.

A HPEC

EG-VEGF (50 ng/ml)

Expression of EG-VEGF Receptors, PROKR1 and
PROKR?2, in Micro- and Macrovascular Placental Cells

The first series of experiments were conducted to determine
the types of prokineticin receptors expressed in HPEC and
in HUVEC cells. PROKR expression was analyzed by im-
munohistochemistry on human placental tissue and hu-
man umbilical cord sections. Comparison of PROKR1 and
PROKR2 expression levels was performed by Western blot-
ting in isolated HPEC and HUVEC cells. As shown in Figure
1A, both PROKR1 and PROKR2 are expressed by endothe-
lial cells within the placental villi. In the umbilical cord vein,
both receptors were also detected in endothelial cells. Figure
1B illustrates a representative Western blot that shows dif-
ferential expression of PROKR1 and PROKR?2 in HPEC and
HUVEC cells. Quantification of PROKR1 and PROKR2 pro-
tein levels in three independent experiments shows that
both receptors are more abundant in HPEC than in HUVEC
cells (Figure 1C).

EG-VEGEF Effect on HPEC and HUVEC Proliferation

In a previous report from the group of Ferrara (LeCouter et
al., 2001), it has been shown that EG-VEGF does not affect
the proliferation of HUVECs. However, no data are avail-
able on its effect on HPEC proliferation. Here, we investi-
gated the effect of EG-VEGF on the proliferation of both cell
types. Proliferation was assessed using two different tech-
niques: [*H]thymidine incorporation (Figure 2A) and Ki67
staining (Figure S2). Our results show that EG-VEGF signif-
icantly increased HPEC cell proliferation in a dose-depen-

HUVEC

EG-VEGF (50 nginl)

Time (min) 5 10 30 0 5

10 30

PMAP S S (pgap &

MAP | c— i — ——

MAPl--- -l

——-— - 0~

PAKT — B e (ot

AKT |- e S e AKT

B Ctr EG-VEGF C
25 ng/ml

HPEC

% of caspase 3
positive cells

HUVEC

HUVEC

% of caspase 3
positive cells

2836

*%*

Figure 3. EG-VEGEF is a survival factor for
HPEC and HUVEC cells. (A) Representative
Western blots of MAP kinase and AKT phos-
phorylations after treatment with EG-VEGF
in HPEC and HUVEC cells. Standardization
of the protein signals was done with antibod-
ies against dephospho-MAP kinases and
-AKT. (B) shows the effect of EG-VEGF on
caspase 3 expression in HPEC and HUVEC
cells after serum starvation and challenging
with EG-VEGF (25 ng/ml). (C) The percent-
age of caspase 3-positive cells. Three ran-

m Ctl

domly selected microscopic fields were ob-
served, and =200 cells/field were evaluated.

B EG-VEGF  (**p < 0.01, *p < 0.05). Bar, 20 um.
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dent manner. However, no effect was observed on HUVEC
proliferation. These results were confirmed by the observed
increase in Ki67 staining in HPECs but not in HUVECs.

EG-VEGF Effect on HPEC and HUVEC Migration

Because both HPEC and HUVEC cells expressed prokineti-
cin receptors, we sought to investigate the effect of EG-VEGF
on their migration using the monolayer wound assay. Figure
2, B and C, shows representative photographs of HPEC and
HUVEC monolayers, at 0 and 6 h after their wounding with
a pipette tip and subsequent incubation in the absence or
presence of EG-VEGF. At 6 h of culture, the wound in HPEC
was almost closed in the presence of EG-VEGF but not in the
control condition. In HUVECs, EG-VEGF did not affect
wound closure and therefore cell migration. Quantification
of four independent experiments showed that treatment
with EG-VEGF significantly increased the migration of
HPECs. The closure of the wound reached 70% in the EG-
VEGEF condition versus only 40% in the control (Figure 2, D
and E). These figures also show the effects of MAP kinases
and PI3K inhibitors on the migratory process of HPECs and
HUVECs in the absence or presence of EG-VEGF. Both
inhibitors significantly decreased the response of HPEC to
EG-VEGF without affecting their basal migration; however
in HUVEC cells these inhibitors decreased the migratory
process even at the basal state. These results suggest that
HPEC and HUVEC respond differentially to promigratory
stimuli, and this might in part explain their opposite re-
sponse to EG-VEGF. To further investigate the differential
response of HPECs and HUVECs to EG-VEGF, we com-
pared the expression levels of the main G proteins reported
to be associated to the activation of PROKR1 and PROKR2,
ie., Gall, Gal2, Gal3, Gail, and Gai2 (Chen et al., 2005;
Ngan et al., 2008). Our data show that HPECs and HUVECs
did not show any differences in their Ga12 and Ga13 levels;
however, there was a slight difference in the expression level
of Gall, and threefold differences in those of Gail and Gai2
(Figure S4). Gail was significantly more abundant in
HUVEC compared with HPECs, and Gai2 was significantly
more abundant in HPECs than in HUVECs.

EG-VEGF Effect on HPEC and HUVEC Survival

It is well documented that mitogenic and survival effects of
EG-VEGF on endothelial cells involve the induction of
MAPK and PI3K phosphorylation (Kisliouk et al., 2003). We
examined whether EG-VEGEF activated these signaling path-
ways in HPECs and HUVECs. Cells were serum-starved for
24 h and then examined for the phosphorylation of p42/44
MAPKSs and AKT in response to EG-VEGF treatment. Figure
3A shows the Western blot analysis of phospho-MAPKs and
phospho-AKT after EG-VEGF treatment. Strong phosphor-
ylation of p44/42 MAPKs and AKT proteins in response to
EG-VEGF were observed after only 5 min in HPECs. In
HUVECs, there was a slight increase in MAPK and AKT
phosphorylation. EG-VEGF effect on AKT phosphorylation
suggested to us that this factor might be a survival factor for
both types of cells. This was confirmed by the measurement
of HPEC and HUVEC survival after 24 h of serum starvation
and a 24-h challenge with EG-VEGF (10, 25, 50, and 100
ng/ml). Caspase 3 staining was used to detect apoptotic
cells. Figure 3B shows that serum starvation of HPEC and
HUVEC resulted in 9.6 = 1.23 and 11.7 = 1.5% of cells
becoming apoptotic in both cells types, respectively, and
that the presence of EG-VEGEF significantly decreased this
proportion to 3.25 = 0.23 and 7.6 = 1.03%, respectively.
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EG-VEGF Effect on Angiogenic Responses of HPEC and
HUVEC Cells

Pseudovascular Organization. Endothelial cells are well
known to self-organize as networks of vascular-like struc-
tures when grown on Matrigel (Murray, 2003). Here, we
investigated the effect of EG-VEGF on pseudovascular orga-
nization of HPECs and HUVECs, with photographs taken
every hour. Figure 4A shows representative photographs of
HPEC and HUVEC cells at 0 and 10 h of culture on Matrigel
and under different treatments. In the control condition,
HPEC start to organize into tube-like structures by 3 h. By
10 h of culture only half of the plate was organized in a
network of tubular structures. In the EG-VEGF treatment
condition, this process was increased with an organization
starting as early as after 1 h of culture, and the plate was
completely organized by 10 h of culture. In contrast, EG-
VEGEF did not affect HUVEC organization. Quantification of
four independent experiments shows that EG-VEGF signif-
icantly increased HPEC but not HUVEC organization as
compared with the control condition, (Figure 4B).
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Figure 4. EG-VEGF increases HPEC but not HUVEC cord-like
organization. (A) Photographs of HPEC and HUVEC cells cultured
on Matrigel for 0 and 10 h in the absence or the presence of
EG-VEGF (25 ng/ml). Note that EG-VEGF increased HPEC but not
HUVEC organization into cord-like structures compared with the
control condition. (B) Measurements of the number of branches
formed by the cells after 10 h of culture in the absence or presence
of EG-VEGE. *p < 0.05.
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Endothelial Cell Sprouting. A three-dimensional in vitro
angiogenesis system was used to study the role of EG-VEGF
on HPEC and HUVEC sprouting. A 12-h incubation of
HPECs with EG-VEGF (25 ng/ml) resulted in a dose-depen-
dent increase in sprout formation. No effect of EG-VEGF was
observed on HUVEC sprouting. Figure 5, A and C, show
representative photographs of HPEC and HUVEC spheroids
at the time of their incubation with EG-VEGF and 12 h later.
To control the response of the cells, we examined the effect
of two potent angiogenic factors, FGF-2 and VEGF, on the
sprouting. As expected, both FGF-2 and VEGF induced sig-
nificant sprouting of the spheroids compared with the con-
trol conditions. Quantification of four independent experi-
ments show that EG-VEGF treatment has a stronger effect
than VEGF in HPEC cells. In HUVEC, no effect of EG-VEGF
was observed (Figure 5, B and C).

In the aforementioned experiments, we have shown that
HPEC express both type 1 and type 2 receptors for EG-VEGF
(PROKR1 and PROKR2). To determine which type of recep-
tor was involved in EG-VEGF effect on HPEC sprouting, we
examined the effect of EG-VEGF on HPECs in which
PROKR1 or PROKR2 mRNA expression was silenced by
specific siRNAs, (see Figure S3 for siRNA strategy). In ad-
dition, the strategy of receptors blockade by specific neutral-
izing antibodies was also used (see Figure S3 for antibody
strategy). Our results show that treatment with PROKR2
siRNA (Figure 6A) or antibody (Figure 6B) did not affect
EG-VEGF stimulation of sprouting. However, PROKR1
siRNA or antibody reversed its effect. To measure the effect
of EG-VEGF on HPEC sprouting, we quantified the number
of sprouts formed under all conditions. The graphs in Figure
6, C and D, shows that EG-VEGF significantly increased the
number of sprouts and that EG-VEGEF effect was specifically

reversed by the PROKR1 siRNA treatment and by PROKR1
antibody blockade.

EG-VEGF Effect on HPEC Permeability

In the placenta, the microvascular endothelium is known to
participate in angiogenesis and maintenance of blood fluid-
ity (Rodgers, 1988; Murray, 2003) and is also a discriminat-
ing layer in materno-fetal transports of solutes and nutri-
ents. Therefore, maintenance of a semipermeable barrier by
the endothelium is critically important in endothelial cell
function. Both permeability and paracellular transport of
HPEC monolayers were assessed. HPEC permeability was
measured in response to EG-VEGF and thrombin, an en-
hancer of electrolyte transport.

The endothelial barrier was evaluated by transendothelial
electrical resistance (TEER). Figure 7A shows the percentage of
increase in the permeability of a monolayer of HPEC in re-
sponse to thrombin (70 U/ml), EG-VEGF (25 ng/ml), or VEGF
(25 ng/ml). TEER was recorded every 5 min for 35 min. As
expected, thrombin significantly increased HPEC permeability
up to 35 min. Under EG-VEGF treatment, HPEC permeability
increased as early as 5 min and was maintained for up to 20
min. VEGF showed a different profile from that of EG-VEGF
with a significant increase at 5 min and a quick decline there-
after.

The effect of EG-VEGF on the paracellular transport was
measured using [*H]mannitol. The data summarizing the
permeability coefficients for [PH]mannitol transport (Papp)
in response to thrombin and EG-VEGF are presented in
Figure 7B. The basal permeability Coefficient (Papp) in
HPEC was 1.7 X 107° cm/s (Figure 7C). Thrombin almost
doubled [*H]mannitol transport through HPECs, and EG-
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from HPEC cells and cultured in collagen gel
for 0 or 12 h in the absence or presence of
EG-VEGF (25 ng/ml), FGF-2 (25 ng/ml), and
VEGF (100 ng/ml). Note that EG-VEGF in-
creased HPEC spheroid sprouting compared
with the control, FGF2, and VEGF conditions.
(B) Quantification of the number of sprouts
formed after 12 h in four independent exper-
iments. (C) Representative photographs of
spheroids formed from HUVEC cells and cul-
tured in collagen gel for 0 and 12 h in the
absence or the presence of EG-VEGF or VEGF
(100 ng/ml). Note that EG-VEGF did not af-
fect HUVEC spheroid sprouting compared
with the control and VEGF conditions. Data
represent the mean = SEM (*p < 0.05, **p <
0.001). Bar, 150 um.
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Figure 6. EG-VEGF angiogenic effects are mediated by PROKR1 and not PROKR2. (A and B) EG-VEGF (25 ng/ml) effect on spheroid
sprouting of HPEC cells that had been silenced for PROKR1 and PROKR2 mRNA using siRNA (siRNA strategy), or treated with PROKR1
and R2 blocking antibodies (antibody strategy), respectively. (C and D) Quantifications of the number of sprouts in three independent
experiments for both strategies. In the two sets of experiments, EG-VEGF significantly increased the number of sprouts. Both siRNA to
PROKRI and its blocking antibody inhibited EG-VEGEF effect. However, nor siRNA to PROKR2, neither its blocking antibody did affect the
spheroid sprouting. Data represent the mean = SEM (*p < 0.001, **p < 0.01, ns, not significant). Bar, 100 um.

VEGF increased this transport to almost the same levels
achieved by thrombin.

As for the sprouting experiments, we also sought to de-
termine the type of receptor that mediates EG-VEGF effects
on permeability. Both, siRNA and antibody strategies were
used to differentiate between the two receptor types. As
expected, EG-VEGF significantly increased HPEC perme-
ability in the absence of any other treatment. Scramble
siRNA, siRNA PROKRI1, or siRNA PROKR?2 alone did not
affect basal HPEC permeability. However, invalidation of
PROKR? significantly abolished the response to EG-VEGF.
Under PROKR1 mRNA invalidation EG-VEGF effect was
maintained (Figure 8A). These results were substantiated

Vol. 21, August 15, 2010

with the antibody strategy, showing that only PROKR2
blockade affects EG-VEGF effects on HPEC permeability.
Altogether these results demonstrate that EG-VEGF medi-
ates its effect on the permeability via the activation of
PROKR?2 and not PROKR1 receptor (Figure 8B).

DISCUSSION

Using a multifaceted strategy that included molecular,
immunochemical, and functional approaches, we have
characterized the angiogenic processes mediated by the
new factor, EG-VEGF, in a highly vascularized organ, the
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human placenta. We showed that EG-VEGF controls di-
verse angiogenic processes including proliferation, migra-
tion, tube organization, sprouting, endothelial permeabil-
ity, and paracellular transport.

In previous reports, it has been shown that EG-VEGF
induced phosphorylation of the mitogen-activated protein
kinases, ERK1/2, and the Akt serine/threonine kinase of the
PI3K cell survival pathway (Lin et al., 2002b; Kisliouk et al.,
2003). Here, we showed that EG-VEGF activated both path-
ways in HPECs and HUVECs. These data suggest that EG-
VEGF is a new mitogenic and prosurvival factor in the
placenta.

In a previous report from the group of Ferrara, no effect of
EG-VEGF was observed on HUVEC cell proliferation (Le-
Couter et al., 2001). Here, we confirmed their findings by
demonstrating that EG-VEGF has no effect on HUVEC pro-
liferation and further showed its lack of effect on HUVEC
migration, pseudovascular organization, and sprouting.
Moreover, we observed that EG-VEGF is a potent angio-
genic factor in the placenta by demonstrating its selective
effect on HPEC, the microvascular cells that cover the fetal
capillaries of chorionic villi and govern placental angiogen-
esis and growth.

Much of our knowledge on the control of placental angio-
genesis comes from model systems, and particularly from
HUVEC. These cells have been used as a model for endo-
thelial cells in many studies describing the regulation of
endothelial specific growth factors (Roberts et al., 1998;
Murthi et al., 2007), and although they have proven to be a
useful model, HUVECs are macrovascular endothelial cells

2840

35 sistance (TEER) across HPEC monolayers. (A)
The decrease in the TEER of HPEC cells after
their incubation with EG-VEGF (25 ng/ml),
VEGF (25 ng/ml), or thrombin (70 U/ml).
Changes in resistance were measured at the
time points 0, 5, 10, 15, 20, 25, and 35 min. Data
represent the means = SEM from three inde-
pendent experiments. The results were normal-
ized to the respective control. (*p < 0.05). (B).
Effects of EG-VEGF and thrombin on the para-
cellular transport of [PH]mannitol in HPEC
cells. The graph represents the plot of [*’H]Jman-
nitol accumulation in the abluminal chamber of
HPECs. (C) The permeability coefficient of EG-
VEGF and thrombin that was calculated as de-
scribed in Materials and Methods. Data represent
the mean * SEM from three independent ex-
periments (*p < 0.05).
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exposed to oxygenated blood and thereby atypical endothe-
lial cells in their physiological context. Nowadays, growing
literature in this field shows that the placental microvascular
endothelial cells differ in phenotype, gene expression, and
physiology from macrovascular endothelial cells (Lang et al.,
2001, 2003; Lang et al., 2003). Therefore, our findings add a
new differentiating parameter between micro- and macro-
vascular cells in the placenta, and support a differential
angiogenic potential for EG-VEGF in the two endothelial
environments. The differential response of HUVEC and
HPEC to EG-VEGF might be explained by their differential
levels of Gall, Gail, and Gai2 expression. In fact, HPEC
cells express three times more Gai2 and three times less
Gail compared with HUVECs. The higher levels of Gail
over Gai2 has been previously reported at the protein levels
in HUVEC cells (Masri ef al., 2006). Moreover, our results are
completely in line with studies that showed that the degree
of inhibition of adenylyl cyclase was higher in cells express-
ing Gai2 than in cells expressing Gail (Massotte ef al., 2002;
Masri et al., 2006). In HPEC cells we have also demonstrated
(data not shown) that EG-VEGF effect was abolished in the
presence of pertussis toxin, indicating the direct involve-
ment of Gi proteins in the signaling pathway of EG-VEGF in
these cells.

In previous reports from our lab, we showed that
PROKRI1 and PROKR?2 are strongly expressed in the pla-
centa during the first trimester of pregnancy (Hoffmann et
al., 2006, 2007, 2009). Here, we substantiate these results and
further show that PROKRs are significantly more abundant
in HPEC than in HUVEC cells. This difference in EG-VEGF
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Figure 8. EG-VEGF effects on HPEC permeability are mediated by
PROKR2 and not PROKR1: Panels (A) and (B) show EG-VEGF (25
ng/ml) effect on the permeability of HPEC cells that had been
silenced for PROKR1 and PROKR2 mRNA using siRNA (siRNA
strategy), or treated with PROKR1 and R2 blocking antibodies (an-
tibody strategy), respectively. In the two sets of experiments, EG-
VEGF significantly increased HPEC permeability. Both siRNA to
PROKR?2 and its blocking antibody inhibited EG-VEGEF effect. How-
ever, nor siRNA to PROKRI, neither its blocking antibody did affect
the permeability. Data represent the mean = SEM. Bars with dif-
ferent letters are significantly different from each other (p < 0.05).

receptor levels might also explain the differential response of
these cells to EG-VEGF.

Using siRNA and blocking antibody strategies in HPEC,
we could differentiate the effects mediated by PROKR1 from
those mediated by PROKR2. We showed that PROKR1 is
associated with EG-VEGF angiogenic effects, whereas
PROKR? is rather associated with it effects on cell perme-
ability, results that are fully in line with those recently
published by the group of Nebigil who showed that the
same differential role exists for these receptors in cardiomy-
ocytes (Guilini et al., 2010; Urayama et al., 2008, 2009) and
that PROKR1 overexpression in cardiomyocytes was associ-
ated with an increase in their survival (Urayama et al., 2008).
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Therefore, one can speculate that EG-VEGF effects on
HUVEC cell survival might well be mediated by PROKR1
and not PROKR2.

PROKRI1 and PROKR2 receptors share 87% homology
in their amino acid sequence, which may suppose similar
activation mechanisms for the two receptors; however a
difference in the final cellular response in a cell type that
expresses both PROKRs, might also depend on the reper-
toires of G proteins present in each cell type. It is now well
documented that the selectivity of coupling depends on
the G-protein concentration in a given cell (Slessareva et
al., 2003). This suggests that in living cells the expression
levels of specific G-protein subunits may regulate recep-
tor-coupling preferences. In addition, we observed that
HPEC and HUVEC cells express different Gai proteins.
This may allow these cells to perform different physio-
logical functions in response to stimulation by the same
ligand.

Transendothelial permeability is one of the specialized
functions of the vascular endothelium. Here, we show
that EG-VEGF increases the permeability and the paracel-
lular transport of the placental microvascular endothe-
lium, suggesting that this factor controls not only placen-
tal angiogenesis, but also some aspects of its physiological
features such as, permeability and transport involved in
the maternofetal exchanges. The endothelial cells of the
human placenta are nonfenestrated, and adjacent cells are
linked by junctional complexes comprising both tight and
adherent junctions (Metz et al., 1976; Palade et al., 1979;
Burton and Jauniaux, 1995). Recently, it has been shown
that in hepatic sinusoidal cells (HHSECs), an endothelial
cell that exclusively expresses PROKR2, which stimulates
the internalization of ZO-1, the main protein involved in
junctional complexes and cell-cell adhesion (Guilini et al.,
2010). These findings suggest that prokineticin effects on
endothelial permeability may well involve a regulation of
tight junction proteins. The mechanism by which EG-
VEGF increases the permeability in HPEC, is, however,
still to be investigated.

Various factors have been reported to stimulate placen-
tal angiogenesis and vasculogenesis in an autocrine or
paracrine manner, as well as directly or indirectly by
stimulating proliferation and differentiation of endothe-
lial precursor cells (Gallery et al., 1991). However, a spe-
cific factor for the placenta was still to be discovered. Here
we show that EG-VEGF might be one of these tissue-
specific factors that could control angiogenesis both dur-
ing the first trimester and at term, as in term placentas, an
increase in angiogenesis has been proposed to insure
appropriate blood distribution for a successful delivery.
One can therefore speculate that EG-VEGF might be in-
volved in that process too.

The observation that EG-VEGEF increases sprouting, vas-
cular organization, and permeability of HPECs to an extent
similar to those of VEGF and FGEF-2, suggests that EG-VEGF
is important in the development of the placental vascular
bed. In the ovary, the angiogenic response induced by EG-
VEGEF is indistinguishable from that induced by VEGF (Lin
et al., 2002b), which indicates that EG-VEGF plays comple-
mentary or overlapping roles with VEGF in vascular devel-
opment.

Recent data from our group have shown that EG-VEGF
produced by the syncytiotrophoblast layer acts on the
extravillous trophoblast cells outside the villi. However,
an autocrine and/or paracrine effect of this cytokine is
still to be investigated inside the villi. Here we bring
evidence that EG-VEGF is a new factor that controls en-
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dothelial growth within the placental villi and therefore
participates to the development of the vascular tree, a
process that drives the whole growth of the placenta.

In conclusion, our data characterized the molecular angio-
genic processes mediated by EG-VEGF and suggest that this
peptide should be ranked among the important regulators of
human placental angiogenesis.
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Figure S1: Characterisation of isolated HPEC cells: A Confocal photomicrograph of HPEC
cell stained with vWTt (Von Wilbrand factor) is shown in (A). (B) shows HPEC incorporation
of LDL-Dil. (C) shows UEA-C staining of HPEC. (D) shows a negative staining of HPEC
with SMA (smooth muscle actin). Cells were counterstained with DAPI. Bar, 10 um. The
table in (E) shows the percentage of positive cells to the common markers of endothelial cells,
and to the marker of fibroblastic cells, SMA.
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Figure S2: Index of proliferation of HPEC and HUVEC under EG-VEF treatment.
Proliferation was assessed by Ki67 staining after 24h of treatment with indicated doses of
EG-VEGEF. (*P<0.05, ns: not significant).
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Figure S3: Control for the efficacy of siRNA and blocking antibodies in HPEC cells: (A)
and (B) show representative western blots, and quantifications of the loss of PROKRI1 and
PROKR? proteins after the use of specific siRNAs. Cells were analysed for the loss of PKR2
protein expression 72 h after transfection. Scrambled siRNA (Scr) served as non-specific
control siRNAs. RNAimax is the transfecting agent. (C) shows a representative blot of the
inhibitory effect of PROKR1 and PROKR2 blocking antibodies on EG-VEGF mediating
activation of MAP-kinases P42 and P44. A quantification of protein signals from three
independent experiments is shown in (D). Data represent the mean + SEM (***P<(.001).



Dans cet article, nous avons caractérisé les effeggogenes d’'EG-VEGF sur les cellules
endothéliales microvasculaires placentaires, leEEFNous les avons egalement comparés

aux effets obtenus sur les cellules endothélialesrovasculaires ombilicales, les HUVEC.
A. Bref résumé des résultats

a) Expression des PROKRs dans les HPEC et les HUVEC

Dans notre étude, nous avons constaté que les HPEES HUVEC exprimaient les deux
PROKRsin situ dans le placenta, et que cette expression étaittenaie apres l'isolement et
la culture de ces deux types cellulaires. En phmJs avons montré qu’il existe une
expression différentielle des PROKRs, les HPEC eatiue exprimant davantage de
récepteurs d’'EG-VEGF que les HUVEC.

b) Effet ’EG-VEGF sur la prolifération, la migrati  on et la survie
des HPEC et les HUVEC

Aucune donnée sur l'effet ’EG-VEGF dans les ceBukndothéliales placentaires n’était
disponible jusqu’alors. Dans notre étude, nous sviémontré qu'EG-VEGF stimulait la

prolifération, la migration, et la survie des HPBQous avons confirmé en paralléle les
résultats rapportés par Ferrara en 2001 sur I'alesdieffet I’ EG-VEGF sur la prolifération

et la migration des HUVEC (LeCouter et al. 2001h Evanche, nous avons démontré
gU'EG-VEGF avait un effet stimulant sur la surviesdHUVEC, suggérant des voies de
signalisation différentes entre la migration-pradétion et la survie.

c) Effets angiogénes d’'EG-VEGF sur les HPEC etles HUVEC

Dans la deuxieme partie de la publication, nousnavétudié les effets angiogenes d’EG-
VEGF sur les HPEC par deux tests complémentaitasformation de réseaux pseudo-
vasculaires sur Matrigel®, et le bourgeonnemenspleéroides dans un gel de collagéne,
systéme d’angiogenése en 3D. Nous avons montréGqQWEGF augmentait la formation de

réseaux pseudo-vasculaires par les HPEC, mais in‘paa d'effet significatif sur les

HUVEC. Pour le deuxieme test, nous avons obserecaugmentation de bourgeonnement
pour les sphéroides d’'HPEC sous EG-VEGF, a un niywasque comparable a celui de
FGF-2, facteur pro-angiogene connu. VEGF augmegéement le nombre de bourgeons

76



mais a un niveau plus modéré. Pour les HUVEC, aa@utuction n’a été observée sous EG-
VEGTF, alors que le VEGF, facteur pro-angiogéne apstimule bien leur bourgeonnement.

d) Effet ’EG-VEGF sur la perméabilité des HPEC

Dans le placenta, I'endothélium microvasculaire asinu pour participer non seulement a
'angiogenese, mais également au transport deésoktt nutriments par le maintien d’'une
barriere endothéliale semi-perméable. L'étude depdaméabilité par la mesure de la
résistance électrique trans-endothéliale a trasmeesmonocouche d’'HPEC a montré qu'EG-
VEGF augmentait la perméabilité aprés 5 minutesnat ce jusqu’a 20 min de traitement.

L’induction de la perméabilité sous EG-VEGF atteint niveau comparable a celui obtenu
avec la thrombine, notre contréle positif, qui iitdine augmentation de la perméabilité de 5
a 35 min de traitement. Dans ce test, VEGF augmemsi la perméabilité des HPEC, mais
de facon tres transitoire avec un pic a 5 min. R@tmde du transport para-cellulaire, EG-

VEGF et la thrombine augmentent le transport a weau similaire. L’ensemble de ces

résultats montre qu'EG-VEGF est un facteur impdrpour la perméabilité de I'endothélium

placentaire.

e) Implication des PROKRs dans [langiogenese et la
permeéabilité des HPEC
Concernant I'implication des PROKRs dans ces psaephysiologiques, seule I'inactivation
de PROKRL1 affecte 'augmentation de bourgeonnerdestsphéroides d’'HPEC sous EG-
VEGF, suggérant que les effets angiogénes passepe ce récepteur. Pour la perméabilité

au contraire, c’est PROKR2 qui semble impliqué dangymentation sous EG-VEGF.

f) Conclusion

L’ensemble de ces données montre quUEG-VEGF eshauveau facteur angiogéne du
placenta qui agit sélectivement sur les HPEC, lesllendothéliales des capillaires feetaux de

la villosité choriale.
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B. Discussion des résultats

Pour déterminer I'effet angiogéne d’EG-VEGF supliEcenta, nous avons étudié son effet sur
la prolifération, la migration, la survie, 'angiegese et la perméabilité des HPEC en culture,

tout en comparant ces résultats avec ceux obtemusssHUVEC.

a) EG-VEGF a des effets différents sur les HPEC et  les HUVEC

Tout au long de nos expériences, nous avons eféootés a I'effet differentiel ’EG-VEGF
sur les HPEC et les HUVEC, confirmant ainsi lesypézes données de Ferrara sur I'absence
d’effets prolifératif et migratoire d’'EG-VEGF sueg cellules macrovasculaires ombilicales
(LeCouter et al. 2001). On peut supposer que cgtiectivité d’'action d’'EG-VEGF puisse
étre due en partie aux différences suivantes iMean d’expression des récepteurs dans les
deux types cellulaires, les répertoires de proteiGeet les effecteurs intracellulaires par

exemple (voir figure 57).

» |es HPEC expriment plus fortement les PROKRs

L’expression plus importante en culture des réceptPROKR1 et PROKR2 dans les HPEC
ne peut expliquer a elle seule l'effet differeneeltre les HPEC et les HUVEC. En effet, des
concentrations beaucoup plus importantes d’'EG-VE@squ'a 500 ng/ml) ont été testées
lors de tests de migration et de bourgeonnemenspiiéroides d’'HUVEC (données non
publiées), et cela sans effet significatif. Cea@gre que I'absence de réponse des HUVEC a

EG-VEGF doit étre due a une autre caracteristigeeique de ces cellules.

= Différents répertoires de protéines G

Dans des données supplémentaires de la publicatmums avons montré que les HPEC
exprimaient davantage 'ARNm de,& alors que les HUVEC possédaient plus de trasscrit
Gi1 et Gi1. Ces données, qui suggerent une différence dagpéetoire des protéines G dans
les HPEC et les HUVEC, constituent une piste isgaate dans I'explication des effets

différentiels d’EG-VEGF sur les HPEC et les HUVECes données sont, dans un premier
temps, a confirmer au niveau protéique. Dans uxidme temps, il serait trés intéressant de
déterminer avec précision l'identité des protéi@equi interagissent spécifiquement avec les
PROKRs dans chacun des processus biologiqgues que awons étudiés. En effet, la

connaissance precise des voies de signalisatiomgérg par EG-VEGF dans ces différentes

78



PTX + EG VEGF
contrile EG-VEGF PTX EG-VEGF Cantrale {50 ngfml)

PTX + EGVEGF

2
EE ta
ng Ew 160
30 EE’ 140
23 £ 0
Et E=‘
= 100
88 88 s
g8 4
5 g8 =
H -
T = = - 20
w £ 0
5 S = 0
@ I - L = o
=] ] = L 0 ] @ L b
5 C oo = N T ~
5 2 x5 £8 g I £
o (v Y
i o cg,a! e & n
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actions biologiques contribuerait a I'élucidatioesdeffets différentiels de ce facteur sur les
HPEC et les HUVEC. Dans des données non publiémss avons observé que la toxine
pertussique (PTX), qui est un inhibiteur de l'aitéwdes protéines Gaffectait la migration et

le bourgeonnement des sphéroides d’'HPEC au nivasal let sous stimulation EG-VEGF

(voir figure 58).

L’effet drastique de la toxine pertussique dansrdponse cellulaire des HPEC indique
'importance des protéines;,Gorotéines inhibitrices de I'adénylyl cyclase, slares deux
processus physiologiques. De fagon intéressanée¢ié montré que le degré d’inhibition de
I’Adénylyl Cyclase était plus important dans ledlides exprimant G, que Gj; (Massotte et
al. 2002). Ces données suggerent que les HPEGxguiment d’avantage de transcrits de
Guz que de (i, répondraient a priori plus fortement aux stimpio-migratoire et pro-
bourgeonnement que les HUVEC, qui expriment dagenta;; que Gj;. Des expériences
complémentaires sont a envisager afin d’infirmerdeuconfirmer cette hypothése, et pour

disséquer plus finement I'ensemble de ces réguisitio

Il est intéressant de garder a I'esprit que les-amités G, sont également capables d’'activer
ou d’inhiber des effecteurs intracellulaires ; aedes RCPG, dont font partie les PROKRs,
ont également été deécrits pour se lier a d’autremes que les protéines G. L'avancée des
connaissances dans ce domaine nous permettra id&lyalus précisément les voies de
signalisation engagées par EG-VEGF dans ces cellulensemble de ces données ouvre de
grandes perspectives dans la régulation des pitikires. En effet, une multitude de sous-
unités G sont présentes dans une méme cellule, et de nosgsr&tudes ont montré que les
RCPG se couplaient avec différentes affinités awsainitésy intracellulaires, et cela méme
lorsqu’elles appartenaient a la méme famille. Eal ae cette liaison, chacune de cgse&t
également capable d’activer différents effectews, qui multiplie d’autant plus les
possibilités de cascades de transduction (Allowthe. 1999, Chan et al. 1995, Laugwitz et
al. 1993, Prather et al. 1994). Ainsi, une invegtan plus profonde des affinités de liaison
des sous-unités dEPROKRs permettrait une meilleure compréhensiotadaécanistique, et
apporterait potentiellement des pistes dans I'eapibbn des effets cellulaires différentiels des
prokinéticines sur les HPEC et les HUVEC.
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* Une induction plus importante des P-MAP et P-AKT ch ez les
HPEC

Concernant les spécificités des effecteurs inthale@les dans les HPEC et les HUVEC, nous
avons analysé leur régulation apres une stimulatus EG-VEGF. Il est bien établi que les
effets d’'EG-VEGF sur la prolifération-migration & survie des cellules endothéliales
impliquent l'induction de la phosphorylation des MK (P-MAP) et AKT (P-AKT)
respectivement (voir figure 59) (Kisliouk et al.a8) Lin R. et al. 2002b).

Dans notre étude, nous avons démontré une fortectioth de la phosphorylation de MAPK
et AKT sous EG-VEGF dans les HPEC, alors qu'uneéerggaugmentation de la
phosphorylation est observée dans les HUVEC posirdegix protéines. On peut supposer
alors que ces différences d’induction entre lexdgpes cellulaires pourraient participer aux
effets différentiels d’EG-VEGF sur la proliférationigration et la survie dans les HPEC et
HUVEC. En effet, ces résultats suggerent qu’'ungeforduction des P-MAPK conduirait & un
effet significatif sur la prolifération cellulairegexpliquant ainsi I'induction forte de la
prolifération dans les HPEC, et I'absence d’eff&iGVEGF sur les HUVEC. En revanche,
I'induction des P-AKT serait directement proportietie a 'augmentation de la survie dans
les deux types cellulaires, conduisant ainsi affet significatif sur la survie des HPEC et des
HUVEC. Des éléments en faveur de ces hypothesesét@ntrouvés dans nos résultats
concernant l'utilisation d’inhibiteurs des MAPK Bt3K sur la migration de ces deux types
cellulaires. En effet, nous avons montré que céibiteurs affectaient différemment ces
cellules, avec une forte diminution de la migrati@sale pour les HUVEC, mais pas pour les
HPEC. Ces données suggérent que ces voies deisgioal tiennent une place différente
dans le processus migratoire de ces deux typedaietls, ce qui impliquerait des réponses

différentes aux stimuli pro-migratoires.

= Dimérisation des récepteurs

Il a été réecemment rapporté que PROKR2 dimérisbamo-dimére dans les neutrophiles
(Marsango et al. 2010). Cette méme eéquipe sugggederdent une possible hétéro-
dimérisation avec PROKRL. Il est établi que cesédisations peuvent affecter les affinités de
liaison des ligands aux récepteurs, ainsi quealastission du signal intracellulaire (Maggio
et al. 1999, Maggio et al. 2007), ce qui peut @&rkorigine de réponses physiologiques

différentes. De plus, il a également été suggéré lguniveau d’expression de chaque

80



EG-VEGF EG-VEGF

PROKR1

Mo

Effecteurs Effecteurs
intracellulaires intracellulaires

l v

angiogenése perméabilite

Figure 60 : Effet différentiel ’'EG-VEGF dans les HPEC. EG-VEGF induit I'angiogenése via PROKRL1 et
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récepteur dans une cellule pouvait influer diregetrsur la nature des dimeres formés, et
avoir ainsi un effet important sur les signalisasiantracellulaires déclenchées (Marsango et
al. 2010). Nous avons établi que le niveau d'exgoesdes PROKRs dans les HPEC et les
HUVEC était différent, ce qui suggere que la natdes dimeres, ainsi que les voies de
signalisations intracellulaires déclenchées, puoissdre différentes pour ces deux types
cellulaires. De nombreuses expériences complénmestadnt a envisager prochainement afin
d’évaluer la présence de tels dimeres dans le miacainsi que leurs diverses influences sur

la réponse cellulaire.

b) Les PROKRs induisent des processus physiologique S

différents

L’existence de deux récepteurs capables de lierVEGF souléve la question de leur
capacité a induire des réponses cellulaires difége L'expression majoritaire d’'un des deux
récepteurs au sein d'un type cellulaire donné @auators avoir un impact important sur les
réponses physiologiques engendrées au sein deelieless Dans notre étude, nous avons
utilisés la technique d’ARN interférents et d’aotigs bloquants pour investiguer
'implication des PROKRs dans les processus de demmement de sphéroides, et de
perméabilité. Grace a ces deux techniques diffésgmous avons montré que PROKR1 était
associé aux effets angiogéenes d’'EG-VEGF, alorsRRO®KR2 était responsable de ses effets
sur la perméabilité (voir figure 60). L'ensembleads données est en accord avec les travaux
récemment publiés par I'équipe de Nebigil, ou lemaé&odle différentiel des PROKRs a été
établi dans les cardiomyocytes (Guilini et al. 200@ayama et al. 2007, Urayama et al.
2009).

c) Faible effet de VEGF sur les HPEC

Dans nos expériences, nous avons observé une atagimen tres modérée du
bourgeonnement de sphéroides et de la perméatddééHPEC sous VEGF-A. D’autres
données de la littérature rapportaient un effetestelde VEGF sur les HPEC par rapport aux
HUVEC avec, par exemple, une augmentation de lafgnation deux fois plus importante
chez les HUVEC que les HPEC sous VEGF-121 (Langl.e2003). De plus, I'expression
endogene de VEGF par les HPEC (Vuorela et al. 1p6ujrait venir amoindrir les effets du
VEGF exogéne. L’étude de I'expression des réceptetidu niveau de sécrétion de VEGF
dans les HPEC est envisageable prochainement, wetagopotentiellement expliquer les

effets modérés de ce facteur sur les HPEC.
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C. Conclusion des résultats

L’ensemble de ces résultats ouvre des perspedtiegsntéressantes pour la compréhension
des mécanismes d’action d’EG-VEGF sur I'angiogemdaeentaire. Ce processus biologique
est impliqué dans la croissance du réseau vaseulagissant ainsi directement dans les
échanges de nutriments et d’oxygene entre la nele feetus. De plus, le réle direct bien
établi de I'angiogeneése sur la croissance et liggcture de la villosité choriale place EG-
VEGF au centre du développement placentaire. Liabtede ces données sera replacé dans
le contexte physiologique de la placentation danpdrtie « Discussion », permettant ainsi

une vision globale d’'EG-VEGF sur la villosité platare.
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Figure 61 : Expression de 'hCG et ’EG-VEGF au cuors de la grossesse humaine. A- Taux plasmatiques
de I'hCG et d’EG-VEGF au cours de la grossesse. Queut noter la similitude des profils et la
concentration maximale au ' trimestre de la grossesse pour les deux facteu-: Expression placentaire
d’EG-VEGF par rapport a la concentration plasmatique de I'hCG au cours du ' trimestre de la
grossesse. Le pic plasmatique de I'hCG, vers 8-9 Sdevance le pic d’expression placentaire 'EG-VEGF
vers 10SA. L’ensemble de ces données suggére urgutétion possible d’'EG-VEGF par I'hCG dans le
placenta humain.



II. Effet de 'hCG sur EG-VEGF et ses récepteurs

(deuxiéme publication)

Le développement placentaire se déroule en miligmoxique pendant le®1trimestre de la
grossesse. Aux alentours de 12 SA, le sang oxygénétre progressivement dans l'espace
intervilleux, grace au remodelage des arteres Iépsamaternelles par les trophoblastes
extravilleux. Ceci conduit au déroulement de lasgesse en milieu normoxique dt"®

trimestre jusqu’au terme.

Quand jai débuté mon travail de these, le labamatavait déja publié de nombreuses
données sur EG-VEGF dans le placenta. L’étude deatiwns d’expression dans des extraits
totaux de placentas du® ltrimestre montrait un pic protéique vers 10 SAu mvant
I'établissement de la circulation foeto-maternelleir( figure 61) (Hoffmann et al. 2006). Le
laboratoire avait établi que la cytokine, princgpaknt exprimée par les
syncytiotrophoblastes, était également augmentée I'pgpoxie dans les trophoblastes
(Hoffmann et al. 2006). Or, le fait que I'expressid EG-VEGF ne soit pas maximale
pendant toute la période hypoxique placentaire éstgggne régulation éventuelle par d’autres
facteurs. Au vu des profils plasmatiques similainles'hCG et I’EG-VEGF au cours de la
grossesse, et du pic d’expression de 'hCG situegyant celui d’EG-VEGF, une régulation

de la prokinéticine par cette hormone semblaitipéess

Afin d’étudier cette hypothése, nous avons détegrtigffet de I'nCG sur I'expression d'EG-
VEGF et de ses récepteurs PROKR1 et PROKR2 dangldesntas du i trimestre de
grossesse. Les placentas humains de 6 a 11 SAéabkenus aprés Interruption Volontaire
de Grossesse (IVG) dans le service de GynécoldgikObstétrigue du Centre Hospitalier
Universitaire (CHU) de Grenoble. Certains de cesacgtas ont été dissociés
enzymatiquement pour préparer les cultures prirmatte trophoblastes, d’autres ont été

disséqués finement pour les cultures organotypiques
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A. Cultures primaires de trophoblastes = cultures in vitro

La technique d’isolement des trophoblastes a éafisé& comme décrit précédemment
(Hoffmann et al. 2006). Une fois en culture, les @drdent rapidement leur capacité a
proliférer (Morrish et al. 1997), et se difféerentiespontanément en ST en 48h-72h environ
(Kliman et al. 1986).

- Pour les études sur la régulation de PROKR1, diésres de CT ont été utilisées, car
ce récepteur est majoritairement exprimé par ce tgllulaire. Les cultures ont été
traitées le lendemain de leur isolement, ce qunpéde conserver des cultures de CT
non différenciés jusqu’a la fin du traitement (vidgure 62).

- Pour les études sur la régulation d’EG-VEGF et PR@Kdes cultures de ST ont été
utilisées pour leur expression majoritaire dansype cellulaire. Les cultures ont été
traitées 3 jours apres lisolement afin d’avoir unajorité de ST dans la culture, et ce

jusqu’a la fin du traitement (voir figure 62).

B. Cultures organotypiques placentaires = cultures ex vivo

Une partie des expériences a été menée sur demexplacentaires, modéle qui conserve la
structure de la villosité et I'ensemble des typediutaires placentaires. Ce modéle est
considéré de ce fait plus physiologique que ceks dultures cellulaires primaires, et est
qualifié d’ex vivodans la littérature. Plusieurs groupes de villgsifidoriales sont disséqués a
partir d'un méme placenta, et mis en culture sutrigel®. Les explants bénéficient de 18h
d’attachement, puis ils sont traités par de 'h@& @ U.l./ml a 100 U.l./ml) pendant O & 48h.
A chaque temps de préelévement, les milieux de wmulet les explants sont collectés et
conservés a -20°C. EG-VEGF est dosé dans les santsgpar Test ELISA. Pour les
explants, une partie est incluse en paraffine ptgaliser certaines protéines en
Immunohistochimie, alors que 'ARN d’une autre pades explants est extrait pour étudier

I'expression de différents genes par RT-Q-PCR (figure 63).

Dans un premier temps, nous avons vérifié I'expoasdu récepteur a 'hCG, le LH/CGR,
dans la villosité choriale. Puis nous avons étudiiiet de I’hormone sur I'expression de
'ARNmM et la sécrétion d’EG-VEGF. Dans un deuxieteenps, nous avons recherché les
mécanismes qui régissent I'action de 'hCG sur HEGW. La régulation des PROKRs par

I'hCG a également été établie au niveau ARNm etigome.
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Abstract

EG-VEGEF is an angiogenic factor reported to be ifipdor endocrine tissues, including the
placenta. It biological activity is mediated viadws protein-coupled receptors, prokineticin
receptor 1 (PROKR1) and prokineticin receptor 2QRIR2). We have recently shown that
EG-VEGF expression peaks between th® aAd 11" week of gestatioii) its mRNA and
protein levels are up-regulated by hypoxigEG-VEGF is a negative regulator of trophoblast
invasion andv) its circulating levels are increased in preeclsimgPE), the most threatening
pathology of pregnancy. Here, we investigated dgeilation of the expression of EG-VEGF
and its receptors by hCG, a key hormone of pregntrat is also deregulated in PE. During
the first trimester of pregnancy, hCG and EG-VEGHileit the same pattern of expression
suggesting a potential regulation of EG-VEGF by h®@8th placental explants (PEX) and
primary cultures of trophoblasts from the firstrtester of pregnancy were used to investigate
this hypothesis. Our results show thpt H/CGR, the hCG receptor, is expressed both in
cyto- and syncytiotrophoblasii§ hCG increases EG-VEGF, PROKR1 and PROKR2 mRNA
and protein expression in a dose and time-depemdaniersii) hCG increases the release of
EG-VEGF from PEX conditioned mediav) hCG effects are transcriptional and post-
transcriptional and/) the hCG effects are mediated by cAMP via cAMPhoese elements
present in the EG-VEGF promoter region. Altogethiaese results demonstrate a new role for
hCG in the regulation of an emerging regulatoryteaysof placental development, EG-VEGF
and its receptors.

Key words: hCG, prokineticins, EG-VEGF, human prawey, angiogenesis, preeclampsia



Introduction

The process of embryo implantation and trophoblagasion is the most limiting factor for successful
pregnancy. Molecular interactions at the embryoemmal interface during the time of adhesion andsegbent
invasion are crucial for implantation (1). Failuoé these interactions can lead to preeclampsia,(B&)y
pregnancy loss, or intrauterine growth retardaifGR). There is evidence suggesting that cytokesluced
by the developing placenta play an important rolthese processes (1). We have recently deterrttieeble of

a new actor of these processes (2, 3), namely endogland-derived vascular endothelial growth dacdEG-
VEGF), also named prokineticin 1(PROK1).

EG-VEGEF is a growth factor that was found to bec#fmlly expressed in endocrine tissues includiestis,
adrenal gland, ovary and placenta (4). It was shtmnpromote tissue-specific angiogenesis in endeaorgans
(5-9). EG-VEGF acts via two G protein-coupled reoep termed prokineticin receptor 1 (PROKR1) and
prokineticin receptor 2 (PROKRZ2) (10). Recent daten our group reported the expression of EG-VEG# a
its receptors in human and mouse placenta analisduring the first trimester of pregnancy (3, 12). We
have shown that EG-VEGEF is localized to the symtyéyer of the human placenta; that both its esgios and
that of its receptors are high in this tissue, wiit@ strongest expression peaking between tfeanfl 11" weeks

of gestation (wg); that EG-VEGF controls trophoblawasion, and that its circulating levels arengfigantly
elevated in PE (3, 11). More recently, we have alsown that EG-VEGF is a potent angiogenic fattadhe
placenta, and established its angiogenic role dupregnancy (2). Altogether these findings sugtjest EG-
VEGF is directly involved in normal placental demginent and that its expression should be finelylestgd.
We and others have shown that expression of EG-VE@Fits receptors is up-regulated by hypoxia @, 1
During placental development, the hypoxic environtrlasts from the beginning of implantation to #ved of
the first trimester. However, the strongest expoessf EG-VEGF is between thé"&nd 11" wg, suggesting
that other factors than hypoxia might regulate B@®-VEGF/ PROKR1/PROKR2 system. To date, little is
known about the regulation of EG-VEGF and its récepp and there is no enlightenment for the peak of
expression of EG-VEGF by the end of the first trétee of pregnancy. During the first trimester ofgnancy,
one dominant hormone, hCG (human chorionic gonagat) exhibits the same pattern of expression &b ¢if
EG-VEGF and displays similar effects on placenwledlopment (13-15). One of the earliest endocritesrof
hCG is to stimulate the corpus luteum to producgugh progesterone in order to establish pregnanhtiiea

outset. In the placenta, hCG is well known to ftati trophoblastic differentiation (14, 15), andsareported to



induce the expression of specific genes such asulasendothelial growth factor, leukemia inhibitdactor,

and metalloproteinase-9, all central to the esthblent of the feto-maternal interface (16, 17).htmman
placenta, hCG is primarily produced by the syndytiphoblast and to a certain extent by the cytdtodypasts
(18, 19). In normal pregnancies, detectable lewelsCG begin to appear in the maternal circulaabout 2—3
weeks after conception and the peak is observe®-8 wg before declining significantly in the lagtages of
pregnancy. High serum hCG levels at mid-late pragnehave been associated with PE, IUGR and Down's
syndrome (DS) (20).

The hCG hormone transduces signals by bindingstegecific LH/hCG receptor (LHCGR). Binding of hG&

its receptor generates signal transduction thrabglactivation of the associated heterotrimericr@eins and a

consequent activation of protein kinase A (PKA)otlgh cAMP mobilization, as well as an increase in
intracellular calcium through inositol triphosphapmospholipase C pathway (21, 22). LHCGR expresio
human placenta has been reported by many group2423however, the precise sites of its expresaiuh the
type of receptors expressed throughout pregnaretdl under debate (24-28). This discrepancyrishably
due to the multiple forms described for this receptt has also been reported that in early pregpnathe
LHCGR are truncated and probably non-functionail @vg (25, 26, 29).

Because hCG has long been associated with thatioitiand maintenance of pregnancy, and since emant
findings propose EG-VEGF as a new factor direatyolved in human placentation, we hypothesized higs®
might be involved in the regulation of EG-VEGF awfdits receptors. In the present study, we detezdhirfior

the first time, the effect of hCG on EG-VEGF seiomet established its effect on EG-VEGF expressiothlat

the mMRNA and protein levels; and determined iteaffon the expression of PROKR1 and PROKR2. More

importantly, we characterized the molecular mecdranby which hCG regulates this new factor and its

receptors.



Material and Methods

Tissue collection

A total of 48 first-trimester human placentas ofl6-weeks of gestation (wg) were obtained from alect
terminations of pregnancies. Shortly after collattitissue was fixed in paraformaldehyde at roomperature
(for Immunohistochemistry); snap frozen in liquitkogen and stored at — 80°C to be used for RNA@otein
extraction, or placed in ice-cold Hanks' balancedt solution (C&,Mg* HBSS) and transported to the
laboratory forin vitro andex vivoprimary cultures. A total of 29 placentas from 6-vig were used for primary
cultures. Collection and processing of human pleserwas approved by the University Hospital Ethics

Committee, and informed consent was obtained frach @atient.

Human villous explants cultures

Villous explant cultures were established fromtfirimester human placentas (6—11 wg). Small fragmef
placental villi (15-20 mg wet weight) were placedoi 48-well plates precoated with 150 uL per wéltlituted
Matrigel (matrigel/ DMEM-F12) (Becton-Dickinson, ont de claix, France) and polymerized at 37°C3for
min. Explants were cultured in DMEM-Ham's F-12 (DMBE-12; Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
supplemented with 100 pg/mL streptomycin, 100 Ufmehbicillin, pH 7.4. After 24h of culture, the mediuvas
changed and explants were incubated in the absegrpresence of hCG (10-100 IU/ml) (Sigma Aldrichatce)
or forskolin (10puM, Sigma Aldrich) for O to 48h. Mius explants were kept in culture for 72h. Expéafirom a
single placenta) were used in triplicate for edofetpoint. For statistical analysis, the (n) valapresents the
number of placentas (not explants). In some exparis) trophoblast explants were treated by 50 pgfral 6-
dichloro-1$-d-ribofuranosylbenzimidazole (DRB), a potent RNAolymerase inhibitor, or 10 pg/mi

cycloheximide (CHX), a translation inhibitor.

Immunohistochemistry

Placental tissues collected at 6—-11 wg were fixe®@# h at 4°C in 4% (vol/vol) paraformaldehyde benided in
paraffin, and cut into 5 um sections as descritredipusly (11). Adjacent sections were stained gisipecific
antibodies and the avidin-biotin immunoperoxidastedtion method. Endogenous peroxidase activity was
guenched by pretreatment with 3% (vol/vol) hydrogesroxide in methanol for 30 min. Rabbit polyclonal
antibodies developed in our laboratory were usedetect EG-VEGF, PROKR1 and PROKR2 (Covalab, Lyon,
France). hCG receptor was detected using the hubhté@GR antibody “peptide 28-77” (Santa Cruz
Biotechnology). For immunohistochemical detectiantibodies were incubated with the tissue sectiond8 h

at 4°C and used at final concentrations of 0.33nuddr anti-EG-VEGF, 0.84 ug/ml for anti-PROKR1.34.
pg/ml for anti-PROKR2, 1 pg/ml for anti-LHCGR. Thissue sections were subsequently washed three time
with PBS and incubated with biotinylated goat aatibit IgG (1:250 dilution in blocking solution; gsha
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) for 1t4aC. After three PBS washes, the slides werehatad with

an avidin biotin complex (Vectastain ABC kit; Vectoaboratories, Burlingame, CA) for 1 h. After adi PBS

wash, the immunoreactive proteins were visualiZégl ghe addition of 3,3-diaminobenzidine (Dakoapjpes,



France) for 2 min and then counterstained with herydin. Control sections were treated with antitesdthat

had been preabsorbed overnight at 4°C with theogypjate antigen peptides or without primary antibed

Western blotting analysis

Frozen placental samples and cultured trophobkdts were homogenized in RIPA lysis buffer [50 mMs¥

HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% sodium deoxycholdieg,% sodium dodecyl sulfate, 1% Triton X-100, 1 mM
PMSF, 5 ug/ml leupeptin, pg/ml aprotinin] and processed as previously descrif8). Protein extracts were
electrophoretically separated on 0.1% sodium dddsoffate-12 % polyacrylamide gels and electrically
transferred onto 0.45 pm nitrocellulose membrafide membranes were blotted with antibodies against
PROKR1, PROKR2 and LHCGR. PROKR1 and PROKR2 ani#sodere both used at a final concentration of
0.84 pg/ml, LHCGR antibody was used at 0.75pg/ml. Therisities of immunoreactive bands were measured
by scanning the photographic film and analyzingithages on a desktop computer using Scion Imadesaicd
(version 4.0.2; Scion Corp., Frederick, MD). Theamepixel density for each band was analyzed toimbta
relative OD units for PROKR1 and PROKR2 protein®. §tandardize for sample loading, the blots were
subsequently stripped using a commercially avasldhl, following the manufacturer's instructionse¢Blot
Millipore) and reprobed with an arftactin antibody (Sigma Aldrich, France) as an indcontrol for protein

loading.

EG-VEGF ELISA
EG-VEGF was measured by ELISA (PeproTech, Framcepinditioned media from placental explants treated

not with hCG (10-100 IU/ml). Two separated standewmdves were constructed to allow accurate readirfigs
samples at upper and lower ranges of the assagafiples were in the linear range of the standanees. The

detection limit of the assay was 16 pg/mL.

Isolation and treatment of trophoblasts

Placental cytotrophoblasts were isolated from-fiishester human placentas (9-11 wk of gestatien]4) and
cultured as previously described (30). Briefly, tissue was thoroughly washed in 50 ml cold stiBSS until
the supernatant was nearly free of blood. Aredsiricchorionic villi were selected and were mingetd small
pieces between scalpels. Tissue was incubated BSH&ntaining trypsin (0.25%) and DNase (0.2 mgfo)
30 min digestions. The dispersed placental celleviitered through 100 um nylon gauze and loadei @
discontinuous Percoll gradient (5-70% in 5% ste3 ml each) and then centrifuged at 1200 x g fomin at
room temperature to separate the different celtsyCytotrophoblast cells that sedimented betweeménsity
markers of 1.049 and 1.062 g/ml were collected wadhed with DMEM. Isolated cells were then incubate
with anti-CD9 antibodies and subjected to negaiimenunomagnetic separation using MiniMacs columns
(Miltenyi Biotech, Paris, France). The dispersaxphoblasts were cultured for 24 h at 37°C in 5% CQ8%
air to allow attachment. The cells were then didido two groups: a half was treated one day dlfterplating
to insure the cytotrophoblast phenotype and halé wadowed to differentiate into a syncytiotrophaitla
phenotype and treated 48h later. Both cultures weeded by hCG (10-100 IU/ml) for 12h (MRNA an@yor
48h (protein analysis). In some experiments, triydsi cells were treated by DRB (50 pug/ml), or CHX

png/ml). Cell viability, assessed by Trypan bluelegion, was more than 95% before and after incobati



RNA isolation and RT-gPCR analysis

Total RNA was extracted from placental tissue udimg Trizol reagent (Invitrogen, USA) according tte
manufacturer's instructions. To remove any genddNA contamination, total RNA was treated with RNAse
free DNAse | treatment (Qiagen). Total RNA concetitn was determined using Nanodrop. Reverse
transcription was performed on 0.5 pg total RNAhwsuperscript 1I-RNaseH reverse transcriptase tfiogén,
Cergy Pontoise, France) under conditions recomniebgethe manufacturer. EG-VEGF, PROKR1, PROKR2
mRNA and 18S rRNAexpression was quantified by real-time RT-PCR usirigght Cycler apparatus (Roche
Diagnostics, Meylan, France). The PCR was perforosdg the primers shown in Table 1 and SYBR green
PCR core reagents (LightCycler-FastStart Master BYBreen |, Roche Diagnostics) according to the
manufacturer’s instructions. In addition, severahtcol reactions were routinely run in parallelistincludes
RT-PCR run in the absence of reverse transcrigtasenfirm the absence of genomic DNA contaminataomd
reverse transcription reactions without RNA to ¢héar reagent contamination. PCR conditions wetep 4,
94°C for 10 min; step 2, 45 cycles consisting of®@%or 15 sec, temperature indicated in Table 15fsec, and
72°C for 10 sec. The results were normalized to rRISA expression levels. To assess linearity afidieficy

of PCR amplification, standard curves for all trenjsts were generated by using serial dilutionsrophoblast
cDNA. A melt curve analysis was carried out on pheducts of amplification reaction to ascertain thelting

temperature of the product.

TABLE 1. Primers used for real-time (RT) PCR

Gene Forward primer (5-3) Reverse primer (53) (°C)
EG-VEGF | AGGTCCCCTTCTTCAGGAAACG TCCAGGCTGTGCTCAGGAAAAG | 56
PROKR1 GTCCTCGTCATTGTCAAGAGCC AAACACGGTGGGGAAGAAGTCG | 58
PROKR2 CATCCCATCGCCTTACTTTGC CTTTTCCTTCACGAACACAGTGG | 58
18S TTGTTGGTTTTCGGAACTGAGGC GGCAAATGCTTTCGCTCTGGTC | 60

DNA transfection and dual luciferase activity assay

Cos7 cells (100,000 cells/12-well plates) were gfacted in Opti-MEM (Invitrogen) using lipofectareh2000
(Invitrogen) with 0.285 pg pGL3b-luc, 0.500 pg ddIB-pEG-luc. The PGL3b plasmid was purchased from
Promega (Madison, WI, USA) (31).Twenty-four houfseratransfection, cells were treated with or with®-
bromo-cAMP (Sigma Aldrich, France) for 4 or 6h.dfiy luciferase activities were measured sequédntiaith

the Dual-Luciferase reporter assay (Promega). Reatt expressed as ratios of firefly luciferageriag per pg

of proteins.

Mutagenesis and functional analysis

The cAMP binding sites were individually mutatedngs site-directed mutagenesis. Complementary psmer
were designed for each mutatidhutant constructs were generated by PFU turbo (BgammMadison, WI) PCR
using 60 ng of each primer, 20 ng of the pGL3-pEGds template, 250 uM dNTPIRPFU turbo polymerase,
1x PFU buffer in a total volume of 50 ul. The reecnended cycling conditions were adapted as folloovs t
permit amplification of the full plasmid containinlige desired mutation: denaturation 95 °C for 608cgycles

of 95 °C for 60 s, 55 °C for 60 s, 68 °C for 10 mimal extension 72°C for 10 min. Bpnl digestion was



performed prior to bacterial transformation of fflasmid DNA to eliminate the parent promoter plasmll
oligonucleotides used for these procedures arangivéable 2 (mutations highlighted).

For functional analysis, Cos-7 cells were plated 24-well plate the day before transfection ineori achieve

a density of 70-80% confluency at the day of tlasfection. The cells were transiently transfeetétd 500 ng
pGL3b-pEG-luc expression plasmid or empty pGL3 using lipofectaar2900 (Invitrogen) according to
manufacturer’s instructions. After 48 h, the tr@asibn media was removed and was replaced witln finesdia
containing or not 500 uM 8-bromo-cAMP and 200 uMMIB. After 6 hours incubation, the cells were lysed
using Passive Lysis Buffer (Promega, Madison, VElpar the manufacturer’s instructions. The Dualifenase
Assay System (Promega, Madison, WI) was used &sagke luciferase activity in the cell lysatesigsi Tecan
Infinite M200 microplate reader (Tecan, France)e Told stimulation of the promoter activity was aahted

after normalizing the reporter firefly luciferasalwes to the pg of proteins.

Table 2

CRE1 CRE2

Wild type AGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAAGTGATCCGCCTGCCTC GTGCAGGGAAGCATARATGGTCGATGTTGCAAATCCCTTAATTCAT

Mut1 AGGCTGGTCTCGAACTCCTETCCAQAAGTGATCCGCCTGLCTE GTGCAGGGAAGCATARATGGTCGATGTTGCAAATCCCTTAATTCAT

Mut2 AGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAAGTGATCCGCCTGCCTS GTGCAGGGAAGCATARAATGGTCTTGAACIC AAATCCCTTAATTCAT

Mut1+2 AGGCTGGTCTCGAACTCCTETCCAQAAGTGATCCGCCTGLCTE GTGCAGGGAAGCATAAATGGTCTTGAACCAARTCCCTTAATTCAT

Statistical analysis
All data are expressed as mean +/- SE. Statistmalparisons were made using nonparametric testViamh

Whitney test. Calculations were performed using'&i§tat (Jandel Scientific Software, San Rafael,CA).



Results

Expression of LHCGR in human placenta

The first series of experiments were conducted dtergnine the sites and the levels of expressiohQB
receptors in human placenta during the first andl thimester of pregnancy. Fig. 1A, shows repnésive
photographs of LHCGR immunolocalization within ghlacental villi of human placenta at 8 wg (a) afidwig
(b). Immunostainings show that LHCGR is highly eeqeed by cyto - and syncytiotrophoblast cells. rArsj
expression could also be observed in Hofbauer.deigative controls are shown in (c) and (d). Eig, shows
a representative western blot that illustrates ghatein levels of LHCGR in human first trimesteagénta
compared to term placenta. Two major bands withegulr masses of 55 and 70 kDa are observed. TRE®5
form is known as the precursor form and the 70 kBghe mature form. A slight decrease in the iritgio$ the
bands is observed towards the end of first trimmedibe strongest expression is however observegrim

placenta.

hCG effect on EG-VEGF protein expression and sixret

In previous reports from our group (11), we haveovah that EG-VEGF is highly expressed by the
syncytiotrophoblast layer in the human placentanduthe first trimester of pregnancy and that #ysokine is
secreted and can be measured in human serum. Wa&fotleeinvestigated the effect of hCG on EG-VEGF
expression and secretion in the conditioned mefliexplant cultures (6 to 11 wg) treated or not WithG. It
was particularly relevant to study hCG effects dB-¥EGF expression in an organotypic system in which
villous tissue architecture is maintained. Pladeviteous explants in culture preserve the topolagyntact villi

and mimic physiological responses.

hCG effect on EG-VEGF protein expression

Analysis of the hCG effect on EG-VEGF protein exgsien in placentas from 6 to 11 wg showed diffaagnt
responses in respect to the gestational age qfltltentas examined. The placentas collected fr@&wg were
less sensitive to hCG treatments compare to thadlected from 9-11 wg. Fig 2 shows representative
photographs of control and treated placental explét0 and 100 IU/ml of hCG) at 8 and 10 wg. Wherthe
concentration of 10 1U/ml was sufficient to showignificant increase in EG-VEGF protein expressibd0 wg

(i), ten times this concentration was needed toasgignificant effect at 8 wg (c). Photographsednf( g) and (k,

[, m) show negative stainings in placental sectimin® and 10 wg, respectively.

hCG effect on EG-VEGF protein secretion

Similar effects to those observed on EG-VEGF exgioeswere also observed on EG-VEGF secretion. 3Ag.
and 3B show temporal and dose response regulaifdB&-VEGF secretion by hCG in explants from pldasn

of 6-8 wg and 9-11 wg, respectively. In the 6-8 plgcentas, hCG increased EG-VEGF secretion in @ dos
dependent manner with the significant effects olexbrat 50 and 100 IU/ml. In the 9-11 wg placentsBG
exhibited an opposite dose response effect witHawest concentration of hCG being the most effectiThis
phenomenon was previously reported for hCG effactsther systems and is probably due to transiesg bf

second-messenger production (desensitization)edeptor internalization, and/or loss of cell suefaeceptors



(down-regulation) in response high physiological doses of the ligand (32, 33)eTiscrepancy in the response
between 6-8 wg and 9-11 wg might well be due tddlek of functionality of LHCGR in early gestatidrage as
this was previously reported by (25, 29) and suiggely (26).

Effects of hCG on EG-VEGF secretion were confirmsihg forskolin, an activator of protein kinase PK@),

the main active pathway upon LHCGR stimulation 6yGh Fig. 3C shows a time course effect of forskolin
effect on EG-VEGF secretion.

hCG effect on EG-VEGF mRNA expression

To investigate the effect of hCG on EG-VEGF mRNAssion, both primary human placental explants and
primary trophoblast cells isolated from first trister placentas were used. Because both hCG and EH&-V
profiles of expression show the highest levels ketw9 and 11 wg, we used placentas at this pefigdstation

for all mechanistic experiments. Fig. 4A, 4B and g@w temporal and dose response regulation of EGHW

by hCG in explants and syncytiotrophoblasts, rethgelg. In placental explants, 10 1U/ml of hCG sifigantly
increased EG-VEGF expression with a peak at 12 hrdphoblasts, the highest effect was observet hit
IU/ml with a decrease in the response to hCG ahérigconcentrations. The temporal and dose response
experiments both demonstrate the positive effed¢t@® on EG-VEGF mRNA expression, but also divulge t
existence of a phenomenon of desensitization, teca@giernalization, and/or loss of cell surfaceagtors in the
placenta in response to hCG when longer time obsuge or stronger concentrations of the hormonee wer
applied. To further characterize the mechanism biciwhCG regulates EG-VEGF expression, we examined
effects of transcription and translation inhibitoom the hCG regulation of EG-VEGF expression in
syncytiotrophoblasts. Both the RNA polymerase iithih DRB (50 pg/ml), and the translation inhibit@HX
(10pg/ml) abolished hCG induction of EG-VEGF, Flg.Fhese data suggest that hCG regulates EG-VEGF

gene expression at the transcriptional level aatttiis effect requires protein neosynthesis.

Mechanism by witch hCG upregulates EG-VEGF expoessi

Its is well established that physiological concetitms of hCG elevates cAMP level and induces ttivation

of the protein kinase A signalling pathway (34, .3Bherefore, we evaluated whether the up-regulatioBG-
VEGF gene expression by hCG in placental cells mvediated by this pathway. To investigate the ingolent

of cCAMP in hCG effect, we cloned the promoter regiaf EG-VEGF gene (-3000 bp) which contains two
canonical cAMP response elements: CRE1 (cyclic Afd$ponsive element 1), located at -1282pb, and CRE2
located at -2636pb (Fig. 5A). We then performedegeaporter assays with Cos 7 cells transientlyesging the
luciferase gene under the control of EG-VEGF pr@and?4 hours after transfection, cells were treat#d or
without 8-bromo-cAMP for 4 or 6h. Fig. 5A shows thaAMP treatment significantly increased EG-VEGF
promoter activity both at 4 and 6 hours comparedht promoterless condition. These results indithde
cAMP enhances EG-VEGF promoter activity and regsl&G-VEGF promoter expression at the transcription
level. To determine whether CRE1 or CREZ2, or bethimvolved in EG-VEGF activation in response tdvi?,

we mutated CRE1, CRE2 or both. Mutation of CREQhdly affected cAMP effect on EG-VEGF promoter;
however the mutation of CRE2 completely abolish@d éffect. This was also observed when both CRilL a
CRE2 were mutated (Fig. 5C). Altogether these tesdémonstrate that the increase in EG-VEGF mRNA
production in response to hCG is largely medialtedugh an activation of CRE2.
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hCG effects on the expression of PROKRL1 receptors

Because of the significant effect of hCG on EG-VE&{pression in placental cells, we wondered whetthisr
key hormone also regulates the expression of EG#E&8eptors, PROKR1 and PROKR2. Fig. 6 shows hCG
effect on PROKR1 expression in cytotrophoblastsiarlacental explants collected at 9-11 wg. Fiy.shows
hCG effect on PROKR1 mRNA expression in cytotroghasbcells (12h). hCG significantly increased PRAKR
MRNA levels; this effect was however only obsera¢d 00 |U/ml, but not at lower concentrations. Téffect
was substantiated at the protein level, both by umohistochemistry in placental explants that haeenb
incubated in the absence or presence of hCG 1®arilW/ml (48h) (Fig. 6B), and by western blot orofain
extracted from cytotrophoblasts that have beenhatad in the absence or presence of hCG 100 1U8&H)(
(Fig. 6C).

hCG effects on the expression of PROKR2 receptors

hCG effect on PROKR2 expression was also invegtihat placental explants and in syncytiotrophobizdis

that highly express PROKR2. Fig. 7 shows hCG ¢ffecPROKR2 expression in syncytiotrophoblast, snd
placental explants collected at 9-11 wg. Fig. 7Avet hCG effect on PROKR2 mRNA expression (12h). In
contrast to hCG effects on PROKR1, PROKR2 mRNA Ieweere significantly increased in response to ten
times lower concentrations. This effect was sulistted at the protein levels, both by immunohistoarstry in
placental explants that have been incubated imllsence or presence of hCG 10 and 100 IU/ml (489) 7B);

and by western blot on proteins extracted from gfottophoblasts that have been incubated in theeade or
presence of 10 IU/ml hCG (48h) (Fig. 7C). Altogethieese findings suggest that PROKR1 and PROKR2 are
finely regulated by hCG.
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Discussion

During the last decade, several reports have sphtdn the role of the new angiogenic factor, EG&F in
reproductive organs. It is now well established th&-VEGF plays a role in physiological and patigial
ovarian activities (36, 37), in testicular angiogsis (9), and is involved in the success of endoahet
implantation (5, 38, 39). In the placenta, we (218, 12) and others (40, 41) have demonstratewligsduring
early and late pregnancy, respectively. In fourerégublications from our group, we have shown &t
VEGF and its receptors are highly abundant in tl@dn placenta during the first trimester of pregyamvith
the highest levels of expression found in the stiotpphoblast layer (3, 11). We have also repoitedontrol
of trophoblast invasion, and its angiogenic effantsnicrovascular endothelial cells (2, 3). Furthere, we
reported the deregulation of its circulating levieldPreeclampsia (3). The regulation of expressibhoth EG-
VEGF and its receptors was however still unknowre ¥hd others have shown that the EG-VEGF gene is
actively transcribed under hypoxia via mechanisnas &re common to othbBypoxia-inducible genes (11, 42).
Nevertheless, a fine regulation of EG-VEGF and tfaits receptors by an importaptegnancy signal was
predictable but not investigated.

Here, we demonstrate that the key hormone of ptatien, hCG, significantly increases the expressib&G-
VEGF and that of its receptors during the firsimgster of pregnancy. hCG effect was assessed in two
physiological systems, the placental explants amel primary trophoblast cultures. The present figdin
demonstrates a new physiological regulation betveeeandocrine hormone released by the syncytiotiolplst
layer and acts, in an autocrine manner, on the saihéype to increase the expression of the nestofaEG-
VEGF, and its receptor PROKR2 abundantly expredsedhis differentiated cell type. hCG also actsain
paracrine manner on the undifferentiated cell tgp¢he placenta, the cytotrophoblast where it skatas the
expression of PROKR1. Altogether these resultsaleaenew role for hCG in human placentation throitgh
activation of the EG-VEGF/ PROKR1/ PROKR2 systerd aright explain the peak of expression of thisriga
and its receptors (8 to 11 weeks of gestation)nduthe first trimester of pregnancy. Consistenthwhese
suggestions is the demonstration that placentdsctetl at 6-8 wg and treated with physiologicalairations
of hCG (80-100 1U/ml) increased 5 times the EG-VES&Heretion which explains the exponential incrdase
EG-VEGF secretion reported earlier at this gestatigperiod (11). At 9-11wg the same concentratibh@G
increased EG-VEGF secretion by 1.5 fold only whinlght explain the gradual decline also reportedhat
period of gestation (11). One can therefore speeuhat the recent described effects of hCG oceplal villi
development, including its effect on placental aggnesis (17, 43, 44) require a prior activatiolc6-FVEGF
production. Consistent with this data, the groupaifbour has recently shown that EG-VEGF stimutadioLIF
(Leukemia Inhibitory Factor) expression during emadrial implantation in the baboon was under thetrcd of
embryonic hCG (38).

More importantly, we demonstrated that hCG effactranscriptional and post-transcriptional and feteed
the mechanism by which this hormone up regulatesVEGF production.n silico analysis of EG-VEGF
promoter revealed consensus response element#féyedt transcription factors including CREB. Mtitan of
these sites showed that hCG effect on EG-VEGF egfe is mediated via the activation of CRE2 lodate-
2636 bp on the EG-VEGF promoter region and not CREated at -1282 bp. Hence these data bring eg&len

of a direct regulation of EG-VEGF transcription npgaCG stimulation of the trophoblast cells.
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In earlier work from our group, we have shown tB&-VEGF could be measured in circulating serum whith
highest levels found during the first trimestempoégnancy (3). Theses data demonstrate that thermgkaduring
this period of gestation is an important sourceE@-VEGF, and that its local production should beelfy
controlled. Here we show for the first time, ine@nvivomodel, the placental explant, that EG-VEGF is ettt
and can be measured in the explant conditioned umedvioreover we show that hCG significantly incesas
this secretion.

In the present paper we also demonstrate that EGR/IPROKR1 and PROKR?2 are differentially regulatgd
hCG. We found that hCG stimulates EG-VEGF and PRORpression at lower concentrations (10 [U/ml),
whereas PROKRL1 stimulation was only observed atdrigoncentrations (100 1U/ml). Given the prefeadnt
expression of EG-VEGF and PROKR2 in the syncytjhablast and that of PROKR1 in the cytotrophoblast
cells, these results might be explained by difféa¢evels, and/or type of LHCG receptors exprdssethe
undifferentiated trophoblast, the cytotrophoblastd the differentiated trophoblast, the syncytiphrablast.
These speculations are consistent with previousrtgghowing that LHCGR might exist under multipdicing
forms in a given tissue (45-47), and from data shgwdifferential expression levels of LHCGR in cytand
syncytiotrophoblast cells (18, 19, 28). ThelCGR gene has 11 exons and codes for multiple alterlstiv
spliced species mMRNA (at least 6). These differeRINA transcripts are initiated at multiple siteasping a
region more than a kilobase upstream of the fixehg48, 49). The discrepancy in the responsesREDIER1
and PROKR?2 to the same concentrations of hCG miglitbe explained by the differential compositidrtheir
promoter regionlIn silico analysis showed that the PROKR2 promoter regidmb@s additional potential
response elements to cAMP (CRE and Spl) as compardte PROKR1 promoter. This might explain the
higher hCG concentration required to activate PROIeRpression.

When the effect of hCG was analyzsd EG-VEGF expression and secretion in placentalagxs, a significant
up-regulationvas observed and this effect was dose and timendepé Neverthelessie observed that higher
doses of hCG (100 IU/ml) stimulates EG-VEGF expmsdo a lower degree than 10 IU/ml of hCG. This
phenomenon is probabdipe to a transient loss of second-messenger piiodydesensitization), internalization,
and/or loss of cell surface receptors (down-regutatin responsé pharmacological doses of the ligand (50,
51). In our experiments the decrease in LHCGR mespavas only observed when explant tissues ortézbla
syncytiotrophoblasts were used, but not when ogpdtoblast cells were used. This observation suppbs
hypothesis that cyto- and syncytiotrophoblast cetight not express the same type of LHCGR receptor
isoforms, and/or do not activate the same secorssemgers upon hCG activation. The decrease iretiponse
to hCG in both ST and tissue explants might alscekglained by the release by the ST layer of selubl
LHCGRs, a recent phenomenon described in placé&ta (Ve can speculate that high hCG concentration
increase soluble LHCGR receptors secretion thahttigp the hCG in the conditioned media and theleler

its biological effect. To date, it is well estabiésl that deregulations in hCG production are tyghtsociated
with the development of major pathological pregmesisuch as preeclampsia (53-55). Interestingly hae
shown that EG-VEGF levels are also deregulateddn(3), suggesting that the new loop of regulatietween
hCG and EG-VEGF might contribute to mechanisms tyithg the development of placental pathologiesmyr
early human pregnancy. In the present work, weigeogvidence that hCG up-regulalss-VEGF gene and its
receptors PROKR1 and PROKR2 in human placenta, taat the hCG regulatorgffect on EG-VEGF

expression involves the cAMP sign@hnsduction pathway. Isummary, our results further support the
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importance of EG-VEGH pregnancy and reveal a new loop of physiologiegjulation between two key

factors within the placental villi.
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Fiqures Legend

Figure 1. LHCGR protein expression in placental-tissue at 8 md 10 weeks of gestationFig. 1A shows
LHCGR expression in human placental section. Thetqgraphs on (a) and (b) show chorionic villi sexs
immunostained with anti-LHCGR antibody at 8 wg &l wg, respectively. The photographs on (c) and (d)
show tissue sections incubated with pre-immuseea at 8 and 10 wg, respectively. Cytotrophob{&4};
Hofbauer cells (Ho); syncytiotrophoblast (St). &chhr = 50 um. Fig. 1Bhows a representative Western blot
analysis of LHCGR expression in human placentalaexs collected from 7 wg to term. Two majors bawith
molecular masses of 55 (LHCGR precursor) and 70 (kxture LHCGR) were observed in placental extracts

Figure 2: hCG effect on EG-VEGF expressionThe photographs in this figure show EG-VEGF stajniim
sections of placental explants that have beenredtin the absence or presence of hCG (10 anddl)l at 8
and 10 wg. Undersized photographs show tissueosectncubated with pre-immurserum. Cytotrophoblast
(Ct); Hofbauer cells (Ho); Syncytiotrophoblast (Rale bar = 50 um.

Figure 3: hCG effect on EG-VEGF secretionFig. 3A and 3Bshow temporal (0 to 48 h) and dose dependence
analysis of hCG effect on EG-VEGF secretion in eldal conditioned media collected from placentgdlamnts

at 6-8 wg and 9-11 wg, respectively. Fig. 3C shawtéme course (Oh- 48h) effect of Forskolin on EG&F
secretion. Data represent the mean + SEM from thidependent experiments. (* P<0.05).

Figure 4: hCG effect of EG-VEGF mRNA expression implacental explants and in syncytiotrophoblasts.
The graph in panel A shows a temporal effect of HCGIU/ml) on EG-VEGF mRNA expression, measured by
Q-RT-PCR, in placental explants. Data represenntbans + SEM from 3 independent experiments (*#%J0.
Panel B shows a representative analysis of hCGHA@nd 100 1U/ml) effect on EG-VEGF mRNA expressio
in syncytiotrophoblast cultures (12h). Panel C shawdose response effect of hCG (10, 50 and 108lJWhn
EG-VEGF mRNA expression in syncytiotrophoblast utds (12h). Panel Bhows DRB (50 pg/ml) and CHX
(10 pg/ml) effects on basal and hCG-induced EG-VEGRNA expression in primary trophoblast cells. Data
represent the mean + SEM from three independerdrarpnts. (*P<0.05).

Figure 5: Mechanism by which hCG up-regulates EG-VEBF expression (A) shows 8-bromo-cAMP effect
on EG-VEGF promoter activation in Cos7 cells trantfd with pGL3b pEG-VEGF or pGL3b, used as control
Luciferase activity was measured after 4 h ando8 tAMP stimulation. Data represent the mean + Sfdvh
three independent experiments. (*P<0.05). PanahBws 8-bromo-cAMP effect on EG-VEGF promoter
activation in Cos7 cells transfected with pGL3b 36 pEG-VEGF, pGL3b pEG-VEGF mutated at the CRE1
site, pGL3b pEG-VEGF mutated at the CRE2 site, p@t3b pEG-VEGF mutated at CRE1 and CREZ2 sites.
Luciferase activity was measured after 6 h of cAMtitnulation. Data represent the mean + SEM froredhr
independent experiments.

Figure 6: hCG effect on PROKR1 mRNA and protein expession. The graph in panel A shows a dose
response of hCG (10-100 1U/ml, 12h) on PROKR1 mRMNRpression, measured by Q-RT-PCR, in
cytotrophoblast cells. Data represent the mearB8EM from 3 independent experiments (*P<0.05). The
photographs in Panel B show PROKR1 staining inicestof placental explants that have been cultimettie
absence or presence of hCG (10 and 100 IU/ml) ad @48h). Undersized photographs (e, f, g) shesug
sections incubated with pre-immune serum. Cytotobpdst (Ct); Hofbauer cells (Ho); SyncytiotrophaléSt).
Scale bar = 50 um. Fig. 6C shows a representatiastékh blot analysis of PROKR1 expression in
cytotrophoblasts incubated in the absence or pcesehhCG (100 IU/ml, 48h). Fig. 6C shows histogsarhthe
mean relative OD of PROKR1 protein signals nornealito beta actin protein. Data are mean = SEM.
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Figure 6: hCG effect on PROKR2 mRNA and protein expession. The graph in panel A shows a dose
response of hCG (10-100 1U/ml, 12h) on PROKR2 mRNRpression, measured by Q-RT-PCR, in
syncytiotrophoblast cells. Data represent the mea®EM from 3 independent experiments (*P<0.05)e Th
photographs in Panel B show PROKR?2 staining inicestof placental explants that have been cultiumettie
absence or presence of hCG (10 and 100 IU/ml) atd @48h). Undersized photographs (e, f, g) shesug
sections incubated with pre-immune serum. Cytotobfdst (Ct); Hofbauer cells (Ho); SyncytiotrophdtléSt).
Scale bar = 50 um. Fig. 6C shows a representatiestékh blot analysis of PROKR2 expression in
cytotrophoblasts incubated in the absence or pcesehhCG (10 IU/ml, 48h). Fig. 6C shows histograshishe
mean relative OD of PROKR2 protein signals nornealifo beta actin protein. Data are mean = SEM.

Figure 7: Proposed model of hCG stimulation of th&G-VEGF/PROKR1 and PROKR2 system in human
placenta during the first trimester of pregnancy. (A) Shows a cartoon of placental villi with thewe
physiological regulation of EG-VEGF by hCG. hCGeasded from the syncytiotrophoblast layer will aatiy in
autocrine manner, EG-VEGF and PROKR?2 expressidhdrST layer and, in a paracrine manner, the PROKR1
in the cytotrophoblast layer. (B) Summarizes theppsed model, according to which PROKR1, expressed
cytotrophoblasts, is only increased with high hG&els. In contrast, EG-VEGF and PROKR2, mainly
expressed by differentiated syncytiotrophoblagts recreased by low hCG levels.
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Figure 3
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Figure 7
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Dans cet article, nous avons caractérisé la régulatEG-VEGF et de ses récepteurs par
I'nCG dans le placenta d€'Xrimestre. L’étude des mécanismes de régulatigyéne que
'hCG augmente EG-VEGF via la voie AMPc, qui adirprobablement via les deux sites

CRE de son promoteur, avec une implication majdursite CRE-2.

A. Bref résumé des résultats

Les expériences présentées dans cet article onéatéées sur des placentas de 6-11 SA. Il
faut garder a I'esprit que les concentrations piggiques circulantes de I'hCG chez les

femmes enceintes entre 6 et 11 SA se situent 8atktel./mL et 100 U.l./ml environ.

a) Expression du récepteur LH/CG dans les trophobla  stes

Dans notre étude, nous avons montré que le pladentatrimestre de grossesse exprimait le
récepteur LH/CG, principalement au niveau des tbjdstes. Cette expression placentaire
suggere une action éventuelle de 'hCG sur cesllesll La présence de deux formes du
LH/CGR dans les extraits protéiques placentairesespond a la forme précurseur du
récepteur, qui est une glycoprotéine immature ceffalaire (pour la bande du bas), et a la
forme mature présente a la membrane (pour la baluddéaut), comme décrit dans la
littérature (pour revue voir (Ascoli et al. 20029)n note une expression plus importante du
récepteur LH/CG dans le placenta a terme, par ragpeon expression ad' trimestre de
grossesse. Ces difféerences d’expression serontutéex dans la partie « discussion des

résultats ».

b) Régulation de I'expression protéique et de la sé  crétion d’EG-
VEGF par 'hCG

A travers nos expériences, nous avons montré h@&l'augmentait la sécrétion d’EG-VEGF
par les explants placentaires dlittimestre de grossesse, et ce quelque soit lectetilisé
(entre 6 et 11 SA). Toutefois, les doses répontasnd spécifiqgues de I'age gestationnel des
placentas.

= Profil de sécrétion pour des placentas de 6-8 SA

L’hCG augmente la sécrétion d’EG-VEGF par les exigglacentaires pour des doses d’'hCG
de 50 U.I./mL et 100 U.l./mL. On peut noter queteatugmentation est proportionnelle a la
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concentration d’hCG utilisée. Par contre, 10 U.L/hCG n’a aucun effet significatif sur la
sécrétion d’EG-VEGF, et cela jusqu’a 48h de tragetmlLe marquage d’'EG-VEGF sur des
coupes placentaires d’explants traités par hCG geamnBh confirme ces données, présentant

une intensité de marquage maximale pour 100 U.l./mL

= Profil de sécrétion pour des placentas de 9-11 SA

On observe une augmentation significative de |laetién placentaire d’'EG-VEGF par hCG
dés 10 U.l./ml, contrairement aux placentas deSA8 Cette augmentation est significative
pour toutes les concentrations d’hCG testées (108B0U.I./mL). Néanmoins, on peut noter
que laugmentation de la sécrétion d’'EG-VEGF estisement proportionnelle aux doses
d’hCG utilisées. Cet effet a été confirmé sur dasgpes d’explants placentaires traités par les
mémes doses d’hCG, ou nous avons observé uneitdtdesnarquage maximal d’'EG-VEGF
au sein des ST des villosités traités avec 10raLl.d’hCG. Lintensité de marquage était
également inversement proportionnelle aux dosestraieement d’hCG utilisées. Cette
augmentation inversement proportionnelle retroud@ms chaque expeérience pour les
placentas de 9-11 SA souleve I'existence d’'un céimtréle dans la signalisation hCG/EG-
VEGF. Ces régulations fines sont bien décrites pesiRCPG, dont fait partie le LH/CGR.

Elles seront abordées dans la partie « discusgsmésultats ».

c) Etude des mécanismes de régulation de 'hCG sur EG-VEGF

Nous avons ensuite voulu déterminer les mécanisiiesion de l'effet de I'hCG sur
I'expression d’EG-VEGF. Pour cela, nous avons dhabigtiliser des placentas de 9-11 SA,
car ils sont décrits dans la littérature comme iexgnt des LH/CGR pleinement fonctionnels,
ce qui n'est pas le cas des placentas de 6-8 Sife G&tion est abordée plus en détail dans la

partie « discussion des résultats ».

» Effet de 'hCG sur I'expression en ARNm d’'EG-VEGF

Une augmentation de I'expression en ARNm d’EG-VEEst observée pour toutes les
concentrations d’hCG, avec une induction maximaless10 U.l./mL. L'ensemble de ces
résultats est en accord avec les données obtenuesapsécrétion d’EG-VEGF. Concernant
la cinétique d’expression de T ARNmM d’EG-VEGF sdisU.l./mL d’hCG, une augmentation
significative est observée jusqu’a 12h de traiteimen
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Figure 64 : Voie de signalisation de I'nCG dans lgophoblaste. La liaison de I'hCG sur son récepteur
entraine son association avec la protéinesGla stimulation de I'adenylyl cyclase (AC), et 'agmentation
de la concentration intracellulaire d’AMPc (Ascoliet al. 2002).



» Voie de signalisation de 'hCG dans I'augmentation d'EG-
VEGF

Il est bien établi dans la littérature que la baisle 'hCG sur son récepteur engendre au sein
du trophoblaste la stimulation de l'adenylyl cyeaAC), qui entraine a son tout une
augmentation intracellulaire d’AMPc (voir figure 6éAscoli et al. 2002, Menon and Jaffe
1973, Shi Q. J. et al. 1993). Dans nos expériemmrss avons utilisé un activateur de I'AC, la
Forskolin (FSK), et montré une augmentation deé@é&ion d’EG-VEGF sous FSK dés 3h,
et ce jusqua 48h de traitement. Dans des expé@seraomplémentaires, nous avons
également observé une augmentation de l'activiemptrice d’EG-VEGF sous AMPc,
confirmant ainsi I'effet stimulant de cette voier $expression dEG-VEGF. Le promoteur
d’'EG-VEGF possede 2 sites CRE (CAMP response el§mgui sont des sites de réponse a
’AMPc. Nos expériences de mutations sur ces CREnmmtré I'implication de ces 2 sites
sur 'activation du promoteur par I'AMPc, avec e majeur du site CRE-2. L'ensemble de
ces données suggeéere une régulation de I'expreseidiARNm d’EG-VEGF par la fixation

de facteurs régulateurs en réponse a 'AMPc surdees séquences CRE présentes dans le
promoteur d’EG-VEGF.

d) Régulation de I'expression des PROKRs par I'hCG

Au vu de la régulation d’'EG-VEGF par 'hCG, nousoas caractérisé les effets de cette
hormone sur les récepteurs PROKR1 et PROKR2. Ces décepteurs sont exprimés
différemment dans la villosité choriale, avec PRQKéXprimé majoritairement dans les CT
et PROKR2 dans les ST (Hoffmann et al. 2006, Hoffmet al. 2009).

» Reégulation de I'expression de PROKR1 par 'hCG
Pour I'étude de la régulation de PROKR1 par 'h@8s cultures primaires de CT dff 1

trimestre ont été utilisées et traitées avant thfiérenciation en ST (voir figure 62). Nous
avons observé une augmentation de I'expressionARNIm de PROKR1 uniquement dans
des CT traités par 100 U.l./ml d’'hCG. Ce méme tés@ été confirmé au niveau protéique
ou l'augmentation de I'expression de PROKR1 n’aditenue que pour les CT traités par
100 U.l./ml d’hCG. Des résultats similaires ont étéservés sur des coupes d’explants
placentaires traités par différentes doses d’hC@&laet 48h. On peut noter une augmentation
de l'intensité du marquage dans les trophoblasi@giament dans les explants traités par 100
U.l./ml d’hCG.
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Figure 65 : Schéma récapitulatif de la publicatiom®2. Dans le trophoblaste, la liaison de 'hCG a so
récepteur engendrerait la stimulation de I'adénylylcyclase. L’AMPc intracellulaire ainsi augmenté va
activer des facteurs de transcription, et induire ¢ur fixation sur les séquences régulatrices CRE du
promoteur d’EG-VEGF. Cette fixation va avoir pour conséquence I'augmentation de la transcription
d'EG-VEGF, et une augmentation de I'expression déARNm. La traduction de ces transcrits ainsi
augmentés conduira a une augmentation de la prot&nEG-VEGF, et une hausse de sa sécrétion. EG-
VEGF ainsi augmenté dans le milieu extracellulairgeut alors stimuler & son tour I'ensemble des celles
de la villosité choriale. L'hCG augmente égalemeritexpression en ARNm de PROKR1 et PROKR2, ainsi
gue leur expression protéique. De multiples mécamees de régulation de I'hCG sur EG-VEGF et les
PROKRs sont a envisager, et a caractériser prochagment.



= Reégulation de I'expression de PROKR2 par 'hCG
Pour I'étude de la régulation de PROKR2 par I'h@®s cultures primaires de ST dtl 1

trimestre ont été utilisées (voir figure 62). Noagons observé une augmentation de
I'expression protéique de PROKR2 dans les ST ggigg 10 U.I./ml I’hCG. L’augmentation
de l'intensité du marquage pour PROKR2 dans Igshtiblastes des explants traités par 10
U.l./ml d’'hCG est en accord avec les résultatsdménts. Ces données ont été confirmées au
niveau de I'expression en ARNm, avec une inducsignificative pour 10 U.l./mL.

e) Conclusion : Schéma de synthése des principales données

La figure 65 fait la synthése de I'ensemble desndes obtenues sur l'effet de I'hCG sur
I'expression des transcrits, de la protéine etadgécrétion d’'EG-VEGF dans le trophoblaste.
De nombreuses expériences complémentaires sordsa@@es pour connaitre avec précision
I'enchainement de ces étapes, ainsi que les mégaside régulation et/ou compensation qui

se mettent possiblement en place au long de ladasntracellulaire.
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B. Discussion des résultats

a) Récepteur LH/CG dans le placenta humain

L’expression du récepteur LH/CG dans le placentadin a été rapporté pour la premiere

fois par Alsat (Alsat and Cedard 1974), puis conéirpar d’'autres équipes (Reshef et al.
1990). Néanmoins, la caractérisation et la régquiaties LH/CGR dans le placenta sont

encore trés peu documentées. Les sites de sorssixpreet les types de récepteurs exprimés
restent toujours controversés. Certaines équipasvdat le syncytiotrophoblaste comme type

cellulaire privilégié pour son expression (Jauniatial. 2000a, Licht et al. 1993, Reshef et al.
1990), alors qu'’il s’agit du cytotrophoblaste willepour d’'autres équipes (Handschuh et al.
2007h, Pidoux et al. 2007a, Pidoux et al. 2007l@ndl'ensemble de nos expériences, nous
avons trouvé le marquage vivo dans la couche de syncytiotrophoblastes dansillesités

choriales placentaires entre 6 et 11 SA.

= Régulation de I'expression du récepteur LH/CG parl  'hCG

D’aprés nos données, on note que le LH/CGR senlbke gbondant dans les placentas a
terme par rapport aux placentas dltfdimestre. Cela est cohérent avec les données de |
littérature qui montrent un rétrocontréle négatd Kexpression du récepteur LH/CG par
I'hCG elle-méme, au niveau de I'expression en AR&Inprotéine (Licht et al. 1993). Ainsi,
on peut penser que la concentration plus bass€énahla fin de la grossesse (autour de 10-
20 U.l./mL) diminuerait le rétrocontréle négatif deCG sur son récepteur, et aurait pour

conséguence une augmentation de I'expression dGGR/

er

= Fonctionnalité¢ des récepteurs LH/CG au cours du 1
trimestre : une explication possible pour I'existen ce des deux
profils 6-8 SA et 9-11 SA.

Il est établi que I'dge gestationnel des placemsss trés important, car il confére des
propriétés singuliéres dans les régulations egtésion d’hormones (Kato and Braunstein
1990, Licht et al. 1993). Des données de la littéeaont décrit que les récepteurs LH/CG
étaient tronqués et probablement moins fonctionaedsit 9 SA (Jauniaux et al. 2000a, Licht
et al. 1993, Rao Ch V. 1996). La nature exacte meepteurs tronqués, ainsi que la
caractérisation de leur manque de fonctionnalighiiées non publiées a ce jour de I'équipe

de Rao) restent encore a définir précisément. Taistd’absence de rétrocontréle de 'hCG
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sur sa propre expression et celle de son récedtns les placentas de 8-9 SA (Licht et al.
1993), alors qu'il est établi dans le placenta pdiautres ages gestationnels, apporte un
élément favorable supplémentaire a cette hypothlsefonctionnalité altérée dans les

placentas jusqu’a 9 SA. L'implication de cette cééastique du LH/CGR dans nos résultats
concernant I'effet différentiel de I'hnCG sur la sé&tion d’'EG-VEGF dans des placentas de 6-8
SA et 9-11 SA sera discutée plus bas.

= Reégulation de [lactivité des récepteurs LH/CG: une
explication possible pour laugmentation inversemen t
proportionnelle dEG-VEGF sous hCG a 9-11 SA.

La signalisation hCG-LH/CGR possede de nombreuganix de régulation. Une partie de ces
phénomenes touchent le LH/CGR et incluent la désiéieation (Pidoux et al. 2007b,
Segaloff et al. 1990), I'internalisation et/ou laisse du nombre de récepteurs LH/CG a la
membrane par des doses fortes ou prolongées d’'kMo@nian et al. 1991, Hu Z. Z. et al.
1990, LaPolt et al. 1990, Licht et al. 1993, Peegell. 1994, Pidoux et al. 2007b, Segaloff et
al. 1990). Cette régulation négative a été déegqriter étre accompagnée également d’une
baisse de I'expression en ARNm du LH/CGR, et cedlaume augmentation de sa dégradation,
phénomene qui semble étroitement lié a la baisskadvité de liaison du ligand par le
récepteur (pour revue (Menon et al. 2010)). Cesng@im&nes, non exclusifs, peuvent
possiblement tous intervenir dans la diminutionlalsignalisation hCG-LH/CGR a mesure
que la concentration en hCG augmente, et donc damgmentation inversement
proportionnelle de la réponse EG-VEGF sous hCQgsaplacentas de 9-11 SA. Ces données

seront discutées plus précisément plus bas.
b) Sécrétion de 'hCG par le placenta

= Justification des doses d’hCG utilisées dans les ex périences

Les traitements en hCG utilisés pour nos expéreimce été choisis par rapport aux doses
physiologiques de 'hCG au cours de la grossesseffet, les concentrations plasmatiques a
partir de 6 SA jusqu’au terme sont comprises ebfreet 100 U.l./mL, ce qui correspond a
'ensemble des doses utilisées dans notre étudeceEqui concerne les concentrations
effectives d’hCG dans nos milieux de cultures,dandvie longue de I’hormone (entre 24h et
48h) permettait de stimuler une seule fois lesutedlexplants pour la caractérisation des
effets de 'hCG sur EG-VEGF et ses récepteurs.
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= Seécreétion endogene d’hCG par les trophoblastes en ¢ ulture

La production endogene d’hCG par le placenta arié en compte dans nos expériences. En
nous appuyant sur de nombreuses données (Handsthalh2007a, Pidoux et al. 2007a,
Pidoux et al. 2007b), nous avons estimé la sécrélis trophoblastes nettement inférieure a 1
U.I/mL d’hCG en 48h, et celles des explants plaaiees inférieure a 2 U.l/mL d’hCG en
48h. Les doses de traitements des milieux condiésnmefletent donc bien les concentrations
effectives d’'hCG dans nos expériences, puisqu’eBest largement supérieures aux

sécrétions trophoblastiques endogenes.

c) Effet de 'hCG sur I'expression ’EG-VEGF au 1 * trimestre de
grossesse : deux profils difféerents selon I'age ges tationnel des

placentas

Nous avons observé une augmentation de I'expresBiOG-VEGF a des doses différentes
d’hCG entre les placentas de 6-8 SA et de 9-11 SA.

» Les placentas de 9-11 SA répondent a des doses plus  faibles
d’hCG (dés 10 U.l./mL)

Comme décrit plus haut, des données de la litterageamblent indiquer que les LH/CGR
seraient moins fonctionnels jusqu'a 9SA en raisen la présence d’'un nombre non
négligeable de récepteurs tronqués (Jauniaux 20@0a, Licht et al. 1993, Rao Ch V. 1996).
Ces récepteurs deviendraient alors fonctionnelssa@iSA. Cette caractéristique des LH/CGR
peut expliquer le fait que seule une forte doseC&hde 50 et 100 U.l./mL) activerait ces
récepteurs LH/CGR peu fonctionnels dans les plasemte 6-8 SA, menant ainsi a
l'augmentation d’'EG-VEGF. En revanche, de plus lesbdoses d’hCG (a partir de 10
U.l./mL) pourraient activer les récepteurs fonctiels de 'hCG dans des placentas de 9-11
SA, engendrant ainsi les cascades intracellulaigeessaires a 'augmentation significative
d’EG-VEGF des 10 U.l./mL d’hCG. La nature exactes décepteurs tronqués n’est pas
encore publiée a ce jour (données non publiee®daipe de Rao). Il en est de méme pour
leur baisse de fonctionnalité, qui peut faire imésir, entre autres, I'affinité de liaison de
I'hCG, les changements conformationnels du récepgeite a son activation, le couplage
LH/CGR avec certaines protéines G, des glycosylatidifférentielles, I'adressage a la

membrane etc. La caractérisation précise de cepteias est une perspective majeure et
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indispensable a la compréhension de la signalisé@G-LH/CGR dans les placentas 6-8
SA.

= |augmentation d’'EG-VEGF est inversement proportion nelle

aux doses d’hCG utilisées pour les placentas de 9-1 1 SA

Dans nos expériences sur les placentas de 9-11lg@Apossédent des récepteurs LH/CG
fonctionnels, nous avons été confronté a une baisdmugmentation de la sécrétion d'EG-
VEGF au dela de 10 U.l./mL d’hCG. Cette inhibitide I'effet de I'hCG sur la sécrétion

d’EG-VEGF semble directement proportionnelle auncamtrations d’hCG utilisées

Plusieurs explications non exclusives sont possible

- Désensibilisation, internalisation et régulation gative de I'expression du LH/CGR

Comme décrit plus haut, le LH/CGR, qui est un RCB$$,soumis a de hombreux processus
de régulation de son activation. Ces mécanismdsentla désensibilisation, I'internalisation
et la baisse du nombre de récepteurs a la memfpanaugmentation de leur dégradation et

diminution de I'expression des transcrits LH/CGR).

Le phénomene de désensibilisation des récepteufSG&Hst bien connu dans la littérature
pour des fortes concentrations hormonales (Kashvéertbn 1998, Menon et al. 2004). Dans
I'ovaire, le pic de LH est connu pour causer unged8ibilisation de la réponse a I’lhormone
(ainsi qu'une baisse de I'expression des réceptetrs effet, la stimulation du récepteur
LH/CG engendre une incapacité temporaire a coufdesous-unité @, inhibant ainsi
'augmentation de la production d’AMPc (Hunzickemwih and Birnbaumer 1976, Marsh et
al. 1973, Segaloff et al. 1990). Ceci provoque pere de réponse transitoire a la stimulation
hormonale, et protege ainsi la cellule des stinudat répétées. La désensibilisation de la
réponse a I'hCG est également décrite comme pliopoglle aux concentrations hormonales
utilisées (Conti et al. 1976, Herr et al. 2007,htiet al. 1993, Shi Q. J. et al. 1993), ce qui

semble étre en adéquation avec nos résultats.
La baisse d’expression a la membrane des récepgeurset également de protéger la cellule

d’une sur-stimulation, via des phénomenes d'intésaton ou de régulation négative de leur

expression (augmentation de la dégradation ou éaissla synthése). Ces phénomeénes
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impliquent I'endocytose et 'adressage aux lysosodes LH/CGR (Ascoli et al. 2002), mais
également la baisse d’expression transitoire dessdtrits de LH/CGR par une augmentation
de leur dégradation (Hoffman et al. 1991, LaPokllefl990, Licht et al. 1993, Lu et al. 1993,
Peegel et al. 1994, Segaloff et al. 1990).

L’ensemble de ces phénomeénes peut participer aitsd de 'augmentation d’'EG-VEGF
sous les doses croissantes d’hCG, observée danmgswtats sur les placentas de 9-11 SA.
Des expériences complémentaires sont a envisagerdadinir clairement I'implication de
chacun de ces processus dans la baisse de lasagoal hCG-LH/CGR sur EG-VEGF.

Nous pouvons également rapprocher ces donnéeslittérigture de nos résultats obtenus sur
I'expression plus importante du LH/CGR dans le ptdaa a terme. En effet, la concentration
physiologique plasmatique en hCG a la fin d®3rimestre est aux alentours de 10-20
U.l./ml, concentration bien plus faible que dans diacenta de °1 trimestre, ou la
concentration en hCG avoisinent les 100 U.l./mlcbacentration modérée en hCG au terme
de la grossesse favoriserait donc la diminution ré&®contréles négatifs sur le LH/CGR
provoqués par les concentrations fortes en hCGgerdrations qui sont retrouvées au 1
trimestre de la grossesse. Ces données sont ematiddgavec nos résultats et appuient
I'hypothese selon laquelle des concentrations sey@s a 10-20 U.l/ml d’'hCG
entraineraient une baisse d’expression des réeespiél/CG matures, comme ce que nous
avons pu observer dans nos expériences. Il esess#Ent de garder a I'esprit qu’avant 9 SA,
la présence majoritaire de récepteurs LH/CG peatiimmnels empécherait 'hCG d’exercer
ce rétrocontréle négatif aux fortes concentratiou® ce Soit sur sa propre expression ou sur
celle de son récepteur. Il a été suggéré que aaliciperait fortement a I'augmentation
physiologique de I'hCG jusqu’a son pic aux alensode 8-9 SA (Licht et al. 1993). Ces
données sont en faveur de nos résultats, ou noossatrouvé une augmentation
proportionnelle d’'EG-VEGF aux doses d’'hCG dans péecentas de 6-8 SA, suggérant
également un manque de rétrocontrole dans la sgtiah hCG-LH/CGR. Afin de valider
cette hypothése, des études sur la régulationedpreéssion du LH/CGR dans les explants
placentaires de 6-8SA et 9-11 SA traités par 101@ U.l./ml d’'hCG sont prévues

prochainement.
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Figure 66 : Extrapolation de nos résultats dans lahysiologie placentaire.



- L’hCG induit différentes voies de signalisation

Les concentrations modérées d’hCG sont décrites galliciter la voie AMPc (Menon and
Jaffe 1973, Menon and Gunaga 1974). Aux fortes eainations d’hCG, considérés comme
« supra-physiologiques » dans la littérature, llcgiion probable de la voie PLC est
suggérée. Elle conduirait alors a 'augmentatiodadproduction d’IRB (Inositol triPhophate)

et de DAG (DiAcylGlycerol) (Davis J. S. et al. 1983udermann et al. 1992).;lBst décrit
pour augmenter la mobilisation calcique (Berridgel drvine 1984), et DAG comme un
stimulateur de la protéine kinase C (PKC) (Nish&uw®84). Si le réle physiologique de
I'hnCG comme stimulant la production de 'AMPc estativement bien décrit, son réle dans
I'activation de la voie PLC est bien moins comgAscoli et al. 2002). En particulier, le seuil
précis au-dela duquel la voie PLC serait déclendsteencore débattu. Néanmoins, ces
données suggerent la possibilité que I'nCG a 1Qrual.let a 100 U.l./ml n’activerait pas les
mémes voies de signalisation, et de ce fait engeaiirdes réponses différentes dans la
sécrétion d'EG-VEGF par les explants placentaire9d 1 SA. Cette hypothése n’est pas
particulierement appuyée par nos résultats, otinandtion graduelle de la sécrétion et de
I'expression en ARNm en réponse aux doses crossatg 'hCG dans les placentas de 9-11
SA, suggeére davantage un rétrocontrole négatifuegn plus important, plutét gu’'une autre
voie de signalisation. Des expériences complémmstaiont a réaliser afin d’infirmer ou de
confirmer cette hypothese. De maniere générale, raésanismes régulateurs de la
signalisation hCG-LH/CGR apportent de nombreuseaspeetives expérimentales a tester,

afin de définir précisément leur implication daasignalisation hCG-EG-VEGF-.

d) Implication de ces résultats dans I'expression p lacentaire

er

d'EG-VEGF dans la physiologie humaine au cours du 1

trimestre de grossesse

Les profils différents de sécrétion d’'EG-VEGF pasglacentas de 6-8 SA et 9-11 SA traités
par 'hCG suggeérent une régulation dynamique d’ElBS¥ au cours du®ltrimestre de la
grossesse. En effet, les résultats que nous awatesus dans nos expérieneasvivopeuvent
étre transposés dans la placentation physiologigaers nos expériences sur les placentas de
6-8 SA, nous avons observé une forte augmentatda décrétion d’EG-VEGF, de plus de 5
fois la sécrétion basale, pour des traitements @@ W.l./ml d’hCG pendant 48h. En
extrapolant I'impact de ces données dans la plogi®lde la femme enceinte, 'ensemble de

nos reésultats suggere alors que la concentratigrsigdhgique en hCG chez la femme
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enceinte, qui se situe aux alentours de 100 U.l1@n8LSA, provoquerait une sécrétion accrue
d’'EG-VEGF par les trophoblastes, contribuant aigiaugmentation physiologique d’'EG-
VEGF au sein du placenta et dans la circulatiosiaie aux alentours de 10 SA (voir figure
66, 6-8 SA). En revanche, dans nos expériencesesyplacentas de 9-11 SA, nous avons
observé une augmentation plus modérée dans latisBclBEG-VEGF sous 100 U.l./ml
d’'hCG, qui n’est alors plus que de 1.5-2 fois laréion basale environ. Ce changement dans
'augmentation de la sécrétion d’EG-VEGF engendira@tars une stimulation moindre d’'EG-
VEGF dans la physiologie, et par conséquent unasbaprogressive de l'expression

placentaire et de la concentration plasmatique@VEGF (voir figure 66, 9-11 SA).

e) Sécrétion endogene d’'EG-VEGF par les explants pl  acentaires

Nous avons observé une différence significativesdarsécrétion basale d’EG-VEGF par les
villosités choriales de 6-8 SA et de 9-11 SA. Plasrplacentas de 6-8 SA, elle est de 200
pg/ml environ pour 48h, tandis que pour 9-11 Skg, et de 50 pg/ml environ a 48h (données
non publiées). Ces résultats suggerent qu’au moiagartie des mécanismes physiologiques
de régulation de I'expression d’'EG-VEGF sont comégraprés leur mise en culture, et cela
au moins jusqu’'a 72h apres récupération du plac€stie diminution de la sécrétion basale
d’EG-VEGF pour les explants de plus de 9 SA coradlec nos résultaia vitro concernant
'effet de I'hCG sur la sécrétion d’EG-VEGF. En &if la concentration circulante
physiologique d’hCG autour de 6-8 SA atteint au maxn 100 U.l./mL environ, ce qui
d’apres nos résultats induit une forte augmentatia®G-VEGF. Or la sécrétion basale de ces
placentas en culture est haute, et atteint 200 lpgtheG-VEGF. En revanche, la
concentration circulante physiologique d’hCG aurn&burs de 9-11 SA atteint 70-100
U.l/mL d'hCG, concentration que nous avons dén#&ntrcomme augmentant tres
modérément EG-VEGF. Nous observons en paralléldagsécrétion basale des placentas de
9-11 SA n’est que de 50 pg/mL, suggérant ainsiartat maintien en culture des régulations

in vivod’EG-VEGF dans le placenta humain.

f) Effet de 'hCG sur les PROKRs

L’augmentation observée de la sécrétion d’EG-VEGHEee I'expression des PROKRs par
'hCG dans les placentas de 9-11 SA dans nos expErs souléve l'implication possible
d’EG-VEGF dans la régulation de ses propres réoeptddans des données non publiées,
nous avons observé une régulation différentiellePROKR1 et PROKR2 par EG-VEGF

selon la durée du traitement et la dose d’'EG-VE@ksée. De fagon tres intéressante, le
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traitement d’explants placentaires pendant 48tdparfortes doses d’'EG-VEGF engendre une
augmentation de PROKR2, et non de PROKRL1.

Cette condition est a rapprocher du traitement &10mL d’hCG, qui provoquait une forte
augmentation de la sécrétion d’EG-VEGF, ainsi ge’dorte induction de I'expression de
PROKR2, mais pas de PROKRL. Inversement, le traimerd’ explants placentaires par des
doses modérées d'EG-VEGF (données non publiéesjlugait & une augmentation
importante de PROKR1, mais pas de PROKR2. Cettdittom, quant a elle, est a rapprocher
du traitement a 100 U.l./mL d’'hCG, qui induisaiteuaugmentation plus modéree d’EG-
VEGF, avec une forte induction de I'expression ORR1, mais pas de PROKR2 a 48h de
traitement. L’ensemble de ces données suggéreeaftat e 'hCG sur les PROKRs pourrait
étre dd, au moins en partie, a I'effet d’EG-VEGF ses propres récepteurs, sans exclure la
participation d’'un effet direct de I'hCG via les mbreux éléments de réponse a I'AMPc
contenus dans les promoteurs des PROKRs. Des étusiéiso ont montré que le promoteur
de PROKR2 contenait davantage d’éléments de répotisdPc (sites CRE et Spl) que le
promoteur de PROKR1, ce qui pourrait participer@gant aux effets différentiels de I'hCG
sur I'expression de ces deux récepteurs. Des eqm&Es complémentaires sont nécessaires
pour caractériser I'implication de ces deux méagams dans I'augmentation des PROKRs
sous hCG.

C. Conclusion des résultats

L’ensemble de nos résultats montre que 'hCG estauveau régulateur d’EG-VEGF et de

ses récepteurs. L'importance de la voie AMPc dansetrétion et I'activation du promoteur

d’'EG-VEGF souléve de nombreuses questions quant ragéganismes précis et aux

partenaires recrutés dans les voies de signalisgtio ménent a I'augmentation finale de la

sécrétion dEG-VEGF par le placenta. De nombrewesg®eriences sont nécessaires pour
caractériser avec plus de précision les mécanismagués dans la signalisation hCG-EG-

VEGF.
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RESULTATS
3™ publication



1. EG-VEGEF et ses récepteurs dans les pathologie s

de la grossesse : cas du Retard de Croissance Intra -

Utérin (troisieme publication)

Quand j'ai débuté mon travail de thése, I'exprassic G-VEGF et de ses récepteurs dans les
pathologies de la grossesse d'origine vasculaivgé,représente une partie importante de
I'activité de recherche du laboratoire, avait déj@ déterminée et publiée pour la Toxémie
Gravidique (Hoffmann et al. 2009). En revanche,uaecdonnée n’était disponible pour le

Retard de Croissance Intra-Utérin (RCIU), autrenplaigie ou le placenta joue un réle clé

(Krebs et al. 1996, Regnault et al. 2002, Siblegl €2005).

Le développement correct du placenta pendant Issgese dépend majoritairement de deux
types cellulaires : les trophoblastes et les cedlubndothéliales foetales. La croissance
placentaire, dont dépend directement la croissémtale, requiert de ce fait un contréle fin
dans la prolifération, la survie, et la fonctionté&atle ces deux types cellulaires. L'effet I’'EG-
VEGF sur les cellules endothéliales foetales, leEEGiPavait déja été caractérisé pendant la
premiére partie de ma thése (voir la partie « Résu- £ publication »). En revanche, peu
de données concernant I'effet d’'EG-VEGF sur lephablastes avaient été publiées jusqu’a
présent. Seul I'effet inhibiteur d’EG-VEGF sur lagmation, I'invasion et la formation de
réseaux pseudo-vasculaires par les trophoblastesvibeux avait été rapporté (Hoffmann et
al. 2009), mais aucune donnée n’était disponiblecemant son effet sur les trophoblastes
villeux, cellules qui représentent majoritaireméd trophoblastes dans la villosité choriale.
Les trophoblastes villeux sont constitués d’unecbeuproliférative de cytotrophoblastes, qui
entoure directement le mésenchyme, et d'une coucmtinue de syncytiotrophoblastes
différenciés, qui se trouve en contact direct deesang maternel. Il est primordial que cette
couche de syncytiotrophoblastes augmente en vopendant la grossesse, notamment par
I'incorporation continue de cytotrophoblastes, afie répondre a la croissance rapide des
villosités placentaires, ainsi qu'a la desquamatiphysiologique de la couche de
syncytiotrophoblastes apoptotiques dans la cinamatmaternelle (Huppertz et al. 2006).

L’expansion de cette couche syncytiale dépend diuncmaintien d’'une population de
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cytotrophoblastes prolifératifs, et capables delofuser avec la couche préexistante de
syncytiotrophoblastes (Huppertz et al. 2006). limgemblait de ce fait primordial d’étudier
'effet d’'EG-VEGF sur la prolifération, la surviest la différenciation des trophoblastes

villeux.

Les placentas issus de grossesses RCIU sont ke dgégombreuses altérations pathologiques
touchant la prolifération trophoblastique, I'angiogse ou l'invasion des arteres spiralées
maternelles, contribuant ainsi au maintient d’ugpdxie utéro-placentaire anormale (voir la
partie « introduction » pour plus de détails) (ABeet al. 2000, Arroyo and Winn 2008, Chen
C. P. etal. 2002, DiFederico et al. 1999, Ishiteral. 2002, Jackson et al. 1995, Khong et al.
1986, Levy and Nelson 2000, Mayhew et al. 2003,t5mi al. 1997, Torry et al. 2004). De
plus, de nombreux facteurs de croissances indaitsl'lpypoxie ont été rapportés comme
dérégulés dans les grossesses RCIU (Arroyo and @08, Jarvenpaa et al. 2007, McCarthy
et al. 2007, Roh et al. 2005). L'ensemble de cssltdts suggérait qu'EG-VEGF, facteur
placentaire angiogéne régulé par I'’hypoxie, poupedisenter une expression anormale dans

cette pathologie de la grossesse.

Dans ce troisieme article, nous avons étudié dangramier temps l'effet physiologique
d’EG-VEGF sur les trophoblastes villeux afin de gdéter nos données sur les roles de ce
facteur dans la placentation physiologique. Pola, agous avons caractérisé l'effet d’EG-
VEGF sur la prolifération des trophoblastes a tranZetests complémentaires : I'incorporation
de thymidine triti€ée par des cytotrophoblastes @iuce primaire, et un marquage ki-67 sur
des explants placentaires. Nous avons égalemediééleffet d’EG-VEGF sur la survie
trophoblastique, ainsi que sur la differenciationesd cytotrophoblastes en
syncytiotrophoblastes, étape finement régulée sereelle au développement placentaire.
Dans un deuxieme temps, nous avons caractéris@réssion d’'EG-VEGF et de ses
récepteurs dans des grossesses RCIGurBnestre de grossesse.
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Abstract

Growth of the placental villi is a key event in pdmtal development during the first trimester
of human pregnancy. A failure in this process ibelved to contribute to the development of
placental pathologies such as intrauterine grovetardation (IUGR). Our recent reports
unmasked the roles of a new placental growth faeodocrine gland derived-VEGF (EG-
VEGF) and its receptors, prokineticin receptor o @mokineticin receptor 2 (PROKR1 and
PROKR?2) in placental villi development. We have whathat i) EG-VEGF, PROKR1 and
PROKR?2 are abundantly expressed in first trimekstanan placenta, ii) EG-VEGF controls
extravillous trophoblast invasion and promotes gfaal angiogenesis iii) EG-VEGF and
PROKRL1 expression is up regulated by hypoxia andE{-VEGF circulating levels are the
highest during the first trimester of pregnancytha present study, we investigated EG-VEGF
effects on i) trophoblast proliferation, both inrpary cytotrophoblast (CT) and in placental
explant culture, and trophoblast survival, ii) dypphoblast syncytialisation (measurement of
syncytin 1 and 2 anfl hCG mRNA expression). To further investigate tbke 0of EG-VEGF
and its receptors in placental development, werdheted their levels of expression both at the
MRNA and protein levels, in normal and IUGR plaesniWe also determined the circulating
levels of EG-VEGF in sera collected from normal dbd5R pregnant women. Our results
showed that i) EG-VEGF increased CT proliferatiathbin primary and explant cultures; ii)
EG-VEGF did not affect syncytin 1, syncytin 2 gitlCG mRNA expression iii) EG-VEGF,
PROKR1 and PROKR2 mRNA and proteins levels weraifsogintly increased in IUGR
placentas, and iv) EG-VEGF circulating levels wergnificantly higher in JUGR patients.
Altogether, our results identify a new trophoblagirowth factor, and provide evidence for its
dysregulation in IUGR placentas. Changes in EG-VEBROKR1 and PROKR2 in IUGR

placentas are likely to represent a compensatochamesm for this pathological condition.



INTRODUCTION

It is well established that placental developmesgeahds on controlled growth, invasion and
differentiation of the trophoblast cells and on qubge vascular development. A failure in
theses processes leads to the development of ph@ethologies such as preeclampsia (PE)
or IUGR (intrauterine growth restriction). Therefoa fine control of placental development
during the first trimester of pregnancy is critiba the success of pregnancy.

IUGR is the leading cause of perinatal mortalitg amorbidity and an important antecedent to
childhood and adult diseases (Barker 1992, Bem&tieal. 2000, Henriksen 1999). It occurs
when the full growth potential of the fetus, depegdon genetic potential modulated by
nutritional and endocrine environments, is not eaebd. IUGR affects approximately 8% of
all pregnancies (Baschat 2004, Cetin et al. 2004aék and Divon 1992) and its occurrence
is highly related to abnormal placental developn{&nebs et al. 1996, Regnault et al. 2002,
Sibley et al. 2005). In normal pregnancies, an adexjand efficient supply of nutrients and
oxygen is vital for proper development of the feflise placenta has a key role in this process
via its actions on the transport of nutrients andeg through the placental barrier, composed
of syncytiotrophoblast and cytotrophoblast layeZ3), connective tissue and fetal vascular
endothelium. Placentas of IUGR pregnancies areackenized by a number of pathological
defects, such as increased placental apoptosiaif@let al. 2000, DiFederico et al. 1999,
Ishihara et al. 2002, Levy and Nelson 2000, Smitlale 1997), higher thickness of the
placental barrier (Mayhew et al. 2003), poor ingasbf maternal vessels (Arroyo and Winn
2008, Khong et al. 1986), reduced syncytiotrophstblrea (Mayhew et al. 2003), and
aberrant angiogenesis (Chen et al. 2002, Torri; 2084).

To date, the causes of IUGR development are ndy fuhderstood. However several
indications converge to incriminate dysregulatiafiggrowth and angiogenic factors during
placental development. Various growth factors agtbkines, such as epidermal growth
factor (EGF) and transforming growth factor (TGFhave been reported to be involved in
the coordination of these processes and were exptytbe dysregulated in IUGR (Cartwright
et al. 1999, Irving and Lala 1995, Lysiak et al93p Also, alterations in the expression of
antiangiogenic and angiogenic growth factors, ahdypoxia-regulated genes have been
described in IUGR (Arroyo and Winn 2008, Jarvengial. 2007, McCarthy et al. 2007, Roh
et al. 2005). These results suggest that abnorevald of angiogenic and antiangiogenic
growth factors could be in part responsible for geghophysiology of IUGR. Oxygen



regulation is another factor associated with theugence of IUGR. Tapanainen and
coworkers demonstrated an association between hypd&creased placental size, and the
development of IUGR (Tapanainen et al. 1994). Ritddhypoxia is however thought to be a
consequence of the primary defect in vascular reftiod of the maternal decidua rather than
a cause of the process that leads to IUGR developrailure in vascular remodelling and in
the establishment of the fetomaternal interfac@ast likely caused by defects in growth and
angiogenic factor expression.

During the last decade, we and others have beeresied in the study of new angiogenic
factor, named EG-VEGF for endocrine gland derivascular endothelial growth factor, that
was initially characterized and sequenced by tloegof N. Ferrara (LeCouter et al. 2001).
EG-VEGF was shown to be expressed in testis, adgierad, ovary, and placenta (LeCouter
et al. 2001). EG-VEGF is a member of a class ofgims that also includes Bv8, a peptide
purified from the skin secretion of the yellow-bedl toad,Bombina variegatgdLeCouter et
al. 2001), also known as prokineticin (PROK)-2. HsmEG-VEGF and Bv8 proteins present
83% identity and share the same G protein coupdedptors (PROKRS), termed PROKR1
and PROKR2 (Lin et al. 2002). EG-VEGF expressiothe placenta was briefly described in
the initial report by LeCouteet al. (LeCouter et al. 2001). In recent publications froor
group, we have shown that EG-VEGF/PROK1 and iteptus, but not PROK2, are highly
abundant in human placenta during the first trieessf pregnancy, with the highest
expression of EG-VEGF found in the syncytiotroplagbllayer. We observed that their
expression is up-regulated by hypoxia, that EG-VE€Rtrols trophoblast invasion and
placental angiogenesis, and that its circulatinglke are significantly higher in PE patients
(Brouillet et al. 2010, Hoffmann et al. 2006, 206ibffmann et al. 2009).

The specificity and the magnitude of EG-VEGF espren in the placenta, its similarity of
action with VEGF, its action on placental angiogagseits up-regulation by hypoxia and
dysregulation in PE, suggested to us that this femtor might play an important role in
placental development during the first trimestempoggnancy and that its expression might
also be dysregulated in [IUGR pregnancies. Here eterchined the direct role of EG-VEGF
on placental development during the first trimestepregnancy by demonstrating its effect
on trophoblast proliferation, survival, differerit@n, and vascular development. Furthermore,
we investigated its circulating levels in [IUGR aagk-matched control pregnant women and
compared its levels of expression and those agedsptors PROKR1 and PROKR2 in normal

and IUGR placentas.



Materials and Methods

Tissue collection

Collection and processing of human placentas wepeocaed by the local university hospital
ethical committee, and collection was performedoatiog to the Grenoble Hospital and
University Joseph Fourier code of practice. Infadnmatient consent was obtained in all
cases. First trimester human placentas from 7 tavdéks of gestation were obtained from
elective terminations of pregnancies. Human ternacquitas were obtained from
uncomplicated or IUGR pregnancies after electivesagean section delivery between 30 and
36 wk of gestation. Shortly after collection, thestie was snap-frozen in dry ice and stored at
-80°C (for protein and RNA extraction), or placedice-cold Hanks’ balanced salt solution
(C&*, Mg?* HBSS) and transported to the laboratoryiforitro primary cultures. A total of
15 placentas from 7 to 10 wk of gestation were usegrimary culture, and a total of 24
placentas were used for protein and mRNA analysis.
Blood sample collection
Analysis of circulating EG-VEGF levels in IUGR vass age-matched control pregnant
women was performed using a bank of sera that as bollected at Hospital Poissy-Saint
Germain. All patients received informed consent #mel study was approved by the local
ethics committee. From this study, we were ableditect 11 sera samples of IUGR patients
and 11 sera samples from healthy pregnant women.
EG-VEGF ELISA
EG-VEGF was measured by ELISA (PeproTech, Framcepnditioned media from IUGR or
normal patients. Two separated standard curves emrstructed to allow accurate readings
of samples at upper and lower ranges of the agdbyamples were in the linear range of the
standard curves. The detection limit of the assay %6 pg/mL.
Cell culture

Isolation and treatment of trophoblasts
Placental cytotrophoblasts were isolated from -wistester human placentas (7—-10 wk of
gestation, n = 8) and cultured as previously dbsdri(Hoffmann et al. 2006). Trophoblasts
were seeded at a density of 1@lls/ml in DMEM supplemented with 2 mM glutamiri€%
fetal bovine serum, 25 mM HEPES, 100 IU penicilliand 10 pg/ml streptomycin.



Approximately 4-5 x 19 cells were obtained per gram of chorionic villiheT dispersed
trophoblasts were cultured for 24 h at 37°C in 5&295% air to allow attachment. Purity of
the cell preparation was assessed at the end @xgeriment by immunofluorescent staining
for cytokeratin, an epithelial cell lineage marK&rako), or vimentin, a mesenchymal cell
lineage marker (Dako). After 48 h of culture, botfononucleated cytotrophoblasts and
aggregates of placental trophoblasts forming syalcgtumps were observed. 95 £+ 5% of the
cultured cells were cytokeratin positive and vinremtegative, suggesting the presence of a
majority of cytrophoblasts and a minority of fibtabts or decidual cells. Cell viability,
assessed by Trypan blue exclusion, was more thgnk@$ore and after incubation.

Human villous explant cultures and EG-VEGF treattmen
Villous explants cultures were established fromstfirimester human placentas (7-10 wk of
gestation, n=7). Small fragments of placental (llb-20 mg wet weight) were dissected
under a binocular microscope and placed into 48-plates precoated with 150uL diluted
Matrigel (matrigel/DMEM-F12) (Becton-Dickinson, ont de Claix, France) per well that
was allowed to polymerize at 37°C for 30 min. Exyp¢awere cultured in DMEM-Ham’s F-12
(DMEM/F12 1/1; Invitrogen, Cergy Pontoise, Francg)pplemented with 100ug/mL
streptomycin, 100 U/mL penicillin, and 0.25 pg/mkcarbic acid, pH 7.4. After 24h of
culture, the medium was changed and explants werédated in the absence or presence of
25-100 ng/ml (2.5-10 nM) recombinant human EG-VEGEDbu, Le Perray-en-Yvelines,
France).. Villous explants were kept in culture 2dh. Explants from a single placenta were
used in triplicate for each time point of treatmelRor statistical analysis, the (n) value
represents the number of placentas (not explants).
Assessment of EG-VEGF effect on trophoblast praldgon
The effect of EG-VEGF was assessed on primary mjbbblasts and on placental explants
using PH] thymidine incorporation and Ki67 staining, respieely. Recombinant human EG-
VEGF (Tebu, Le Perray-en-Yvelines, France) was @ade&tb—100 ng/ml. The choice of these
concentrations was based on the IC50 of EG-VEGFit®meceptors (Lin et al. 2002,
Maldonado-Perez et al. 2007). Cells were placed8iwell plates (7 x 1Dcell/well) and
cultured overnight (37°C, 5% CO2). The cells werum-starved for 24 h and then incubated
for 24 h in serum-free media containing 25-100 hglE&G-VEGF and 0.5 pCi/ml
[3H]thymidine (Amersham, Les Ulis, France). At tkad of the incubation, cells were
washed with HBSS and treated with 2 ml/well icedcd0% trichloroacetic acid for 20 min at
RT. After washing, 0.4 ml of 0.1 M NaOH and 0.1% SWas added; the lysates were

transferred into vials containing scintillation dig and counted in § counter. For Ki67



staining the placental explant were incubated fbh2n serum-free media containing 10-100
ng/ml EG-VEGF, fixed in paraformaldehyde for 20 mamd then stained for Ki67 antibody
(Dako).

siRNA silencing of PROKRL1 protein in primary cyt@phoblast cells

Primary cytotrophoblast cells were transfected wstRNA (50 nM final concentration)
targeting human PROKR1 sequence using Siport asfaeting agent (Ambion, France). A
non relevant siRNA was used in order to controlgpecificity of SiRNA effect. Proteins and
RNAs were extracted 48 h hours after siRNA trarigfac All SiRNAs were purchased from
Ambion (France).

Assessment of EG-VEGF effect on trophoblast surviva

Apoptosis was detected on paraffin sections by Ajpgplabeling of fragmented DNA (KIT
QIA33, Calbiochem, France), according to the magtufar’s instructions. In short, paraffin-
embedded sections were deparaffinized, pretreaitbdpnoteinase K, rinsed and quenched in
1% H202. Samples were then incubated with termdeakynucleotidyl transferase (TdT), in
the presence of nucleotides. (TdT catalyzes a t&eymhdependent addition of nucleotide
triphosphates to the 3'-OH ends of double- or sirgjtanded DNA, and forms an oligomer
composed of digoxigenin. The slides were then iatedb with stop-wash buffer, incubated
with anti-dioxigenin peroxidase complex, rinsed atained with chromogen. Sections were
counterstained with Mayers hematoxylin. A dark bmogignal indicates positive staining
while blue-green to greenish colour signifies aneantive cell.

Immunohistochemistry

Placental tissues of 30-36 wg (n=12) IUGR and agézhed controls (n=12) were collected
and fixed for 24 hrs at 4°C in 4% (v/v) PFA, embeddn paraffin and processed as
previously described (Hoffmann et al. 2006). Immmeéaative PROKR1 and PROKR2 were
detected using in house rabbit polyclonal antibed@D31 and Ki67 staining were detected
using commercial antibodies ( Dako, France). Fomunohistochemical detection, anti-
PROKR1 and anti-PROKR2 antibodies were incubatet tiie tissue sections for 18 hrs at
4°C and used at final concentrations of 0.56 pgimd 0.72 pg/ml, respectively. Control
sections were treated with anti-PROKR1 and anti-RR® antibodies that had been pre-
absorbed overnight at 4°C with the appropriateipn@une serum.

Western blotting analysis

Frozen placental samples from IUGR (30-36 wg ; n=frbm age-matched controls (n=11),
and from cytotrophoblast cells were homogenizeRIPRA lysis buffer (50 mM Tris-HCI [pH
7.5], 150 mM NacCl, 1% sodium deoxycholate, 0.1%iwwmddodecyl sulphate, 1% Triton X-



100, 1 mM PMSF, 5ug/ml leupeptin and 5 pg/ml apinji and processed as previously
described (Hoffmann et al. 2006). Protein extragtse electrophoretically separated on 0.1%
sodium dodecyl sulphate—-12% polyacrylamide gelseadtrically transferred onto 0.45 pum
nitrocellulose membranes. The membranes correspgidi tissue samples were blotted with
rabbit antibodies against PROKR1, PROKR2, both usea final concentration of 0.84
pa/ml, and with anti-CD31 antibodies. Membranesesponding to cell extracts were blotted
with anti-AKT and anti-phospho-AKT antibodies (Cé&lgnalling, France). To standardize
for sample loading, the blots were stripped andorodbed with an anti-@ antibody
(Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA).

RNA isolation

Total RNA was extracted from IUGR and normal plaaemissue using the Trizol reagent
(Invitrogen, USA) according to the manufacturemstiuctions. To remove any genomic DNA
contamination, total RNA was treated with RNAsefi@NAse | treatment (Qiagen). Total
RNA concentration was carefully determined by maaguA260 in a total volume of gL
using Nanodrop. A260/A280 was also determined fwhesample, and the values ranged
between 1.80 and 1.90. Reverse transcription waforpgeed on 1 pg total RNA with
Superscript 1I-RNase H reverse transcriptase (logén, Cergy Pontoise, France) under
conditions recommended by the manufacturer. Resd-#CR was performed using specific
primers listed in supplemental table 1.

Real-time PCR analysis

PROKR1, PROKR2BhCG, ST1, ST2 and GAPDH mRNA expression was quadtiby
real-time RT-PCR using a Biorad CFX96 apparatus &@ullaq® gPCR Master Mix
(Promega, Charbonnieres Les Bains, France). The w@Rkperformed using the primers
shown in Table 1. For negative controls, we usedmplete DNA amplification mix in which
the target cDNA template was replaced by water. RGRlitions were: step 1, 94 C for 10
min; step 2, 45 cycles consisting of 95 C for 16, $emperature indicated in Table 1 for 5
sec, and 72 C for 10 sec. The results were norethlia GAPDH mRNA expression levels.
To assess linearity and efficiency of PCR amplif@a standard curves for all transcripts
were generated by using serial dilutions of cDNRgr standard-curve generation, we used
cDNAs from human placenta or untreated tropholdalis. A melt curve analysis was carried
out on the products of amplification reaction te@etain the melting temperature of the

product.



TABLE 1. Primers used for real-time (RT) PCR

Gene Forward primer 53) Reverse primer (53) Tem(pce)rature
PROKR1 | GTCCTCGTCATTGTCAAGAGCC AAACACGGT GGGGAAGAAGT CG 60
PROKR2 | CATCCCATCGCCTTACTTTGC CTTTTCCTTCACGAACACAGTGG 60

BhCG TACTGCCCCACCATGACC GGACTCGAAGCGCACATC 60

ST1 CGGACATCCAAAGTGATACATCT | TGATGTATCCAAGACTCCACTCCA 60

ST2 GCCTGCAAATAGTCTTCTTT ATAGGGGCTATTCCCATTAG 60
GAPDH ACCCAGAAGACTGTGGATGG TTCTAGACGGCAGGT CAGGT 60

Desmoplakin Immunofluorescence

To detect desmoplakin, cultured trophoblast cellerenvrinsed with PBS, fixed and
permeabilized in methanol at —20°C for 25 minukemonoclonal anti-desmoplakin antibody
(Abcam, France) was then applied, followed by faszein isothiocyanate (FITC)-conjugated
goat anti-mouse immunoglobulin (Jackson Immunoreselbaboratories, Wet Grove, PA), as
previously described (Alsat et al., 1996; Frendalet2000b). After washing, samples were
mounted in medium with'&-diamidino-2- phenylindole (DAPI) for nuclear isiag (Vector
laboratories, France).

Statistical analysis

All data are expressed as mean +/- SE. Statistimalparisons were made using one-way
ANOVA test and Student’s t test. Calculations weerformed using SigmaStat (Jandel
Scientific Software, San Rafael,CA).

TABLE 2.
Maormal pregnancies (n =227 | IUGR pregnancies (n=24) F
Age (years) 31245 (25-36) 30 +3.3 (25-35) ns
Gestational age at 3542 4 (30-35 5) 3442 4 (30-36 3) he

sampling {weeks)

foetal weight (gr) 3135 + 258 (2810-3380) 1485 + 550 (670-2550) | * P<0.0001




Results

EG-VEGEF effect on Cytotrophoblast Proliferation

In a previous report from our group (Brouillet ¢t 2010), we have shown that EG-VEGF
increaseshe proliferation of human placental microvasc@adothelial cells (HPECSs). Here,
we investigated the effect of EG-VEGF on the peshtion of cytotrophoblast (CT) cells
using both primary isolated trophoblast cells alatgntal explants. Fig. 1A shows the effect
of EG-VEGF on the proliferation of CT usinﬁ-l] thymidine incorporation in cytotrophoblast
cells. EG-VEGF significantly increased CT proliféoa in a dose-dependent manner. As CT
cells are known to preferentially express the PROK&ceptor, we asked whether PROKR1
mediates these proliferative effects of EG-VEGFgsihe siRNA strategy to silence its
expression. Fig. 1B shows that PROKR1 siRNA sume@dhe EG-VEGF effect, thereby
confirming its direct involvement. It is well docemted that the mitogenic effects of EG-
VEGF involve the induction of p42/44MAPK phosphatypn (Kisliouk et al. 2003). We
examined whether EG-VEGF activates this signaliathway in primary cytotrophoblast
cells. Fig. 1C shows a representative Western dhaysis of phospho-MAPKs upon EG-
VEGF treatment. Strong phosphorylation of p42/44RK& protein was observed in response
to EG-VEGF after only 10 min of incubation.

To confirm the effect of EG-VEGF on CT proliferatiowe used the organotypic model of
placental explants. It was particularly relevantstody EG-VEGF effects on trophoblast
proliferation in an organotypic system in whichlals tissue architecture is maintained. This
is the case for ex vivo cultures of placental wilcexplants on Matrigel geM/e determined
the proliferative effects of EG-VEGF by Ki67 immustaining in explants collected at 10wg.
Fig. 2A shows representative sections of placestplants that have been incubated in the
absence or the presence of EG-VEGF (50 ng/ml) 4br#hd immunostained for Ki67. There
was a significant increase in the number of Ki6Tpaes cytotrophoblasts both in chorionic
villi (B) and in placental columns (D). The quard#tion of three independent experiments
determined a 2- to 4-fold increase in the prolifiera index in each site under EG-VEGF
treatment (fig. 2B). Altogether these data suggbstt EG-VEGF behaves as a new

trophoblastic growth factor in the placental villiring the first trimester of pregnancy.



EG-VEGF controls the survival of placental villi

To get more insight into the role of EG-VEGF inqdatal villi growth, we investigated its
potential effect on cell survival upon 48h-longisarstarvation of the organotypic cultures.
First, we performed TUNEL staining of placentalivtthat have been incubated in the absence
or presence of EG-VEGF (10- 50 ng/ml) for 24h. TUNBEtaining was used to detect
apoptotic cells. Under control conditions, seruansition increased TUNEL staining (brown
staining) suggesting increased apoptosis in theeptal villi under these conditions. The
treatment of the explants with EG-VEGF reversed fifienomenon (Fig. 3A). These results
suggest that EG-VEGF may act as a survival factotife placental villi during first trimester
of pregnancy. As the pro-survival effects of EG-VE®n other cell types imply the
activation of the PISK/AKT pathway (Kisliouk et #003), we examined whether EG-VEGF
did so in primary placental explants. Fig. 3B sh@avgpresentative Western blot analysis of
AKT phosphorylation upon EG-VEGF treatment. Straigpsphorylation of AKT protein in
response to EG-VEGF was observed within 2 min. @fication of three independent
western blotting experiments is shown in Fig. 3C.

EG-VEGF effect on trophoblast syncytialisation

Placental trophoblast differentiation is an impottgghenomenon for normal placental
development. Under physiological conditions, cydptroblasts differentiate and fuse to form
the multinucleated epithelium known as the syndgahoblast, site of numerous placental
functions. The fusogenic membrane glycoproteinsicgyn-1 and syncytin-2 (respectively
encoded by the retroviral envelop genes HERV-W BRID) are critical to this process
(Blaise et al. 2003, Frendo et al. 2003, Potgers.£2002). Trophoblast differentiation also
enhances the secretion of two hormones, humanartioggonadotrophin (hCG) and placental
lactogen (Kliman et al. 1986, Morrish et al. 1998j et al. 1993). Production of hCG by the
syncytiotrophoblast is a biological marker of troplast differentiation (Shi et al. 1993).
Here, we assessed the effect of EG-VEGF on cytbtblast syncytialisation by measuring
syncytin-1, syncytin-2 an3-hCG mRNA expressions in trophoblastic cells affh
exposure to 50 ng/mL of EG-VEGF (Fig. 4A). No sigrant effect of EG-VEGF was
observed on the expression of these mMRNAs. A raigeG-VEGF concentration (10-100
ng/mL) and time exposure (24h; 48h;72h and 120hewested but no condition showed any
effect of EG-VEGF on trophoblast differentiatiorafd not shown). However, the same cells
responded positively to forskolin (M) for trophoblast syncytialization after 24h (F&B),
48h and 72 h (data not shown). Syncytialization algo be followed morphologically using



intercellular junctions markers such as desmopl&kiilentify mononuclear and multinuclear
cell boundaries and morphology (Douglas and Kin§09 Quantification of nuclei within

desmoplakin boundaries following 24h treatment VvidtB-VEGF did not show any effect on
syncytialization (Fig. 4C), confirming the abserafeEG-VEGF effects on cytotrophoblast
differentiation towards syncytium formation. FiD is a quantification of the number of
syncytia formed in the absence or presence of EGIVEs determined in 40 fields per

condition.

EG-VEGF increases placental vascularization

Because the vascular system within the placentialdrives its growth and development
during the first trimester of pregnancy, we wondevehether EG-VEGF also affected this
aspect of placental growth. Fig. 5A shows placeaexglants that have been incubated in the
absence or presence of 50 ng/ml EG-VEGF and stdore@D31, a marker of endothelial
cells. EG-VEGF treatment significantly increased31Dstaining, suggesting an increase in
the number of blood vessel formed. Fig. 5B confurttas increase in a Western blot analysis
showing a dose-dependent increase in CD31 expressider EG-VEGF treatment. Fig. 5C

shows a quantification of three independent Weditrnhanalyses.

Levels of carbonic anhydrase, an endogenous hyporiarker, in normal and IUGR
pregnancies

We then hypothesized that EG-VEGF might be dysedgdl in placental pathologies
associated with growth and vascularization defexttsh as IUGR. Hence, we investigated its
expression and that of its receptors PROKR1 andK0in a bank of sera and placental
tissues collected from normal and IUGR patientsmduthe third trimester of pregnancy.
Hypoxia has been demonstrated to contribute taévelopment of IUGR (Tapanainen et al.
1994) (Tanaka et al. 1994). In the bank of tissuaected for this study, we first wanted to
confirm that IUGR placentas were hypoxic. Fig. GRws two representative control and two
representative IUGR sections collected at 30 and@and stained for carbonic anhydrase IX
(CA IX), a sensitive marker of hypoxic tissues. &gected, the level of CA IX protein was
up-regulated in IUGR chorionic villi as comparedth@ control. Quantification of Western
blot analyses of 7 controls and 7 IUGR matchedHeir gestational age showed a significant
increase in the expression of CA IX in IUGR tiss(leilg. 6B and Fig. 6C).



EG-VEGF circulating levels and placental expressiane increased in IUGR pregnancies
The combination of our previous data showing th&\HEGF is abundantly expressed in
human placenta during the first trimester of pregyaHoffmann et al. 2006), that EG-VEGF
decreases EVT invasion (Hoffmann et al. 2009) drad its expression is up-regulated by
hypoxia (Hoffmann et al. 2006) suggested to us EGtVEGF and PROKRs expression
might be altered in [IUGR pregnancies. We theretmmmpared EG-VEGF circulating levels
in normal and IUGR patients during the third trineef pregnancy. Fig. 7A shows that EG-
VEGEF levels were significantly higher in the [IUGRogp as compared to the control group (P
<0.05). This value increased almost two-fold in RIatients. Fig. 7B shows two
representative controls and two representative [l @&&ions collected at 30 and 35 wg and
stained for EG-VEGF. EG-VEGF protein expression wagificantly increased in IUGR

placentas and was mostly localised to the synegibioblast layer, its site of production.

PROKR1 and PROKR2 in normal and IUGR pregnancies

As EG-VEGF acts via its two receptors PROKR1 an@®RR2, we wondered whether these
receptors were also disregulated in IUGR placerBash mRNA and protein assessments
were performed using placental tissues collectesvden 30 and 35 wg; Fig. 8A shows
placental tissue mRNA expression of PROKR1 and PRDHKsing quantitative Real-time
PCR analysis. Both PROKR1 and PROKR2 mRNA levelsevggynificantly increased in the
IUGR placentas (P< 0.001). Fig. 9A shows represeetgphotographs of PROKR1 and
PROKRZ2 protein expression in control and IUGR ptéas. For both receptors an increase in
the intensity of the staining was observed. Theselts were confirmed by Western blotting
analysis, when a larger number of placentas wealysed in each groups (Fig. 9B and 9C).



Discussion

The present work demonstrated the direct involveénoéreG-VEGF in the growth of the
placental villi during the first trimester of premmy and brought evidences of its
dysregulation and in that of its receptors in treanplacental pathology, IUGR. Hence, we
propose that EG-VEGF is a new placental growthofaittat should be ranked among the well
described placental actors of these processes.eT$tesements are based on three main
observations. First, is the demonstration that BH&s¥ increased the proliferation of villi and
anchoring cytrophoblast cells, without affectingithdifferentiation toward the formation of
sycytium. These results are of great interest mntef physiological perspective as this
specific effect on cytotrophoblast cells is mandator the continuous growth of the villi in a
hypoxic environment during the first trimester aségnancy. By increasing the proliferation
of anchoring cytotrophoblast cells, EG-VEGF papates to the formation of trophoblast
plugs that are well described to protect the grgwali, and therefore the embryo from
harmful high oxygen levels for which he is not gapéd at that gestational age. The absence
of effect of EG-VEGF on syncytium formation is alaa important aspect that support a
differential effect of the EG-VEGF on the growth tbmot the differentiation of
cytotrophoblast cells, a process that is well dbsdrduring this period of gestation. Second,
is the demonstration that EG-VEGF is a survivatdador the placental villi under stressful
conditions. This result was observed upon serunmvaian of explants villiin vitro, but
clearly reflects what could happen when the placénsubjected to diverse stressors such as
those found in IUGR environment. The increase in\H&sF and its receptors levels we
demonstrated in [IUGR patients is a confirmationhig speculation and suggest that the EG-
VEGF/ PROKR1 and PROKR2 might well be a compengateystem for placental
development under stressful conditions. Thirdhes demonstration that EG-VEGF increased
the vascularisation of the placental villi, thatswaflected by an increase in CD31 expression.
This result further supports an involvement of tfastor in the development of the villi
during the first trimester of pregnancy, a proctsd is major for the establishment of the
fetomaternal exchanges. The effect of EG-VEGF orBTPBxpression is consistent with our
previous finding showing EG-VEGF effects on micresmalar angiogenesis in human
placenta (Brouillet et al. 2010). In the contexttibé IUGR pathology the increase in EG-
VEGF and receptors observed in this study furthugperts the hypothesis that this system
could be a compensatory mechanism in response doulmisation defects associated to



IUGR placentas. In fact, studies by Chen and coermsrkhowed a significant decrease in villi
vascular density within the IUGR placentas, sugggst decrease in branching angiogenesis
during this disease (Chen et al. 2002). One carfive speculate that EG-VEGF is increased
in response to failure in the vascular system agraent in [UGR.

Speculations about EG-VEGF and receptors as corafmgsactors in case of placental
development defects are to take with precautioaregher explanation for the elevation of
EG-VEGF and receptors system could be drawn inetdp the control of EVT invasion by
EG-VEGF during the first trimester of pregnancy .féict, we have previously demonstrated
that EG-VEGF is a negative regulator of EVT migvatand invasion, two crucial processes
in spiral arteries remodelling (Hoffmann et al. 9Q00On can therefore speculate that a
sustained expression of EG-VEGF over the first ¢égtar of pregnancy, in response to
external stimuli; might contribute to failure in EMnvasion. A defect that is known to be a
major cause for the development of uteroplacengpbkia, a central phenomenon to most
IUGR pregnancies (Khong et al. 1986, Zhou et a@7)9Furtheromore, it is well known that
an association exits between hypoxia, decreaseemti size, and the development of IUGR
(Tapanainen et al. 1994). Given the correlatiorwbenh the pattern of EG-VEGF and
PROKR1 expression within the hypoxic period of pla@al development and knowing that
failure in placental angiogenesis is thought totdbate to IUGR development, one can
speculate on the potential implication of this éecnd/or its receptors in the development of
this pathology. However, only a prospective studgneining the expression of EG-VEGF
and/or receptors during the first trimester of i@ty in women who go on to develop IUGR
will allow to determine whether elevated expressbnhis factor in third trimester of IUGR
pregnancies is a cause or a consequence of thelgath

Here, we appended to EG-VEGF functions, mostly nteploby our group in the placenta, a
new role directly related to placental growth amyelopment. Interestingly, recent finding
from our team further support the proposal that\H&sF is not an independent actor in the
villi and that its profile of secretion is mostdily under a fine regulation by strong placental
stimuli. In fact, we have reported that EG-VEGF aeadeptors are up regulated by hypoxia
and by hCG (human chorionic gonadotropin), two kagtors of normal placental
development and which dyregulation is establisimgarégnancy pathologies.

Altogether, our results show that EG-VEGF can hesitered as a novel growth factor in the
placenta via its stimulatory effects on prolifeoatiand survival of cytotrophoblastic cells, its

inhibition of EVT invasion and migration (Hoffmaret al. 2009), and via its angiogenic



effect on placental endothelial cells (Brouillet &t 2010). Further studies are however

required to determine whether its dysregulatiom ¢ause or consequence of IUGR pathology.
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Figures Legend

Figure 1. EG-VEGF stimulates cytotrophoblast prolieration via PROKR1. Fig. 1A
shows the levels of [3H]Thymidine incorporationargerum-deprived cytotrophoblast cells,
in the absence (white bar) or presence of EG-VEGRdcated concentrations (black bars)
(* p<0.05, ** p<0.01 versus control). Data represéhe mean + SEM of triplicate
determinations from three independent experimeig). 1B shows the levels of
[BH]Thymidine incorporation into serum-deprived alybphoblast cells that have been
transfected with scramble siRNA or PROKR1 siRNA 10, 25, 50 nM) and subsequently
treated with EG-VEGF (* p<0.05 versus control). ®aepresent the mean + SEM of
triplicate determinations from three independerngeginentsFig. 1C shows a representative
Western blot of phospho-MAPK after treatment ofotygphoblast cells with 50 ng/mL of
EG-VEGF. Standardization of the protein signals dase with antibodies against MAPK.

Figure 2. EG-VEGF increases the proliferation of Mlous and anchoring cytrophoblast
cells in placental explantsFig. 2A shows Ki-67 staining of placental explants treaiedot
with 50 ng/mL EG-VEGF. Photographs in A and C sh&&7 staining in control placental
villi and a placental column, respectively. Photagrs in B and D show the same staining
after EG-VEGF treatmenEig. 2B shows percentage of Ki67 positive cytotrophobtasts
guantified in three independent experiments. Dafaasent the mean + SEM of triplicate
(* p<0.05 versus control).

Figure 3. EG-VEGF effect on apoptosis in placentavilli. Fig. 3A shows representative
photographs of TUNEL staining (in brown) in placdrégxplants that have been treated or not
with EG-VEGF. First-trimester placental explantsrevéreated for 24 h with EG-VEGF and
then fixed in 4% buffered formaldehyde, paraffin bmdded, and processed for TUNEL
staining.Fig. 3B shows a representative Western blot of AKT phosghation after treatment
with 50 ng/mL of EG-VEGF. Standardization of thetein signals was done with antibodies
against AKT. Quantification of the intensity of thmnds is illustrated ifrig. 3C. Data
represent the mean = SEM of triplicate determimati¢f p<0.05 versus control).

Figure 4. EG-VEGF effect on cytotrophoblast syncytialisation Fig. 4A shows quantitative
RT-PCR analysis of syncytin-1, syncytin-2, gittCG mRNA levels after 24h exposure to
EG-VEGF.Fig. 4B shows effect of forskolin (50uM) on primary trofast syncytialisation
(positive control).Fig. 4C shows syncytial fusion of primary trophoblaststhie absence or
presence of EG-VEGF, using desmoplakin stainingsnibmplakin boundaries are stained in
green and nuclei in blu€ig. 4D shows a quantification of the number of syncytiarfed per
field. Data represent the mean + SEM of triplicd¢germinations (* p<0.05 versus control).

Figure 5. EG-VEGF effect on the vascularisation of first trimester placental villi. Fig. 5A
shows representative photographs of CD31 stainmgrown) in placental explants that have
been treated or not with EG-VEGFig. 5B shows a representative Western blot for CD31
protein after treatment of placental explants withh25-50 and 100 ng/ml of EG-VEGF.
Standardization of the protein signals was doné aitibodies againgtactin. Quantification

of the intensity of the bands is illustrated kig. 5C. Data represent the mean + SEM of
triplicate determinations (* p<0.05 versus control)

Figure 6. Carboxic anydrase (CA9) expression in IU& vs control placentas. Fig. 6A
shows representative photographs of CA9 stainingw(b) in control and IUGR placentas at



30 and 35 weeks of gestatidfig. 6B shows a representative western blot of CA9 expmess
in control and IUGR. Standardization of the protsignals was done with antibodies against
beta actin. Quantification of the intensity of thends is illustrated ifig. 6C. Data represent
the mean + SEM of triplicate (* p<0.05 versus cobtr

Figure 7. EG-VEGF expression is up-regulated in IUR pregnancies in the third
trimester. Fig. 7A showsEG-VEGF serum levels in normal and IUGR pregnanten (30-
36 WG). 11 serum samples from normal and 11 seampkes from IUGR pregnancies were
analysed. EG-VEGF levels were measured by ELISAp<®.05).Fig. 7B showschorionic
villi sections immunostained with anti-EG-VEGF dmady. Villous cytotrophoblasts and
syncytiotrophoblasts were positively stained. Aosty immunostaining of EG-VEGF was
observed in IUGR chorionic villi.

Figure 8. PROKR1 and PROKR2 mRNA expression in plaental tissue from normal
and IUGR pregnancies in the third trimester. Fig. & shows a quantification of PROKR1
MRNA levels expression in placental tissues frommad and IUGR pregnancies. 15 normal
and 15 IUGR placentas were analysed (*** p<0.0(HYy. 8B shows a quantification of
PROKR2 mRNA levels expression in placental tisfum® normal and IUGR pregnancies in
the third trimester. 15 normal and 15 IUGR placentare analysed (*** p< 0.001).

Figure 9. PROKR1 and PROKR2 protein expression in facental tissue from normal
and IUGR pregnancies in the third trimester. Fig. A shows representative photographs of
PROKR1 and PROKR2 stainings in control and IUGR cehas Fig. 9B shows
representative western blots of PROKR1 and PROKR#ession in control and IUGR.
Standardization of the protein signals was doneh wantibodies against beta actin.
Quantification of the intensity of the bands isigiirated irFig. 9C. Data represent the mean *
SEM of triplicate (*p < 0.05 versus control).
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Figure 5
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Figure 9
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Dans cet article, nous avons caractérisé I'effBGIVEGF sur la prolifération, la survie et la
différenciation des trophoblastes en culture pnimaNous avons dans un deuxiéme temps
déterminé les niveaux circulants, ainsi que I'espien d’'EG-VEGF et de ses récepteurs dans

les grossesses RCIU de troisieme trimestre.
A. Bref résumé des résultats

a) Effet dEG-VEGF sur les trophoblastes

A travers nos expériences, nous avons pu compléerroles dEG-VEGF dans la
placentation physiologique, et ainsi démontrer Igétait un facteur de croissance de la
villosité placentaire. En effet, nous avons déteémju’'EG-VEGF était un stimulant de la
prolifération trophoblastique via son récepteur RIRQ, et qu'il avait un effet significatif sur
la survie des trophoblastes. Par contre, aucuhmetesté caractérisé sur la difféerenciation des
cytotrophoblastes en syncytiotrophoblastes, ce spinble démontrer que ce facteur
n'intervient pas dans ce processus de différemnciatiophoblastique. Dans des publications
antérieures du laboratoire, nous avions démontr&EGWEGF inhibait I'invasion des
trophoblastes extravilleux, et stimulait l'angiogee des cellules endothéliales
microvasculaires placentaires. L'ensemble de nomées montre qu'EG-VEGF joue un réle
important dans le développement du placenta ersagissur différents types cellulaires
placentaires (voir la partie « discussion » pousple détails).

b) Expression d’'EG-VEGF et des PROKRs dans les gros sesses
RCIU
Nous avons déemontré que les taux circulants d’E@&@NEétaient significativement
augmentés dans les sera de patients RCIU®ut@mestre de la grossesse. De plus, une
surexpression importante des ARNm et des protédesPROKR1 et PROKR2 a été

démontrée dans les placentas de ces grossessel®giafines.

c) Conclusion

EG-VEGF est un facteur important pour la croissatrophoblastique. L’'expression du
systeme EG-VEGF/PROKRs est fortement augmentés @asngrossesses RCIU at"3
trimestre de la grossesse.
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B. Discussion des résultats

a) Role différentiel d’EG-VEGF sur les trophoblaste s villeux et

extravilleux

EG-VEGF possede des roles opposeés sur les TES étolghoblastes villeux (TV). En effet,

il inhibe fortement la prolifération (données nombfées), la migration et la formation de
réseaux pseudo-vasculaires via PROKR2, ainsi quevabion par les trophoblastes
extravilleux (Hoffmann et al. 2009). En revanché, augmente significativement la
prolifération (via PROKR1), et la survie des troplastes villeux. Une explication possible
pourrait étre le niveau différentiel des réceptdRIROKR1 et PROKR2 dans ces deux types
cellulaires. En effet, les TEV expriment tres magrement PROKR2 (Hoffmann et al.
2009), alors que les TV expriment presque excluserd PROKR1 (Hoffmann et al. 2006).
Des données récentes de la littérature attribuenetfets spécifigues a chacun des récepteurs
d’'EG-VEGF, avec en particulier une implication dR@®KR1 dans les effets stimulants
d’EG-VEGF sur la prolifération, la survie et l'angenese (Urayama et al. 2007, Urayama et
al. 2008). L'expression préférentielle de PROKR@Ipa TV pourrait expliquer, au moins en
partie, les effets positifs d’EG-VEGF sur la préfdtion et la survie, processus qui sont
fortement inhibés dans les TEV, qui expriment mtgoement PROKR2. Des répertoires de
protéines G ou des voies de signalisation spéaficau ces deux types cellulaires peuvent
eégalement participer aux effets particuliers desORRs, qui sont deux RCPG. De
nombreuses expériences complémentaires sont &ereglour comprendre I'effet opposé
d’EG-VEGF sur les TEV et les TV.

b) Facteur(s) responsable(s) de 'augmentation dEG  -VEGF dans

les grossesses RCIU

L’augmentation d’'EG-VEGF dans les sera de patie®€3U soulevent la question des
facteurs responsables de cette dérégulation, ktudenécanisme. Plusieurs explications non
exclusives sont envisageables. Tout d’abord, I'i@@lacentaire, qui est un facteur associé
aux grossesses RCIU (Tapanainen et al. 1994), gabwontribuer a 'augmentation d’EG-
VEGF et des PROKRSs, décrites comme induites p&aateur, et possédant des éléments de
réponse a I'’hypoxie dans leur séquence promothdfihann et al. 2006, LeCouter et al.
2001). Une autre explication possible serait urgmantation de sécrétion d’EG-VEGF par
les placentas RCIU. EG-VEGF est produit trés migmament par les syncytiotrophoblastes
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(Hoffmann et al. 2006). De ce fait, sa surexpressia 8™ trimestre dans les grossesses
RCIU suggere une possible augmentation de la diff@ation trophoblastique dans cette
pathologie. Des données de la littérature confitmomtte hypothese. Elles démontrent la
baisse des cytotrophoblastes prolifératifs dansglessesses RCIU, et la différenciation
accrue de cytotrophoblastes prolifératifs prémateresyncytiotrophoblastes (Fitzgerald et al.
2011, Newhouse et al. 2007). Ces différences soggésées comme étant a l'origine de
'augmentation de I'expression sérique de marqudara couche syncytiale (Fitzgerald et al.
2011), ce qui est completement extrapolable powMEGF. En revanche, 'augmentation
rapportée de I'apoptose trophoblastique dans lessgsses RCIU (Ishihara et al. 2002, Levy
and Nelson 2000, Smith et al. 1997), et en paréicales syncytiotrophoblastes, pourrait étre
responsable de la diminution rapportée de l'aingcgijotrophoblastique dans les grossesses
RCIU (Arroyo and Winn 2008, Mayhew et al. 2003). D®mbreuses expériences
complémentaires sont nécessaires a I'améliorateotadompréhension des mécanismes qui

meénent a la dérégulation d'EG-VEGF et de ses réoepdans les grossesses RCIU.

c) Augmentation d’'EG-VEGF : cause ou conséquence du RCIU ?

L’augmentation d’EG-VEGF et de ses récepteurs tsplacentas issus de grossesses RCIU
ne concernent ici que €™ trimestre. Ces résultats doivent étre considérés beaucoup de
retenue vis-a-vis de I'extrapolation des taux déacteur et de ses récepteurs durimestre
dans des grossesses RCIU. En effet, plusieursufacticrits comme augmentés ezt
3*™ trimestre, ont été inversement décrits comme #whibu § trimestre de grossesse ;
inhibition et augmentation étant significativemexssociées au RCIU respectivement. Par
exemple, pour la PPAP-A et fahCG libre, plusieurs équipes ont montré que lémirtition

au ' trimestre de grossesse était associée signifsagnt au développement d’un RCIU
(Dugoff et al. 2004, Kirkegaard et al. 2011, Kraetal. 2004, Montanari et al. 2009, Spencer
et al. 2008) alors que c’était leur augmentationégait associée avec le RCIU ati"%et au
M trimestre de grossesse (Audibert et al. 2005, Gagt al. 2008, Odibo et al. 2006, Toal
et al. 2008). Seul un dosage effectif ’EG-VEGFeaurs du § trimestre dans des grossesses
RCIU permettra de savoir s'il existe un taux andrae ce facteur, et s’il est associé avec
'apparition de maladies de la grossesse comme G@UR Des travaux antérieurs du
laboratoire avaient établi la dérégulation d’EG-VE@ans une autre pathologie de la

grossesse, la Toxémie Gravidique (Hoffmann etGO92
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Ces données concernaient f8%3rimestre de grossesse également, ce qui ne gainpets de
déterminer si l'augmentation d’EG-VEGF était uneusm ou une conséquence de la

pathologie.

C. Conclusion des résultats

Nous avons montré qu'EG-VEGF avait des effets &atifs sur la prolifération et la survie
des trophoblastes, mais n’avait pas d’effet sur tbfierenciation en syncytiotrophoblastes.
Ces résultats suggérent qu'EG-VEGF serait implidguds la constitution et le maintien d’'une
population proliférative de trophoblastes, ce ti@ucial pour I'établissement de la coque
trophoblastique dans la physiologie placentairs. ttephoblastes prolifératifs sont également
impliqués indirectement dans le maintien de la beude syncytiotrophoblastes, cellules
fortement apoptotiques qui ne proliferent pas, et sont de ce fait dépendantes de
'incorporation  continue de cytotrophoblastes parusibn dans la couche
syncytiotrophoblastique préexistante. Enfin, lgylation de trophoblastes prolifératifs est
également déterminante dans la constitution demnebk d’invasion au niveau des villosités
crampons, préparant ainsi « une réserve » de optatblastes pour la phase de remodelage
des arteres spiralées maternelles par les TEV. gamir le démonter, I'ensemble de nos
données suggére qu’une dérégulation d’EG-VEGF auscdu f' trimestre de grossesse
pourrait entrainer des dysfonctionnements impaostalot développement placentaire, et ainsi

participer a la mise en place du RCIU ou de la TG.
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Figure 67 : Affiche de I'étude clinique EGEVE, ercollaboration avec le service de Gynécologie-
Obstétrique du CHU de Grenoble et du CIC de Grenol&.



IV. Conclusion générale des trois publications

En conclusion de ce travail, nous avons pu moudEG-VEGF agit sur de nombreux types
cellulaires placentaires, et qu’il joue de ce taitrle important dans la placentation. Son role
significatif dans le développement placentaire stm action sur les trophoblastes et les
cellules endothéliales microvasculaires HPEC, sqoression physiologigue maximale au
cours du { trimestre de la grossesse, et la dérégulatiorifisigtive de tout le systeme EG-
VEGF/PROKRs au %" trimestre dans les grossesses RCIU, suggérenheuérégulation
précoce de son expression pourrait conduire aaleegraltérations de la placentation, et ainsi
participer potentiellement a I'établissement dehpktgies de la grossesse comme le RCIU ou
la Toxémie Gravidique. La découverte d’'un marquenddictif pour ces pathologies serait
une avancée majeure dans la prévention des ristpsesiés a ces grossesses pathologiques,
ou la croissance fcetale est gravement altéréepegégente une cause majeure de mortalité
périnatale (Kady and Gardosi 2004). Un dépistageque des fcetus a risque permettrait une
surveillance appropriée, limitant ainsi au maximulan souffrance fcetale, et permettant
d’identifier avec plus de précision le moment ogirpour la survenue de I'accouchement,

tout en respectant le critére « bénéfices mére#foetu

Des expériences complémentaires sur I'expressiBGd/EGF et de ses récepteurs au cours
du I et 2™ trimestre dans des grossesses pathologiques pemtet’établir leurs
implications dans la survenue du RCIU ou de la TwiréGravidique. Dans le cadre de
I'étude DHOS/INSERM que notre équipe a développécake service de Gynécologie-
Obstétrigue du CHU de Grenoble, nous sommes aetoefit au cours d'étude clinique
(Etude EGEVE, voir figure 67) en collaboration avecCIC de Grenoble et le service de
Gynécologie-Obstétrique, afin de déterminer si EEBSW¥ pourrait étre considéré comme un
marqueur du développement de la TG et/ou du RCHiteGtude est financée par un contrat
DHOS/INSERM, qui a été accordé en 2009 aux Dr. idffaet au Dr. Hoffmann,
investigatrices scientifiques et cliniques. Cetiiedé comprend la collecte sur deux ans de
sera préleveés entre 14 et 18 SA sur 500 patiemta@soa. Nous devrions ainsi obtenir entre
25 a 30 grossesses avec TG, environ 15 grossegsesR&LIU au gne percentile, et 50
grossesses au T@percentile. Cette étude nous permettra de détermiries concentrations
sériqgues d’'EG-VEGF sont significativement dérégsilée début du °2° trimestre de la
grossesse dans ces pathologies de la grossessiec’est le cas, si elles ont une valeur

pronostique dans la survenue du RCIU et/ou de la TG
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Cette étude devrait nous permettre d'établir si \HE&F peut représenter un marqueur
précoce de la survenue de ces deux pathologiea gms$sesse, en association ou non avec
d’autres facteurs décrits comme spécifiquementgiéed dans ces deux pathologies, comme
le récepteur soluble de type 1 du VEGF (sVEGFRFBEZG, ou I'endogline soluble par
exemple.
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EG-VEGF

Effet sur les
’ HPEC
Praliferation
%:) Migration
Effet sur les Survie
trophoblastes Angiogenese (via PROKR1)
villeux Permeabilite (via PROKRZ)

é} Praliferation (via PROKRE1)
Survie

C El;fet su; les
P C? trophoblastes
extravilleux

Migration (via PROKRE2)
Imvasion
Angiogenese (via PROKRZ)

Figure 68 : Schéma récapitulatif des effets d’'EG-VEBF dans la villosité choriale. EG-VEGF, sécrété
majoritairement par les syncytiotrophoblastes, agidifféeremment sur les types cellulaires de la villsité
choriale. Il induit une augmentation de la prolifération (via PROKR1) et de la survie des trophoblaste

villeux. En revanche, il diminue la migration et l'angiogenese (via PROKR2), ainsi que I'invasion des

TEV. Enfin, il induit une augmentation de la prolifération, la migration, la survie, I'angiogenése (@
PROKRL1) et la perméabilité (via PROKR2) des HPEC. &héma de la villosité adapté de (Fournier et al.

2007).



A travers I'ensemble de nos résultats, nous avoostnd qu'EG-VEGF était un facteur
important pour le développement placentaire, par aetions sur de nombreux types
cellulaires de la villosité choriale (voir figureé) ainsi que par sa dérégulation dans deux
pathologies de la grossesse. Son expression imperdans le placenta, avec un pic pendant
le 1*" trimestre, lui confére une spécificité d’expressioontrairement aux facteurs VEGF et
PIGF. L'ensemble de ces caractéristiques pourmaitfagre une cible de choix comme

marqueur du développement placentaire.

. EG-VEGF dans la physiologie placentaire

L’ensemble des données obtenues pendant ma thesetp&intégrer EG-VEGF dans de

multiples processus de la physiologie placent&deplus, son expression majoritaire par les
ST, et la finesse de sa régulation par 'hCG, staggequ’un déréglement modéré pourrait
avoir des impacts majeurs sur le développementeptace, et par conséquent sur la
croissance foetale. Nos résultats ouvrent de lgggespectives sur son implication dans des

processus physiologiques et pathologiques.

A. Implication potentielle dans le maintien d’'une faible pO, au

cours du 1 ® trimestre

Au début du ¥ trimestre de la grossesse, les cytotrophoblaséss vilosités crampons
proliferent jusqu'a former la coque trophoblastiqgel semble présente a partir de 5 SA et
disparait peu a peu a partir de 10 SA. Cette ctigoeun réle trés important dans le maintien
de la grossesse, et protege les villosités cheriaai ne possédent pas encore d’enzymes
anti-oxydantes, du sang oxygéné maternel. Noussammntré qu’'EG-VEGF augmentait la
prolifération des cytotrophoblastes en culture deoh dose dépendante via PROKR1
(publication n°3). De plus, nous avons égalemeathlégue 'hCG augmentait tres fortement
la sécrétion d’'EG-VEGF par des explants placergajtsqu’a 9 SA, et cela de facon
proportionnelle a la dose d’hCG utilisée (publicatin®2). L'ensemble de ces résultats
suggere que l'expression physiologique croissamtd’dlCG jusqu’a 8-9 SA pourrait étre
responsable en partie de la forte augmentatioriedpression d’'EG-VEGF par la villosité

choriale (voir partie « discussion des résultatie»la publication n°2). Cette augmentation
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Figure 69 : Implication de nos résultats dans la plcentation physiologique et pathologique au®l
trimestre. (A) Réle potentiel sur I'établissementle la coque trophoblastique, et sur l'inhibition de
l'invasion des artéres spiralées maternelles parsdEV. L'effet différentiel ’EG-VEGF sur les
trophoblastes villeux et extravilleux participe, aec d'autres facteurs, au maintien de I'hypoxie plaentaire
au 1*" trimestre de grossesse. (B) La baisse d’expressida 'hCG dans certaines pathologies de la
grossesse pourrait participer a une inhibition ded sécrétion d’EG-VEGF au £' trimestre, et engendrerait
ainsi des malformations de la coque trophoblastiqyeet une mauvaise inhibition de I'invasion des TEV.
Cela conduirait potentiellement & une oxygénationrbp précoce de I'espace intervilleux, et a une aptgse
plus ou moins massive des trophoblastes, qui ne péslent pas encore les défenses anti-oxydantes. Cela
meénerait alors a une involution des villosités et des défauts majeurs dans le développement placein&éa
Ces malformations déboucheraient sur un arrét de lgrossesse, ou sur I'apparition de pathologies conam
le RCIU par exemple. Schéma adapté de (Fournier ef. 2007)



physiologique d’EG-VEGF stimulerait & son tour laolgération des CT villeux, et
participerait de ce fait a I'établissement et auntien de la coque trophoblastique, ainsi qu’a
la constitution des bouchons trophoblastiques (figure 69). L’ensemble de ces processus
participe au maintien d’'une pQaible dans I'espace intervilleux, facteur que :i@vons
également décrit pour stimuler I'expression d’EGS&FE (Hoffmann et al. 2006). Ainsi,
I'expression entretenue et croissante d’'EG-VEGHYyi&s9-10 SA participe au maintien de la
grossesse, par la protection des villosités chemidlune oxygénation trop précoce par le sang
maternel. L'effet ’'EG-VEGF sur les TEV participgadement au maintien de I'hypoxie
placentaire. En effet, le laboratoire a montré @G¥EGF inhibait la prolifération, la
migration et l'invasion des TEV (Hoffmann et al.(®), empéchant ainsi un envahissement
prématuré des vaisseaux maternels. De ce faipprission importante d’EG-VEGF jusqu’a
9-10 SA empécherait également une oxygénationgrépoce de I'espace intervilleux via le
maintien de I'inhibition de I'invasion trophoblagtie, et participerait de ce fait au maintien de
la grossesse alf'trimestre.

- Pathologies associées : fausses couches précode€ ki

Des données de la littérature ont montrées quedalesd’hCG diminués avant 9 SA dans
certaines pathologies de la grossesse conduisaes fausses couches (Buyalos et al. 1992,
Dumps et al. 2002, Gagnon et al. 2008, Tong e2@)6), ainsi qu’une association entre les
taux diminués de la sous unité libehCG entre 8-13 SA et les grossesses avec RCIU
(Kirkegaard et al. 2011). D’aprés nos experieno@sis pouvons supposer que cette baisse
pathologiqgue d’hCG avant 9 SA dans ces grossess#solpgiques entrainerait une
expression insuffisante d'EG-VEGF dans le placeydar la mise en place correcte de la
coque, et le maintien de l'inhibition de l'invasiales arteres spiralées maternelles par les
TEV (voir figure 69). On peut supposer que l'atteiplus ou moins importante de ces deux
processus menerait a une fausse couche dans te a&fauts majeurs, ou a une grossesse
avec RCIU dans le cas de défauts plus modérésuipégle Burton a déja démontré I'effet
toxique de I'oxygene sur les trophoblastes, et isgplication dans de nombreuses fausses
couches précoces (Burton et al. 2003, Jauniaulx 20@3). Récemment, des polymorphismes
et haplotypes de PROKR1 et PROKR2 ont égalemerdéséts comme associés aux fausses
couches récurrentes (Su et al. 2010), concluast giiEG-VEGF et ses récepteurs étaient

impliqués conjointement dans cette pathologie.
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Figure 70 : Implication de nos résultats dans la picentation physiologique et pathologique a la finwl 1*'
et au début du 2™ trimestre. (A) Réle potentiel de la baisse d’EG-¥GF sur l'invasion trophoblastique
des artéres spiralées maternelles par les TEV. (RB)inhibition décrite de la concentration en hCG ala fin
du 1*" trimestre dans certaines pathologies de la grossespourrait participer au maintien pathologique
d’une forte sécrétion d’EG-VEGF a la fin du ' trimestre (d’aprés nos résultats de la publicatiom®2), et
inhiberait ainsi I'invasion et le remodelage des déres spiralées par les TEV. L’hypoxie placentairele
I'espace intervilleux serait maintenue a un niveagpathologique, participant ainsi au maintien d’'une
concentration élevée d'EG-VEGF et au développemeniie pathologies comme le RCIU ou la TG. Schéma
adapté de (Fournier et al. 2007).



B. Implication potentielle d'EG-VEGF dans I'établ issement de la
normoxie placentaire

A la fin du I trimestre, les trophoblastes des villosités crampamnt acquérir un phénotype
invasif transitoire, et envahir progressivemenhdemeétre. Les arteres spiralées maternelles,
qui alimentent le placenta, subissent alors desam@ments profonds, et les bouchons
trophoblastiques qui les obstruaient disparaispent a peu, permettant au sang oxygéné
maternel de pénétrer dans l'espace intervilleuxnsDi placentation physiologique, les
récepteurs a 'hCG deviennent pleinement fonctitseé matures a partir de 9 SA, ce qui
engendre une régulation differente d’'EG-VEGF plcCI5 a partir de cette période la. En
effet, nous avons montré que les fortes conceatrati’hCG (alors aux alentours de 80-100
U.l./ml chez la femme enceinte) stimulaient plusdér@ment la sécrétion d’'EG-VEGF, et
pouvaient de ce fait participer a la baisse phggigue d’EG-VEGF placentaire a partir de 10
SA (voir partie « discussion des résultats » daulalication n°2). Ce facteur, alors exprimé de
facon limitée, ne pourrait plus exercer son coetr@gatif sur la prolifération, la migration et
I'invasion trophoblastique, permettant alors pepea la transformation des artéeres spiralées
maternelles par les TEV en arteres utéro-plac&#alraugmentation progressive de la pO2
intervillositaire participerait également a la Isaisde I'expression d’EG-VEGF dans le
placenta (figure 70).

- Pathologies associées : la toxémie gravidigue éRE@&U

Nous avons montré la dérégulation d’'EG-VEGF darssdmux pathologies de la grossesse.
En effet, 'équipe a rapporté en 2009 des tauutarts d’EG-VEGF significativement plus
importants chez les patientes toxémiques par ragperpatientes normales ati"3trimestre
de la grossesse (Hoffmann et al. 2009). Des tragatsrieurs de I'équipe de Zheng n’avaient
pas montré de différences dans I'expression en ARKNEBEG-VEGF dans les placentas
normaux versus toxémiques (Chung et al. 2004).é8eltat, contradictoire a premiére vue, a
été confirmé pendant ma thése (données non pupliéessuggere limplication d'une
régulation non transcriptionnelle dans l'augmentatid EG-VEGF circulant chez les
patientes toxémiques ad™s trimestre. Des expériences complémentaires samvisager,
sur I'étude du taux de traduction de TARNm d’EG-SGE et sur la demi-vie de ce facteur par
exemple, afin de comprendre plus en détail les mecees qui conduisent a cette
dérégulation. Nous avons également établi I'augatiamt significative au %"trimestre de ce

facteur dans le RCIU, autre pathologie de la gssese(publication n°3). Dans la
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littérature, il a été rapporté pour ces deux paties un remodelage insuffisant des artéres
spiralées maternelles, ainsi qu’'un maintien dedd®e placentaire. Ces données suggéerent
une possible dérégulation d’EG-VEGF &l ttimestre, et une implication éventuelle de ce
facteur dans I'établissement de la TG et/ou du RAM plus, il a été rapporté qu'une
diminution de la sous-unif®hCG libre a la fin du % trimestre était non seulement associée a
la fausse couche précoce (Dugoff et al. 2004), rdgéement associée significativement au
RCIU (Kirkegaard et al. 2011, Krantz et al. 2004¢&nsemble de ces données suggere qu’'une
diminution de I'nCG a la fin du®itrimestre pourrait engendrer un maintien de I'esgion
d’EG-VEGF (d’apres les résultats obtenus dans ligation n°2). Notre hypothése serait
alors que le maintien de cette expression élevéolomique d’EG-VEGF a la fin du®l
trimestre participerait au remodelage incomplet degres spiralées maternelles, par le
contrdle négatif de I'invasion des TEV causé parfameur. La perfusion de l'unité foeto-
placentaire serait alors insuffisante, ce qui essitlérée a ce jour comme le stade | de la TG.
Nous testons actuellement I'hypothese selon lagu&ikpression maintenue d’'EG-VEGF
participerait potentiellement a I'établissementrdphénotype ressemblant a celui de la TG ou
au RCIU chez la souris. L’avancée de ce projet rmumrsettra d’infirmer ou de confirmer
cette hypothése dans les mois a venir. Nos résuftatliminaires sont pour l'instant
encourageants, et maintiennent la possibilité qeSE&F puisse étre un marqueur précoce

de ces deux pathologies.

Pour aller plus loin, il est intéressant de remargiu’une augmentation significative des taux
d’'hCG corrélée avec le développement de la TG oRRGIWJ a également été décrite, mais
pour des ages gestationnels plus tardifs (Auditeat. 2005, Gagnon et al. 2008, Odibo et al.
2006, Toal et al. 2008). Ces resultats mettent wdegce I'existence de régulations
différentielles entre le®iet les 9™3*™ trimestres de grossesse. Cette augmentation a été
attribuée récemment a une induction de la difféegionn des CT par I'équipe de Keating
(Fitzgerald et al. 2011), qui suggere que ce pgaesoit impliqué dans l'augmentation en
milieu de grossesse des marqueurs de la couchgteyaccomme I'hCG par exemple. De ce
fait, ce phénomene pourrait participer égalemelat @erégulation observée d’'EG-VEGF au
3*M trimestre de la grossesse, facteur qui est égateexprimé majoritairement par les ST.
Des expériences complémentaires nous permettrachainement d'établir avec plus de
précision I'expression d’'EG-VEGF dans ces grossegsghologiques au®l 2™ et 3™

trimestre (Etude EGEVE). L'avancée des connaissaaneObstétrique et la découverte d’'un
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Figure 71 : Participation des différents types d’agiogenése dans I'architecture et la croissance des
villosités choriales. Schéma adapté de (Charnock-des et al. 2004)



marqueur pronostique permettraient la prise engehanticipée et adaptée de ces grossesses a
risque, participant ainsi a la réduction signifieatde la mortalité maternelle et faetale. Ceci

pourrait également proposer a long terme une gestecherche pour les traitements curatifs.

Le succes de la grossesse dépend du développememéseau vasculaire complexe entre le
foetus et la mere, afin de subvenir aux demandealdsetroissantes en oxygene et en
nutriments au cours de la grossesse. Il y a deapeétmajeures dans I'élaboration de ce
réseau : une étape de vasculogenése, et une émggodenese. L'angiogenése placentaire,
qui se déroule du 32°JPF jusqu’au terme, connait d'importants remodedagut au long de

la grossesse. De 1a®™ SA & la 2™ SA, cest I'angiogenése arborescente (avec
branchements) qui est majoritaire, alors qu’a palei la 25M SA, cest 'angiogenése sans
branchement qui prend peu a peu le relais, powrdemajoritaire a partir de la IFSA, et

ce jusgua la fin de la grossesse. La figure cedas détaille les différents types
d’angiogenese, et leur effet sur la croissanceadgakcularisation et l'architecture de la
villosité choriale (voir figure 71). Nous avons nw@n qu'EG-VEGF était un facteur
angiogene important (Brouillet et al. 2010). D’apnéos expériences, il aurait des effets
positifs sur I'angiogenese avec branchements, 'giaginentation du bourgeonnement des
sphéroides et du nombre d’intersections des réspaawdo-vasculaires d’HPEC ; et sur
'angiogeneése sans branchement, via son effet teducsur la prolifération des HPEC
(angiogenese par élongation-prolifération). De phais avons également démontré son effet
positif sur la perméabilité des HPEC, parameétreoitgmt des processus angiogeniques, mais
eégalement dans le transport de nutriments entnecl et le foetus. L'effet inducteur d’'EG-
VEGF sur la perméabilité suggere des actions plessitans I'angiogenese par €longation-
intercalation, ou l'incorporation de cellules eruiiales ou de progéniteurs circulants
nécessite une augmentation de la perméabilitéiréasigiogenése par bourgeonnement (voir

la partie « Introduction » pour plus de détails).
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L’ensemble de ces résultats montre une implicadi®@G-VEGF dans les différentes formes
d’angiogenese de la villosité choriale, ainsi gaesdla perméabilité de I'endothélium foetal.
De ce fait, il démontre limplication d’'un nouvediacteur de croissance dans cette
vascularisation, dont I'expression forte dans kcphta et le profil dynamique au cours de la
grossesse, suggerent un réle important d’EG-VEGHTS tks échanges foeto-maternels tout au
long de la grossesse. Les dérégulations de ceufaetede ces récepteurs, que nous avons
mises en évidence ad™ trimestre dans les grossesses toxémiques et avtd, Ruggérent
leur implication dans les défauts d’angiogenéseitdscdans ces deux pathologies, et dans la
perturbation des échanges entre la mere et le fddtest bien établi que ces échanges
augmentent tres fortement ati"3trimestre, avec la formation des villosités tértia et des
membranes vasculo-syncytiales, et tiennent un cliledans la satisfaction des demandes

foetales croissantes et dans le bon déroulemeatglessesse (Kaufmann et al. 1979).

Des expériences complémentaires permettront dendéer avec plus de précision le role
d’EG-VEGF et de ses récepteurs dans le dérouledeehiingiogenése placentaire, et dans la
régulation des échanges a travers I'endothéliunalfoBin effet, la régulation dynamique
d'EG-VEGF et de ses récepteurs au cours de la egsssparticipe certainement au
déroulement privilégié d’'une forme d’angiogenése f@gport a une autre, ainsi que dans
I'accroissement des échanges fceto-maternels®&utr@nestre de la grossesse. Dans nos
expériences, nous avons été confrontés a des efistssdéependani’EG-VEGF, avec un
effet maximal de la prolifération et de la migratides HPEC a 25-50 ng/mL, alors que le pic
d’'induction pour les tests de bourgeonnement dégrsjdes et la formation de réseaux
pseudo-vasculaires se situait a 100 ng/ml d’EG-VEGEs résultats sont cohérents avec la
physiologie, ou I'angiogenése avec branchementéseute majoritairement a la fin dé'1
trimestre, et continue pendant [&"2trimestre (période ot EG-VEGF est maximale), alors
qgue l'angiogenése sans branchement prend placémﬁttriﬁwestre de grossesse (période ou
EG-VEGF est modérément exprime).

De nombreuses expériences complémentaires sontviaager pour déterminer l'action
éventuelle d’'EG-VEGF sur la balance angiogeniqam&inement/sans branchement, ainsi que
sur sa participation dans la perméabilité de I'enélium foetal. Dans des données non
publiées, nous avons observé une augmentationimipertante de PROKR2 dans les
placentas a terme, ce qui pourrait participer redliction significative de la perméabilité au

3éme

trimestre de la grossesse, période ou la demanatidd est la plus importante. En effet, la
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formation des villosités terminales, avec les mambs vasculo-syncytiales, est I'événement
clé du 3™ trimestre de grossesse, période ol ces villosiasle lieu d’échanges intenses de
gaz et de nutriments (Kaufmann et al. 1979). Nowmng observé une augmentation trés
rapide de PROKR2 par EG-VEGF dans les HPEC (et amnPROKR1), ainsi que la

diminution de ZO-1, protéine des jonctions serréesis EG-VEGF (données non publiées).
Des études plus approfondies sur la régulationPlROKRSs et sur les mécanismes régulant
les jonctions paracellulaires permettraient d’étgtllis clairement le role I’EG-VEGF dans

la perméabilité de I'endothélium foetal.

II. EG-VEGF dans la reproduction

L’expression d’'EG-VEGF dans le systeme reproductiéaninin ouvre des perspectives
d’'implication de ce facteur et de ses récepteurs de nombreux processus autres que la
placentation, comme limplantation ou la parturitioL’ensemble de ces processus est a

prendre en considération progressivement dangfets d’EG-VEGF dans la placentation.

EG-VEGF et ses récepteurs sont exprimés dans Ifleétfe humain, avec une expression
dynamique au cours du cycle ovarien pour EG-VEGH pgésente un pic d’expression dans
'endomeétre au moment de la fenétre implantatoigar (la partie « Introduction » pour plus
de détails). Il a été montré qu'EG-VEGF augmeritakpression de facteurs de croissance
dans I'endometre (Maldonado-Perez et al. 2009).phs, EG-VEGF et PROKR1 sont
augmentés dans la décidtiau £ trimestre de grossesse, et régulent des génestanfmo
pour l'implantation (Evans J. et al. 2008, Evansetlal. 2009). EG-VEGF est considéré
maintenant comme un marqueur de la réceptivité retltale (Haouzi et al. 2009).
Récemment, son expression a été décrite comme atggndans I'endometre de femmes
sujettes aux fausses couches a répétition, cawsast une hausse pathologique de la
réceptivité endométriale, et un défaut dans lactiéle de l'implantation des embryons
(Salker et al. 2010). Il est intéressant de notex @ réponse dEG-VEGF a I'hCG était
anormale dans ces grossesses pathologiques, meettaotveau en évidence l'importance de
cette régulation hCG/EG-VEGF dans l'unité utérceplataire. Ce réle d’EG-VEGF dans la

% endomeétre transformé au cours de la grossesse

112



réceptivité endométriale est a considérer avecéntéar il souleve I'existence de régulations
de la placentation par I'endométre maternel. La plerité du systeme nécessite de
nombreuses études complémentaires visant a étafala plus de précisions les interactions

entre 'endometre et le placenta au cours de Ilssgsse.

Le déclenchement de l'accouchement est associé aédetions inflammatoires en chaine
dans l'unité utéro-placentaire. La dérégulation ks mécanismes peut conduire au
déclenchement précoce de I'accouchement et a tagbuéite (pour revue voir (Catalano et al.
2010)). Il a été suggéré que PROK1 et PROKR1 pmmtraconstituer une voie de
signalisation initiatrice dans la réponse inflamoirat au 3™ trimestre de la grossesse, par
leur action inductrice dans I'expression de facgquo-inflammatoires (Denison et al. 2008,
Evans J. et al. 2008). De plus, il a été décritrdle des PROKs dans l'induction de la
contractilité du myometre via PROKR1, dont I'exmies augmente dans le myometre a
terme (Denison et al. 2008). Ces données sont admreen compte et a intégrer
progressivement dans nos résultats. En effet,|éeatabli des PROKs dans la modulation de
la réponse immune et dans la contractilité musalainsi que leur augmentation dans
I'unité utéro-placentaire au moment de I'accouchetnm®us améne a considérer nos résultats
obtenus a partir des placentas a terme avec utaneeretenue. Ces données suggerent que
les expressions mises en évidence a partir delatentas ne représentent pas forcement les
taux effectifs atteints tout au long dt"3trimestre de la grossesse. Afin de nous affrarcir
ces effets, nous avons utilisé des placentas réesi@@pres césarienne, ou le déclenchement
des cascades de signalisation de I'accouchemesit pés ou peu amorcé. L'ensemble de ces
expressions reste néanmoins a considérer avecutimtaDes expériences complémentaires
sur les sera de femmes enceintes préleves touingude leur grossesse (étude EGEVE en
cours), et idéalement sur des biopsies de villsgiteriales physiologiques et pathologiques
au cours du 9" et 3™ trimestre de grossesse, nous permettraient dendaer avec
précision l'expression d’'EG-VEGF et de ses récaptaiout au long de la grossesse

physiologique et pathologique.
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1. Conclusion

En conclusion de ces trois publications, nous avoostré quU'EG-VEGF est un facteur de
croissance pour la villosité choriale, et qu’il pede de nombreux réles sur les différents
types cellulaires du placenta. Son rdle importaamsdla prolifération des trophoblastes
villeux, dans l'inhibition de l'invasion trophoblague, et dans l'angiogenése placentaire
suggerent un réle majeur dans le développemeuwsitdiire placentaire. De plus, la finesse de
ces régulations par I'’hypoxie, et surtout par 'hG@® donne une expression dynamique au
cours de la grossesse, et souleve des dérégulatissibles dans des pathologies ou 'hCG et
I'hypoxie sont dérégulées. La dérégulation d’'EG-\FE@t de ses récepteurs dans les
grossesses RCIU amene de nombreuses questionsnnmetd sur la source de cette
dérégulation, et sur son apparition au cours dgdasesse. L’étude EGEVE en cours devrait
nous permettre de caractériser la période d'apparide ces dérégulations, ainsi que leur
association possible avec la survenue du RCIU ¢4 d&s. De trés nombreuses expériences
sont nécessaires a la compréhension de ces padwlale la grossesse, et plus
particulierement dans la caractérisation de l'icgtion potentielle d'EG-VEGF et de ses
récepteurs dans la physiopathologie de ces deuxdieal Les perspectives majeures de mes
travaux de these, concernant les régulations d'EB&N dans la physiologie placentaire et
son implication dans les pathologies, sont discutdans la partie suivante (voir partie

« Perspectives »).
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PERSPECTIVES
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Les perspectives concernant I'ensemble de nostaéssbnt nombreuses, et portent autant sur
les mécanismes de régulations de I'expression dAMEGF et de ces récepteurs dans le
placenta humain, que sur leurs implications darss dathologies de la grossesse. Les
perspectives majeures a court terme des 3 puldicatie ma thése concernent I'étude des
interactions entre hCG et EG-VEGF dans la physielptacentaire (Perspectives n°1 et n°2),
ainsi que la caractérisation de I'implication d’B&GF dans la physiopathologie du RCIU et
de la TG (Perspective n°3). Les taux d’EG-VEGF &l tdmestre dans les grossesses
toxémiques et dans le RCIU sont actuellement ensadel détermination au laboratoire, ainsi
gue l'implication potentielle d’'un maintien d’'EG-V@ au dela de sa période physiologique
d’expression dans la physiopathologie de ces daladies, grace au modeéle murin.

. Perspective n% : implication d'EG-VEGF dans les

effets angiogenes de 'hCG

Actuellement, de nombreuses données conferentCasI'in nouveau réle angiogéne dans la
placentation, avec entre autres I'induction de radpction de VEGF par les trophoblastes
(Islami et al. 2003). De plus, il a été rapportéer@ment une action directe de 'hCG sur les
cellules endothéliales microvasculaires placerdameec 'augmentation de la prolifération et
de I'angiogenése de ces cellules en culture (Hak 007). D’aprés nos données publiées en
2010, nous avons montré qu’'EG-VEGF augmentait égaé ce processus dans les HPEC
(Brouillet et al. 2010), et des données ont depaidgirmé cet effet sur le modeéle de I'explant
placentaire au®itrimestre de la grossesse (publication n°3). Nssitats sur I'augmentation
d’EG-VEGF par I'hCG (publication n°2) suggérent des effets angiogenes de 'hCG décrits
sur les cellules endothéliales placentaires poemtgpasser par la stimulation d’EG-VEGF
dans les HPEC (voir figure 72 et 73). Récemmernd,tetie régulation a été mise en évidence
par I'équipe de Jabbour en 2009, ou il a été déréaqe I'effet inducteur de I'hCG sur LIF
(Leukemia Inhibitory Factor) dans I'endométre magtipassait par I'induction dEG-VEGF
(Evans J. et al. 2009).

116



Fublication n®2

Herref al 2007

AR

Broullet et al. 2070

Figure 72 : Les effets de I'hCG sur I'angiogenésdacentaire passeraient-ils par EG-VEGF ? Schéma da
villosité de (Fournier et al. 2007).

Données de la littérature MNotre hypothése
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{Harret al. 2007)

Figure 73 : L'hCG augmente le bourgeonnement des bproides d’HPEC (Herr et al. 2007). Notre
hypothése propose que le traitement par 'hCG degpbéroides d’'HPEC (1) engendre dans un premier
temps l'augmentation de la sécrétion d’'EG-VEGF (2)facteur qui stimulerait alors le bourgeonnement de
HPEC (3).



Dans l'ensemble de nos résultats, une sécrétioneursnj d’EG-VEGF par les
syncytiotrophoblastes a été observée. Néanmoingjodebreux résultats suggéraient une
possible expression/sécrétion tres modérée pacdibsles endothéliales placentaires elles-
mémes. La confirmation de cette hypothese pernitediggoroposer le schéma suivant pour la
régulation de I'augmentation de I'angiogenese dasdHPEC par I'hCG décrite par I'équipe
de Zygmunt en 2007 (voir Figure 72 et 73) (Herale2007).

Certaines données du laboratoire et de la littéeandiquent une probable sécrétion d’EG-
VEGF par les cellules endothéliales microvascutalEC. En effet, son expression dans
I'endothélium placentaire a déja été rapportée {E@enet al. 2008), et confirmée par notre
laboratoire dans des expériences d’Immunohistoehsur des coupes de placentas Uetl
3*™ trimestre. Nous observons, comme I'équipe de Jabbaen marquage des cellules
endothéliales foetales dans une partie des vaissEmteux, suggérant une expression
ponctuelle et/ou tres faible d’'EG-VEGF par les HPHE® plus, nos expériences sur les
sphéroides et la perméabilité des HPEC avec Id8/AIRROKR1 et PROKR2 (Brouillet et
al. 2010) suggerent une sécrétion endogene d’EGF/Rp&3 ces cellules, par l'inhibition du
niveau basal dans les conditions siRNA. Nous avégalement établi I'expression de
'ARNm d’EG-VEGF dans les HPEC isolées (données pahliées). Afin de tester cette
hypothese, des expériences sont prévues sur ltigaésn de la sécrétion d'EG-VEGF par
les HPEC, ainsi que sur l'effet de 'hCG sur l'irtion de cette sécrétion éventuelle d’EG-
VEGF et sur la modulation de I'expression des PROKRr les HPEC. Des expériences de
bourgeonnement de sphéroides HPEC sous hCG avesiRbB#\ et/ou des anticorps

bloquants EG-VEGF, PROKR1 et PROKR2 sont égalemevisagées.

II. Perspective n?2 : régulation dEG-VEGF par 'hC G
hyperglycosylée

L’hCG hyperglycosylée, qui partage la méme séquemncacides aminés avec I'hCG, est un
variant qui possede sa propre structure 3D grabesaglycosylations différentielles (Cole et
al. 1985, Cole 1987, Mizuochi et al. 1983). Cetbtentone est produite par le placenta, plus
particulierement par les cytotrophoblastes a desnde trés précoces, puis par les
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cytotrophoblastes extravilleux endovasculaires ¢Glal. 2006a, Guibourdenche et al. 2010,
Handschuh et al. 2007b, Kovalevskaya et al. 20(24i)s la grossesse précoce, c’est 'hCG-
H qui est produite majoritairement (Cole et al. 208asaki et al. 2008).

Cette hormone joue d’'importantes fonctions sur gliamtation, I'invasion trophoblastique et
dans le choriocarcinorie(Cole et al. 2006b, Cole 2009b, Sasaki et al. p0D8s données
préliminaires obtenues pendant ma thése suggenerdauwgmentation circulante d’'EG-VEGF
chez les femmes qui développent un choriocarcindoes envisageons de confirmer dans
un premier temps cette augmentation sur une parglgrcohorte, et d’étudier les mécanismes
qui pourraient étre a l'origine de cette dérégalaticomme l'effet de 'hCG-H sur
I'expression et la sécrétion d'EG-VEGF par le ptaee L'équipe de Fournier a montré
récemment que I'expression de 'hCG était inhibéelp PPARy (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor-gamma), qui est un récepteurléaire (Handschuh et al. 2007b,
Handschuh et al. 2009). Ce facteur a été démontréme inhibiteur de linvasion
trophoblastique. Par ailleurs, des étugesilico ont montré que le promoteur d’'EG-VEGF
possédait des éléments de réponse au PRARggérant une possible régulation d’'EG-VEGF
par ce facteur. Des expériences complémentaires peumettront peut-étre de comprendre
plus en détail les régulations fines entre cegdfits facteurs, et I'implication possible d’EG-
VEGF dans la physiopathologie du choriocarcinome.

[1l. Perspective n3 : Implication dans les patholo qgies

de la grossesse

Nous sommes actuellement en cours d’Etude Clinayee le CIC de Grenoble et le service
de Gynécologie-Obstétrique (Etude EGEVE) afin demidiner les taux d’'EG-VEGF af™

trimestre dans les grossesses qui développeroid paite une TG ou un RCIU. Cette étude a
pour but final de déterminer si EG-VEGF pourraiteétonsidéré comme un marqueur
pronostique du développement de ces deux pathsloGiette étude, d’'une durée de 2 ans,
comprend la collecte de sera entre 14 et 18 SABQrpatientes environ, ce qui permettra

d’obtenir entre 25 a 30 grossesses avec toxémudgyae, environ 15 grossesses avec RCIU

" Tumeur placentaire caractérisée par une invastoéguilée et intensive des trophoblastes dansusitér
maternel.
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au 3™ percentile, et 50 grossesses afi"ipercentile. De plus, une corrélation intéressante
entre les taux d’'hCG et le taux d’'EG-VEGF sembheeiment probable d’aprés nos résultats.
L’association de ces deux facteurs pourrait repit@sein marqueur pronostique plus fin pour
ces deux pathologies. En effet, aucun facteur ng @ee considéré seul comme marqueur
fiable de la survenue de la TG ou du RCIU a ce.jsinsi, des facteurs plus spécifiques du
placenta, dont le développement anormal est eiteétaation avec ces deux pathologies, et
dérégulés précocement dans la grossesse, sontaeeh@ctuellement. EG-VEGF semble de
ce fait étre un bon candidat. D’apres I'ensembleakerésultats, nous supposons actuellement
une augmentation d’EG-VEGF dans les grossesses BCIG entre 14 et 18 SA (voir partie
discussion des résultats pour plus de détails}e®gpothese sera confirmée ou infirmée lors
du dosage effectif ’EG-VEGF dans ces échantill&@msattendant la fin de cette étude, nous

testons actuellement cette hypothése sur la sgesiante (voir partie 3.2).

Le laboratoire travaille actuellement sur un modghémal pour déterminer le réle dEG-
VEGF dans la placentation physiologique et pathglogy En effet, les placentas murins et
humains possedent plusieurs similitudes, et leslteés déja publiés du laboratoire sur
I'expression des PROKs et de leurs récepteurs dmnslacenta murin confirment ces
analogies (Hoffmann et al. 2007). Il avait été mémue I'expression placentaire d’EG-
VEGEF et de ses récepteurs avait des profils d’esgiva comparables au cours de la gestation
murine a ceux observés chez la femme enceintey’d#$ @taient localisés dans des types
cellulaires correspondants. Actuellement, nousotsstl'effet d’'une expression soutenue
d’EG-VEGF au cours de la gestation murine, et decaatribution dans I'apparition de
pathologies ressemblant a la TG ou/et au Ri@Gldvo chez la souris. L'expression maintenue
du facteur est assurée par des mini-pompes quireetide 'EG-VEGF recombinant sur
toute la deuxiéme partie de la gestation. Le sigvia pression artérielle des souris gestantes,
de la protéinurie, du nombre et du poids des foptus portée ; ainsi que le poids et
I'histologie des placentas murins ont été ou seedntiés. A ce jour, nos résultats sont
encourageants, et restent a compléter avec de rasd® nouvelles expériences. L’obtention
de souris invalidées pour EG-VEGF reste une petisgeenvisagée actuellement par le
laboratoire.
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CONCLUSION
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A travers I'ensemble de nos résultats, nous avantpblir le role d'EG-VEGF sur les
différents types cellulaires placentaires, et moqtgil était un nouveau facteur de croissance
du placenta. Sa dérégulation &tl'®rimestre dans les grossesses toxémiques et &@i¢ R
ouvrent de grandes perspectives concernant soficatiph dans la physiopathologie de ces
deux maladies, notamment au cours Hurimestre, période pendant laquelle se met ereplac
de nombreux défauts de la placentation. L'amélionatdes connaissances sur le
développement placentaire, et la caractérisatianrdkes qu'EG-VEGF pourrait jouer sur
d’autres types cellulaires du placenta ou de I'emgtoe, permettront d’établir sa valeur
comme marqueur prédictif dans la survenue de nambee pathologies de la grossesse,
comme le RCIU ou la TG, mais aussi dans les gressesctopiques, les fausse couches
récurrentes, I'accouchement prématuré et/ou leietemcinome. Les données croissantes de
la littérature concernant son implication dans gathologies de l'unité utéro-placentaire
suggerent une prise en compte grandissante dectmurfaen Obstétrique dans les années a
venir, qui déboucheront peut-étre sur 'utilisattiBG-VEGF comme marqueur de processus
physiologiques et/ou pathologiques, ainsi que &uilisation de ce facteur comme cible

thérapeutique.
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Ve pe

RESUME

Le développement normal du placenta est la clé decés de la grossesse. La croissance
trophoblastique et vasculaire est une composanigabe du développement placentaire. Un déficit
dans ces processus conduit a des complicatiorssgledsesse, telles que la Toxémie Gravidique (TG)
ou le Retard de Croissance Intra-Utérin (RCIU).dddiment, un nouveau facteur angiogéne spécifique
des glandes endocrines vient d'étre découvert VMEGF pour « Endocrine Gland-derived Vascular
Endothelial Growth Factor» ou PROK1 pour Prokirigtit, facteur qui se lie a deux récepteurs
couplés aux protéines G, PROKR1 et PROKR2. Dans pusdications récentes du laboratoire,
I'équipe a montré que ) EG-VEGF est fortement exprimé dans le placelfason expression est
majoritaire au ¥ trimestre etlll) les niveaux circulants d’EG-VEGF sont augmentéssda TG,
pathologie qui résulte de défauts vasculaires itapts. L'ensemble de ces résultats convergeait vers
un effet potentiel important d’'EG-VEGF sur le plate Les objectifs de ma thése ont été de
caractériser (1) l'effet angiogéne d'EG-VEGF sur les cellules eindtiales microvasculaires
placentaires (HPEC)2) d’étudier sa régulation par 'hCG (hum@morionic Gonadotropin), €8)
d’étudier son expression au™Strimestre dans les grossesses avec RCIU. Jairéhantel) EG-
VEGF est un facteur angiogéne important, et queeffess angiogénes sont médiés par PROKR1,
alors que c’est PROKR2 qui est impliqué dans skgse$ur la perméabilit€®) I'hCG augmente la
sécrétion d'EG-VEGF, ainsi que I'expression des RR® au f' trimestre de la grossesse 3REG-
VEGF augmente la prolifération et la survie dephiablastes, et est induit ainsi que ses récepéeurs
3*™trimestre dans les grossesses avec RCIU. L'ensedebtes résultats montre qu’'EG-VEGF est un
nouveau facteur de croissance du placenta. Saulétiég dans la TG et le RCIU suggére qu'l
pourrait servir de marqueur précoce prédictif pees pathologies et étre utilisé comme cible
thérapeutique potentielle dans l'avenir.

Mots clés: grossesse, placenta, EG-VEGF, PROKIpgeanese, RCIU, hCG, pathologie

ABSTRACT

Growth of the placental villi is a key event in gdatal development during human pregnancy. Many
growth factors have been shown to control this ggeg however their ubiquitous expression makes
them less specific to this tissue. Recently, a geawth factor named EG-VEGF (Endocrine Gland-
derived Vascular Endothelial Growth Factor), spedid endocrine glands including the placenta, has
been identified. It mediates its biological acivitia two G protein coupled receptors, Prokineticin
Receptor 1 and 2 (PROKR1 and PROKR2). In recenkyrom our laboratory, we have shown that:
I) EG-VEGEF is abundantly expressed in human placékntBG-VEGF levels are highest during the
first trimester andll) EG-VEGF circulating levels are increased in pramgisia (PE). Altogether, our
results suggested that EG-VEGF might be an impbregulatory factor in the placenta. My aim was
to investigatg1) EG-VEGF angiogenic effects on microvascular celthiw the placenta (HPEC]2)

its hormonal regulatiomith hCG (humarChorionic Gonadotropin), ang®) its expression in IUGR
(Intrauterine Growth Restriction) pregnancies ie third trimester. Our results show tHgt EG-
VEGF increases angiogenic processes in HPEC cell®ROKR1, and also their permeability via
PROKR22) hCG increases EG-VEGF secretion and PROKR expressithe first trimester placenta
and 3) EG-VEGF increases both trophoblast proliferatiord aurvival, and its expression is
dysregulated in IUGR in the third trimester of pragcy. Altogether, our results show that EG-VEGF
is a new placental growth factor. Its dysregulaiimf®E and IUGR suggests that it can be considered
as a potential diagnostic marker and a potentabtbeutic target in future.

Keywords: pregnancy, placenta, EG-VEGF, PROK1, @gmnesis, IUGR, hCG, pathology



