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2¢éme trimestre
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d’aménorrhée

Date théorique d’ovulation =
Date théorique du début de grossesse

Premier jour des
dernieéres regles

2éme trimestre

39 semaines de grossesse

Figure 1 - Diagramme de nomenclature de la grossesse humaine

La grossesse humaine dure 39 semaines et le terme est exprimé en nombre de semaines d’aménorrhées. La
durée de la grossesse est subdivisée en trois trimestres.

Blastomeéres

Globules polaires

Stade 4 cellules
Stade 2 cellules ’ 16 blastomeéres
\ Morula
i j2 B _<
Morula
. J4 compactée
Zygote ECLOSION
M Cellulaire
Tl;"]l:pe de Jo: Interne
atlope Fécondation

Trophoblaste

Blastocyste

Figure 2 - Développement préimplantatoire chez ’humain
Figure adaptée de http://exxamm.com Copyright © 2013 Pearson Education, Inc.

La fécondation de l'ovocyte se produit dans la trompe de Fallope et les premiéres divisions du zygote
surviennent au cours de son trajet dans celle-ci. L'embryon arrive dans la cavité utérine au stade blastocyste,
6 jours apres la fécondation. La phase d’'implantation se déroule du 7e au 10e jour post fécondation.
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CHAPITRE I

Le développement placentaire

Le temps nécessaire au développement d'un foetus varie grandement en fonction des
especes. Chez 'Homme, il s’écoule environ 39 semaines entre la fécondation de I'ovocyte
et la naissance du feetus. La date de la fécondation étant purement théorique, I'unité de
mesure obstétricale s’exprime en nombre de semaines d’aménorrhée (SA). Le terme
«aménorrhée » signifiant absence de menstruation, il s’agit donc du nombre de

semaines depuis le premier jour des dernieres menstrues (figure 1).

Il existe un décalage de deux semaines entre le terme exprimé en nombre de semaines
de grossesse (SG) et le nombre de SA, correspondant a la période entre le premier jour
des menstrues et la date théorique de la fécondation (figure 1). La grossesse peut
également étre subdivisée en trimestres. Elle en compte trois : le premier s’achevant a la

15e SA, le second a la 28e SA et pour finir le troisieme court de la 28e a la naissance.

1. Delafécondation a I'implantation

Comme illustré sur la figure 2, la fécondation de I'ovocyte par le spermatozoide se
produit au sein d’'une des deux trompes de Fallope dans les 48 heures suivant I'ovulation
et forme le zygote. Celui-ci se divise de maniere asynchrone au cours de sa progression
dans la trompe, a des intervalles de temps de plus en plus courts, pour former un
embryon qui n"augmente pas de taille. En effet, 'embryon est contraint par la présence
de la zone pellucide, gangue glycoprotéique, qui I'entoure. Il entre dans la cavité utérine
au 4e jour post-fécondation (jpf), au stade morula compactée, et y demeure libre et

autonome jusqu’au 6e jpf.

Au 5e jpf, la compaction des blastomeres est maximale et la premiére phase de
différenciation cellulaire débute. Les cellules du pourtour de 'embryon se différencient
en trophoblastes pour former le trophectoderme qui constituera les structures extra-
embryonnaires dont le placenta. Les cellules du centre forment la masse cellulaire
interne ou bouton embryonnaire a I'origine de I'embryon. Une cavité remplie de liquide,
le blastocele, se forme au sein de 'embryon; débute alors le stade blastocyste. Le
blastocyste va grossir en taille jusqu’a I’éclosion, moment a partir duquel il sera
dépourvu de sa zone pellucide (figure 2) et pourra s’accoler a 'endometre maternel,

tissu sécrétoire qui tapisse la cavité utérine.
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1
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Figure 3 - Le placenta humain, aspect macroscopique et représentation schématique des
échanges feeto-maternels
Figure adaptée de https://co-naitre.org et https://slideplayer.fr (Bréal)

(a) Aspect macroscopique du placenta humain. Le cordon ombilical connecte physiquement le foetus a la
mere. (b) Représentation schématique des échanges feeto-maternels. L’'oxygéne et les nutriments arrivent
dans la chambre intervilleuse par les artéres maternelles et diffusent a travers la barriére placentaire pour
atteindre les vaisseaux foetaux. A l'inverse, les déchets produits par le feetus diffusent depuis la circulation
feetale vers la chambre intervilleuse.

Facteurs de
croissance
Microvillosités sur ETCyrokins
syncytiotrophoblaste

Régulation des changements
dans I’ épithélium de surface

Figure 4 - Apposition et adhérence du blastocyste a la paroi utérine
Figure adaptée de Norwitz, 2001.

Les microvillosités a la surface apicale des cellules du trophectoderme s’entrecroisent avec les pinopodes de
la surface apicale des cellules épithéliales de 'endométre. Ces modifications cellulaires sont soumises a des
régulations fines. Ces régulations sont assurées par des facteurs de croissance et de cytokines sécrétés a la fois
par le blastocyste et les glandes utérines.
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Au 8e jpf, 'embryon a épuisé l'intégralité de ses réserves nutritives. A ce stade, une
étroite interaction avec la décidue maternelle commence pour former a partir du

trophectoderme un organe nourricier transitoire, le placenta.

2. La placentation

Le placenta est un organe extraordinaire qui, comme illustré sur la figure 3-(a), connecte
physiquement le foetus a la mere. Il assure pour I'embryon puis le feetus de multiples
fonctions illustrées en figure 3-(b), telles que la nutrition, I'oxygénation, 1’'élimination
des déchets mais également la synthese et la sécrétion d’hormones (Aplin, 1991). Le
placenta est indispensable au développement de 'embryon ainsi qu’au maintien de la

grossesse.

Chez les primates et d’autres espéces comme les rongeurs, le placenta est un organe
richement vascularisé. Il est de type hémochorial, les villosités placentaires sont en
contact direct avec le sang maternel sans qu’il n’y ait de mélange avec le sang foetal. La
placentation humaine est caractérisée par une invasion précoce et profonde de la
décidue maternelle par les trophoblastes. Cette invasion est finement régulée dans le
temps et dans 'espace. L'invasion trophoblastique débute des la 3e SA, soit au 7e jpf, et
se poursuit jusqu'a la 14e SA. Elle est dite interstitielle, car I'endomeétre se referme
derriere l'embryon et s’arréte au tiers supérieur du myometre. L’invasion

trophoblastique est spécifiquement dirigée vers les artéres utérines (Aplin, 1991).

La mise en place du placenta humain se définit par les deux stades suivants : le stade pré-

villeux, du 6e au 13e jpf, et le stade villeux, du 13e jpf a la naissance.
2.A Stade pré-villeux

Le stade pré-villeux comprend deux phases principales : I'implantation de 'embryon et
la mise en place de la circulation utéro-placentaire, appelée stade lacunaire.

L'implantation

Au 6e jpf, le blastocyste, extrait de la zone pellucide, vient s’accoler a la paroi utérine lors
d’'un processus nommé apposition. Les trophoblastes faisant face a 'endometre forment
des microvillosités a leur pdle apical. Celles-ci viennent s’entrecroiser avec les
pinopodes formés a la surface apicale de I'épithélium utérin (figure 4). Le blastocyste et
I'’endometre mettent en place une communication étroite par I'intermédiaire de facteurs
de croissance et de cytokines qui assurent 'adhérence du blastocyste et la réceptivité

endométriale (Norwitz, 2001).
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Figure 5 - Implantation du blastocyste
Figure adaptée de Norwitz, 2001.

Le trophectoderme se différencie en deux types cellulaires : le syncytiotrophoblaste et les cytotrophoblastes.
Le syncytiotrophoblaste, unité endocrine du placenta, est un tissu multinucléé issu de la fusion des
cytotrophoblastes. Les cytotrophoblastes forment des colonnes qui poussent le syncytiotrophoblaste dans la
mugqueuse utérine. Ce processus est régulé par de nombreux parameétres tels que la tension en oxygeéne,
I'expression de facteurs de transcription, la sécrétion de protéases, de facteurs de croissance et de cytokines.

Figure 6 - Embryon implanté a la fin du stade pré-villeux (13 jpf)

Cq.‘
i %0,
voobs 0‘-"&‘;’-5%

O»

Figure adaptée de Norwitz, 2001.

L’embryon a envahi la muqueuse utérine et I'épithélium utérin est refermé. L'embryon est entouré de tissu
syncytiotrophoblastique contenant des lacunes remplies de sang maternel. Les cytotrophoblastes s’organisent
en colonnes formant les villosités primaires.
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Au niveau de la zone de contact, une assise cellulaire externe multinucléée se différencie
pour former le Syncytiotrophoblaste (ST). Le ST est l'unité endocrine du placenta,
capable de sécréter différentes hormones, dont la Gonadotrophine Chorionique humaine
(hCQ), principale hormone de la grossesse. Une assise cellulaire plus interne constituée
de cytotrophoblastes (CT) prolifératifs se différencie également. Hautement invasif a ce
stade, le blastocyste crée une breche dans [I'épithélium utérin puis I'envahit

progressivement sous l'influence de différents tropismes tels qu’illustrés sur la figure 5.

Stade lacunaire

Le stade lacunaire commence entre le 8e et le 9e jpf. Le ST érode I'endomeétre et les
vaisseaux maternels et laisse apparaitre des lacunes en son sein. Ces lacunes se
remplissent de sang maternel, mettant en contact direct les cellules trophoblastiques et
les composants sanguins de la mere (figure 6). La circulation utéro-placentaire débute
alors avec la mise en place de ces toutes premieres zones d’échanges entre la meére et
I’'embryon.

2.B Stade Villeux

Les villosités choriales constituent 'unité structurelle et fonctionnelle du placenta. La
période d’élaboration placentaire correspond au développement des villosités choriales.
Elle commence dés le stade lacunaire au 13e jpf et se poursuit jusqu’a la fin du 4e mois.
Des le 5e mois, I'architecture placentaire est constituée. Son développement se poursuit
par l'élongation de ses villosités choriales et la croissance du systeme vasculaire

intravillositaire. Il s’agit de la période dite stationnaire (Mihu, 2009).
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Syncytiotrophoblaste Mésenchyme

Barriere
placentaire

Axe de coupe

Endométre wui s=.
Plaque 53
choriale

Villosités tertiaires

Figure 7 - Schéma des villosités choriales a différents stades de développement,
en coupe transversale et longitudinale
Figure adaptée de Bernirsk, 2000 et http://www.md.ucl.ac.be

(a) Coupe transversale et longitudinale d’une villosité primaire. La villosité primaire est bordée de
syncytiotrophoblaste et remplie de cytotrophoblastes. (b) Coupe transversale et longitudinale d’une villosité
secondaire. La villosité est bordée d’une couche de syncytiotrophoblaste externe et d’'une monocouche de
cytotrophoblastes internes. La villosité est remplie de mésenchyme. (c) Coupe transversale et longitudinale
d’une villosité tertiaire. La villosité est toujours bordée des deux couches de tissus trophoblastiques et le
mésenchyme se différencie pour former les vaisseaux foetaux. Ligne rouge : axe de la coupe.

Villosité flottante Villosité crampon

Syncytiotrophoblaste
Cytotrophoblaste
extravilleux

Coque trophoblastique

Muqueuse utérine

Figure 8 - Schéma des villosités tertiaires
Figure adaptée de Guibourdenche, congrés GynAzur 2017.

On distingue deux types de villosités tertiaires. Les villosités flottantes, libres dans 'espace intervilleux et les
villosités crampons ancrées dans la muqueuse utérine.
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L’élaboration placentaire

La formation des structures villositaires débute des le stade lacunaire. Les CT
deviennent hautement prolifératifs et forment des excroissances qui poussent les
travées de ST, induisant une invasion plus profonde au sein de la paroie utérine. A ce
stade, les villosités ne sont composées que de trophoblastes, on parle alors de villosités

primaires (figure 6 et 7-a).

A partir du 16e jpf, les villosités se remplissent de mésoblaste extra-embryonaire. Elles

se transforment ainsi en villosités secondaires (figure 7-b).

Au 21e jpf, le systéme circulatoire de I'embryon se met en place. Le mésoblaste extra-
embryonnaire se différencie en tissu conjonctif qui sera a l'origine de vaisseaux
sanguins ; le processus de vasculogénese est alors engagé. Les néovaisseaux formés se
connectent a ceux de I'embryon a partir de la 5e SA (Demir, 1989). Les villosités
différenciées contenant les vaisseaux foetaux sont dénommées villosités tertiaires (figure
7-C).

A partir de ce stade, les échanges feeto-placentaires se font a travers 4 couches de tissus:
i) 'endothélium des capillaires feetaux, ii) le tissu conjonctif de I'axe villositaire, iii) le
cytotrophoblaste et iv) le syncytiotrophoblaste. L’ensemble de ces 4 éléments forme la

barriére placentaire.

On distingue alors deux types de villosités : les villosités ancrées dans la muqueuse
utérine, appelées villosités crampons, et les villosités libres dans les chambres

intervilleuses, dénommeées villosités flottantes (figure 8).

2.C La différenciation trophoblastique

Au sein des villosités flottantes, les CT dits villeux (CTV) tapissent la villosité choriale. Ils
proliferent modérément et fusionnent pour donner le ST, couche cellulaire externe en
contact direct avec le sang maternel.

Au niveau des villosités crampons, les CT peuvent soit fusionner et former le ST, soit
former des colonnes de CT extravilleux (CTEV) a la base de ces villosités (Cross, 1994).

Les cytotrophoblastes villeux

Les villosités choriales sont formées d’'un axe mésenchymateux entourant les vaisseaux
feetaux et sont bordées d’une couche cellulaire interne de CTV (figure 7-c). Ce sont des
cellules épithéliales mononucléées qui reposent sur une lame basale. En fusionnant, ces
cellules permettent le renouvellement continu du syncytiotrophoblaste car celui-ci ne

présente pas d’activité mitotique (Huppertz, 2004).
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Figure 9 - Représentation schématique d'une coupe longitudinale
de villosité tertiaire a la 6¢ SA
Figure adaptée de Fournier, 2007

Les villosités choriales sont bordées d’'une couche externe de syncytiotrophoblastes et d’une couche interne de
cytotrophoblastes. Les cytotrophoblastes proximaux de la villosité sont hautement prolifératifs et forment
une coque trophoblastique recouvrant I'ensemble de la face maternelle du placenta.

Cytotrophoblaste

Syncytiotrophoblaste

Feetus

Artére spiralée
maternelle

Cytotrophoblaste extravilleux prolifératif
Cytotrophoblaste extravilleux invasif

Cytotrophoblaste extravilleux
endovasculaire

Mere

Cellule déciduale

Figure 10 - Représentation schématique d'une villosité tertiaire
en coupe longitudinale a la 10¢ SA
Figure daptée de Fournier, 2007

Les villosités choriales sont bordées d’une couche externe de syncytiotrophoblaste et d’une couche interne de
cytotrophoblaste. La coque trophoblastique a progressivement disparu et les trophoblastes proximaux
acquiérent un caractére invasif. Ils envahissent a la fois la décidue maternelle et les vaisseaux spiralés
maternels. Ils y remplacent les cellules endothéliales afin de remodeler la paroi vasculaire et maximiser
l'apport de sang oxygéné dans l'espace intervilleux.
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Le syncytiotrophoblaste

Issu de la fusion des CT, le ST est en contact direct avec le sang maternel. Cette
caractéristique lui confere un phénotype de cellules endothéliales notamment sur le

plan de la régulation de ’hémostase dans la chambre intervilleuse (Jones, 1991).

Le ST assure les échanges d’oxygene, de nutriments et de déchets métaboliques entre la
mere et le foetus (Eaton, 1993). D’autre part, il constitue I'unité endocrine du placenta. Il
synthétise et sécrete de nombreuses hormones telles que la progestérone, les
cestrogenes, I’'hCG ainsi qu’'un grand nombre de facteurs de croissance, de cytokines et
neuropeptides impliqués dans le développement foetal et placentaire (Ogren, 1994). Il
est aussi impliqué dans le phénomeéne de tolérance immunitaire de la grossesse
(Benirschke, 2013).

Les cytotrophoblastes extravilleux

Entre la 5e et la 10e SA, les CTEV vont proliférer dans la région proximale de 'axe
villositaire et venir s’intercaler entre le ST et la muqueuse utérine. Ils recouvrent ainsi
I'ensemble de la surface maternelle du placenta et forment une coque trophoblastique
(figure 9).

La coque trophoblastique va rapidement former des bouchons trophoblastiques qui
obstruent les arteres spiralées utérines, empéchant ainsi I'afflux de sang maternel
fortement oxygéné dans l'espace intervilleux. Grace a la filtration du sang maternel par
ces bouchons, seul un percolat dépourvu de cellules sanguines remplit cet espace. Il
permet de maintenir les villosités trophoblastiques dans un environnement
physiologique relativement hypoxique jusqu'a la fin du premier trimestre de la
grossesse (Burton, 2002). Aussi, les CTEV de la coque trophoblastique vont proliférer et
se différencier pour envahir les artéres spiralées utérines. L’invasion peut se faire selon
deux modes. Selon le premier mode, les CTEV dits endovasculaires migrent en suivant la
lumiére des arteres spiralées et remplacent progressivement les cellules endothéliales ;
lors du second mode, les CTEV dits interstitiels envahissent la muqueuse utérine
jusqu’au premier tiers du myometre et érodent les parois des arteres spiralées par

I'extérieur (Kaufmann, 2003).

2.D Remodelage des arteres spiralées utérines

Aux alentours de la 10e SA, les bouchons trophoblastiques s’ouvrent progressivement et
la coque trophoblastique commence a disparaitre. Ce phénomene provoque un afflux
progressif de sang maternel dans l'espace intervilleux (Burchell, 1967). Au méme
moment, les CTEV se différencient pour initier le processus d’invasion des arteres
spiralées utérines (figure 10). Ce processus, strictement contr6lé dans le temps et dans

I'espace, nécessite la mise en ceuvre de mécanismes bien contrélés par les CTEV.
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Figure 11 - Représentation schématique du remodelage des arteéres spiralées

Figure Adaptée de http://www.nature.com

Avant la 10e SA, les arteres spiralées utérines sont obstruées par les bouchons trophoblastiques. La chambre
intervilleuse est donc remplie d'un percoldt de sang maternel faiblement oxygéné; il s’agit de la période
d’hypoxie placentaire. Entre la 10e et la 12e SA, les bouchons trophoblastiques disparaissent et les
cytotrophoblastes invasifs interstitiels et endovasculaires remodélent les parois vasculaires en remplacant les
cellules endothéliales. Ce remodelage vasculaire permet la transformation des artéres spiralées utérines en
vaisseaux de haut débit et faible résistance induisant un apport important de sang oxygéné au placenta.
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Ces cellules vont adhérer a la matrice extracellulaire, la digérer localement puis migrer

au sein des zones digérées.

Dans un premier temps, le remodelage vasculaire est initié au niveau local par la
modification de l'’endothélium des artéres spiralées. Il présente une infiltration de
leucocytes et une vacuolisation des cellules endothéliales ainsi qu'une désorganisation
et une hypertrophie des cellules musculaires lisses au pourtour des vaisseaux (Harris,
2010). Les CTEV endovasculaires vont alors acquérir un véritable phénotype endothélial
en exprimant diverses protéines d’adhésion (Zhou, 1997). Ils engagent un véritable
mimétisme moléculaire pour maximiser l'invasion et la destruction des segments

distaux des arteres spiralées utérines (figure 11) (Zhou, 1997).

Le remodelage de la paroi vasculaire est caractérisé par: i) un remplacement des
cellules endothéliales par les CTEV endovasculaires, ii) une paroi artérielle cedémateuse
et iii) une destruction des tuniques musculaire et élastique interne des vaisseaux qui
sont remplacées par un tissu fibreux. La paroi vasculaire est alors atone et insensible
aux éléments vasoactifs. Ce phénomene garantit un débit sanguin constant dans I'espace
intervilleux (Harris, 2007). La modification des caractéristiques d’élasticité des arteres
spiralées permet leur transformation en vaisseaux dilatés de haut débit et de faible
résistance ainsi que la mise en place de la circulation feeto-placentaire avec pour
conséquence l'oxygénation placentaire. Le remodelage vasculaire doit impérativement
s'opérer de maniere optimale a la fin du 1¢r trimestre de la grossesse afin d’en assurer la

progression normale (Zhou, 1997).

Tout défaut dans l'invasion trophoblastique est associé au développement de
pathologies de la grossesse (Kaufmann, 2003 ; Louwen, 2012). Dans le cas d’une
invasion trop superficielle des vaisseaux maternels, le placenta est maintenu dans un
environnement hypoxique anormal en raison d’un faible débit de perfusion placentaire.
Ce phénomeéne pourrait conduire au développement de pathologies graves comme la
pré-éclampsie (PE) et le retard de croissance intra-utérin (RCIU) (Kaufmann, 2003). A
I'inverse, une invasion excessive des trophoblastes au-dela de leur limite physiologique
est observée dans les cas de maladies gestationnelles trophoblastiques, en particulier

dans le cas du choriocarcinome gestationnel (Louwen, 2012).
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3. Similitudes entre les développements placentaire et tumoral

Le développement placentaire physiologique et le développement tumoral présentent
de nombreuses similitudes. Les principales correspondent aux propriétés cellulaires
communes suivantes: la fusion (Bastida-Ruiz, 2016), le haut degré de prolifération,

I’absence d’inhibition de contact ainsi que leurs propriétés invasives et migratoires.

L'immunotolérance (Beaman, 2017), I'angiogenese (Zhao, 2014), I'utilisation accrue du
glucose ou encore l'inflammation activée dans les deux cas (Soeters, 2013) sont aussi

des processus communs des développements placentaire et tumoral.

Ces caractéristiques ont conduit certains auteurs a qualifier le tissu trophoblastique de
tissu « pseudo-malin » formant des métastases physiologiques contrélées (Mullen,
1998 ; Redman, 1997).

3.A La fusion cellulaire

La fusion cellulaire est un processus physiologique qui se produit lors de la fécondation,
du développement des muscles striés squelettiques, de 1'ossature, du cerveau, du foie
mais également du placenta (Lu, 2009 ; Vignery, 2005 ; Gentric, 2014 ; Benirschke,
2013). Ce processus cellulaire implique le rapprochement et la fusion des membranes
plasmiques de cellules conduisant a la fusion des cytoplasmes et a la création d’une
nouvelle cellule multinucléée (Aguilar, 2013). Ce phénomene est indispensable au bon
développement du placenta et au maintien de la grossesse. Il est impliqué dans
I’élaboration et le renouvellement du syncytiotrophoblaste (Benirschke, 2013). Des
altérations de la fusion cellulaire au cours de la grossesse ont été associées au
développement de pathologies de la grossesse, telle que la pré-éclampsie (Lee, 2001 ;
Langbein, 2008).

Le phénomeéne de fusion trophoblastique fait intervenir deux protéines, appelées
syncytine 1 et syncytine 2 (Mi, 2000; Blond, 1999). Ces protéines sont des
glycoprotéines codées par des genes d’enveloppe d’origine rétrovirale. Le génome
humain compte environ 8 % de génes d’origine rétrovirale mais la plupart de ces
régions ne sont pas traduites. Les Syncytines font partie des genes rétroviraux traduits
dans le placenta humain (Rote, 2003). La syncytine 1 était dénommeée protéine de
I'enveloppe HERV-W (Mi, 2000) et la syncytine 2 protéine de I’enveloppe HERV-FRD
(Blaise, 2003). Ces deux protéines de I'’enveloppe étaient connues pour leur implication

dans les processus de fusion cellulaire.

Il a été proposé que la capture des genes codants pour ces deux protéines se serait
produite au cours de I’évolution chez les mammiferes euthériens et que ces évenements

auraient permis I'évolution et 'émergence de la structure placentaire.
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L’'implication directe de la syncytine 1 dans la fusion des trophoblastes et dans le
développement placentaire a été mise en évidence par l'invalidation de son expression
dans des cytotrophoblastes en culture primaire. Cette invalidation a causé une
diminution significative de la fusion des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblastes
(Frendo, 2003). De plus, l'invalidation de la syncytine-A chez la souris, protéine
équivalente de la syncytine 1 chez I'’humain, a des conséquences critiques sur l'issue de
la gestation. Les embryons homozygotes pour la délétion meurent in utero a mi-
gestation (Dupressoir, 2005). Le réle de syncytine 2 dans ce processus a été mis en
évidence par la surexpression de cette protéine dans différentes lignées
trophoblastiques. Cette surexpression a induit une fusion importante des cellules
trophoblastiques (Blaise, 2003).

De maniere intéressante, I'expression des deux protéines clés de la différentiation
trophoblastique, les syncytines 1 et 2, a été mise en évidence dans différentes lignées
tumorales (endométriale, ovarienne, mammaire, lymphoide, etc.) (Strissel, 2012) et
certaines études ont démontré que c’est par leur biais que les cellules tumorales
exercent leur capacité de fusion (Strick, 2007). Par ailleurs, le phénomeéne de fusion
cellulaire a été décrit comme un acteur clé de la progression tumorale (Lu, 2009). De
nombreuses études ont démontré que les cellules tumorales ont la capacité de fusionner
avec différents types de cellules normales tels que les cellules stromales, épithéliales ou
immunitaires. Ce phénomene participe au développement de I'hétérogénéité des
tumeurs (Mohr, 2015). En fusionnant, les cellules partagent leurs propriétés respectives.
Une des conséquences associées a la fusion des cellules tumorales avec d’autres types
cellulaires, notamment les macrophages, serait ’acquisition d’'un caractere métastatique
(Lu, 2009). 11 a été démontré que ce phénomene de polyploidisation des cellules
tumorales est source d’'une évolution tres rapide des tumeurs solides (Coward, 2014). A
noter que cette grande capacité d’évolution peut étre a I'origine du développement de
résistance aux traitements anti-tumoraux (Rajagopalan, 2003). Dans ce contexte, un
certain nombre de pressions de sélection vont conduire a un déséquilibre du
développement des tumeurs en faveur des cellules les plus résistantes et agressives.
C’est pourquoi certains auteurs suggerent I'importance de compléter les traitements
actuels par des stratégies de blocage de I'évolution tumorale et donc de la fusion
cellulaire (Coward, 2014).

3.B La prolifération

Comme les cellules cancéreuses, les cytotrophoblastes villeux ont un taux de
prolifération tres élevé. Celle-ci est régie par des voies de signalisation particuliéres.
Certaines sont communes aux cellules tumorales comme celles activées par I'Insulin
Growth Factor 1 (IGF) ou par le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).
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Dans les trophoblastes, lorsque I'IGF se lie a son récepteur IGF1R, il stimule la
prolifération via l'activation de la voie des MAPKinases et la survie cellulaire par
I'intermédiaire de la voie PI3Kinase (Forbes, 2009). Dans les cellules cancéreuses, la
voie de I'IGF est de surcroit mitogene et anti-apoptotique. Elle est aussi impliquée dans
la protection des cellules cancéreuses contre les agents de chimiothérapie et les effets
des radiations (Tao, 2007). Cependant, a la différence des cellules cancéreuses, la
prolifération trés active des trophoblastes est limitée dans le temps. En effet, celle-ci est
maximale entre la 5e et la 10e SA correspondant a la période d’hypoxie placentaire
(Burton, 2002).

Le développement en condition hypoxique est une autre caractéristique commune aux
développements placentaire et tumoral. Parmi les changements métaboliques induits
par ’hypoxie, on retrouve la surexpression et la stabilisation du facteur de transcription
Hypoxia-Inducible Factor (HIF) qui permet I'activation de la transcription de ses genes
cibles, dont le facteur de croissance VEGF et son récepteur VEGFR1. Plusieurs études ont
démontré le role du VEGF dans le contrdle de la prolifération des cellules endothéliales
irriguant la tumeur, mais aussi celle des cellules endothéliales micro-vasculaire
intravillositaire supportant toute la croissance de la villosité au cours du premier
trimestre de la grossesse (Athanassiades, 1998; Devery, 2015), du remodelage
vasculaire (Shibuya, 2011) et de I'invasion trophoblastique (Zhou, 1997).

3.C L’invasion

Au cours du développement tumoral et lors de la placentation, 'invasion des tissus
environnants est un processus indispensable (Binker, 2009). Alors que les cellules
cancéreuses envahissent un tissu donné puis métastasent dans des sites secondaires, les
trophoblastes suivent un processus organisé avec une prolifération et une invasion

finement contrélées dans le temps et dans I'espace.

Différents phénomeénes sont a l'origine de I'acquisition du phénotype invasif par ces
cellules tels que la modification du panel des protéines d’adhésion cellulaire exprimées,
la synthese et la sécrétion de protéases ainsi que la sensibilité aux facteurs de croissance
(Vicovac, 1996 ; Yang, 2008). A titre d’exemple, il a été démontré que les trophoblastes
(Vicovac, 1996) et les cellules cancéreuses (Yang, 2008) perdent I'expression de I'E-
cadhérine et changent leur répertoire d’intégrines. Ceci leur permet de perdre leur
polarité cellulaire et d’acquérir une motilité plus importante. Il a également été
démontré que ces cellules sécretent des protéases dont les métalloprotéases qui leur
permettent de dégrader la matrice extracellulaire et faciliter l'invasion tissulaire
(Binker, 2009).
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Figure 12 - Chronologie de la gestation murine et humaine
Inspirée de Sones, 2016

Chez la souris, l'implantation débute au 3,5e jour post-coitum (jpc) et la mise en place placentaire s’achéve
a 10,5 jpc, correspondant a la fin du premier trimestre chez la femme. La durée de la gestation chez la souris
est de 20 jours en moyenne contre 39 semaines chez la femme.
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4. Modele du placenta murin

La souris constitue le modele d’étude in vivo le plus couramment utilisé en laboratoire
(enquéte statistique 2016 ; Ministere de I'enseignement supérieur, de la recherche et de
I'innovation ; France). Dans le contexte de I'’étude des mécanismes physiopathologiques
de la grossesse in vivo, le modéle murin présente de nombreux avantages. En effet, les
placentas humain et murin partagent de fortes similarités structurelles et fonctionnelles
(Georgiades, 2002). Ces deux espéces présentent une placentation de type hémochorial
ou le sang maternel, charrié par les artéres spiralées utérines remodelées, est au contact
direct des structures trophoblastiques foetales (Maltepe, 2010). L’utilisation de ce
modele présente plusieurs avantages dont les possibilités de suivre toute la gestation
jusqu’au terme, d’étudier les différentes étapes de la placentation et d’exploiter une
grande quantité de matériel biologique (7 a 14 unités foeto-placentaires indépendantes

par portée).
4.A Gestation chez la souris

La fécondation chez la souris est estimée par la présence du bouchon vaginal au matin
correspondant a un terme de 0,5 jour post-coitum (jpc). La gestation dure en moyenne
20 jours et la portée est constituée de 7 a 14 souriceaux. C’est entre 10 et 12 jpc que la
grossesse devient observable grace a 'augmentation de taille de 'abdomen et de poids
chez la souris.

Comme illustré sur la figure 12, la phase d’implantation des embryons survient entre 3,5
et 5,5 jpc et la phase de mise en place du placenta s’effectue jusqu'a 10,5 dpc,

correspondant a la fin du premier trimestre de la grossesse humaine (Sones, 2016).
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4.B Placentas murin et humain

Le placenta dérive du trophectoderme et est constitué, chez ces deux especes, d’'une face
maternelle et d’'une face feetale. Le placenta murin, illustré sur la figure 13-A, est
composé de 3 zones anatomiques : i) la décidue maternelle qui dérive de la muqueuse
utérine et contient les vaisseaux sanguins maternels notamment les artéres spiralées qui
assurent la circulation utéroplacentaire. ii) la zone jonctionnelle, composée
principalement des cellules a glycogene et des cellules trophoblastiques géantes. Elle
constitue I'unité endocrine du placenta murin et enfin iii) le labyrinthe, composé d’'un
enchevétrement de vaisseaux maternelles et de capillaires foetaux séparés par trois
feuillet de cellules trophoblastiques (Rai, 2014). Le placenta humain est composé de
trois zones analogues (figure 13-B), bien que l'arborescence placentaire humaine

présente une densité inférieure au labyrinthe murin.

4.C Invasion trophoblastique murine et humaine

Chez la souris, les trophoblastes invasifs sont représentés par les cellules
trophoblastiques géantes (TGC) qui envahissent la muqueuse utérine et initient la
transformation de la décidue maternelle (Ramathal, 2010). Une fois la mise en place
placentaire achevée, les TGC procedent au remodelage des artéres spiralées utérines
(Blois, 2011 ; Cross, 2002 ; Adamson, 2002). Le développement embryonnaire précoce
chez la souris se déroule aussi en condition hypoxique et c’est le remodelage vasculaire
par les cellules trophoblastiques qui permet la mise en place de la circulation foeto-
maternelle. Cependant, il est important de noter que chez la souris l'invasion
trophoblastique interstitielle est moins profonde que chez 'humain. En effet, I'invasion

est maximale au niveau de la zone jonctionnelle et n’atteint jamais le myometre.

4.D Zones d’échanges feeto-maternelles murine et humaine

Sur le plan fonctionnel, les deux zones d’échanges sont analogues avec pour fonction
d’assurer la diffusion des gaz, nutriments et déchets entre la mere et le foetus.
Cependant, tandis que la placentation humaine est dite hémo-monochoriale c’est-a-dire
que l'espace intervilleux est bordé d’une fine couche de ST (figure 14 - B et C). La
placentation murine est dite hémo-trichoriale car les capillaires foetaux sont isolés du
sang maternel par trois couches de cellules trophoblastiques. En effet, comme
représenté sur le panneau F de la figure 14, les vaisseaux feetaux sont recouverts de
deux couches de ST puis d'une fine couche de trophoblastes mononuclés (Maltepe,
2010).
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Figure 15 - Classification des maladies gestationnelles trophoblastiques
Figure inspirée de Stevens, 2015.

Les maladies gestationnelles trophoblastiques bénignes comptent les nodules du site placentaire, les sites
placentaires exagérés et les différents types de méles hydatiformes. Les maladies gestationnelles
trophoblastiques malignes, appelées néoplasies gestationnelles trophoblastiques comprennent le
choriocarcinome, les méles invasives, les tumeurs trophoblastiques du site placentaire et les tumeurs
trophoblastiques épithélioides.
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CHAPITRE II

Les pathologies de la grossesse

Selon I'enquéte « Opinion-Way » ordonnée par la Fondation Prem’Up en 2003, les
grossesses pathologiques représentent 1 grossesse sur 5 en France (PremUP/Opinion
Way, 2003). Le spectre des pathologies pouvant survenir durant la grossesse est tres
large et présente dans tous les cas un risque de mortalité et de morbidité important

pour la mere et 'enfant.

Il est largement admis que les causes des principales pathologies de la grossesse
s’initient trés précocement au cours de la grossesse, bien avant l'apparition des
symptomes cliniques (Roberts, 2017). Ainsi, la majorité des études s’intéresse a la
fenétre de 8 20 SA, période pendant laquelle les modifications développementales

vasculaires et métaboliques ont lieu.

Bien que nous soyons en mesure de controler certaines des pathologies de la grossesse
comme le diabéte gestationnel ou I'hypertension artérielle gravidique (HTAg), d’autres
pathologies comme les maladies gestationnelles trophoblastiques (MGT), le retard de
croissance intra-utérin (RCIU) et la pré-éclampsie (PE) représentent encore un défi

médical face a 'absence de traitement et ou la délivrance placentaire reste la seule issue.

A ce jour, la compréhension des mécanismes sous-jacents impliqués dans le
développement de ces pathologies est un enjeu scientifique majeur. Les travaux de
recherche actuels visent particulierement a améliorer la prise en charge de ces

pathologies et a prévenir leur apparition.

1. Les pathologies tumorales de la grossesse

Les MGT sont des complications rares de la grossesse conduisant au développement de
tumeurs placentaires vascularisées et invasives ayant toutes pour marqueur commun un
taux d’hormone hCG tres élevé (Shrivastava, 2014). Comme illustré sur la figure 15, cette
famille est composée de diverses pathologies trophoblastiques allant des tumeurs
bénignes précancéreuses (les nodules du site placentaire, les sites placentaires exagérés
et les moles hydatiformes) aux tumeurs gestationnelles trophoblastiques malignes
appelées néoplasies gestationnelles trophoblastiques (NGT), comprenant le
choriocarcinome (CC), les modles invasives, les tumeurs trophoblastiques du site

placentaire et les tumeurs trophoblastiques épithélioides (Froeling, 2014).
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Figure 16 - Aspect macroscopique et échographique d'une méle hydatiforme
complete
Figure adaptée de Slim, 2017 et Golfier, 2010.

(a) Aspect macroscopique d’'une méle hydatiforme compleéte. Les fleches mettent en évidence les vésicules
kystiques. (b) Aspect échographique d’'une méle hydatiforme compléte. Les flechent mettent en évidence les
structures en « grappe de raisin » caractéristiques des moles.
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1.A Les Moles Hydatiformes

Les moles hydatiformes (MH) sont des pathologies de la grossesse appartenant a la
famille des MGT. Il s’agit de tumeurs trophoblastiques bénignes caractérisées par une
hyperplasie du trophoblaste avec une dégénérescence hydropique des villosités (figure
16-a) (Golfier, 2010). La premiere description clinique de ces pathologies remonte a 400

av. J-C par Hippocrate qui décrit la présence de vésicules intra-utérines.

1.A.a  Présentation clinique

Les manifestations précoces des MH sont : un taux tres élevé d’hormone hCG (principale
hormone de la grossesse sécrétée par le placenta) par rapport a I'dge gestationnel, des
saignements vaginaux, une sensation de lourdeur dans le bas ventre, un élargissement

trop important de l'utérus pour le terme et parfois une hyperémese gravidique.

L’ensemble de ces symptomes étant trés courant au 1€ trimestre de la grossesse, les MH
ne sont généralement découvertes qu’'a la premiere échographie. Elles ont une
présentation échographique typique avec des structures hyperéchogenes ayant un
aspect de tempéte de neige ou de grappe de raisin associées ou non a la présence de

structures embryonnaires (figure 16-b) (Sebire, 2001).

Les MH avancées sont plutot rares dans les pays dits développés grace au diagnostic
précoce. Néanmoins, une évolution tardive des moéles peut induire des saignements
vaginaux importants suivis ou non d’'une expulsion spontanée de la méle et/ou méme

d’une rupture utérine (Slim, 2017).

D’autres manifestations cliniques peuvent survenir chez les patientes. On retrouve
I’hyperthyroidie (Amir, 1984) et des hyperstimulations ovariennes induisant des Kkystes
lutéaux en raison de la dérégulation du taux d’hCG (Osathanondh, 1986). Des cas
fréquents de PE ont aussi été rapportés (Ramsey, 1998 ; Ditisheim, 2015) (cf. Chapitre
[I.2.A PE). Ces manifestations cliniques sont plus observées dans les pays en voie de

développement.

La suspicion de MH peut étre renforcée apres I'échographie et I'évaluation du taux de f3-
hCG, par une évaluation du taux d’hormone thyroidienne ou méme la mise en évidence
radiographique d’emboles pulmonaires ou d’épanchement pleural (Slim, 2017).
Cependant, seule 'analyse histopathologique du produit de fécondation permet d’établir

le diagnostic.
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Figure 17 - Caractéristiques génétiques des méles hydatiformes
Figure adaptée de Froeling, 2014.

Les méles hydatiformes completes sont issues de la fécondation monospermique (a) ou dispermique (b) d’'un
ovocyte énucléé ou perdant son pronucléus aprés fécondation. Les méles hydatiformes biparentales sont
issues de la fécondation monospermique d’un ovocyte porteur d’'une mutation des génes NLRP7 ou KHDC3L.
Enfin les méles hydatiformes partielles sont issues de la fécondation dispermique d’un ovocyte qui conserve
son pronucléus (d).

o TeF AN : 0
Figure 18 - Histopathologie des méles hydatiformes complétes
Figure adaptée de Slim, 2017.
(a) Coupe histologique d’une méle hydatiforme compléte colorée a I'hématoxyline-éosine. Les fleches mettent
en évidence une hyperprolifération aléatoire des cytotrophoblastes extravilleux. (b) Coupe histologique a un

plus fort grossissement. Les fleches mettent en évidence la présence de corps apoptotiques.
CV : Villosité Choriale.
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1.Ab Les différents types de MH

Il existe différents types de moles hydatiformes. Elles sont classées selon des critéres
génétiques (présence ou absence du matériel génétique maternel) ou histologiques
(présence ou absence de tissus embryonnaire). On dénombre trois grands types de MH :
les moles hydatiformes completes (MHC), les méles hydatiformes Biparentales (BiMH)
et les méles hydatiformes partielles (MHP).

La genese de ces mdles est due a la surexpression des génes a empreinte paternelle et a
I'absence d’expression des génes a empreinte maternelle, conduisant a une hyperplasie
trophoblastique et un défaut de développement embryonnaire. Les MH sont le résultat
d’'une fécondation anormale de I'ovocyte conduisant a un produit de conception au

caryotype anormal.

Chaque type de moéle présente des caractéristiques génétiques qui lui sont propres
(figure 17), ces dernieres pouvant servir de moyen de diagnostic (Hui, 2017). Il est tres
important de caractériser le type de mdle de chaque patiente car toutes n’ont pas le

méme risque de dégénérescence maligne (Noal, 2010).
Les Moles Hydatiformes Complétes

= Caractéristiques génétiques

Les MHC sont caractérisées par la présence de deux génomes paternels, 'ADN
mitochondrial restant maternel (Wallace, 1982). Dans la majorité des cas (85%) le
caryotype du conceptus est 46,XX homozygote. Il s’agit d'une fécondation
monospermique d'un ovocyte énucléé suivi de la duplication du génome paternel (figure
18-a). En revanche, dans pres de 15% des cas le conceptus est 46,XX ou 46XY
hétérozygote, 'ovocyte énucléé a donc été fécondé par deux spermatozoides (figure 18-
b) (Banet, 2014). Les MHC sont dites diandriques diploides.

= Caractéristiques histologiques

Les caractéristiques histologiques permettant de diagnostiquer les MHC sont
essentiellement relevées sur des coupes de villosités chorioniques (CV). Dans les MHC,
les villosités sont uniformément kystiques et avasculaires (absence de vaisseaux
feetaux), les cytotrophoblastes extravilleux présentent une hyperprolifération aléatoire
non orientée (fleches sur le panneau a de la figure 18). On retrouve également un grand
nombre de cellules stromales non polarisées chargées de corps apoptotiques (fleches
sur le panneau b de la figure 18). De plus, les MHC sont dépourvues de tissus

embryonnaires (Slim, 2017).
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= Caractéristique d’occurence

La majorité des MHC sont sporadiques. Un certain nombre d’entre elles sont dites
récurrentes lorsqu’elles surviennent chez une méme patiente. Elles représentent 1,8 %
des cas de MHC en Europe (Sebire, 2003). Cette fréquence augmente dans les pays en
voie de développement avec un taux maximal rapporté de 9,4 % observé au Maroc
(Boufettal, 2011).

Les Moles Hydatiformes Biparentales

Les BiMH sont des formes familiales de MHC. Elles représentent de 0,6 a 2,6 % de tous
les cas de MH (Sand, 1984). Elles résultent de la fécondation d’'un ovocyte qui conserve
son matériel génétique et d’'un seul spermatozoide (figure 17-c). Elles sont diploides,
leur génome est constitué de 50 % de matériel génétique d’origine paternelle et 50 %
d’origine maternelle. La présentation histologique des tissus de la BiMH est identique a

celle observée dans les MHC sporadiques (Messaed, 2011).

L’étude de cas familiaux de BiMH a permis d’identifier deux genes a effet maternel
responsables de la geneése de ces pathologies: les genes NLRP7 (NOD-Like Receptor
Pyrin domain 7) (Murdoch, 2006) et KHDC3L (KH Domain 3-Like protein) (Parry, 2011).

Les mutations du géne NLRP7 sont responsables de pres de 70 % des cas de BiMH, avec
des mutations homozygotes ou hétérozygotes composites. Les mutations du geéne
KHDC3L ne sont responsables que de 10 a 15 % des cas (Parry, 2011). A ce jour, 64
variants de NLRP7 sur les 240 décrits sont pathologiques (Slim, 2017) pour seulement 4
identifiés pour le gene KHDC3L (Parry, 2011).

Ces deux geénes a effet maternel sont exprimés dans I'ovocyte ou ils jouent un role crucial
dans l'acquisition de 'empreinte parentale durant 'ovogénese. Dans les BiHM, les genes
soumis a 'empreinte maternelle ont un profil de méthylation aberrant (Kou, 2008 ;
Hayward, 2009 ; Monk, 2017) (cf. Chapitre I11.4 - focus sur la protéine NLRP7).

A T'heure actuelle, il est certain que les mutations des genes NLRP7 et KHDC3L sont la
cause de la survenue des BiMH. En revanche, les mécanismes par lesquels ces mutations
influencent le développement de celles-ci restent encore a élucider. L’étude des
dérégulations de l'empreinte parentale associées a ces mutations ainsi que leur

conséquence sur I'expression des genes est actuellement en cours (Hui, 2017).

Il est important de noter que la protéine NLRP7 appartient a la superfamille des
protéines NOD-Like Receptors capables de former des inflammasomes (Radian, 2013).
Les membres de cette famille ont été décrits comme des régulateurs de I'inflammation

intracellulaire.
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Figure 17-d :
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Figure 19 - Histopathologie des méles hydatiformes partielles
Figure adaptée de Slim, 2017.

Coupe histologique d’une mdle hydatiforme partielle colorée a I'hématoxyline-éosine. (c) Les astérisques
mettent en évidence les villosités choriales cedémateuses et les fléches de rares zones d’hyperprolifération
trophoblastique aléatoires. (d) Mise en évidence de la présence des membranes feetales. (e) Mise en évidence
par les fleches de la présence de tissu cartilagineux feetal. (f) Mise en évidence par les fleches de cellules
sanguines nucléées.



De facon intéressante, la protéine NLRP7 a été rapportée comme une protéine
également régulatrice de la prolifération des cellules tumorales (Okada, 2004) et la
différenciation trophoblastique (Mahadevan, 2014). Ces données suggerent que cette
protéine pourrait également avoir un role propre dans le développement et I’évolution
des MGT.

Les Moles Hydatiformes partielles

= Caractéristiques génétiques

Les MHP se distinguent principalement par leur triploidie monogynique diandrique.
Aucun cas de MHP diploide n’a été rapporté dans la littérature (Hui, 2017). Elles

résultent de la fécondation d’'un ovocyte nucléé par deux spermatozoides (figure 17-d).

La triploidie est le principal défaut génétique de la conception. Elle est responsable de
pres de 8 % des avortements spontanés (Hassold, 1980). Les MHP sont caractérisées par
I'existence d’'un développement embryonnaire évoluant jusqu’a la fin du premier
trimestre et donc par la présence au niveau histologique de deux types de tissus, extra-

embryonnaire et embryonnaire.

= Caractéristiques histologiques

La présence de ces deux tissus facilite le diagnostic histopathologique des MHP. On
distingue également deux populations de villosités choriales fibreuses et cedémateuses
(figure 19-c, astérisques). Il n’existe généralement pas de prolifération aberrante des
trophoblastes extravilleux ni de corps apoptotiques. En revanche, on retrouve souvent
des tissus embryonnaires, comme les membranes foetales et du tissu cartilagineux
(panneaux d et e, respectivement). Dans les MHP, les globules rouges nucléés foetaux

sont aussi observés (panneau f) (Slim, 2017).

1.A.c Incidence

Les MH sont les MGT les plus fréquentes (Slim, 2017) et leur incidence est corrélée au
niveau de développement d'un pays donné. La fréquence des MH la plus importante est
retrouvée en Indonésie, ou elles représentent 13 %o grossesses (Shang, 1982). De
maniere générale, les pays d’Asie du Sud-Est semblent étre les plus touchés par cette
pathologie (Hui, 2017). Au japon, ce taux était de 4,9 %o (Takeuchi, 1987) dans les
années 1980. Avec le développement socio-économique du pays, ce taux est
actuellement de 1,9 %o (Hando, 1998) ; cependant, il reste légérement supérieur a celui
de l'occident qui est de 1,6 %o (Golfier, 2010).

Tres peu de littérature existe sur l'incidence des MH en Afrique. Quelques revues
relatent une fréquence de ces pathologies d’environ 5 %o grossesses (Agboola, 1979 ;
Ayangade, 1979 ; Diejomaoh, 1984 ; Boufettal, 2011).
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1.A.d Les facteurs de risques
De nombreux facteurs de risques de survenue des MH ont été décrits dans la littérature.
L’age

Le facteur de risque le plus important est I'dge. En effet, les dges extrémes de conception
augmentent le risque de survenue des MH. Celui-ci est augmenté de 1,5 % avant 16 ans
et de plus de 7,6 % chez les femmes de plus de 45 ans (Dreyfus, 2000 ; Golfier, 2010).
Chez les femmes de plus de 45 ans, 'augmentation du risque serait due a une altération

de la qualité ovocytaire (Fleming, 2008).

Les antécédents gynécologiques

Le 2e facteur de risque serait représenté par les antécédents gynécologiques et
obstétricaux de la patiente. Les antécédents de MH présentent un risque de récurrence
de 1,5 % en moyenne apres une premiere mole et de plus de 23 % apres une seconde
mole (Golfier, 2010). D’autre part, les antécédents d’interruption volontaire de grossesse
(IVG) augmenteraient par 3 le risque de MH et par 23 apres deux IVG consécutives
(Horn, 2006).

Le groupe sanguin

Le groupe sanguin des patientes représente également un facteur de risque de la
survenue des MGT. Il a été rapporté une fréquence plus élevée chez les patientes de
groupe sanguin A et AB comparativement aux patientes de groupes B et O (Noal, 2010).

Le mécanisme physiopathologique a I'origine de cette différence reste a élucider.

Le statut socio-économique

Le statut socio-économique des patientes, le climat et le régime alimentaire sont des
facteurs de risques qui font actuellement débat (Hui, 2017). Ces facteurs pourraient
expliquer la grande disparité de I'incidence des MH entre les pays développés et ceux
qui le sont moins. Le manque, voire I'absence, de suivi médical réduit 'acces a la
contraception et mene a des grossesses précoces ou, au contraire, tres tardives. De plus,
les carences nutritionnelles, notamment en vitamine A et B9, sont des risques

supplémentaires de développement des MH (Berkowitz, 1985).

Une étude comparant l'incidence des MH entre la population souche et défavorisée de
I'lle d’'Hawai et la population japonaise, exilée sur cette ile mais jouissant d'un niveau
socio-économique élevé, a démontré que la population japonaise conservait un risque
plus élevé. Ces données suggerent que des facteurs autres que les facteurs socio-

économiques influencent I'incidence de la survenue des MH (Matsuura, 1984).
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Les facteurs génétiques

Depuis une dizaine d’années, les genes NLRP7 (Murdoch, 2006) et KHDC3L (Parry, 2011)
ont été identifiés comme étant étroitement associés au développement des MH et en

particulier les BiMH.

1.A.e Prise en charge et traitement des MH

La suspicion de MH a I’examen clinique est suivie de I'exérése par aspiration du produit
de fécondation. L’analyse histopathologique permettra de déterminer s’il s’agit bien

d’'une MH et de la classifier. Cet examen conditionnera le suivi de la patiente.

La principale mesure de suivi consistera en la surveillance de I'évolution du taux de la 8-
hCG jusqu’a sa négativation sous contraception afin de s’assurer de I'absence de MGT
post-moélaire persistante. Il est recommandé de poursuivre le suivi jusqu’a I'observation
d’au moins trois dosages de 3-hCG hebdomadaires négatifs (Golfier, 2010). En revanche,
toute nouvelle augmentation du taux de (-hCG sur au moins trois dosages
hebdomadaires consécutifs ou stagnation de celui-ci sur 4 dosages hebdomadaires

consécutifs doit évoquer la persistance d'une MGT.

Le risque de MGT post molaire n’est pas négligeable surtout apres une MHC. En effet, le
risque de développer un CC apres une MHC est estimé entre 8,9 % et 20 % contre 0,2 %
et 4 % apres un MHP (Noal, 2010).

1.B Le Choriocarcinome gestationnel

Le CC gestationnel appartient également a la famille des MGT. Il s’agit d’'une néoplasie

gestationnelle trophoblastique (NGT), tumeur maligne dérivée du trophoblaste.

1.B.a Définition

Le choriocarcinome gestationnel est une tumeur épithéliale caractérisée par une
hyperprolifération des cytotrophoblastes et des syncytiotrophoblastes. Ces tumeurs
sont hautement métastatiques avec pour niches principales le vagin et les poumons mais
également parfois le cerveau, les reins, la rate et le foie. (Seckl, 2013 ; Froeling, 2014 ;
Noal, 2010).

1.B.b Incidence

L’'incidence des CC est estimée a 1 pour 40 000 grossesses dans les pays développés
contre 1 pour 4500 en Asie du Sud-Est. Cette disparité géographique importante serait
principalement due a la prise en charge précoce des MH dans les pays développés
(Shrivastava, 2014).
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Figure 20 - Histologie du choriocarcinome
Figure adaptée du rapport du Pr Denis Vinatier pour 'HAS, 2012.

Coupe histologique d’un choriocarcinome gestationnel colorée a ’'hématoxyline-éosine.

Stade FIGO Description
Tumeur trophoblastique gestationnelle strictement limitée

I au corps utérin.

Tumeur trophoblastique gestationnelle étendue dans le
i vagin, mais limitée aux structures génitales.

Tumeur trophoblastique gestationnelle métastasée dans les
o poumons, avec ou sans présence dans les voies génitales.
A% Multiples sites métastatiques ; Foie, reins, rate et cerveau.

Tableau 1 - Classification FIGO des néoplasies gestationnelles trophoblastiques

Facteurs pronostiques Score

0 1 2 4
Age (ans) <40 =40
Grossesse Antécédente Mole Avortement A terme
Intervalle entre la grosesse
précédente et la chimiothérapie <4 4-6 7-12 > 12
hCG (UI/L) <10° 10%-10* 10*-10° >10°
Nombre de métastases 0 1-4 5-8 > 8
Sites métastatiques Poumon Rein, Rate Intestin Cerveau, Foie
Masse tumorale la plus grosse (cm) 3-5 >5
Chimiothérapie précente Monothérapie Thérapie combinée

Le score total est calculé en additionnant les scores individuels pour chaque facteur de pronostique.
Faible risque: 0 - 6 ; haut risque : 7 ou plus

Tableau 2 - Systéeme d'évaluation du score FIGO des néoplasies gestationnelles
trophoblastiques
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L’'incidence des CC aprés une MHC est estimée a 1 pour 40 mais ils peuvent également
survenir apres une MHP, une grossesse normale a terme, une IVG ou une fausse couche
spontanée. Environ, 50 % des CC sont dérivés d’'une MH, 25 % font suite a une grossesse
normale et les derniers 25 % font suite a une IVG ou une grossesse extra-utérine (Seckl,
2010).

1.B.c  Caractéristiques histologiques

Les tumeurs choriocarcinomateuses sont essentiellement formées de cellules de type
cytotrophoblastiques et syncytiotrophoblastiques a morphologies variables (figure 20).
Ces cellules forment une masse dépourvue de villosités choriales généralement
nécrotiques et hémorragiques qui envahissent directement le myometre et les vaisseaux
maternels (Arima, 1994).

1.B.d Facteurs de risque

Les facteurs de risques du CC sont : i) des antécédents de MHC, ii) un age maternel
avancé, iii) le groupe sanguin de type A, iv) I'appartenance a certaines ethnies en
relation avec le statut socio-économique, et v) et la prise a long terme de contraception

orale.

1.B.e Laprise en charge

Le traitement des NGT se fait généralement par chimiothérapie (Golfier, 2010). La
détermination du protocole adapté a chaque patiente dépend du stade et du score
établis par la Fédération Internationale de Gynécologie-Obstétrique (FIGO). Ce systéme

permet d’évaluer et de classifier le degré de sévérité de la pathologie (tableaux 1 et 2).

Pour les patientes présentant un faible risque (stade I-Il / score FIGO < 6), la
monothérapie a I’Actinomycine D ou le Méthotrexate est préconisée. En 'absence de
réponse a ces traitements, la chimiothérapie multi-agents peut étre envisagée. Pour
cette catégorie de patientes le taux de rémission est bon et proche de 100 % (Lurain,
2011).

Pour les patientes a haut risque (stade III-IV / score FIGO >7), la chimiothérapie multi-
agents montre de bons résultats. Le taux de rémission compléte est de 85 % et le taux de
survie a 5 ans d’environ 75 % (Deng, 2013). Cependant, les patientes atteintes de
métastases au foie et/ou au cerveau montrent de moins bons résultats (Ahamed, 2012 ;
Neubauer, 2012 ; Newlands, 2002).

La chirurgie a aussi un role a part entiére dans la prise en charge des NGT. En effet,
I'exérese de la tumeur primaire et des métastases évite les risques hémorragiques et

améliore la survie des patientes présentant des tumeurs résistantes aux traitements.
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Figure 21 - Schéma illustrant le degré d'invasion placentaire
Image adaptée de anesthesiology.org
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Des travaux tres récents de notre groupe ont démontré I'implication du facteur de
croissance EG-VEGF dans le développement et la progression tumoral du CC in vivo, dans
notre modele orthotopique. De fagon intéressante, ces travaux ont mis en évidence le
potentiel thérapeutique de I'antagoniste du récepteur de type 2 de 'EG-VEGF, PROKR2,
dans le traitement du choriocarcinome (Traboulsi, 2017). Dans le contexte de la preuve
de concept qu’'un traitement inhibiteur de la signalisation EG-VEGF pourrait étre
envisagé comme alternative aux chimiothérapies, notre groupe est en cours de
développement d’anticorps anti-PROKR2Z monoclonaux a destinée immuno-
thérapeutique. Ce nouveau traitement pourrait offrir une option thérapeutique

intéressante aux femmes porteuses de tumeurs résistantes aux chimiothérapies.

2. Pathologies non tumorales de la grossesse

Parmi les pathologies non tumorales de la grossesse, on peut également retrouver une

pathologie associée a un exces d’'invasion trophoblastique appelée placenta accreta.

2.A Placenta Accreta

On retrouve dans la littérature la terminologie de « placenta accreta spectrum » pour
dénommer une catégorie rare de pathologie de la grossesse, associée a des anomalies
d’insertion placentaire. Le spectre de cette pathologie regroupe trois formes de ce type
de placentation : placenta accreta, increta et percreta. Le terme accreta est souvent
utilisé lorsque l'on décrit les caractéristiques communes a ces trois formes. Je me

permets de faire de méme pour la suite de cette section.

2.A.a Définition
Les trois types anatomiques composant cette pathologie se différencient par leur degré
d’invasion :

Comme illustré sur la figure 21-1, le placenta accreta est caractérisé par une invasion
trophoblastique superficielle du myometre. Il s’agit de la forme la plus fréquente

d’invasion placentaire excessive. Elle représente 75 % des cas (Bartels, 2018).
Le placenta est dit increta (figure 21-2) lorsque les villosités pénetrent le myometre.

Enfin, dans de tres rare cas, il est dit percreta (figure 21-3). Dans ce cas les villosités
choriales traversent le myometre et atteignent la séreuse et les organes pelviens au

voisinage.
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Malgré I'absence de malignité associée a cette pathologie, les placentas accreta partagent
de nombreuses caractéristiques communes au développement tumoral. Il ressort de la
littérature que les trophoblastes issus de placentas accreta expriment des marqueurs
spécifiques en lien avec chacune des « Hallmarks » du cancer, décrit par Hanahan et
Weinberg en 2011. De maniere non exhaustive, ces « hallmarks » sont représentés par
une prolifération soutenue, une invasion active, une induction de I'angiogénese, un
échappement au systeme immunitaire, etc. (Hanahan, 2011). A titre d’exemple, des
dérégulations de I'expression de protéines telles que I'epidermal growth factor receptor
et 'oncogene c-erbB-2 dans le ST ont été rapportées dans les trophoblastes issus de
placenta accreta (Tseng, 2004). Ces protéines participeraient a la création d'un
microenvironnement propice a une prolifération cellulaire soutenue tant dans le
placenta que dans la tumeur. En lien avec une invasion excessive et dérégulée dans cette
forme de placentation, le maintien de caractéristiques propres a la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) a été rapportée pour les CTEV du 3e trimestre issus de
placenta accreta (Zhu, 2012). L’EMT est un processus qui permet aux cellules
épithéliales d’acquérir un phénotype migratoire. Elle est indispensable aux phénomenes
de migration et invasion cellulaire au cours du développement placentaire et tumoral
(Duzyj, 2015 ; Hanahan, 2011).

2.A.b Facteurs de risques

Outre 'age maternel avancé et le tabagisme, tous les facteurs connus pour avoir une
influence sur le développement placentaire peuvent de ce fait contribuer a la
pathogénese des accreta. Les profils a haut risque les plus rapportés dans la littérature
sont ceux de patientes ayant un utérus cicatriciel et/ou un placenta previa (ACOG,
2018), pathologie consistant en I'implantation du placenta au niveau du col de I'utérus.
L’American College of Obstetricians and Gynelogists a estimé que I'incidence des accreta
a été multipliée par 10 en 50 ans (ACOG, 2002). L’augmentation de leur fréquence est
corrélée a 'augmentation du recours a la césarienne (Rao, 2012 ; Silver, 2015). En
dehors de toute anomalie placentaire, la fréquence des accreta est extrémement rare,
cependant elle concerne 2 a 3 % des patientes ayant subi une césarienne. Ce taux
augmente de maniére exponentielle a chaque nouvelle intervention (Yeaton-Massey,
2014). Il est important de noter que les cicatrices utérines peuvent également étre
consécutives a l'ablation de fibrome ou de lésions endométriosiques ou bien a un
curetage utérin suite a une IVG ou a un avortement spontané. Ces patientes sont a
intégrer a la population a risque de développement de ces pathologies. Par ailleurs, le

risque de placenta accreta augmente de 50 % en cas de placenta previa (Bartels, 2018).

67



68



Bien que de nombreuses études démontrent une dérégulation des propriétés
trophoblastiques au cours de ces pathologies, certains auteurs suggerent que le
développement de la majorité des accreta est dii a des défauts au niveau de la muqueuse
utérine. Ces défauts peuvent étre physiologiques, associés a une épaisseur réduite de
I'endometre dans les régions avoisinants le col de 'utérus, pathologique, dans le cas de
malformations utérines, ou traumatiques comme des défauts de ré-épithélialisation au

niveau des incisions de césarienne (Jauniaux, 2017)

2. A.c Prise en charge et traitement

Cette pathologie asymptomatique pour la mere et le foetus est généralement
diagnostiquée en fin de grossesse car elle peut induire des saignements modérés au
cours du 3¢ trimestre. Les patientes ne nécessitent pas de prise en charge particuliere au
cours de la grossesse. En revanche, I'accouchement se déroule sous haute surveillance. A
ce jour, seuls 50 % des cas de placenta accreta seraient diagnostiqués (Fitzgerald, 2013).
Il s’agit principalement des patientes présentant les facteurs de risques caractéristiques.
Bien que la gravité des complications engendrées par ces pathologies dépende du degré
d’invasion trophoblastique (jauniaux, 2017), les hémorragies de la délivrance causées
par cette pathologie représentent une des causes majeures de déces maternel périnatal
(Knight, 2017). Par ailleurs, outre le risque de déces, une hystérectomie souvent totale

est nécessaire selon I'abondance des saignements en post opératoire (Fitzgerald, 2013).

Parmi les pathologies non tumorales de la grossesse, les plus fréquentes sont la pré-
éclampsie et le retard de croissance intra-utérin. Ces deux pathologies peuvent survenir
seules ou en association. La thérapie préconisée, a ce jour, est la délivrance placentaire
(Abalos, 2014 ; Kramer, 2003).

2.B Lapré-éclampsie

La pré-éclampsie (PE) est un syndrome de la grossesse qui représente la cause
principale de morbidité et mortalité materno-feetale. Elle concerne 2 a 5% des
grossesses dans les pays occidentaux (Abalos, 2014). La PE est une pathologie complexe,
spécifique de l'espece humaine et dont les causes ne sont pas totalement connues.
Néanmoins, de nombreuses études suggerent que des défauts de développement
placentaire précoces, tel que le remodelage insuffisant des artéres spiralées utérines

(Pijnenborg, 1983 ; Kaufmann, 2003), soient impliqués dans le développement de la PE.

De facon intéressante, une origine génétique du développement de la PE a été
récemment rapportée. Il s’agit d’'une mutation « gain de fonction » du gene du facteur de
transcription STOX1 (Storkhead Box 1) (Doridot, 2013).

Par ailleurs, la PE peut représenter une complication des MH (Ditisheim, 2015).
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Entité Définition

Hypertension gestationnelle et 21 des critéres suivants :
- Symptomes de PE
Prééclampsie non protéinurique - Hémolyse
- Thrombocytopénie (< 10° /mm3)
- Elévation des test hépatiques (> a 2 fois la limite maximale)

Protéinurie gestationnnelle et 21 des criteres suivants :
- Symptomes de PE
Prééclampsie normotensive - Hémolyse
- Thrombocytopénie (< 105 /mm3)
- Elévation des test hépatiques (> a 2 fois la limite maximale)

Prééclampsie - éclampsie < 20 SA Prééclampsie ou éclampsie survenant avant la 20°™ SA

Prééclampsie ou éclampsie survenant entre 48 h etjusqu'a 6

Prééclampsie - éclampsie du post-partum . <
semaines apreés l'accouchement

Tableau 3 - Définition des pré-éclampsies atypiques
Tableau adapté de Ditisheim, 2015.
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2.B.a Définition

La PE est un syndrome obstétrical (association de plusieurs signes et symptomes)
survenant classiquement a partir du 2e trimestre de la grossesse. L’American Journal of
Obstetricians and Gynecologists 'a défini comme l'apparition d'une hypertension
artérielle apres 20 SA associée a une protéinurie nouvelle et/ou une atteinte organique
unique ou multiple (ACOG, 2013). Certains auteurs integrent également l'insuffisance
utéro-placentaire avec RCIU aux criteres diagnostiques. Ce dernier critére purement
feetal pourrait méme suffire, selon ces auteurs, a poser le diagnostic en 'absence de
manifestations maternelles (Tranquilli, 2014). Par ailleurs, il existe également des cas
atypiques de PE dont les symptomes développés par les patientes ne répondent pas

totalement aux criteres diagnostiques.

2.B.b  Présentations cliniques des PE atypiques

Les PE atypiques sont définies par 4 entités cliniques distinctes (tableau 3) : les PE non
protéinuriques, les PE normotensives, les PE et éclampsies précoces et les PE et

éclampsies du post-partum.

Les PE non protéinuriques sont les plus fréquentes (Rojas-Arias, 2015). De fagon
intéressante, la majorité des cas de PE et éclampsie précoces < 20 SA est associée aux
grossesses moélaires (Sibai, 2009 ; Ochiai, 2012) sans que I'on ne connaisse le mécanisme

physiopathologique associé a la survenue de cette complication.

2.B.c  Prise en charge et traitement

Qu’elles soient classiques ou atypiques, les PE sont prises en charge de la méme
manieére. A ce jour, aucun traitement curatif n’est connu pour la PE ; seule la délivrance
placentaire permet le rétablissement maternel (Redman, 1991). Cette situation est
d’autant plus compliquée qu’elle intervient précocement au cours de la grossesse ou
quand la PE est compliquée par un RCIU.

Tout I'enjeu de la prise en charge de cette pathologie réside dans I’évaluation du rapport

bénéfice maternel versus risque foetal d'une naissance prématurée.
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2.C Leretard de croissance intra-utérin

2.C.a Definition

A ce jour, il n’existe pas de consensus concernant la définition du RCIU au sein des
multiples sociétés savantes et colleges d’experts (Dall'Asta, 2017). En revanche, un
critere diagnostique semble faire 'unanimité. Il s’agit de I'estimation du poids feetal
inférieur au 10e percentile pour un age gestationnel donné. Cela signifie que le poids du
feetus en question appartient aux 10 % des feetus les plus petits pour un genre et un age
gestationnel donné. Le 3e percentile caractérise les RCIU dits séveres. Il est a noter que
les références de poids varient selon les pays en raison des différences dans les
caractéristiques des populations et de la méthodologie des courbes utilisées. Par
ailleurs, le RCIU est souvent associé a une altération du bien-étre feetal (oligoamnios,
réduction de la quantité de liquide amniotique ou anomalies au doppler) (Pr MV Sénat,
HAS, France).

Le RCIU est a distinguer du petit poids de naissance qui est défini selon I'organisation
mondiale de la santé (OMS) comme inférieur a 2500 g quel que soit le terme. Il est donc
préférable de caractériser le RCIU par un arrét ou un infléchissement de la courbe de
croissance du feetus. De plus, cela permet de distinguer les feetus a RCIU et les feetus
constitutionnellement plus petits du fait de leur origine ethnique, de leur sexe ou de leur

patrimoine génétique (Pr MV Sénat, HAS, France).

Les courbes individuelles adaptées (Gardosi, 1995) sont utiles au diagnostic du RCIU. En
effet, elles permettent de prédire le potentiel de développement d’un feetus en tenant
compte des caractéristiques maternelles telles que la taille, le poids, I'origine ethnique et

la parité dont I'influence sur le poids foetal a été démontrée (Gardosi, 1995 b).

2.Cb Epidémiologie

Le RCIU affecte 6 a 9 % des grossesses en Europe et jusqu’a 54 % des grossesses dans
les pays en voie de développement. Ces taux sont corrélés au
développement économique des différents pays et a la qualité du suivi des grossesses
(Kramer, 2003). L'insuffisance de croissance du feetus lors d’'un RCIU est une des causes
majeures de mortalité et morbidité périnatales (Rosenberg, 2008). Elle est souvent
associée a une grande prématurité survenant avant 32 SA, dont pres de 50 % sont

induites du fait de 'absence de traitement et du risque tres élevé de mort in utero.
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Le RCIU est a l'origine de handicaps congénitaux tres importants incluant des
déficiences motrices et intellectuelles ainsi que des pathologies cardiovasculaires,
pulmonaires et/ou métaboliques (Yzydorczyk, 2017 ; Aljunaidy, 2017 ; Fouron, 2017).
Plusieurs études ont démontré un lien étroit entre le petit poids a la naissance et la
survenue de pathologies métaboliques se révélant a I’age adulte telles que des maladies
cardiovasculaires, des dyslipidémies, I'insulino-résistance ou le diabete (Fouron, 1993 ;
Morton, 2016 ; Barker, 1995 ; Barker, 1995 b ; Tideman, 2007).

Le RCIU est classé en deux catégories en fonction du terme a partir duquel la pathologie
se manifeste. On distingue les RCIU dits précoces en opposition a ceux plus tardifs. Les
RCIU précoces, survenant avant la 32e SA, ne représentent que 20 a 30 % des cas et sont
associés dans plus de 70 % des cas a une HTAg et dans plus de 50 % a une PE (Lees,
2013). Les RCIU précoces ont le pronostic le plus défavorable surtout pour les RCIU
séveres et/ou antérieur a 26 SA. Ils présentent plus de risques d’anomalies du
développement cérébral, a court et long termes, mais également de complications

métaboliques et cardiovasculaires (Flood, 2014).

2.C.c Etiologie

Les causes du RCIU sont hétérogenes et peuvent étre regroupées en deux grandes

classes : les causes non placentaires et les causes placentaires.

A la frontiere de ces deux groupes, on retrouve la multiplicité de la grossesse comme
facteur de risque du RCIU. En effet 20 a 30 % des foetus issus de grossesses gémellaires
dichoriales souffrent de RCIU et ce taux s’éleve a plus 40 % dans les cas de grossesses

multiples monochoriales (Jackson, 2004).

On retrouve aussi les défauts de développement vasculaire du cordon ombilical, reliant
physiquement la face foetale du placenta a la circulation sanguine foetale, tels que le
cordon ombilical maigre (diameétre <1 cm) et plus fréquemment le cas de l'artere
ombilicale unique. Bien que, dans la majorité des cas, la présence d’'une seule artere
ombilicale n’affecte pas le développement feetal, prés de 30 % des nourrissons naissent

avec un RCIU important, inférieur au 5¢ percentile (Friebe-Hoffmann, 2018).

Les causes non placentaires

Celles-ci incluent les anomalies chromosomiques ou génétiques du feetus (trisomie 13
ou 18 ou encore le syndrome de Silver-Russel), les infections virales durant la grossesse
(Ia rubéole, le cytomégalovirus ou la toxoplasmose) (McCowan, 2009) ainsi que les
pathologies métaboliques du feetus. Parmi les causes non placentaires du RCIU, on
compte aussi les risques purement maternels tels qu'un petit gabarit, un indice de masse
corporelle réduit durant la grossesse, une faible prise de poids due a une sous-
alimentation mais également un age maternel précoce ou trop avancé au moment de la

conception (Alfirevic, 2002).
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Par ailleurs, la prise de toxique comme I’alcool, le tabac ou la drogue est aussi considérée
comme cause majeure de la survenue du RCIU (Jaddoe, 2007 ; McCowan, 2009 b ; Gouin,
2011).

Les causes placentaires

Le placenta étant au coeur des échanges de nutriments et d’'oxygene entre la mere et le
feetus, il est naturel de supposer que l'insuffisance placentaire est responsable de la
majorité des cas de RCIU (Dall'Asta, 2017). Parmi les causes placentaires du RCIU, les
pathologies au cours de la grossesse (maladies cardio-vasculaires, pathologies
métaboliques, PE) et les défauts de développement placentaire pouvant causer un
phénomene d’hypoperfusion utéro-placentaire sont mises en évidence (Sibai, 1983;
Langer, 1989). Cependant, les causes d’'un développement anormal du placenta peuvent

étre multiples et sont, a ce jour, loin d’étre caractérisées.

Le RCIU peut aussi étre d’origine vasculaire. Il s’agit le plus souvent de malperfusions
vasculaires maternelles associées ou non a des phénomenes de malperfusions
vasculaires feetales. Ces phénomeénes de malperfusions vasculaires d’origine maternelle
regroupent les défauts de remodelage des arteres spiralées utérines (Arroyo, 2008 ;
Charolidi, 2018 ; c¢f. Chapitre 1.3 remodelage des arteres spiralées utérines), des infarctus
placentaire associés a une ischémie et des hypoplasies distales des villosités
placentaires. Il a été démontré que ces problemes de perfusions placentaires induisent
une maturation accélérée des villosités en compensation (Sehgal, 2018). Du coté feetal,
on retrouve des anomalies telles que des villosités avasculaires ou comportant des

vaisseaux aveugles et méme des thromboses vasculaires (Sehgal, 2018).

Des études récentes ont rapporté une fréquence plus importante d’anomalies d’origine
maternelle dans les RCIU précoces tandis que les RCIU tardifs sont plus généralement
associés a des fréquences d’anomalies d’origine fcetale. En revanche, son initiation apres
32 SA semble liée a la synergie de défauts vasculaires d’origine maternelle et foetale
(Kovo, 2013).

Bien que les défauts de perfusion placentaire augmentent de plus d'un facteur 4 le
risque de RCIU et soient responsables de pres de 25 % des cas de RCIU et PE (Wright,
2017), une apoptose des trophoblastes et une inflammation placentaire (Kovo, 2013 ;
Cotechini, 2014) accrues ont également été rapportés. De nombreuses études
établissent une association étroite entre I'inflammation et le développement de la PE et
du RCIU. Elles démontrent une infiltration accrue du nombre de cellules immunitaires
dans le stroma des villosités placentaires limitant ainsi l'invasion trophoblastique
(Khong, 1986 ; Bartha, 1999). Des taux de cytokines et chémokines pro-inflammatoires

tres élevés ont également été observés (Bartha, 2003 ; Szarka, 2010).
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L’'inflammation semble étre un acteur majeur du développement du RCIU. Chez I'animal,
I'inflammation est associée a des défauts de développement placentaire tels qu'une
diminution de la perfusion utéro-placentaire et une hypoxie placentaire (Renaud,
2011). Plusieurs études ont démontré que le traitement de rattes gravides avec un
inducteur de I'inflammation intracellulaire stérile suffit a la survenue d’'un RCIU dans la
portée associée a une malperfusion utéro-placentaire, un défaut de remodelage des
artéres spiralées et a des anomalies morphométriques des placentas (Cotechini, 2014 ;
Brien, 2017).

Ces données établissent un lien fort entre I'inflammation et le développement du
RCIU. Elles ouvrent un champ de recherche trés vaste et potentiellement de
nouvelles options thérapeutiques pour cette pathologie.
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Figure 22 - Schéma de l'organisation des acteurs du systéme immunitaire

Le S est constitué de deux sous-systemes, le SI acquis et le SI inné dont la composante moléculaire est a
l'origine des inflammasomes.
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CHAPITRE III

Les inflammasomes

Le systeme immunitaire (SI) constitue I'ensemble des mécanismes de défense de
I'organisme contre les agressions dont il fait I'objet. Il se décompose en deux sous-

systémes : 'immunité acquise et 'immunité innée.

Le systeme immunitaire acquis fait intervenir les lymphocytes B et T qui, une fois
activés, forment un pool mémoire des infections. Cette mémoire des infections déja
contractées assure une réponse plus rapide au second contact et est donc spécifique a

chaque pathogene.

Le systeme immunitaire inné est la premiére ligne de défense de I'organisme. Il s’agit
d’'une réponse immunitaire stéréotypée identique pour tous les signaux reconnus
comme un danger pour I'organisme. Ce sous-systeme est constitué d’'une composante
cellulaire, les cellules dendritiques, les lymphocytes « Natural Killer» et les
macrophages ainsi que d'une composante moléculaire représentée par les

inflammasomes (figure 21). (Howell, 2018)

Le terme inflammasome a été proposé pour la premiere fois par le groupe du Dr Tschopp
en 2002 pour désigner un complexe moléculaire intégrant une caspase 1 capable de
produire les cytokines pro-inflammatoires, les interleukines (IL)-18 et (IL)-18
(Martinon, 2002).

Les inflammasomes sont des complexes oligomériques multiprotéiques capables
d’initier et d’entretenir une réponse inflammatoire. La caractéristique principale des
inflammasomes réside dans le fait qu’ils soient exclusivement constitués de protéines
synthétisées par les cellules. Ils déclenchent une réponse immunitaire extrémement
rapide et adéquate contre des pathogenes ou des fragments de cellules endommagés de
I’h6te et ne nécessitent pas de contact initial pour induire la réaction. De plus, ils ne font
pas intervenir de cellules immunitaires ; les inflammasomes ne sont donc pas adaptatifs
(Howell, 2018). Il s’agit d’'un processus intracellulaire qui peut s’initier dans toutes les

cellules exprimant les médiateurs de I'activation des caspases pro-inflammatoires.
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Figure 23 - Schéma de I'activation des inflammasomes
Figure inspirée de Broz, 2016.

La reconnaissance d’un PAMPs ou DAMPs par le PRR induit son association a I’ASC et son oligomérisation. Le
complexe recrute la caspase 1 conduisant a son activation et a la maturation des cytokines pro-
inflammatoires et de la Gasdermine D.
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1. Fonctionnement des inflammasomes

Les médiateurs de 'activation des caspases pro-inflammatoires sont appelés les PRRs
(Pattern Recognition Receptors). Ce sont des senseurs intracellulaires de PAMPs
(Pathogen-associated Molecular Patterns) ou DAMPs (Damage-Associated Molecular
Patterns) qui sont, respectivement, des motifs structurels conservés d’origine pathogéne
ou issus de cellules 1ésées de 'h6te. Ces molécules sont percues comme des signaux de
danger pour l'organisme. Elles déclenchent l'initialisation d’'un programme de défense
intracellulaire spécifique dont le but ultime est d’éliminer tout signal dangereux pour
I’h6te (Radian, 2013).

L’activation d'un PRR conduit a son association a une protéine adaptatrice et a son
oligomérisation permettant une interaction avec la caspase 1. Une fois activée, la
caspase 1 induit le clivage des pro-IL-1p et pro-IL-18 en IL-1p et IL-18 matures qui
pourront étre sécrétées et induire une inflammation. La caspase 1 peut également
induire linflammation via le clivage protéolytique d'une protéine dénommée,
gasdermine D (Broz, 2016). Celle-ci initiera la pyroptose, phénomeéne de mort cellulaire

inflammatoire programmée qui differe de 'apoptose (figure 23).

Le phénomene de pyroptose se distingue de 'apoptose par trois aspects. Premiérement,
comme l'apoptose, il s’agit d'un phénomene programmé et initié par une caspase.
Cependant, contrairement aux caspases spécifiques de l'apoptose, les caspases de la
pyroptose ne peuvent s’auto-induire de fagon directe. L’activation de ces caspases sera
toujours initiée par la formation de l'inflammasome. Deuxiémement, au cours de la
pyroptose, l'activation des caspases induit la formation de pores membranaires
constitués de gasdermine D. La perméabilisation cellulaire qui en résulte provoque une
entrée massive d’ions et d’eau dans la cellule causant un gonflement cellulaire suivi
d’une lyse. La formation de pores membranaires est spécifique de la pyroptose. Enfin,
comme lors de I'apoptose, on observe une fragmentation de I’ADN mais de plus faible
échelonnement. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’il ne soit pas lié a I'activation des
DNases dépendantes des caspases. Aussi, a la différence de 'apoptose, la fragmentation
du matériel génétique de la cellule n’est pas indispensable a la pyroptose (Jorgensen,
2015 ; Feng, 2018).
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Figure 24 - Principaux acteurs du systéme immunitaire moléculaire

Les composants moléculaires du SI sont soit membranaires soit cytosoliques. Les TLRs, CTLs et RLRs forment
des inflammasomes non canoniques tandis que les Pyrines, les ALRs et NLRs forment des inflammasomes
canoniques.
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2. Structure des Inflammasomes

De par leur mode de fonctionnement, les inflammasomes sont classés en deux groupes :
les inflammasomes classiques dits canoniques, associés a 'activation de la caspasel, et
les inflammasomes non canoniques qui déclenchent l'inflammation via l'activation
d’autres caspases. Les inflammasomes classiques sont composés de trois éléments : un
PRR, une protéine adaptatrice, appelée ASC, et une enzyme capable de catalyser la

maturation des cytokines, la caspase 1 (figure 23).

2.A Lasuperfamille des PRRs

Les PRRs ou senseurs moléculaires peuvent-étre divisés en deux groupes: les PRRs
localisés a la membrane de la cellule - les TLRs (Tool-like Receptors) et les CTLs (C-type
Lectine Receptors) - et les PRRs intracellulaires - les RLRs (Retinoic acid Inducible Gene
1 (RIG1)-Like Receptors), les ALRs (Absent In Melanoma (AIM)-Like Receptors), la
Pyrine, et les NLRs (Nucleotide Oligomerization Domain (NOD)-Like Receptors) (figure
24).

2.A.a LesTLRs, CTLs, et RLRs

Les TLRs, les CTLs et les RLRs déclenchent l'inflammation par des voies non
conventionnelles impliquant essentiellement l'activation de la caspase 8 (Gringhuis,
2012). A ce jour, seul le TLR4 est associé a un mécanisme différent. En réponse au LPS
(Lipopolysaccharide), il active les caspases 4 et 5 qui sont responsables du
déclenchement de la pyroptose et de I'activation de I'inflammasome canonique NLRP3

qui active la caspase 1 (Baker, 2015).

2.Ab LaPyrine etles ALRs

La pyrine est le produit du géne MEFV. Elle est constituée d'un domaine PYD en N-
terminal et peut étre activée par de multiples PAMPs pour initier une inflammation
intracellulaire (Broz, 2016 ; Chae, 2011). Certains auteurs la créditent d'un role de
régulateur négatif de I'inflammation locale car elle aurait la capacité de diriger certaines
protéines comme NLRP1, NLRP3 et caspasel vers le systéeme de dégradation

autophagique (Kimura, 2010).

Les ALRs présentent également un domaine PYD en N-terminal qui initie I'activation de
I'inflammasome et un domaine HIN en C-terminal qui permet sa liaison a des molécules
d’ADN double brins cytoplasmiques d’origine pathogene ou de I'h6te. Parmi les 4 ALRs
connus a ce jour, seuls deux - AIM2 et IFI16 - sont reconnus pour former un
inflammasome car ils permettent tous deux la sécrétion d’IL-1f dépendante de la

caspase 1.
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2.A.c Les NLRs

A ce jour, on compte 22 protéines appartenant a la famille des Nod-Like Receptors. Elles
sont capables d’étre activées par une grande variété de ligands tant exogenes - PAMPs
issus de bactéries, de champignons, de virus ou de protozoaires - qu’endogénes - DAMPs
issus de 'hote (acide urique, cristaux de cholestérols, fibres p-amyloides) ou de son
environnement (silice, amiante, aluminium) (Kim, 2016). A ce jour, 8 NLRs sont
reconnus comme ayant la capacité de former un inflammasome canonique: NAIP,
NLRC4, NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP6, NLRP7 et NLRP12. La structure commune de ces
protéines est composée d’'une région C-terminale appelée LRR (Leucine Rich Repeats)
riche en répétition de Leucine et d'un domaine central appelé NACHT (Nucleotide
Binding Domain). Le domaine LRR est essentiel a l'interaction avec le ligand spécifique
et a 'activation du PRR. Le domaine NACHT est doté d’une activité dNTPase, c’est-a-dire
d’'une activité hydrolytique des désoxyriboNucléotides TriPhosphates. NLRP7 est
notamment capable d’hydrolyser I’Adénosine TriPhosphate (Radian, 2015). Le domaine
NACHT permet l'auto-oligomérisation de la protéine, processus nécessaire a la

formation du complexe de I'inflammasome.

Les NLRs sont divisés en 4 sous-familles : NLRPAs, NLRBs, les NLRCs et les NLRPs, en
fonction de leur domaine N-terminal (figure 25) (Kim, 2016).

Les NLRAs possedent un domaine acide d’activation (AD). Ce sont des activateurs de la

transcription des genes du Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe I, les CIITA.

Les NLRBs sont caractérisés par la présence d'un domaine dénommé, Bacculoviral
Inhibitory Repeats (BIR). Ils sont codés par le gene Neuronal-Apoptosis Inhibbitory
Protein (NAIP).

Les NLRCs présentent quant a eux un Domaine de Recrutement et d’Activation de la
Caspase (CARD).

Enfin les NLRPs ont un domaine N-terminal commun constitué d’'un domaine pyrine
(PYD). Seules les NLRPs seront décrits dans ce manuscrit, en particulier la protéine
NLRP7 qui fait 'objet de mon projet de these.
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Les NLRPs

La sous-famille des NLRPs compte a elle seule 14 membres : de NLRP1 a NLRP14. Leur
domaine pyrine est impliqué dans l'interaction protéine-protéine assurant la liaison a
I'adaptateur moléculaire ASC (Apoptosis-Associated Speck-like protein containing a
CARD) (figure 23). Cet adaptateur permet la liaison du complexe a la caspase 1 et son
oligomérisation (Hoss, 2017). Cette oligomérisation active la caspase 1 qui induit la

maturation des cytokines pro-inflammatoires, IL-1f et IL-18.

La protéine NLRP1 est unique au sein de cette famille, incitant certains auteurs a
suggérer son reclassement dans la sous-famille des inflammasomes NLRCs (Zhong,
2016). En effet, la présence d'un domaine CARD en C-terminal lui permet a la fois de
recruter la protéine ASC puis la caspase 1 via son domaine PYD mais aussi de lier
simultanément la caspase 5 (Martinon, 2002). Chez 'Homme, NLRP1 serait un senseur

spécifique du Muramyl-Dipeptide et de la Toxine Létale de Bacillus Anthracis.

De méme, NLRP10 présente une spécificité au sein de la famille des NLRPs. Cette
protéine est dépourvue de son domaine LRR; Son fonctionnement en tant
qu’'inflammasome canonique n’a jamais été démontré. Enfin, le postulat de certains
auteurs est que la protéine NLRP10 serait un régulateur des NLRPs (Imamura, 2010), et
notamment de NLRP3. Cependant, cette caractéristique est encore débattue a ce jour
(Eisenbarth, 2012).

Il est important de noter que la plupart des NLRPs sont décrits pour posséder un réle
régulateur de l'inflammation en modulant l'activité du facteur nucléaire-kB (NF-kB)
(Grenier, 2002 ; Manji, 2002 ; Wang, 2002). NF-kB est un facteur de transcription
impliqué dans la régulation d’'un grand nombre de processus biologiques et notamment
les réponses immunitaire et inflammatoire physiologiques (Hayden, 2011) et tumorales
(Perkins, 2012). Dans la plupart des cellules, la protéine NF-kB est cytoplasmique,
complexée aux protéines inhibitrices Ik-B qui lui conferent un état inactif. NF-xB peut
étre activée par différents types de signaux, notamment pro-inflammatoires tels que le
LPS ou I'IL-1p via leurs PRRs. Cette activation induit la phosphorylation puis la
dissociation des protéines inhibitrices et la translocation de NF-kB au noyau pour
activer la transcription de ses genes cibles comme I'IL-1f et le TNF-a (figure 26) (Kim,
2016).
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Figure 27 - Arbre phylogénétique consensus des NLRPs
Figure adaptée de Tian, 2009.

Construction de l'arbre phylogénétique aprés analyses selon quatre méthodes distinctes de 83 séquences
NLRP appartenant a 6 especes de mammiferes différentes. La valeur de chaque nceud pour chacune des
quatre méthodes d’analyse est notée en amont des nceuds.
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Depuis leur découverte, les NLRPs ont été largement étudiés en rapport avec les
processus physiopathologiques démontrant un role majeur des membres de cette

famille dans la réponse immédiate du systéme immunitaire inné (Howell, 2018).

De facon intéressante, les travaux publiés a ce jour rapportent un lien étroit entre
I'activité d’'un grand nombre de NLRPs - comme NLRP4,5,8,9 et 14 - et le systeme
reproducteur, en particulier féminin (Tian, 2009). Les modeles animaux d’invalidation
de NLRPs développés a ce jour ont mis en évidence des défauts de fertilité dus la plupart
du temps a un blocage au cours du développement précoce de I'embryon (Tong, 2000).
L’arbre phylogénétique faisant consensus, a ce jour, a permis de classer les genes de
cette famille (figure 27) selon 2 groupes: le premier associé a la reproduction est
composé des NLRP2, 4,5, 7,8,9, 11, 13 et 14 ; le second dit non relié a la reproduction
compte les NLRP1, 3, 6, 10 et 12. Ces derniers semblent principalement impliqués dans
I'inflammation et la réponse immunitaire par la régulation d’autres acteurs comme le
NF-KB, la caspase 1 et I'll-1f (Tian, 2009).

De facon intéressante, 'analyse génétique et phylogénétique de la sous-famille des
NLRPs a démontré que l'apparition du gene NLRP7 résulte de la duplication du géne
NLRP2 au moment de la spéciation des primates (Tian, 2009). Les primates sont les
seuls mammiferes a exprimer ce gene; la génération de modeles animaux
génétiquement modifiés permettant d’étudier le réle de la protéine NLRP7 in vivo est

donc impossible.

2.B L’ ASC, Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD

Commune aux inflammasomes, la protéine ASC est un adaptateur moléculaire. Cette
protéine de 25 kDa se compose de deux domaines d’interactions protéine-protéine, un
domaine PYD pour la liaison au PRR en N-terminal et un domaine CARD pour
I'interaction a la caspase en C-terminal. Ces deux domaines sont décrits pour faciliter
I'association des complexes multimoléculaires et l'activation des caspases (Radian,
2013).

2.C Les caspases

Les caspases appartiennent a la famille des protéases a cystéine reconnaissant chacune
une séquence spécifique de certaines protéines. Elles sont activées par clivage et ont la
capacité d’hydrolyser les liaisons peptidiques permettant la maturation des protéines.
Ces enzymes jouent un role crucial au cours des phénomenes inflammatoires ainsi que
dans les phénomenes d’apoptose (Man, 2016).
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A ce jour, 12 caspases ont été identifiées chez 'Homme. Elles sont généralement classées
en 2 groupes : les caspases liées a I'inflammation, représentées par les caspases 1, 4, 5,
11 et12 et celles liées au phénomene d’apoptose. Ces dernieres comptent les
caspases 2, 8,9 et 10. Ces caspases dites initiatrices de I'apoptose assurent le clivage des
caspases 3,6, 7 et9 dites caspases effectrices car elles orchestrent le phénomeéne de
I'apoptose (Man, 2016).

Des études récentes ont démontré que la caspase 8 serait impliquée dans les deux
phénomenes grace a son interaction avec certains PRRs (Man, 2013). Par ailleurs, la
caspase 1 est spécifique des inflammasomes canoniques. Elle est activée par clivage
et/ou oligomérisation au sein de l'inflammasome. Une étude récente suggere qu’elle
posséde la capacité de contréler la durée d’activation des inflammasomes par auto-

clivage de sa forme active en forme active instable (Boucher, 2018).

3. Les pathologies liées aux inflammasomes

De par leur fonction, les inflammasomes sont indispensables a la défense de 'organisme
(Howell, 2018). Ainsi, les dérégulations de leur fonctionnement, en particulier celles
causant un exces de sécrétion de cytokines, sont responsables du développement de

pathologies inflammatoires et/ou métaboliques (Amin, 2017).

On peut distinguer deux types de pathologies associées a des défauts de fonctionnement
des inflammasomes : i) celles directement liées a la présence de mutations des PRRs,
dites inflammasomopathies et ii) celles causées par des dérégulations de I'expression et
de I'activité des PRRs (Amin, 2017).

3.A Les principales inflammasomopathies

Les inflammasomopathies regroupent les pathologies auto-inflammatoires associées a
des défauts dans la fonction de I'inflammasome. Il s’agit le plus souvent de mutations qui
touchent les protéines de la machinerie résultant en un gain ou perte de fonction de

'activité de I'inflammasome (Amin, 2017).

Les mutations dans le gene codant la protéine NLRP3, sont associées a un groupe
hétérogeéne de pathologies connues sous le nom de Syndrome Périodique Associé a la
Cryopyrine (CAPS) ou cryopyrinopathies (Kuemmerle-Deschner, 2017). Ces pathologies
regroupent l'urticaire familial au froid de type 1, le syndrome de Muckle-Wells et le
syndrome CINCA/NOMID (syndrome chronique infantile neurologique cutané et

articulaire néonatal). Ce dernier syndrome serait de loin le plus sévere.
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Il est causé par une mutation dominante du géne NLRP3 et est associé, chez le
nourrisson, a une fieévre continue, des inflammations méningées stériles pouvant causer
une surdité et des retards mentaux. Il peut aussi endommager, par des inflammations
locales, les yeux et les muscles (Kuemmerle-Deschner, 2016). Ces symptomes sont liés a
une activation continue de l'inflammasome NLRP3 qui engendre une production
excessive d’'IL-1p. Les agents bloquants de I'IL-1p, comme le Canakinumab ou de son
récepteur comme I’Anakinra, sont actuellement les seuls traitements préconisés (De
Benedetti, 2018). Ils présentent une action rapide et efficace pour supprimer les
symptomes. Les CAPS sont des pathologies relativement rares ; elles ont été estimées a 1
cas pour 1 million aux USA et 1/360000 en Europe (Finetti, 2016).

D’autres inflammasomopathies telles que les AIFEC (Romberg, 2014 ; Rodrigues, 2018),
les troubles auto-immuns associés au vitiligo ou encore les urticaires familiaux au froid
de type 2 (Jeru, 2008) sont aussi liés a des mutations dominantes des génes NLR(C%,
NLRP1 ou NLRP12 respectivement.

Bien que de nombreuses mutations aient été rapportées pour le géne NLRP7, les
pathologies qui leurs sont associées ne correspondent pas, sur le plan clinique, a des
inflammasomopathies. Il s’agit de mutations récessives homozygotes ou hétérozygotes
composites pour lesquelles le phénotype associé correspond a des défauts de la
reproduction chez la femme et en particulier le développement de moéles hydatiformes
(Murdoch, 2006). Les patientes ne présentent pas de troubles auto-immuns ou
d’inflammation chronique (cf.: chapitre I1.1.A Méles hydatiformes et Chapitre I11.4 focus
sur la protéine NLRP7).

3.B Les pathologies liées a des dérégulations d’expression des inflammasomes

L’expression quasi-ubiquitaire des inflammasomes a incité plusieurs groupes de
recherche a investiguer sur leur implication potentielle dans la genése et/ou la
progression de nombreuses pathologies. L'inflammasome NLRP3 est le plus étudié et on
sait actuellement qu’il est associé au développement de multiples pathologies. Ces
dernieres incluent le diabéete de type 2, I'athérosclérose et la goutte (Amin, 2017) ainsi
que la maladie Alzheimer (Tan, 2013). De facon intéressante, des dérégulations dans la
fonction de I'inflammasome NLRP3 ont aussi été rapportées dans les pathologies de la
grossesse. Celles—ci incluent la PE, principale pathologie de la grossesse, le RCIU ainsi
que la prématurité (Soellner, 2018 ; Brien, 2017 ; Modi, 2017 ; Gomez-Lopez, 2018).
Seules ces dernieres seront développées dans ce manuscrit car elles font 'objet de 1'axe

de recherche développé au cours de ma these.
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La pré-éclampsie

Bien qu’aucune mutation des NLRPs n’ait été rapportée dans la PE, plusieurs études ont
démontré leur implication dans le développement de cette pathologie (Soellner, 2018).
Les niveaux d’expression de NLRP1 et NLRP3 sont notamment significativement plus
élevés dans les monocytes de patientes pré-éclamptiques (Matias, 2015). Au niveau
local, dans le placenta, NLRP3 est également significativement plus exprimée. Cette
augmentation est associée a une sécrétion plus importante d’IL-1f en réponse a
I'activation de I'inflammasome NLRP3. De plus, il est important de noter que la PE est
associée a un taux placentaire élevé d’acide urique, (DAMPs) molécule directement
impliquée dans l'activation de I'inflammasome NLRP3 (Stodle, 2018). D’autre part, il a
été démontré que les vésicules extracellulaires massivement produites par les placentas
pré-éclamptiques induisent un phénomene thrombo-inflammatoire dans les
trophoblastes a l'interface foeto-maternel, responsable de 'activation du NLRP3 (Kohlj,
2016). En effet, les vésicules extracellulaires du placenta PE induisent une accumulation
de plaquettes et un relargage d’ATP important dans les vaisseaux placentaires. Or, ’ATP
libre dans la cellule constitue aussi un DAMP spécifique de l'inflammasome NLRP3
conduisant a son activation et a I'induction des phénomeénes inflammatoires décrits dans

la pathologie de la pré-éclampsie (Kohli, 2016).

Le retard de croissance intra-utérin

Le RCIU, souvent idiopathique, a été rapporté comme pathologie étroitement associée a
une inflammation placentaire (Kovo, 2013 ; Cotechini, 2014). En I'absence d’infection
dans cette catégorie de RCIU, I'implication de I'inflammasome NLRP3 est suspectée. A ce
jour, seule une étude suggere une implication directe de I'inflammasome NLRP3 dans le
RCIU. Elle démontre que l'exposition placentaire a l'urate monosodique induit une
inflammation excessive médiée par cet inflammasome et conduit, in vivo, a un RCIU chez
la ratte gestante (Brien, 2017).

La prématurité

Des études récentes basées sur le séquencage complet de I'exome ont analysé plusieurs
cohortes de patientes ayant présenté des cas de travail spontané prématuré. Ces études
ont démontré qu’au moins une partie des cas pourrait étre classée dans le groupe des
inflammasomopathies (Modi, 2017). En effet, il ressort de ces études qu'une fraction non
négligeable de patientes sont porteuses de mutations affectant la séquence exonique de
geénes codant pour des inflammasomes (ex: NLRP10, NLRP12, NOD2, TLR10) (Modi,
2017).

97



NLRP7 #1

NLRP7 #2

NLRP7 #3

NLRP7 #4

NLRP7 #5

NLRP7 #6

PYD

1009aa

980 aa

1036aa

963 aa

1065aa

672 aa

Figure 28 - Variants protéiques de la protéine NLRP7
Structure protéique des 6 variants de la protéine NLRP7. PYD : Pyrine Domain; NACHT Domain; LRR:

Leucin Rich Repeats Domain.
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Ces résultats suggerent fortement que linflammation décrite dans les cas
d’accouchements prématurés spontanés pourrait étre liée a l'activation de certains
inflammasomes par des particules d’origine infectieuses ou stériles (ex : stress cellulaire,
nécrose). Cette hypotheése est soutenue par d’autres études qui ont démontré 'activation

des inflammasomes dans des cas de naissances prématurées (Gomez-Lopez, 2018).

L’ensemble des données collectées a ce jour sur le role des inflammasomes dans la
physiologie et dans le développement de certaines pathologies suggere fortement leur
considération en tant que cibles préférentielles d’investigation. La modulation de
I'activité des inflammasomes représente un nouvel espoir dans la recherche de
traitement des pathologies majeures de notre siecle que sont le cancer, le diabéte et les
pathologies neurodégénératives, telles que les maladies de Parkinson et d’Alzheimer,

ainsi que celles en lien avec la reproduction.

4. Focus sur la protéine NLRP7

La protéine NLRP7 est codée par le géne du méme nom situé sur le chromosome 19 au
locus q13.42. Ce géne comporte 11 exons dont 10 codants et est issu de la duplication du
géne NLRP2 apres la spéciation des primates. De ce fait, il n’existe pas chez les autres
especes de mammiféres notamment les muridés (Murdoch, 2006). Son produit de
transcription est soumis au processus d’épissage alternatif : 6 isoformes de la protéine
sont référencées dans les bases de données (figure 28). La traduction de la séquence
codante dans sa totalité donne une protéine de 1037 acides aminés pour un poids
moléculaire de 115 kDa. On peut la retrouver dans la littérature sous le nom de : NALP7,
NOD12, PAN7, PYPAF3 (PYRIN-containing Apafl-like protein 3), HYDM ou encore
CLR19.4.

4.A Expression et régulation

L’expression du gene NLRP7 a été mise en évidence dans de nombreux tissus, tels que le
testicule, le placenta ou encore les embryons préimplantatoires. Au niveau cellulaire,
NLRP7 a été majoritairement rapportée et étudiée dans les lymphocytes (Okada, 2004 ;
Mahadevan, 2014 ; Messaed, 2011). NLRP7 semble avoir de multiples localisations
subcellulaires. Cette protéine a été décrite comme essentiellement exprimée dans le
cytoplasme avec d’occasionnelles translocations et agrégations dans le noyau (Khare,
2012 ; Singer, 2015 ; Singer, 2014). Ces translocations sont confortées par la présence
d’'un signal de localisation nucléaire (NLS) au sein de son domaine NACHT. De plus,
NLRP7 est décrit comme interagissant avec des facteurs nucléaires impliqués dans la
méthylation de 'ADN (Mahadevan, 2014) et la régulation de l'expression de certains
genes cibles (Singer, 2015).
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De maniére intéressante, NLRP7 semble avoir la capacité d’interagir avec le répresseur
de la transcription ZBTB16 et d’initier un rétrocontrole négatif de sa propre

transcription (Singer, 2015).

4.B Role dans l'inflammation

Deux fonctions inflammatoires opposées ont été rapportées pour la protéine NLRP7
(Khare, 2012 ; Kinoshita, 2005). En effet, NLRP7 est décrite pour former un
inflammasome qui, une fois activé, conduit a la sécrétion d’IL-1f . Ce phénomene est
compatible avec un role pro-inflammatoire de NLRP7 (Kinoshita, 2005). A l'inverse,
NLRP7 est aussi décrite comme responsable de I'inhibition de la sécrétion d’IL-1p
dépendante de la caspasel (Khare, 2012). Les mécanismes d’action opposés proposés

pour la protéine NLRP7 sont rapportés dans la figure 29.

4.B.a Role Pro-inflammatoire de la protéine NLRP7

Le role pro-inflammatoire de la protéine NLRP7 s’inscrit dans le consensus classique de
fonctionnement établi pour les NLRPs. Différents agonistes sont décrits pour déclencher
'activation de NLRP7 tels que Staphylococcus Aureus ou encore Listeria Monocytogenes ;
mais ceux-ci ne sont pas spécifiques de NLRP7 car ils peuvent également activer d’autres
inflammasomes. A titre d’exemple, L. Monocytgenes peut également activer les
inflammasomes NLRC4, NLRP3 et AIM2. Les seuls PAMPs décrits comme spécifiques de
I'inflammasome NLRP7 sont les lypopeptides acétylés d’origine bactérienne (acLP)
(Radian, 2013).

Comme illustré dans la figure 29, la reconnaissance des acLP par la protéine NLRP7
induit son activation conduisant a un changement dans sa conformation. Une fois
activée, NLRP7 forme un inflammasome grace a sa liaison a I’ASC et a la Caspase 1 qui

permettent la maturation de la pro-IL-1f et de la pro-IL-18.

4.B.b Role anti-inflammatoire de la protéine NLRP7

Les données de la littérature suggerent que dans les cellules quiescentes, la protéine
NLRP7 est dans une conformation dite inactive (Radian, 2015). Le domaine LRR est
replié sur le domaine NACHT, la protéine NLRP7 ne peut donc étre complexée aux autres
protéines de l'inflammasome. Elle exercerait dans ce cas une fonction inflammasome

indépendante.

Entre autre fonction, il semble que la protéine NLRP7 inactive soit un régulateur négatif
de l'inflammation en diminuant la sécrétion d’IL-1p. En effet, plusieurs études ont
démontré que la surexpression de NLRP7 dans les cellules humaines induit une
inhibition de la sécrétion d’IL-13 (Messaed, 2011 ; Khare, 2012).
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Son role régulateur s’exercerait a différents niveaux ; elle pourrait étre un inhibiteur de
la transcription du gene codant pour I'IL-1 en empéchant I'activation du facteur de
transcription NF-kB. Le mécanisme par lequel NLRP7 inhiberait I'activation de ce facteur
de transcription n’a pas encore été élucidé. Cependant, des expériences de co-
immunoprecipitation ont permis de mettre en évidence une interaction entre la protéine
NLRP7 et la protéine FAF1 connue pour inhiber la translocation au noyau de la protéine
NF-kB (Kinoshita, 2006 ). Le role inhibiteur de la protéine NLRP7 pourrait également
s’exercer par l'inhibition de la maturation des pro-caspase 1 et pro-IL-1f a travers une
interaction avec ces protéines avant I'étape de l'activation de I'inflammasome (Radian,
2015).

Ces modes d’inhibition sont remis en question par I'étude de Messaed et al. en 2011.
Cette étude a démontré que la maturation de I'IL-1p dans des cellules issues de patientes
porteuses de mutations de la protéine NLRP7 n’était pas affectée (Messaed, 2011). En
effet, les cellules de ces patientes présentent des taux intracellulaires de pro-IL-1p et
d’IL-1f mature normaux voir supérieurs aux taux retrouvés dans les cellules non
mutées. Cependant, ces cellules ont perdu la capacité a sécréter cette interleukine. De
par sa localisation au niveau de l'appareil de Golgi, les auteurs ont émis 'hypothese
selon laquelle NLRP7 pourrait exercer un réle anti-inflammatoire en affectant le trafic
vésiculaire et notamment la sécrétion d’IL-1p. A I'heure actuelle, le mécanisme précis

par lequel NLRP7 affecte le trafic vésiculaire reste a démontrer.

4.C Role de NLRP7 dans le cancer

Tres peu d’études ont rapporté lI'implication de NLRP7 dans le développement du
cancer. L’étude d’Ohno et al. en 2008 a démontré que le niveau d’expression de cette
protéine est corrélé au degré d’invasion tumoral et au mauvais pronostic du cancer de
I'endometre (Ohno, 2008). Par ailleurs, NLRP7 a été rapportée comme surexprimée dans
le cancer testiculaire. Dans ce cancer, la protéine NLRP7 jouerait un réle crucial dans la
tumorigenése, notamment dans la prolifération des cellules germinales tumorales
(Okada, 2004).

4.D Role dans la spermatogénese

Bien que la protéine NLRP7 soit exprimée dans les testicules (Okada, 2004), elle ne
semble pas jouer un role critique dans la spermatogénése. Il ressort des études de
pédigrés des familles sujettes aux BIMH que tous les hommes présentant des mutations
bi-alléliques du géne NLRP7 ont une fertilit¢ normale (Wang, 2009). Cependant, en
raison du faible nombre de cas présents dans ces études, ces résultats restent a
confirmer.
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4.E Role dansl'ovogénese et I'acquisition de 'empreinte parentale

Le gene NLRP7 est un des premiers genes a effet maternel a avoir été identifié (Murdoch,
2006). Les genes a effet maternel sont transcrits durant I'ovogénese et stockés dans
I'ovocyte afin de permettre le développement embryonnaire précoce jusqu’a I'activation
de son propre génome sur les plans transcriptionnels et traductionnels. NLRP7 est
exprimée durant I'ovogénese jusqu'en Méiose I et est essentielle a la maturation de
I'ovocyte. Elle est présente principalement dans la région corticale au niveau du
cytosquelette ou elle colocalise avec la protéine KHDC3L, également issue d'un géne a
effet maternel et impliquée dans le développement des BiMH. En revanche, a partir du
stade blastocyste, ces protéines sont redistribuées a I'extérieur de la région corticale de
facon homogene au sein du cytoplasme pour NLRP7 et du noyau pour KHDC3L (Akoury,
2015).

Les études des niveaux d’expression, de la localisation et du réle de la protéine NLRP7
au sein de I'ovocyte et de I'embryon précoce ont conduit certains auteurs (Monk, 2017)
a émettre I'hypotheése selon laquelle la protéine NLRP7 appartiendrait au complexe
maternel sous-cortical (SCMC). Le SCMC est un complexe multi-protéique exprimé dans
les ovocytes et les embryons préimplantatoires (Bebbere, 2016) dont le rdle
physiologique précis reste a élucider. De multiples expériences d’invalidation des
protéines impliquées dans le SCMC chez la souris ont mis en évidence des problémes de
stérilité secondaires (Tashiro, 2010 ; Li, 2008). En effet, il n’a pas été rapporté de
dérégulations dans la folliculogénese ou dans I'ovulation, ni d’'impact sur la fécondation
ou la réceptivité endométriale. Chez ces animaux, le développement embryonnaire
s’arréte au moment du clivage du zygote (Tong, 2000). Ce role critique dans le clivage de
I'embryon serait lié au contréle de la mise en place du cytosquelette cellulaire par
I'intermédiaire de la régulation dynamique du réseau d’actine sous cortical, responsable

des divisions cellulaires symétriques (Yu, 2014).

A ce jour, seules 4 protéines formant ce complexe ont été décrites (Monk, 2017). Elles
sont toutes codées par des genes a effet maternel décrits comme étant associés a de
multiples défauts de la reproduction. De fagon intéressante, on retrouve au sein de ce
complexe, NLRP5 qui serait associée a de rares cas de MHC mais également aux fausses
couches récurrentes et aux morts in utéro, ainsi que KHDC3L associée au
développement des BiMH. Cependant, une étude biochimique s’intéressant a ce
complexe a démontré que son poids moléculaire est largement supérieur aux poids
moléculaires combinés des 4 protéines qui le constituent (Li, 2008 ; Li, 2008 b). Ces

résultats suggerent que d’autres partenaires sont impliqués.

De plus, comme dans le cas des biMH, les mutations des genes NLRP5 et KHDC3L sont
associées a d’importantes dérégulations de I'empreinte parentale (Docherty, 2015;
Judson, 2002 ; ¢f. Chapitre II.1.A Les Moles Hydatiformes).
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L’empreinte parentale est un mécanisme épigénétique qui conduit a I'expression d’une
seule version d'un gene en fonction de son origine parentale. Ceci signifie que les cellules
somatiques ont un allele transcriptionnellement actif et un allele réprimé pour ce géne
(Monk, 2015). Il a récemment été démontré que NLRP7 a un réle direct dans la
régulation de l'acquisition de l'empreinte parentale. Ce role serait inflammasome
indépendant (Mahadevan, 2014 ; Nguyen, 2014). Il est donc possible que le SCMC
comprenne également NLRP7 et régule la localisation et la translocation au noyau des

facteurs épigénétiques au cours de I'ovogénese (Monk, 2017).

4.F Role dans le développement préimplantatoire

L’étude de Zhang et al. en 2008 suggere un role des NLRPs dans le développement
préimplantatoire des embryons humains suite a la mise en évidence d’'une diminution
importante de I'expression de ces protéines dans les ovocytes et embryons anormaux
(Zhang, 2008). Cette étude a également démontré que le niveau des transcrits NLRP7
diminue jusqu’au 3e jpf puis augmente de fagon importante au moment de l'activation
du génome embryonnaire, entre le 3e et le 5e jpf. Cette étude est en accord avec celle de
Monk et al. 2017, qui propose NLRP7 comme acteur potentiel du clivage de I'embryon

via la régulation du cytosquelette sous cortical (Monk, 2017).

4.G Role dans la placentation

Plus de la moitié des génes soumis a I'empreinte parentale ont un role dans la
prolifération et sont spécifiques du tissu placentaire (Hui, 2017). Le dogme du « conflit
parental » veut que les genes exprimés d’origine paternelle soient en faveur du
développement placentaire, tandis que ceux d’origine maternelle le limiteraient au profit
du développement de 'embryon (Haig, 2006). NLRP7 étant un acteur de la régulation de
I’empreinte parentale, il pourrait donc outre son implication dans la survenue des MH,

avoir un réle dans le contréle du développement physiologique du placenta.

A ce jour, tres peu d’études se sont intéressées au role de cette protéine dans le
développement placentaire. Une étude intéressante publiée par Mehadevan et al. en
2014 a démontré que NLRP7 est impliquée dans le lignage des cellules trophoblastiques
in vitro. En effet, la diminution d’expression de la protéine dans des cellules souches
humaines a induit une accélération de la différenciation trophoblastique des cellules

ainsi qu'une augmentation de la sécrétion de la 3-hCG par celles-ci (Mahadevan, 2014).

Récemment, il a aussi été démontré que la protéine NLRP7 est impliquée dans le
processus de décidualisation. NLRP7 est surexprimée dans les cellules déciduales
d’échantillons d’endomeétre collectés au premier trimestre de la grossesse. Ces
échantillons ont été comparés aux échantillons de décidue collectés chez des patientes

non enceintes (Huang, 2017).
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L’inhibition de I'expression du gene NLRP7 dans les cellules stromales endométriales
bloque le processus de décidualisation in vitro. Cet effet serait médié par 'inhibition de
I'expression de la protéine IGFBP1, Insulin-Like Growth Factor-Binding Protein 1. Les
auteurs de ce travail ont également démontré que la surexpression de NLRP7 dans ces
mémes cellules induit 'augmentation de I'expression de protéines impliquées dans le
processus de décidualisation. NLRP7 participerait au contréle du processus de
décidualisation suite a sa translocation dans le noyau et a l'induction de l'activité
transcriptionnelle du récepteur a la progestérone (Huang, 2017). Ils suggerent donc un
réle de NLRP7 en tant que co-facteur de transcription du récepteur a la progestérone

impliqué dans le processus de décidualisation.

Ces résultats sont en accord avec I'étude de Singer et al. publiée en 2015 démontrant la
capacité NLRP7 a interagir avec des facteurs de transcription impliqués dans la
modulation de I'expression de geénes cibles (singer, 2015), notamment de Ia
décidualisation (Huang, 2017). Ces travaux mettent en lumieére un role intracellulaire
inflammasome indépendant de cette protéine.

L’ensemble de ces données démontre que NLRP7 joue réle important dans le controle

des processus précoces clés du développement embryonnaire et suggére fortement son
implication dans le controle des processus développementaux du placenta humain.
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Objectif du Projet de these

J'ai réalisé mes travaux de these au sein du laboratoire de Biologie du Cancer et de
I'Infection au CEA de Grenoble. Le laboratoire, dirigé par le Dr Jean-Jacques Feige,
compte trois équipes de recherche dont I'équipe IMAC - Invasion Mechanisms in
Angiogenesis and Cancer, a laquelle je suis rattachée. Le groupe créé par le Dr Nadia
Alfaidy, directrice de ma these, au sein de cette équipe s’'intéresse au mécanisme de

I'invasion trophoblastique dans un contexte physiologique et pathologique.

Des l'origine de la création de son groupe en 2005, le Dr Alfaidy s’est intéressée a I'étude
du facteur croissance Endocrine Gland-derived Vascular Endothelial Growth Factor (EG-
VEGF) au cours de la placentation physiologique et pathologique. Les premiers travaux
de son groupe ont concerné I’'étude de I'invasion trophoblastique superficielle dans les
pathologies de la Pré-éclampsie et du retard de croissance intra-utérin. En 2013, dans le
contexte de la thése du Dr Wael Traboulsi, le groupe s’est intéressé au réle de ce facteur
placentaire dans le développement des maladies gestationnelles trophoblastiques,

associée a une invasion excessive des trophoblastes.

Au cours de ces travaux de these, le Dr Traboulsi a pu mettre en évidence I'implication
de 'EG-VEGF dans les phénomeénes de développement et de progression des moles
hydatiformes et du choriocarcinome (Traboulsi, 2017). D’autre part, face a I'absence de
véritables modeles animaux mimant le choriocarcinome gestationnel chez la souris, le
groupe a développé un modele murin de choriocarcinome gestationnel orthotopique
(Technologie protégée par 'INSERM). En effet, jusqu’a lors, il existait un modele de
tumeur primaire consistant en l'injection sous-cutanée de cellules tumorales chez des
souris non gravides immunodéficientes et un modele métastatique consistant en
I'injection intraveineuse de cellules tumorales, la encore chez la souris non gravide
immunodéficiente. La principale critique de ces deux modeles est I'absence d’influence
de l'environnement placentaire et de l'imprégnation physiologique induite par la
grossesse sur le développement et la progression tumorale chez les animaux. Le modele
développé par le Dr Traboulsi consiste en l'injection de cellules tumorales de
choriocarcinome humain directement dans la décidue maternelle de placenta murin a
7,5 dpc et leur analyse a 19,5 dpc.
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Forts de cette découverte et de la mise en place d'un modele d’étude pertinent du
développement et de la progression du choriocarcinome in vivo, nous avons souhaité
poursuivre I'étude du développement et de la progression des méles hydatiformes et du
choriocarcinome a travers la caractérisation du réle de la protéine NLRP7. En effet, les
mutations du gene codant pour cette protéine, appartenant a une famille de protéine
capable de former des inflammasomes, ont été décrites comme étroitement associées au
développement des moles hydatiformes completes (Murdoch, 2006). Les MHC sont des
tumeurs placentaires bégnines associées dans 20% des cas a la survenue d'un
choriocarcinome (Noal, 2010). Bien que la littérature s’enrichisse de plus en plus quant
a la mise en évidence de nouvelles mutations du gene NLRP7 dans les MHC, trés peu de
données existent concernant le role de cette protéine au cours de la placentation

physiologique et pathologique.

Ainsi, mon projet de these a concerné I'étude du role de la protéine NLRP7 dans les

placentations normale et pathologique selon trois grands axes :

v Etude clinique : Statut de l'inflammasome NLRP7 chez les patientes ayant des

grossesses molaires et choriocarcinomateuses,

v Etude in vitro / ex vivo : Caractérisation du role de la protéine NLRP7 dans les

placentas normal et tumoral,

v' Etude in vivo : Implication de la protéine NLRP7 dans le développement et la

progression du choriocarcinome in vivo.

L’étude du réle de la protéine NLRP7 dans la placentation normale a été possible grace a
I'acceés aux tissus placentaires frais collectés au premier trimestre de la grossesse au
CHU de Grenoble. Ces collectes nous ont permis de réaliser des études de cultures
primaires en 2D (cultures primaires de trophoblastes) et 3D (explants placentaires).
Nous avons également travaillé sur la lignée cellulaire non tumorale de cytotrophoblaste
(HTR8/SVneo) et les lignées tumorales, issues d'une métastase cérébrale de
choriocarcinome (BEWO ; JEG3).

Il nous a semblé intéressant, suite a nos premiers résultats dans un contexte non
tumoral, d’explorer I'implication de la protéine NLRP7 dans la pathologie du RCIU. Pour
cela, nous avons collaboré avec le Pr Marie-Noélle Dieudonné etle Dr Padma Murthi
pour I'acces a des cohortes bien documentées de tissus placentaires et sera de patientes.
L’étude du role de la protéine NLRP7 dans le contexte tumoral a nécessité des
collaborations plus larges, avec le Dr T. Aboussaouira du CHU de Casablanca (Maroc), le
Dr PA. Bolze du centre de référence Francais des maladies gestationnelles
trophoblastiques (Lyon) et le Dr R. Slim de l'université Mc Gill (Canada), du fait de la

rareté des échantillons du choriocarcinome.
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Enfin pour I'étude du réle de la protéine NLRP7 in vivo, nous avons développé une lignée
tumorale stable sous-exprimant la protéine (stratégie ShRNA) que nous avons injectée
chez les souris SHO-SCID gestantes en orthotopique (modele in situ développé par notre
groupe) et chez la souris SHO-SCID non gestante soit dans la corne utérine, modele de
tumeur primaire sans participation de I'imprégnation physiologique de la grossesse, soit

dans la veine de la queue, modele métastatique.
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Résultats
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Article 1

La protéine NLRP7 joue un role critique dans la différenciation
trophoblastique et est impliquée dans le retard de croissance intra-
utérin

L. Contexte et présentation de la publication

La protéine NLRP7 appartient a la famille des protéines NLRs capables de former des
inflammasomes. Cette protéine est principalement étudiée dans le contexte de
I'inflammation, en lien avec sa fonction d’'inflammasome. Les études de la littérature
rapportent une dualité concernant le réle de protéine NLRP7 dans l'inflammation. En
effet, plusieurs études ont démontré que la protéine NLRP7 a la capacité d’étre activée et
d’induire la sécrétion de I'IL-18, exercant donc une fonction pro-inflammatoire
(Kinoshita, 2005). A I'inverse, un réle de régulateur négatif de la sécrétion de I'IL-1f a
pu également étre mis en évidence (Khare, 2012 ; Messaed, 2011), démontrant une

action anti-inflammatoire inflammasome indépendante.

L’'intérét de I'étude de la protéine NLRP7 dans la reproduction, en particulier féminine, a
été mis en évidence en 2006. En effet, les mutations du géne codant pour la protéine
NLRP7 ont été rapportées comme étroitement associées au développement de
grossesses anormales (Qian, 2007), en particulier les méles hydatiformes (Murdoch,
2006). Les études qui ont suivies se sont intéressées a son réle dans le développement
de ces pathologies a travers l'étude de son rdle dans l'acquisition de l'empreinte
parentale (Nguyen, 2014 ; Mahadevan, 2014), dans I'ovogénese (Akoury, 2015 ; Monk,
2015) et le développement pré-implantatoire (Zhang, 2008 ; Monk, 2017).

Tres peu d’études se sont intéressées au réle de cette protéine dans les développements
placentaires normal et pathologique. L'étude de Mehadevan et al. a démontré en 2014
que NLRP7 serait impliquée dans le lignage trophoblastique des cellules souches
humaines (Mahadevan, 2014). A ce jour, aucune étude n’a démontré le réle de cette
protéine dans la différentiation trophoblastique, parametre majeur du développement

placentaire au cours du premier trimestre de la grossesse.
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Dans ce travail, notre objectif initial était de caractériser le role physiologique de la
protéine NLRP7 au cours du premier trimestre de la grossesse. En collaboration avec le
CHU de Grenoble, nous avons collecté 54 échantillons de placenta au premier trimestre
de la grossesse entre 6 et 14 SA. Ces tissus nous ont permis de déterminer i) la période
d’expression physiologique de la protéine NLRP7, ii) les types cellulaires exprimant la
protéine, iii) le ré6le de NLRP7 dans l'invasion trophoblastique grace a la mise en place
de culture d’explants placentaires (systeme 3D), ainsi que iv) le réle de NLRP7 dans la
différenciation trophoblastique sur des trophoblastes primaires isolés a partir de
placenta humain de premier trimestre. Ce dernier résultat a été confirmé sur la lignée
syncytiotrophoblastique, BEWO. Aussi, nous avons utilisé la lignée cellulaire
cytotrophoblastique invasive et non tumorale, HTR8/SVneo. Grace au travail sur cette
lignée, nous avons démontré que l'expression de NLRP7 est régulée par deux
parametres majeurs de la placentation : I'hypoxie et la f-hCG et que NLRP7 contrdle la

prolifération et la migration trophoblastique.

Au vu des résultats obtenus, un second objectif s’est imposé. Ce dernier a concerné la
caractérisation du statut de la protéine NLRP7 dans le RCIU, pathologie de la grossesse
associée a des défauts du développement placentaire avec des conséquences sur la
progression normale de la grossesse. Cette étude a été motivée par une étude récente de
la littérature qui a démontré 'implication d’'une autre protéine appartenant a la sous-
famille des NLRPs, NLRP3, dans le développement de la pathologie du RCIU (Brien,
2017). De plus, cette pathologie avait déja été rapportée comme étroitement associée a
une inflammation excessive en l'absence d’infection sous-jacente (Kovo, 2013 ;
Cotechini, 2014).

En collaboration avec le Dr Padma Murthi « Université de Melbourne » et le Pr Marie-
Noélle Dieudonné « Université de Versailles - Saint Quentin », nous avons bénéficié de
deux cohortes de sera et de tissus placentaires bien documentés. Ce matériel nous a
permis de caractériser le statut de la protéine NLRP7 ainsi que celui des protéines de la
machinerie des inflammasomes (ie. ASC, Caspase 1, I1I-1p et IL-18) dans le RCIU. Ces
caractérisations ont été réalisées au niveau local dans les placentas et au niveau

systémique chez les patientes.

L’ensemble des résultats obtenus dans cette étude est reporté dans la publication qui
suit. Cette publication est actuellement en révision favorable dans le journal « Journal of
Molecular Medicine ». J’ai réalisé ce travail en étroite collaboration avec le Dr Roland
Abi-Nahed qui était en stage post doctoral au sein de I'équipe pendant la période de ma
these.
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Abstract

Fetal growth restriction (FGR), the leading cause of perinatal mortality and morbidity is highly related to
abnormal placental development, and placentas from FGR pregnancies are often characterized by increased
inflammation. However, the mechanisms of FGR-associated inflammation are far from being understood.
NLRP7, a member of a family of receptors involved in the innate immune responses has been shown to be
associated with gestational trophoblastic diseases. Here, we characterized the expression and the functional role
of NLRP7 in the placenta and investigated its involvement in the pathogenesis of FGR. We used, primary
trophoblasts and placental explants that were collected during early pregnancy, established trophoblast-derived
cell lines, human placental villi and serum samples from early pregnancy (n=38) and from FGR (n=40) and age-
matched controls (n=32). Our results show that NLRP7 i) is predominantly expressed in the trophoblasts during
the hypoxic period of placental development and its expression is up-regulated by hypoxia, ii) increases
trophoblast proliferation ([*H]-thymidine) and controls the precocious differentiation of trophoblasts towards
syncytium (syncytin 1 and 2 and B-hCG production and XxCELLigence analysis) and towards invasive
extravillous trophoblast (2D and 3D cultures). We have also demonstrated that NLRP7 inflammasome activation
in trophoblast cells increases IL-1f, but not IL-18 secretion. In relation to the FGR we demonstrated that major
components of NLRP7 inflammasome machinery are increased and that IL-18 but not IL-18 circulating levels
are increased in FGR. Altogether, our results identified NLRP7 as a critical placental factor and provided

evidence for its deregulation in FGR.

Key words: trophoblast invasion, FGR, inflammasome, NLRP7, inflammation, pregnancy
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Introduction

Inflammation during pregnancy is a serious clinical problem associated with childhood and adult diseases [1,2].
Fetus exposure to inflammation increases the incidence of stillbirth, and surviving fetuses are at increased risk of
FGR and preterm birth [3,4]. FGR, the leading cause of perinatal mortality and morbidity affects approximately
8% of all pregnancies [5,6]. Today, it is well established that FGR occurrence is highly related to abnormal
placental development [7-9] and that placentas from FGR pregnancies are characterized by increased
inflammation [10], placental apoptosis [11-13], poor invasion of the maternal spiral arterioles [14] or a reduced
Syncytiotrophoblast (ST) barrier [15].

Recent data showed that inflammation-induced FGR in pregnant rats was associated with altered placental
morphometrics, including reduced placental weight and thickness, as well as decreased placental area [10], and
that antenatal suppression of IL-1 protects against inflammation-induced fetal injury and improves neonatal and
developmental Outcomes in mice [16]. These finding suggest a potential link between aberrant inflammation and

FGR development.

During pregnancy, infection caused by the pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) is a well-known
cause of inflammation but, as in many cases of pathological pregnancies, there is no detectable infection while
evidence of inflammation [17,18]. Recent studies reported that the damage associated molecular pattern
(DAMPs) [19,20], such as uric acid crystals, can induce inflammation through the same receptors as pathogens,
namely the Toll-like receptors (TLRs) and NOD-like receptors (NLRs) [19,20]. While TLRs-induced
inflammation in FGR pregnancy has been well studied, the NLRs-induced inflammation remains largely

unknown.

NLRs are cytoplasmic receptors that play a crucial role in the innate immune response by recognizing the PAMP
and DAMPs. Among functions ensured by activated NLRs is the inflammasome formation. The inflammasome
is defined as an intracellular multimeric protein complex that contains a sensor receptor (NLR) [21], an adaptor
protein called ASC protein [22] and an effector enzyme, the caspase-1. This complex catalyzes a cellular
reaction to protect against an immediate danger resulting in the processing and maturation of pro-inflammatory
cytokines, the interleukin, (IL-1p) and IL-18 [23]. Eight members of NLRs, named NLRP1, NLRP2, NLRP3,
NLRP6, NLRP7, NLRP12, NLRC4, and NAIP, are known to exhibit inflammasome activities. It is to be noted
that different members of NLRs can contribute to the intracellular maturation of IL-1f and IL-18 maturation
[23]. In relation to pregnancy pathologies, only NLRP3 and NLRP7 were reported to be deregulated [23,24].
NLRP3 increased-inflammasome activity has been reported in preeclampsia and or FGR [25,26]. NLRP7, also
known as NALP7, has been studied extensively in relation to gestational trophoblastic diseases, as mutations of
its gene have been reported in 50% of complete hydatidiform moles with high risk of evolving to
choriocarcinoma [27,28]. Nevertheless, the expression and the role of NLRP7 in human placentation and its
potential involvement in the development of main pregnancy pathologies such as preeclampsia and FGR is not

known.

Here we have determined the pattern and profile of expression of NLRP7 during the first trimester of human
pregnancy and determined its direct role on placental development by demonstrating its effects on trophoblast

proliferation, differentiation, migration, invasion and apoptosis. Furthermore, using a distinctive clinically well-
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defined cohort of human pregnancies, we determined NLRP7’s inflammasome activity in the placental tissues

from FGR and uncomplicated gestation age-matched control (AMC) pregnancies.

Materials and methods

Tissue collection

Collection and processing of human placentas were approved by the local hospital ethical committees and
informed patient consent was obtained in all cases. All procedures were conducted in accordance with the
Helsinki Declaration of 1975. First trimester human placentas (n=38), from 6—14 weeks of gestation (Wg) were
obtained from elective terminations of pregnancies from Grenoble Hospital. FGR and AMC placentas were
collected between 30 and 39 Wg at the Poissy-Saint Germain Hospital France, and at the Royal Women’s
Hospital in Melbourne, Australia. Patient characteristics are presented in Tablel.

Inclusion criteria for all samples in the study were a birth-weight less than the 10" percentile for gestational age
using growth charts of the French/Australian population. Preeclampsia is often associated with FGR, however, in
this study, we aimed to investigate a population of idiopathic FGR, therefore all patients were normotensive. The
following characteristics were excluded in the selection of both control and FGR samples: prolonged rupture of
membranes beyond 24 hours and/or evidence of placental abruption; maternal chemical dependency; underlying
maternal diseases including, preeclampsia, maternal hypertension, gestational diabetes, type 1 and 2 diabetes;
suspicion of intrauterine viral infection; fetal congenital anomalies; chromosomal abnormalities; pregnancies
with multiple fetuses; and suspected intrauterine infection.

The gestational age for both FGR and control patients included in this study was calculated based on the last
menstrual period and confirmed by second-trimester ultrasound in 90 % of the patients, or solely based on the
first-trimester scan in the remaining 10 % of the patients. Control pregnancies were selected to match FGR cases
according to gestational age. Control women either presented in spontaneous idiopathic preterm labor or
underwent elective delivery. All control placentas obtained were grossly normal and were obtained within 20
minutes of delivery. Placental tissue samples were excised from random areas of the placental cotyledons, but
excluded the peripheral margin and infarcted areas. Samples from each placenta were snap frozen and stored at -
80°C for RNA and protein analysis or fixed in 4% paraformaldehyde for immunohistochemical analysis.

Blood sample collection

Analysis of circulating cytokines (IL-1p and IL-18) in FGR (n=23) and AMC (n=31) was performed using a
bank of sera that were collected at Hospital Poissy-Saint Germain. All patients gave informed consent and the
study was approved by the local ethics committee.

IL-1p and IL-18 ELISA

IL-1B and IL-18 were measured by ELISA (PeproTech, France for IL-1B and R&D systems for IL-18) in the
collected sera. Only mature cytokines are measured using these kits. Two separated standard curves were
constructed to allow accurate readings of samples at upper and lower ranges of the assay. All samples were in
the linear range of the standard curves. The detection limit of the assay was 8 pg/ml for IL-1p and 11 pg/ml for
IL-18.

Cells and explant cultures (PEX)
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Isolation and purification of villous cytotrophoblasts: Villous cytotrophoblasts (VCT) were isolated from first-

trimester chorionic villi by differential trypsin digestion according to previous published protocol [29-31].
Briefly, after isolation cells incubated at 37°C under normoxic (20 % O3) or hypoxic (1.5% O2) conditions.

HTRS/SV neo culture: The human normal extravillous trophoblast cell line, HTR8/SV neo (ATCC®
CRL3271™) were used between 24 and 30 passages and grown in RPMI-1640, 10% FBS [32]. Cells were
maintained at 37°C under normoxic (20 % O3) or hypoxic (1.5% O3) conditions. HTR8/SVneo cells represent
extravillous trophoblasts and derive from first-trimester placental tissue collected from a normal pregnancy.
BeWo cell line: The human choriocarcinoma-derived BeWo trophoblast cell line (clone B30) was a kind gift
from Prof. Stephen Rogerson (The University of Melbourne). Cells were cultured in RPMI-1640 medium, 10%
FBS. The cells were then induced to aggregate and fuse [33]. BeWo is used as surrogate for primary villous
trophoblasts since it reveals most of the characteristics of villous trophoblast, and recapitulates syncytial fusion
processes.

Human Placental explant (PEX culture): Villous explant cultures were established from first-trimester human
placentas at 7-12 wg as previously reported [32]. Explants were cultured in DMEM Ham’s F-12 medium
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France). After 24 h of culture, explants were transfected with the SIRNAs. For each
placenta, three explants were used for each determination. For statistical analysis, the n value represents the
number of placentas, not explants. PEX in culture preserve the topology of intact villi and closely mimic the
formation of anchoring villi occurring in vivo by the end of the first trimester of pregnancy.

Statistical Analysis

Statistical comparisons were made using the Student’s t-test and the one-way ANOVA. All data were checked
for normality (Shapiro-Wilk) and equal variance. When normality failed, a nonparametric tests were used. Both
Mann-Whitney Rank Sum and Kruskal-Wallis tests were used. All analyses were performed using SigmaStat,

Jandel Scientific Software. All data are expressed as means Mean = SD (P<0.001, 0.01 and 0.05).
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Results

NLRP7 protein expression in the human placentas during the first trimester of pregnancy.

Human placentas from six to fourteen weeks of gestation (wg) were used to immunolocalize NLRP7 protein.
NLRP7 was mainly observed in cytotrophoblast (CT) and ST cells during the first nine weeks of gestation (Fig.
1A a-d). A weak immunoreactivity was observed in the Hofbauer cells. To determine whether NLRP7 is
expressed in invasive extravillous trophoblasts (EVT) we performed an immunofluorescence using both NLRP7
and HLA-G antibodies. HLA-G is a specific protein marker for invasive EVT. Fig. 1B shows that NLRP7 and
HLA-G protein do not colocalise (Fig. 1Ba-e).

The pattern of NLRP7 protein expression was analyzed on protein extracted from placental tissue homogenates.
The specificity of NLRP7 antibody is reported in Fig. S1A. Because of the pattern of NLRP7 expression
throughout the first trimester of pregnancy, reported on Fig.1C, we quantified its expression in relation to the
time of the placental oxygenation and the establishment of the feto-maternal circulation, an early gestational
period (6-9 wg) and a late gestational period (10-14wg). A significant decrease in NLRP7 protein levels was
observed during the late first trimester, Fig. 1D.

NLRP7 protein is up-regulated by hypoxia and activated in trophoblast cells.

Low oxygen tension is a key parameter that controls gene expression and placental development during the first
trimester of placental development [34,35]. Because NLRP7 expression was significantly higher during this
period, we hypothesized that it might be regulated by oxygen tension. To test this hypothesis, we incubated
HTRS8/SVneo for 48 hours under either 20% or 1.5% O,. There was a significant increase in NLRP7 protein
expression under hypoxia, suggesting that NLRP7 is up-regulated by oxygen tension in trophoblast cells, Fig.
2A-B.

Previous studies have reported that NLRP7 could be specifically activated by FSL-1, a bacterial-derived toll-like
receptor 2/6 agonist for NLRP7 [36], therefore, we have verified whether HTR8/SVneo can be activated upon
their stimulation with FSL-1. Fig. S2A and B show that FSL-1 increased Il-1f secretion and production in
HTR&/SVneo. However, no significant effect was observed on IL-18 production, Fig. S2C. Also, we
demonstrated that NLRP7 inactivation using siRNA strategy decreased IL-1p and I1-18 mRNA expression, Fig.
S2D and E, respectively.

NLRP7 protein expression correlates with the trophoblast undifferentiated state.

Placental trophoblast proliferation and differentiation towards ST or invasive EVT are important phenomenon
for normal placental development. To determine whether NLRP7 affects these processes, we first compared
NLRP7 protein levels in primary CT cultures during their differentiation towards ST. The experiment was
conducted under normoxic and hypoxic conditions and lasted 90 hours. Fig. 2C shows that under normoxic
conditions, NLRP7 levels increased up to 48 hours and then decreased significantly at 72 and 92 hours. Under
hypoxic conditions, NLRP7 expression was stable for up to 90 hours. Under normoxic conditions, CT cells
differentiated into syncytium after 72 to 90 hours, however, under hypoxic conditions, CT differentiated less into
syncytium and were more proliferative [34,35]. A quantification of three independent experiments is shown in
Fig. 2D. These data strongly suggest that NLRP7 protein is associated with an undifferentiated state of

trophoblast cells and that this protein might regulate trophoblast cell proliferation and differentiation.
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Role of NLRP7 in trophoblast proliferation

Using siRNA strategy, we compared the proliferation rate of HTR8/SVneo using the PrestoBlue assay. Fig. S3A
and 3B report the effect of NLRP7 -SiRNA transfection on the levels NLRP7 mRNA and protein. We
demonstrate that NLRP7 silencing causes a significant decrease in the proliferative rate of HTR8/SVneo, Fig.
2E. To confirm these results, we measured [*H]-thymidine incorporation into the HTR8/SVneo after NLRP7
silencing. There was a significant decrease in [*H]-thymidine incorporation in the cells treated with NLRP7
SiRNA compared to Scrambled SiRNA treated cells, Fig. 2F, suggesting that NLRP7 protein is directly involved

in trophoblast proliferation.
Role of NLRP7 in trophoblast syncytialisation

Both primary trophoblasts and BeWo cells were used to determine the role of NLRP7 in the differentiation of
trophoblast cells into ST. Fig. S3C-F report the effect of NLRP7 SiRNA on the levels of expression of NLRP7,
at the mRNA and protein levels. Fig. 3A shows photographs of BeWo cells that were cultured for 92 hours after
transfection with NLRP7 SiRNA or Scrambled SiRNA. There was an increase in the number of syncytium units
in the NLRP7 siRNA conditions (Fig. 3B), suggesting that NLRP7 negatively controls cells differentiation
towards syncytium formation. Forskolin, an inducer of trophoblast syncytialisation was used as a positive control.
As depicted in Fig. S4A, similar to BeWo cell cultures, an increase in the number of syncytial units were
observed in primary trophoblast cultures. The effect of NLRP7 inactivation on BeWo cell differentiation to ST
formation was determined using immunostaining for desmoplakin. As shown in Fig. S4B a qualitative decrease
in immunoreactive desmoplakin was observed in NLRP7 siRNA treated cells. Also, we observed a significant
increase in B-hCG concentrations in the NLRP7 siRNA treated cells compared with the scrambled siRNA treated
cells, confirming the potential role of NLRP7 in the direct or indirect regulation of the process of syncytialisation
of trophoblasts, Fig. 3C. The differentiation potential of BeWo cells was also further evaluated using the
xCELLigence system. As shown in Fig. 3D; a significantly increased differentiation potential as measured by the
electrical impedance and represented by the cell-index (CI) was observed in NLRP7 siRNA.

We have also further demonstrated that the levels of expression of B-hCG, as well as syncytin-1 (ST1) and
syncytin-2 (ST2), the two fusogenic membrane glycoproteins that are critical in the process of syncytialisation,
were higher in the NLRP7 siRNA condition. Fig 3E-G show that B-hCG and ST1 mRNA, but not ST2 mRNA,
were significantly increased in the absence of NLRP7. Altogether these data strongly suggest that NLRP7

negatively controls syncytialisation of the trophoblasts.
NLRP7 influences mRNA and activity of caspases

BeWo cells treated with NLRP7 siRNA or Scrambled siRNA were pooled from n=6 independent experiments.
The candidate genes were prioritized based on the fold-change in mRNA in NLRP7 siRNA treated cells
compared to scrambled siRNA treated cells. Of the 84 genes in the array plate, caspases 1, 3 and 8 were
identified as candidate genes based on their fold-change differences in NLRP7 siRNA, for caspase 1 (29%
decrease), 3 (11% decrease) and 8 (9% decrease). Further validation of these candidate caspases by real-time

PCR as depicted in Fig. 4A-C, as shown a significant decrease in caspase 1 mRNA was observed in NLRP7
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SiRNA treated cells compared to Scrambled SiRNA treated cells, however, there was no significant change
observed neither for caspases 3 or for caspase 8 mRNA between the NLRP7 SiRNA and Scrambled SiRNA
treated cells. These results were further confirmed at the activity levels of caspase 1, 3 and 8, respectively, Fig

4D-F.
Effects of NLRP7 on EVT migration and invasion.

NLRP?7 effect on HTR8/SVneo migration and invasion

The effect of NLRP7 on the migration of HTR8/SVneo cells was quantitated using the Boyden chamber assay in
the NLRP7 siRNA and Scrambled siRNA conditions, Fig. SA. As shown, there was a significant increase in the
rate of migration of HTR8/SVneo in the absence of NLRP7, suggesting that the NLRP7 negatively controls
trophoblast migration. We then determined the effect of NLRP7 on trophoblast invasion. Using the Transwell
invasion assay HTR8/SVneo cell invasion was assessed in the NLRP7 siRNA and scrambled siRNA conditions.
As depicted in Fig. 5B, a significant increase in the invasion potential of HTR8/SVneo was observed in the

absence of NLRP7, suggesting that the NLRP7 protein negatively controls trophoblast invasion.

NLRP7 effect on EVT invasion using the placental explant (PEX) model

We investigated the effects of NLRP7 on EVT outgrowth and invasion in the PEX. Fig. S3G-H depicts the effect
of NLRP7 siRNA transfection on the levels of expression of NLRP7 at the mRNA and protein levels. Fig. 5C
shows representative photomicrographs of placental villous tips at day three of culture in the NLRP7 siRNA and
Scrambled siRNA conditions. In the control condition, less outgrowth of EVT was observed from the distal end
of the villous tip and migration into the matrigel. However, in the absence of NLRP7, considerable invasion of
EVT was observed. The graphical representation illustrated in Fig. 5D reports the quantification of EVT

migration in six independent experiments at day three of culture of the PEX.
NLRP7 affects the expression of proteins involved in trophoblast invasion

To obtain further insights into the mechanism by which NLRP7 might affect trophoblast invasion, we compared
the effect of NLRP7 siRNA on the expression of an array of cytokines expressed by trophoblast cells. Fig. S4A
shows that NLRP7 inhibition deregulates multiple cytokines. As depicted a significant increase in the expression
of Prolactin, IGF-II and VEGFR2, three key proteins directly involved in trophoblast invasion [37-39] was
observed in NLRP7 SiRNA compared to Scrambled SiRNA treated cells. Fig. S4B reports a graph that confirms
the increase of these three genes at the mRNA levels. These data suggest that NLRP7 may control trophoblast

invasion through the regulation of key inflammatory cytokines and growth factors.
NLRP7 inflammasome machinery is deregulated in FGR pregnancies

As all the aforementioned experiments conducted in trophoblasts and in PEX demonstrated the involvement of
NLRP7 in placental development, we hypothesized that an increase in the expression of NLRP7 will be
associated with placental pathologies associated with FGR-affected pregnancies. Therefore, we compared the
NLRP7 expression levels and that of its inflammasome machinery in a bank of sera and placental tissues
collected from third trimester FGR-affected pregnancies compared to AMC. Fig. 6A shows that NLRP7 mRNA
was significantly elevated in FGR compared to AMC. NLRP7 increase at the mRNA level was further confirmed
at the protein level. NLRP7 was mainly expressed by the syncytium in the control placentas, however, in the

FGR placentas, a qualitative increase in the immunoreactivity was observed in the smooth muscle cells
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surrounding the fetal blood vessels, Fig 6B. The increase in the NLRP7 protein was confirmed by Western
blotting, Fig. 6C-D. To determine whether the NLRP7 machinery was also affected in the FGR condition, we
compared the levels of expression of ASC, caspasel and the pro- and mature forms of IL-1f.

We demonstrated that ASC protein expression was increased in the FGR placentas, Fig. 6E-F, but caspasel
protein levels unchanged, Fig. 6G-H. IL-1f3 analysis showed that both pro- and mature IL-1f3 forms were
expressed in the control placentas, Fig. 6I. However, in the FGR placentas, an increase in the levels of the
mature form of the IL-1p was observed (Fig. 6K), while a significant decrease was observed in the pro- IL-1f3

(Fig. 6J).
Circulating IL-1p and IL-18 are deregulated in FGR patients.

Here we compared the levels of circulating IL-1 and IL-18 in the sera from FGR and AMC. Fig 7A and 7B
show that circulating IL-1p levels were significantly increased in the FGR patients compared to AMC. In
contrast, we observed a significant decrease in the levels of circulating IL-18. These findings were further
substantiated in situ at the placental levels, where trends toward increased levels of IL-1p, Fig 7C and decreased
levels of IL-18 were observed, Fig 7D. These data also strongly suggest that IL-1 and IL-18 are differentially
regulated in the FGR compared to AMC. Importantly, data from the literature have previously reported that IL-
18 and IL-1P act through distinct cell surface receptors and have distinct consequences during infections [40,41].
In some settings IL-18 can even counteract the in vivo effects of IL-1P [40]. Such findings suggest that tailoring
the ratio of IL-1p versus IL-18 that is processed by inflammasomes might contribute to the fine-balance in

inflammatory responses.
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Discussion

The present work demonstrates the direct involvement of NLRP7 in the growth of the placental villi during the
first trimester of pregnancy and brings evidence of its aberrant expression and dysregulation in a major placental
pathology, the FGR. Despite a growing body of research investigating the function of the inflammasomes in
animal models [25,42], there is still limited evidence identifying the components of the inflammasomes in
human physiology and disease.

Here, we propose that NLRP7 is one of the key inflammatory proteins that should be ranked among the
important factors, which are crucial for the fine control of both physiological and pathological aspects of
placental development. These statements are based on three observations. Firstly, we have demonstrated that
NLRP7 is mainly expressed during the period in which hypoxia mediated changes in placental development
occurs [43]. We have also reported that the strongest expression of NLRP7 was observed in the ST, suggesting a
direct control of intracellular inflammatory processes by NLRP7 in a cell type that directly comes in contact with
the maternal blood. Our data also demonstrated that NLRP7 inhibits trophoblast migration and invasion,
confirming its control of trophoblast differentiation. While the mechanism of this control is still to be
demonstrated, we observed that NLRP7 does not colocalise with HLA-G protein and that its inactivation in
HTR&/SVneo led to trends in the increase of HLA-G and HLA-C mRNA expression, suggesting a negative
regulation of two specific protein of the EVT by NLRP7 (data not shown). Importantly, HLA-C expression has
been reported to be increased by NLRP2 protein [44].

Secondly, we have also demonstrated that NLRP7 increases the proliferation of trophoblast cells, with direct
control of their differentiation towards the formation of syncytium and/or EVT. An increase in NLRP7 induced
trophoblast proliferation is of biological significance as this effect on trophoblast cells is mandatory for the
continuous growth of the villi in a hypoxic environment. By increasing the proliferation of anchoring EVT,
NLRP7 may participate in the formation of trophoblast plugs that are known to protect the growing villi, as well
as the developing embryo from the harmful exposure to high oxygen levels in early gestation. The control of
trophoblast differentiation towards syncytium formation or EVT by NLRP7 demonstrates that this factor drives
the CT towards a proliferative pathway in preference to a differentiated one. This finding was clearly
demonstrated in the PEX model. Furthermore, by using the BeWo cells, we have also demonstrated that NLRP7
is essential for the renewal of CTs to syncytium.

Thirdly, we have demonstrated that NLRP7 inflammasome machinery is dysregulated in idiopathic FGR,
suggesting a possible direct regulatory role of NLRP7 in the aetiology of FGR, or as a compensatory mechanism
to ensure the progress of the pregnancy. In the case of a compensatory role, this protein may well contribute to
the reactivation of the proliferative processes often observed in the trophoblastic and the vascular system [45,29].
Importantly, our data show that in the FGR placenta, NLRP7 protein was strongly expressed in vascular smooth
muscle cells (vSMCs) surrounding fetal capillaries. These findings suggest that NLRP7 may also be involved in
vascular inflammation that is often associated with the pathogenesis of FGR. Importantly, recent data reported
that NLRP3 is involved in several pathological vascular conditions including ischaemia/reperfusion [46]. Hence,
one can speculate that the increased levels of NLRP7 expression in the vascular system may contribute to the
inflammatory reaction, in response to the recurrent ischaemia/reperfusion phenomenon associated with the

pathogenesis of FGR placentas [47]. Data from the literature also reported that vSMCs are highly involved in the
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inflammatory reaction through overexpression of receptors affecting inflammation [48,49]. This data suggests
that NLRP7 may play a critical role in mediating activation of vSMCs and contributing to FGR pathogenesis.
Speculations on the role of NLRP7 as a compensatory factor in FGR are to be taken with caution since the
inflammasome machinery in a given cell is common to multiple types of NLRs proteins. While, we are confident
that NLRP7 protein is dysregulated in FGR, the associated changes in the inflammasome machinery might well
be due to activation of other inflammasome member, including activation of NLRP3, as this protein has recently
been reported to be involved in the pathogenesis of FGR in the pregnant rats [25]. Another explanation for the
enhanced expression of NLRP7 inflammasome in the FGR placentas could be drawn in respect to the control of
EVT invasion by this protein. A sustained activity of the NLRP7 inflammasome over the first trimester of
pregnancy in response to external stimuli such as hypoxia, DAMP and PAMP might compromise the
remodelling of the spiral arterioles, a defect that is known to be a major cause of utero-placental hypoxia and a
central event in most placental pathologies associated with FGR [14,10,9].

To date, we do not have a direct demonstration of these hypotheses, as only a clinical prospective study
examining the NLRP7 inflammasome activity during the first trimester of pregnancy in women who go on to
develop FGR will determine whether elevated expression of this factor in FGR pregnancies is a cause or a

consequence of the pathology.
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Table 1: Clinical Characteristics of samples included in the study

Characteristics FGR (n=40) Control (n=32) Significance
Gestational age (mean + SD) 35.3+3.1 345+3.4 p=0.126
Maternal age (mean + SD) 31.9+5.7 32.12+5.5 p=0.890
Placental weight (g) 382.9+107.9 502.6 + 156 p=0.002**
Birth weight (mean + SD) 1986.4 + 593.3 2486.9 +787.9 p=0.004**
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Table 2: Primers used for the RT-qPCR

Gene Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') Temperature (°C)
NLRP7 TGCTGTACAAGACCATGACACG ACTCAAGCCCTCACACAGAAAC 60
ST1 CGGACATCCAAAGTGATACATCT TGATGTATCCAAGACTCCACTCCA 60
ST2 GCCTGCAAATAGTCTTCTTT ATAGGGGCTATTCCCATTAG 60
18S AAACGGCTACCACATCCAAG CCTCCAATGGATCCTCGTTA 60
IL1b GTCGGAGATTCGTAGCTGGAT GTCGGAGATTCGTAGCTGGAT 60
IL18 TGCCAACTCTGGCTGCTAAA TTGTTGCGAGAGGAAGCGAT 60
ASC TGGATGCTCTGTACGGGAAG TGGATGCTCTGTACGGGAAG 60
caspase 1 TGCCTGTTCCTGTGATGTGG TGTCCTGGGAAGAGGTAGAAACATC 60
p hCG GCTACTGCCCCACCATGACC ATGGACTCGAAGCGCACATC 60
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Figure legends

Figure 1. NLRP7 protein expression in the human placenta during the first trimester of pregnancy. Panel
A reports representative photographs of chorionic villi collected at 6 (a), 8 (b), 12 (c), 14 (d) weeks of gestation
(Wg) and immunostained with anti-NLRP7 antibody (brown staining). Negative controls are illustrated in (e-f).
Panel B reports immunofluorescence of human placenta at 7 wg using anti-NLRP7 and anti-HLAG antibodies
(a-e). Panel C reports a representative Western blot analysis that compares NLRP7 expression in placenta
collected during the early (6-9 Wg) and late first trimester of pregnancy (10-14 Wg). Panel D reports the
quantification of the intensity of the NLRP7 bands in three independent experiments (*p<0.05 versus control).
Standardization of the protein signals was performed using B-actin. Cytotrophoblast (Ct), Hofbauer cells (Hb),
Syncytiotrophoblast (St), Blood vessels (Bv), proximal trophoblast cells (PTC), distal trophoblast cells (dTC)
Scale bar=50pm.

Figure 2: NLRP7 is regulated by hypoxia and controls trophoblast proliferation. Panel A reports a
representative Western blot analysis that compares NLRP7expression in HTR-8/SVneo cells upon their culture
for 48h, under normoxic or hypoxic conditions. Panel B reports the quantification of the intensity of the NLRP7
signal under normoxia or hypoxia (n=7 independent experiments). Panel C reports a representative Western blot
analysis that compares NLRP7 expression in primary CT cells upon their culture under normoxic or hypoxic
conditions up to 92h. Standardization of the protein signals was done using P-actin. Panel D reports
quantification of three independent experiments of primary CT upon their culture under normoxic or hypoxic
conditions up to 92h. Panel E reports a histogram that illustrates the comparison of the HTR-8/SVneo cell’s
proliferation in the absence (NLRP7 siRNA) or the presence of NLRP7 (Scrambled siRNA) using two different
technics, the prestoBlue (E) and the *H thymidine incorporation (F). Data represent the mean + SD of triplicates
*p<0.05, ** P<0.01.

Figure 3: NLRP7 effects on trophoblast differentiation towards syncytium formation. Panel A reports
representative photographs of normal (Scrambled siRNA) or invalidated BeWo cells for NLRP7 expression
(NLRP7 siRNA), or BeWo cells treated with forskolin (10uM). Cells were cultured for 92h to allow syncytium
formation. Scale bar= 50 um. Circled area indicate syncytium formations. Panel B reports the quantification of
three independents experiments. Panel C compares the levels of f-hCG protein secretion in BeWo in Scrambled
siRNA vs NLRP7 siRNA (n=3). Panel D illustrates the degree of trophoblasts differentiation (n=3). Panel E
reports comparisons of -hCG, Syncytinl, Syncytin2 and mRNA expression between Scrambled siRNA and
NLRP7 siRNA in BeWo cells (n=6). Data are mean = SD. * P< 0.05, ** P< 0.01, ns: not significant.

Figure 4: NLRP7 effects on caspases 1, 3 and 8 mRNA expression and their activity in BeWo cells. Panels
A-C report caspase 1, 3 and 8 mRNA levels in Si Scrambled and NLRP7 siRNA BeWo treated cells,
respectively. Panels D-F compare caspase 1, 3 and 8 activity in Si Scrambled and NLRP7 siRNA BeWo treated

cells, respectively (n=4). Data represent the mean = SD. *** P< 0.001, ns: not significant.

Figure 5: NLRP7 controls extravillous trophoblast migration and invasion. Panel A reports comparison of
HTR-8/SVneo migration in Scrambled siRNA and NLRP7 siRNA conditions (n = 6). Cell migration was

assessed using the Boyden chamber system. Panel B reports comparison of HTR-8/SVneo invasion in
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Scrambled siRNA and NLRP7 siRNA conditions (n= 6). Panel C reports representative photographs of NLRP7

effect on extravillous trophoblast (EVT) invasion using a 3D culture system, the placental explant system.

Photograph in b shows increased budding and outgrowth of EVT from the distal end of the villous tips in the
NLRP7 siRNA condition at day 3 of culture. Panel D shows quantification of EVT outgrowths per villous tip in
the absence or presence of NLRP7 in six independent experiments performed in triplicate. Data represent the

mean = SD, ** P<(.01.

Figure 6: Components of the NLRP7 inflammasome machinery are deregulated in FGR placentas. Panel
A compares NLRP7 mRNA levels in FGR and CTL placentas (n=32 CTL and n=40 FGR). **p <0.01. Panel B
reports representative photographs of placental sections collected from CTL (a) and FGR (b) patients and
immunostained with an anti-NLRP7 antibody (brown color). Photograph in (c) represents a negative control.
Panel C reports representative Western-blot analysis that compares the expression of NLRP7 in CTL versus
FGR placentas. Panel D reports the quantification of the intensity of the bands of NLRP7 (**p<0.01). Panels E,
G, and I report representative Western blot analyses that compares ASC, caspase-1 and IL-1 protein levels in
CTL and FGR placentas. Panels F, H, J and K report quantification of the blots in E-I, respectively. B-actin was
used as a loading control. **p<0.01, ns = not significant. Scale bar: 50 um. I'VS: Intervillous Space, Bv: blood

vessel, MC: muscle cell. Data represent the mean + SD.

Figure 7: IL-1f and IL-18 circulating and local levels are deregulated in CTL and FGR patients. Panels
A-B report comparisons of the levels of IL-1p and IL-18 in sera collected from CTL n=31, and FGR patients,
n=23 serum samples. Circulating IL-1p and IL-18 content were measured by ELISA. Data are represented as
Box plot. *P < 0.05, **P < 0.01. Panels C-D report comparisons of the levels of IL-1f3 and IL-18 per mg of
protein extracted from placental homogenates of CTL n=8, and FGR patients, n=8 samples. ns = not significant.

Data represent the mean + SD.
Supplementary figures

Figure S1: Panel A reports the specificity of the NLRP7 antibody. The blot in (a) shows the 100 KDa band
corresponding the NLRP7 protein in HTR-8/SVneo cells. The blot in (b) shows that the band corresponding to
100 KDa disappeared in the presence of the antigenic peptide used at 20 times the concentration of NLRP7

antibody used in all experiments.

Figure S2: Effects of NLRP7 activation or silencing on IL-1p and IL-18 expression and secretion in HTR-
8/SVneo. Panels A-B reports the effects of NLRP7 activation using FSL1 on the secretion and production of IL-
1. Panel B reports the effects of NLRP7 activation using FSL1 on the secretion of IL-18. Panel D and E
report mRNA expression of IL1-B and IL-18 upon NLRP7 inactivation in HTR-8/SVneo cells (n=6). Data
represent the mean = SD. (**P < 0.01).

Figure S3: Validation of siRNA strategy in HTR-8/SVneo, BeWo, primary cultures and placental
explants: Panel A-B report the effects NLRP7 siRNA transfection in HTR-8/SVneo cells on the expression of
NLRP7 mRNA and protein, respectively. Panel C-D report the effects NLRP7 siRNA transfection in BeWo
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cells on the expression of NLRP7 mRNA and protein, respectively. Panel E-F report the effects NLRP7 siRNA

transfection in primary trophoblast culture on the expression of NLRP7 mRNA and protein, respectively.

Panel G-H report the effects NLRP7 siRNA transfection in placental explants on the expression of NLRP7
mRNA and protein, respectively. Data represent the mean + SD. All experiments were performed at least three
times.

Figure S4: Panel A. reports primary trophoblast syncytialisation in Scrambled siRNA (a) and NLRP7 siRNA
(b) conditions. Panel B reports a comparison of syncytialisation of BeWo cells in Scrambled siRNA (a) and

NLRP7 siRNA (b) using the desmoplakin immuno-staining.

Figure S5: Cytokine array comparison of conditioned media collected from Scrambled siRNA and NLRP7
siRNA. Panel A reports a graph of global analysis of 54 cytokines assessed in Scrambled siRNA and NLRP7
siRNA treated BeWo cells. Blue arrows indicate the cytokine that have been significantly deregulated upon
NLRP7 inhibition and are associated with trophoblast invasion. Panel B reports the validation of the IGF-II,
VEGF-R2 and prolactin at the mRNA levels using RT-qPCR (n=3). Data represent the mean + SD.
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Figure S3
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Supplemental material and methods

Immunohistochemistry and Immunofluorescence (IF)

Immunohistochemistry

Placental tissues from 6 to 14 wg and placental tissues of FGR and AMC (age matched control) were collected
and fixed for 24 h at 4°C in 4% (vol/vol) paraformaldehyde, embedded in paraffin, and cut into 5-um sections
and proceeded as previously described [32]. Briefly, adjacent sections were stained using specific antibodies, and
the avidin-biotin immunoperoxidase detection method was applied. Endogenous peroxidase activity was
quenched by pretreatment with 3% (vol/vol) hydrogen peroxide in methanol for 30 min. Polyclonal rabbit
antibodies were used to detect NLRP7 (14pg/ul, Covalab, France). Because NLRP7 and NLRP2 proteins exhibit
high identity in their amino acid sequences, the immunogen peptide used to develop the NLRP7 antibody was
100% homologous to NLRP7 sequences, while having only 36% homology to NLRP2. For
immunohistochemical detection, antibodies were incubated with the tissue sections overnight at 4°C. The tissue
sections were subsequently washed three times with PBS and incubated with biotinylated goat anti-rabbit IgGs
(1,1g/1, Dako, Denmark) for 1 h in a humid chamber. After three PBS washes, the slides were incubated with an
avidin-biotin complex (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA) for 1 h. After a final PBS
wash, the immunoreactive proteins were visualized after the addition of 3, 3-diaminobenzidine (Dako) for 2 min
and then counterstained with hematoxylin. Zeiss AxioCam HRc coupled to a Zeiss Axioplan microscope were
used to take photographs of the slides. Negative control section were either incubated with PBS in the absence of
NLRP7 antibody, or with NLRP7 antibody that has been blockade by its immnogen peptide (20 times the

concentration of NLRP7) in a competition experiment

Immunofluorescence (IF)

Placental tissues were incubated with primary antibodies. Both a monoclonal HLA-G (20pg/ml, Covalab,
France) and NLRP7 (20pg/pul, Covalab, France) antibodies were used. Incubation was performed overnight at
4°C in PBS with 2% goat serum, 1% bovine serum albumin. Slides were then washed and incubated with
secondary antibodies for 1 hour at room temperature and counterstained with Hoechst 33342. Images were taken

by Zeiss AxioVision microscope, and processed using AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 software.
Western blotting analysis

Protein preparation

Placental tissues or cell lines used to determine the expression of NLRP7 protein or the content of placental IL-
1P and I1-18 were homogenized with a mixer (Polytron 1200 mixer, Bioblock Scientific, France) in RIPA (Tris-
HCI 2,42¢g, NaCl 8,77g, sodium deoxycholate 5g, sodium dodecyl sulphate (SDS) 1g, Triton X-100 10ml, pH 8)
containing a cocktail protease inhibitor (Sigma 105 Aldrich, MO). The supernatants obtained by centrifugation
of homogenates (11,000 g at 4°C for 30 min) were collected and protein concentrations were determined using
the micro BCA protein assay with a Multiscan EX (Thermo LabSystems) and Accent Software 2.6.

SDS-PAGE

Extracted proteins were mixed with 5X protein sample buffer (62 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol,
5% B-mercaptoethanol, and 0.05% bromophenol blue as the tracking dye), and samples were heated at 95°C for
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5 minutes. Samples were then separated on 4-20% SDS-PAGE gels and transferred into 0.22 pum nitrocellulose
membranes (Bio-Rad) using a Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad).

The membranes were blocked in 5 % non-fat dry milk in PBS 0.1% Tween and incubated overnight at 4°C with
anti-NLRP7 (3,4 pg/ul, Covalab, France), anti-Caspase-1 (0.5pg/ml, Santa Cruz, USA), anti-IL-1B (1pg/ml,
Santa Cruz, USA ) or anti-ASC (1pg/ml, Santa Cruz, USA) antibodies; this was followed by 1 hour of
incubation with a matched horseradish peroxidase labeled secondary antibody (1:3000). Immunoreactivity was
detected using chemiluminescence detection kit reagents and a ChemiDoc™ Station (Bio-Rad). Western blotting
procedures were repeated at least 3 times per sample. To standardize for sample loading, the blots were
subsequently stripped using a commercially available kit, following the manufacturer’s instructions (Re-blot;
Millipore), and reprobed with an anti-B-actin antibody (Sigma-Aldrich) as an internal control for protein loading

[32].

HTRS8/SVneo, BeWo and PEX transfection with NLRP7 SiRNA or Scrambled SiRNA

HTR&/SVneo, BeWo cells and placental explants were transfected with either NLRP7 siRNA or with Scrambled
siRNA (Ambion, France). Lipofectamine RNAimax (Invitrogen, California) was used as transfecting agent
according to the manufacturer’s instruction. HTR8/SVneo and PEX were maintained for 48 hours and then
harvested for further analysis (proliferation, migration and invasion assay) and BeWo cells for 72h to assess
differentiation and apoptosis assays. In other experimental settings HTR8/SVneo cells were treated with FSL-1,
a bacterial-derived toll-like receptor 2/6 agonist for NLRP7 at 0.1 pg/ml. Cells and PEX viability were assessed

using trypan blue or measurement of secreted hCG, respectively [32].

RNA isolation and real-time PCR analysis

Total RNA was extracted from FGR, and AMC placental tissue using the Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) as described [32]. Reverse transcription was performed on 1 pg of total RNA (Invitrogen). Primers
for NLRP7, ST1, ST2, 3-hCG and 18S are listed in Table 1. We have also used the following primer references,
Hs00176676-m1, Hs00277496-s1 and Hs00168730-m1 to detect VEGFR2, IGF-II, prolactin mRNA,
respectively. mRNAs expression were quantified by real-time RT-PCR using a Bio-Rad CFX96 apparatus and
GoTaq qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI). PCR conditions were as follows: step 1, 94°C for 10 min;
step 2, 45 cycles consisting of 95°C for 15 s, with temperature indicated in Table 1 for 5 s, and 72°C for 10 s.
Relative quantification was performed using the comparative threshold (CT) method after determining the CT
values for reference and target genes in each sample according to the E—**“' method. Changes in mRNA

expression level were calculated after normalization to 18S rRNA.

Proliferation Assay

Two assays were used to determine the role of NLRP7 in trophoblast proliferation, the Prestoblue assay and the
3h thymidine incorporation. For the Prestoblue assay, HTR8/SVneo cell line were seeded into 96-well plate at
the density of 3 x 10*well. Proliferation was assessed using a fluorescence, and non-radioactive assay for
assessing cell viability and proliferation (PrestoBlue® Cell Viability Reagent, Invitrogen), in the absence or

presence of siRNA against NLRP7. Cells were cultured at 37 °C with 5% CO,. 24 h later, 10ul of PrestoBlue®
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was added in each well. After 30 min of incubation a plate reader (Fluorostar® OPTIMA Microplate Reader)
was used to determine the fluorescence values at 535-560 nm [31].

For the Thymidine incorporation assay, HTR8/SVneo (7 x 10* cell/well), transfected by siRNA NLRP7 or by
scrambled siRNA, 37°C, 5% CO2) were labelled with 0.5 uCi/ml [3H]-thymidine (Amersham, France) and 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 were added; the lysates were transferred into a vial containing

scintillation liquid and the radioactivity was counted in a beta counter (Beckman, Germany).
Migration Assay

migration experiments were conducted using a conventional 24-well Transparent PET membrane (#353097,
Corning®) with each well separated by a microporous polycarbonate membrane (8§ pm pores) into an upper
(“insert”) and a lower chamber (“well”). After 24 hours of serum deprivation, cells were detached, counted and
re-suspended in media without FBS to obtain equal cell densities (2x105 cells/insert). After 24 h Inserts were
fixed and stained in duplicates. Cells were fixed and stained in a 20% methanol/0.2% crystal violet solution
during three minutes at room temperature, followed by washing in deionized water to remove redundant staining.
Non-migrated cells remaining at the upper side of the membranes were carefully removed with cotton swabs and
inserts were dried in darkness overnight. The cells that invaded the chamber were visualized under the

microscope and counted. [31].
Invasion Assay

The top chamber of a conventional 24-well Transparent PET membrane (#353097, Corning®) was precoated
with 100 pl of 1:3 Matrigel (Corning® Matrigel®); 2 X10* HTR8/SVneo cells/insert were seeded in 500 pl of
RPMI 1640 medium with 1% FBS. The inserts were placed into 24-well plates containing 750 pl of RPMI 1640
medium with 15% FBS. Cells were treated with SiRNA. After 24 h Inserts were fixed and stained in duplicates.
Cells were fixed and stained in a 20% methanol/0.2% crystal violet solution during three minutes at room
temperature, followed by washing in deionized water to remove redundant staining. Non-migrated cells
remaining at the upper side of the membranes were carefully removed with cotton swabs and inserts were dried
in darkness overnight. The cells that invaded the chamber were visualized under the microscope and counted

[31].
Differentiation assays

BeWo cells were seeded in 6-well plates (2X10° cells/well) and treated with NLRP7 siRNA or SiRNA
Scrambled for 72 h, differentiation potential of BeWo was determined by measuring the concentrations of -
hCG protein in the culture media by ELISA (Alpha Diagnostic International, Australia). The minimum detection
limit of this assay was 1.5 mIU/mL. Additional marker for trophoblast fusion was determined by using syncytin-

and 1 and 2 (real-time PCR and immunoblotting) and desmoplakin (immunoblotting).
Human apoptosis cDNA array

Human apoptosis cDNA array (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used for gene profiling and to
screen for genes that showed differential expression in cultured BeWo cells treated with NLRP7 siRNA and
SiRNA Scrambled. Briefly, cDNA was prepared and pooled from three independent experiments were added to

a TagMan mastermix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and distributed in a TagMan Array 96-well
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plate at approximately 2ng/well in a 20uL reaction. The array plate contained 84 gene-specific primer sets with a
panel of five house-keeping gene primers for normalisation. The house-keeping genes consisted of 18S
ribosomal RNA (18S), B-2-microglobulin (B2M), Hypoxanthine phosphoribosyltansferase 1 (HPRT1),
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and B-actin (ACTB).

The PCR reaction was performed in the 7500 PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) under
the following cycling parameters: 95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 15
seconds and primer extension at 60°C for 1 minute. Data (Ct values) were analysed using the ABI Sequence
Detector System software version 2.0 and the relative gene expression values were normalized to the five house-
keeping genes using the DataAssist Software v3.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Candidate
genes were identified from the fold change differences observed in NLRP7 siRNA treated cells relative to
SiRNA Scrambled treated cells.

Human Cytokine array

RayBio™ arrays (RayBiotech Inc., Norcross, GA) were used to detect cytokine analysis in the conditioned
media of the cultured BeWo cells treated with siRNA Scrambled or NLRP7 siRNA, according to the
manufacturer’s recommendation. Briefly, the membranes were blocked and incubated with biotin-conjugated
antibodies and finally, incubated with horseradish peroxidase-conjugated streptavidin. Chemiluminescence was
detected with a LAS-1000 device (Fujifilm, Tokyo, Japan), and the data were digitized and analyzed with
ImageQuant software in volume integration mode (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). By subtracting the
background staining and normalizing to the positive controls on the same membrane, relative protein densities for

each membrane were obtained and the fold difference in protein concentration was calculated.
Quantitation of candidate Cytokines

BeWo cells were seeded in 6-well plates (2X10° cells/well) and treated with NLRP7 siRNA or SiScrambled for
72h, cytokine concentrations in the culture media was quantitated by Human Quantikine ELISA kits (R&D
Systems, Minneapolis, USA).

Caspases 1, 3 and 8 activity assays

Caspase 1 (ALX-850-211-KI01, Enzo Lifesciences), 3 and 8 activity assays (ApoAlert® Caspase Colorimetric
assay, Clontech Laboratories Inc, Mountain View, CA, USA) were measured in cultured BeWo cells according
to the manufacturer’s instructions. Chromogen absorbance was measured at 405 nm using the SPECTRAmax

PLUS microplate reader (Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA, USA).
Functional analysis of BeWo cells using the xCELLigence system

The differentiation of BeWo cells was monitored for 72 hours and analysed using the E-Plate 16 (ACEA
Biosciences, San Diego, CA, USA) in the real-time electrical impedance based xCELLigence system (ACEA
Biosciences, San Diego, CA, USA), according to the manufacturer’s protocol. Briefly, cells were seeded at a
density of 1x10* and treated with NLRP7 siRNA and or SiScrambled. Electrical impedence was measured and

the data are expressed as arbitrary cell indeces (CI).
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II. Résumé des résultats

L’ensemble des résultats obtenu dans cette publication nous a permis de dresser les
conclusions suivantes :
* La protéine NLRP7 est principalement exprimée par les cellules

trophoblastiques et les cellules de Hoffbauer au sein de la villosité
placentaire ;

* Laprotéine NLRP7 est abondamment exprimée au cours du premier trimestre
de la grossesse et en particulier et en particulier aux temps précoces de la
mise en place placentaire jusqu’a 10 SA ;

* L’expression de la protéine NLRP7 est régulée par un parametre clé de la
placentation se modifiant a cette age gestationnel, 10 - 11 SA, du fait de la
mise en place de la circulation feeto-maternelle : 1a tension en d’oxygene ;

* Grace au « knockdown » de l'expression du géne NLRP7 dans les cellules
HTR8/SVneo, nous avons démontré que la protéine NLRP7 participe au
controle la différentiation du cytrophoblaste vers le syncytiotrophoblaste ou
vers la cellule invasive extravillositaire et augmente sa prolifération au cours
du premier trimestre de la grossesse ;

* Les niveaux d’expression de la protéine NLRP7 ainsi que deux effecteurs de
I'inflammasome, ’'ASC et I'IL-1p, sont augmentés dans le RCIU idiopathique.

II1. Discussion

Ce travail descriptif de 'expression de la protéine NLRP7 dans le placenta normal et
comparatif de ses niveaux d’expression dans le contexte d’'une grande pathologie de la
grossesse, nous a permis de mettre en lumiere une protéine jusque-la principalement

étudiée pour les aspects génétiques associés au développement de méles hydatiformes.

Notre étude sera la premiere a proposer un role de la protéine NLRP7 dans le
développement placentaire physiologique. L’absence de ce type d’étude dans la
littérature peut s’expliquer tant par le fait que la famille des inflammasomes n’a été que
récemment identifiée et qu'un intérét plus important est porté a NLRP3, plus
ubiquitaire, que par le fait qu’elle soit spécifique a I'espéce humaine. Cette derniére
caractéristique limite fortement les investigations par utilisations de modéles animaux.

Chez la souris, la protéine la plus proche de NLRP7 est NLRP2.
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NLRP7 et angiogenese placentaire

Nous avons démontré que NLRP7 est exprimée dans les trophoblastes mais aussi au
niveau des cellules endothéliales des microvaisseaux intravillositaires. Cette expression
endothéliale semblait plus importante dans les placentas issus de RCIU avec une
expression exacerbée dans la couche musculaire couvrant les vaisseaux
intravillositaires. Cette observation interroge sur le role de la protéine NLRP7 dans la
vascularisation et 'angiogenéese placentaire, aspects majeurs du développement de cet
organe. Il serait intéressant de mener des études sur le réle de NLRP7 dans les cellules
endothéliales et musculaires des microvaisseaux placentaires. A ce jour, aucune étude ne

rapporte le role des membres de la famille des NLRPs dans I'angiogenese placentaire.

NLRP7 et Prééclampsie

Comme décrit dans l'introduction de ce manuscrit, des études ont établi une association
entre les grossesses molaires et la survenue de prééclampsies précoces, avant 20 SA,
chez ces patientes. Cette premiére association, ajoutée aux résultats de l'article
démontrant I'implication de NLRP7 dans la pathologie du RCIU, nous laisse penser qu'’il
serait intéressant de rechercher le statut de la protéine NLRP7 ainsi que celui des

effecteurs de son inflammasome dans la pathologie de la prééclampsie.
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Article 2

La protéine NLRP7 est impliquée dans le développement
du choriocarcinome in vitro et in vivo

I. Contexte et présentation de la publication

L’'idée de caractériser le role de la protéine NLRP7 dans le développement et la
progression du choriocarcinome émane de travaux sur le choriocarcinome menés
par notre groupe au cours des cinq derniéres années. L’étude publiée par Traboulsi
et al. en 2017 a concerné le roéle du facteur angiogene EG-VEGF dans le
développement et la progression de ce cancer. La mise en place de protocoles et le
développement de technologies pour I'étude de ce cancer, au sein de notre groupe, a
permis d’envisager en projet principal de ma these la caractérisation du réle de la
protéine la plus encline d’expliquer la tumorigenese des MH et des CC, la protéine
NLRP7.

Les résultats de notre premiére publication, actuellement en révision, ont démontré
que la protéine NLRP7 est majoritairement exprimée dans le placenta aux ages
gestationnels précoces de la grossesse (6-10 SA) et qu’elle joue un role critique dans
le contrdéle des processus clés du développement placentaire. En effet, NLRP7
augmente la prolifération et inhibe la migration et I'invasion des trophoblastes non
tumoraux. De plus, son expression est régulée par I'hypoxie et la p-hCG, deux
parametres majeurs du développement physiologique du placenta mais aussi du

développement des tumeurs trophoblastiques.

Les mutations du géne codant pour la protéine NLRP7 sont étroitement liées a la
survenue des moles biparentales (Murdoch, 2006) qui constituent un sous-type de
MHC. Ces dernieres peuvent, dans pres de 20 % des cas, donner lieu a un véritable
cancer malin du placenta, le choriocarcinome (Noal, 2010 ; Golfier, 2010). Le CC
gestationnel est un cancer agressif formé de cellules tumorales hautement
prolifératives avec un pouvoir métastatique important. Dans le contexte du cancer,
la protéine NLRP7 a été décrite pour jouer un role important dans la prolifération
des cellules germinales tumorales. Dans le cas du choriocarcinome testiculaire
(Okada, 2004) et dans le cas du cancer de I'’endometre, son expression a été corrélée
a une invasion plus profonde des cellules tumorales et a un mauvais pronostic
(Ohno, 2008). L’'ensemble de ces données suggérait fortement que la protéine
NLRP7 pouvait étre un acteur important du développement et de la progression des
MH et du CC.
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Afin de déterminer le réle de NLRP7 dans les grossesses tumorales, nous avons suivi
trois axes de recherche. Le premier, clinique, nous a permis de déterminer les niveaux
d’expression de la protéine NLRP7 et de ses partenaires de I'inflammasome dans les
tissus molaires et choriocarcinomateux. Cette étude nous a aussi permis de déterminer
le statut inflammatoire des patientes incluses. Le second axe est une étude in vitro. Dans
cette étude, nous avons utilisé deux lignées commerciales de cellules trophoblastiques :
la lignée non tumorale HTR8/SVneo et la lignée tumorale JEG-3 pour caractériser les
niveaux d’expression de NLRP7 et de ses partenaires. La poursuite de la caractérisation
du réle de la protéine NLRP7 in vitro s’est uniquement réalisée sur la lignée tumorale.
Dans ce type cellulaire, nous avons étudié la régulation de I'expression de NLRP7 par les
deux parametres clés des développements placentaire et tumoral : le taux d’oxygene et
celui de I'hCG. Pour une caractérisation plus approfondie du role de la protéine NLRP7,
nous avons inhibé son expression par stratégie ShRNA. Les processus de prolifération,
de migration et d’'invasion ainsi que la capacité des cellules a pousser en absence
d’ancrage ont ainsi été comparés entre les cellules JEG-3 contréles et sous-exprimant le
gene NLRP7.

De par I'association trés étroite des mutations du gene NLRP7 et du développement des
MH, la découverte du role de la protéine NLRP7 dans la tumorigenese du
choriocarcinome représente un enjeu majeur pour une meilleure compréhension de la
physiopathologie des maladies gestationnelles trophoblastiques. Elle pourrait permettre
de mettre en évidence de nouveaux biomarqueurs pronostiques de I’évolution du CC
et/ou de nouvelles pistes thérapeutiques. Les résultats obtenus suite aux deux premiers
axes de recherches ont fortement suggéré une implication de NLRP7 dans le
développement et la progression du CC. Afin de tester cette hypothese, nous avons
développé trois modeles de souris qui ont apporté chacun une information sur le réle de
cette protéine dans la tumorigenese du choriocarcinome. Le premier modeéle étant celui
du choriocarcinome orthoptique développé par notre équipe, présente l'avantage
majeur de mimer au plus pres le développement primaire de la tumeur trophoblastique.
Dans ce modele, les cellules sont injectées dans la décidue maternelle du placenta a 7.5
jpc et les animaux euthanasiés a 19.5 jpc, soit apres 12 jours de développement tumoral.
Le 2¢ modele a consisté en l'injection des cellules JEG-3 dans la corne utérine de souris
non gestantes. Ce modele permet de caractériser le développement tumoral en dehors
de l'imprégnation hormonale placentaire. Afin de comparer ce dernier modele au
modele placentaire, nous avons été contraints d’arréter les expériences 12 jours apres

'injection.
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Ce court laps de temps n’ayant pas permis de conclure quant au role de NLRP7 dans la
progression tumorale, nous avons développé, en parallele, un modele métastatique de
CC par injection des cellules tumorales directement dans la veine de la queue et avons

suivi les animaux sur plusieurs semaines.

L’ensemble des résultats obtenus lors de ce travail est exposé dans la publication qui va
suivre. Comme pour la premiere publication, ce projet a bénéficié de collaborations
nationales et internationales. Les collaborations a ces deux échelles ont été
indispensables du fait de la rareté des échantillons mélaires et choriocarcinomateux en
France. Nous avons ainsi collaboré avec le centre de référence des maladies
gestationnelles trophoblastiques a Lyon (Dr. PA Bolze), le centre de maladies
gestationnelles au CHU de Casablanca (Pr H. Boufettal) et avec le centre de génétique

des maladies trophoblastiques a I'Université de Mc Gill (Pr R. Slim).
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Abstract

NLRP7 is a member of a family of proteins involved in intracellular inflammatory
processes. Recent studies established a tight association between mutations in NLRP7 and
the risk of developing gestational choriocarcinoma (CC). CC is the most malignant
trophoblastic disease that often develops from complete hydatidiform moles (CHM). We
recently demonstrated that NLRP7 is highly expressed in the human placenta with a
critical role in the control of normal trophoblast proliferation. Yet, the characterization of
its role in the development and progression of CC is still unknown.

Three approaches were used, i) a clinical investigation comparing the level of expression
of NLRP7 inflammasome in placental tissues and in sera collected from control (n=20),
from a distinctive CHM (n=38) and CC (n=9) cohorts, ii) an in vitro study investigating
the effects of NLRP7 knockdown on the proliferation, migration and invasion of the CC
cell line, JEG-3, using 2D, 3D culture, and time lapse live imaging systems iii) an in vivo
study that used the newly developed orthotopic CC and metastatic mouse models to
compare the tumorigenic potential of JEG-3-luciferase-control versus JEG-3 knockdown
for NLRP7 (Sh NLRP?7).

Both placental NLRP7 inflammasome and circulating inflammatory effectors were
deregulated in CHM and CC patients. NLRP7 knockdown decreased JEG-3 proliferation,
and increased their migration and invasion both in 2D and 3D systems. Injection of Sh-
NLRP7 cells in the vein, in the uterine horn or in the placenta of gravid mice induces a
reduced tumor growth and progression. Immunohistological analyses further deciphered
the mechanism by which NLRP7 promotes CC tumorigenesis.

Our work characterized the critical role of NLRP7 in CC development and progression

and brought evidences that NLRP7 could be targeted for CC therapy.
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Introduction

NLRP7 (previously known as NALP7) is a member of the NOD-like receptors (NLR); a
family of proteins that play a crucial role in the innate immune response. The NLRs are
activated within the cell by pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) or by the
damage associated molecular patterns (DAMPs) {Bianchi, 2007 #114;Chen, 2010 #115}.
Among functions achieved by activated NLRs is the inflammasome formation {Kufer,
2011 #131}. The inflammasome is defined as an intracellular multimeric protein complex
that contains a sensor receptor (NLR) {Kufer, 2011 #131}, an adaptor protein called ASC
{Kim, 2016 #200;Kufer, 2011 #131} and an effector enzyme, the caspase-1. This
complex catalyzes a cellular reaction to protect against an immediate danger resulting in
the processing and maturation of pro-inflammatory cytokines, the interleukin (IL)-1p and
IL-18 {Davis, 2011 #133;Kufer, 2011 #131}. Beside its pro-inflammatory role against
immediate dangers, NLRP7 has also been reported to exhibit anti-inflammatory processes
through a feedback control of IL-18 secretion {Kinoshita, 2005 #233;Messaed, 2011

#110}. This effect was observed in settings where NLRP7 was overexpressed {Messaed,

2011 #110}.

NLRP7 has extensively been studied in relation to the female reproductive system, as
mutations in NLRP7 gene are associated with gestational trophoblastic diseases (GTD),
including gestational choriocarcinoma (CC) {Murdoch, 2006 #111}. CC is a malignant
trophoblastic tumor that may develop after normal or abnormal pregnancies. GTD may
develop after complete (CHM) or partial (PHM) hydatidiform moles, spontaneous
abortions, or ectopic pregnancies {Froeling, 2014 #35;Stevens, 2015 #91}. CHM
develops when one or two spermatozoa fertilize an oocyte in the absence of the maternal
pronucleus, while PHM results from dispermic fertilization of a nucleated oocyte
{Froeling, 2014 #35;Stevens, 2015 #91}. Both CHM and PHM patients are at high risk of
developing CC, nevertheless this risk is much higher after CHM (5-20%) than after PHM
(2-3%) {Radian, 2013 #117}. CC has an estimated incidence of 2 to 7 in 100,000
pregnancies in North America and Europe. This incidence is higher in Africa {Boufettal,
2014 #26;Cisse, 2002 #65} and even higher in Asia, where it reaches 5 to 202 in 100,000
pregnancies {Altieri, 2003 #37;Smith, 2003 #38}. One of the main features of CC is the
excessive proliferation of trophoblast cells that ultimately results in an increased pool of

cells acquiring a migratory and invasive phenotype {Savage, 2015 #39}.
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CC is also highly metastatic due to the intrinsic invasive property of trophoblastic cells
{Grummer, 1999 #179}. A recent study from our group showed that NLRP7 is highly
expressed in the human placenta during the first trimester of pregnancy and that this
protein plays a critical role in the control of key developmental processes of the placenta.
In normal placenta, NLRP7 increases trophoblast proliferation and controls its
differentiation (Abi Nahed, R, 2018, revised). In relation to cancer, NLRP7 has been
reported to be associated with poor prognosis of endometrial cancer {Ohno, 2008 #237}

and plays a crucial role in testicular tumorigenesis {Okada, 2004 #238}.

Altogether, these findings suggest that NLRP7 could be a potential actor in CC
development and progression with the perspective of the use of its inflammasome
machinery as therapeutic target. Though, no studies have investigated its involvement in
the development and/or progression of choriocarcinoma. Here, we conducted i) a clinical
study to investigate NLRP7 status in CHM and CC, ii) an in vitro study, using the human
choriocarcinoma cell line, JEG-3, to characterize NLRP7 effects on its proliferation,
migration, and invasion using both 2D and 3D culture systems. Moreover, we used our
newly developed animal model of orthotropic CC to compare the effect of NLRP7
knockdown on the development of CC from JEG-3 cells injected in the placenta of
immunodeficient gravid mice. To determine the contribution of the placental environment
on CC development, we determined the tumorigenic potential NLRP7 invalidated JEG-3

upon their injection in the uterine horn and the in the tail vein of non-gravid mice.

172



Material and methods

Human study

Normal and pathological human tissue and sera:

Pathological materials consisted of placental tissues and sera from patients with CHM (n=38)
and CC (n=9) that were collected at Ibn Rochd Hospital in Casablanca, McGill University
Health Centre Research Institute and the French Reference Center for
Gestational Trophoblastic Diseases. Sera and placental tissues were also collected from
women with normal pregnancies in the first trimester (n=20). Collection and processing were
approved by the local hospital ethics committees, and informed patient consent was obtained

from all cases. Table 1 summarizes all clinical information about pathological pregnancies.

Cell culture

JEG-3 cell line culture

JEG-3 (ATCC® HTB-36™) is one of six clonally derived cell lines isolated from the Woods
strain of the Erwin-Turner tumor by Kohler and associates {Kohler, 1971 #50}. JEG-3 cells
were used as a CC cell line model. JEG-3 were cultured in DMEM: F12, 10% fetal bovine
serum (FBS) and systematically tested for mycoplasma and used between 4 and 10 passages.

Cells were maintained at 37°C under normoxic (20 % O,) or hypoxic (1.5% O;) conditions.

HTRS8/SVneo culture

The human normal extravillous trophoblast cell line, HTR8/SVneo (ATCC® CRL3271™),
were derived by transfecting the cells that grew out of chorionic villi explants of human first
trimester placenta with the gene encoding for simian virus 40 large T antigen. HTR8/SVneo
cell line was used between 24 and 30 passages and grown in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FBS, penicillin-streptomycin, and amphotericin B (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France). Cells were maintained at 37°C under normoxic (20 % O;) or hypoxic
(1.5% O3) conditions. In some experiments, both JEG-3 and HTR8/SVneo cells were treated
by FSL-1, a bacterial-derived toll-like receptor 2/6 agonist for NLRP7 at 0.1 pg/ml (23).

JEG3-Luc cell line preparation

JEG3-Luc (Luciferase positive JEG-3) were prepared using a lentivirus supernatant (pLenti-
I[I-CMV-Luc-IRES-GFP control vector). The protocol was performed according to the

company’s instructions (Applied Biological Materials Inc.).
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Briefly JEG-3 cells were plated in DMEM: F12 (1/1) medium supplemented with 10% FBS.
Cells were infected for 6 h with lentivirus at a ratio of 1:1 in fresh culture medium. Infected

cells were selected with Neomycin (200 pg/ml) for 7 days.

JEG3-Sh-NLRP7 cell line preparation

JEG3-Sh-NLRP7 (NLRP7 knockdown JEG3-Luc) were prepared using a lentivirus
supernatant prepared from bacteria transformed by Sh-NLRP7 plasmids (MISSION pLKO.1-
puro; Sigma-Aldrich). A total of 5 different plasmids containing specific target sequences
were tested in parallel (Table 2). The protocol was performed according to the company’s
instructions (Sigma-Aldrich). JEG-3 cells were infected for 4 h with lentivirus at a ratio of 1:2
in complete medium supplemented with Polybrene (8 pg/ml, Sigma-Aldrich). Infected cells
were selected with Puromycin (200 pg/ml) for 7 days.

ELISA

The inflammatory cytokines IL-18, IL-6, IL-8, IL-10 and TNFa were purchased from
PeproTech Company (PeproTech, France). IL-18 Elisa kit was purchased from (R&D,
France). Cytokines levels were assessed in the collected sera. ELISA tests were performed
following the Manufacturer’s protocols. All samples were in the linear range of the standard

curves.

2D culture system:

Proliferation Assay

JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 were compared for their proliferating rate using both cell
counting and a non-radioactive assay (PrestoBlue® Cell Viability Reagent, Invitrogen). Cells
were cultured at 37 °C with 5% CO2. 24 h later, cells were trypsinized and counted or
supplemented with 1/10 of PrestoBlue® reagent in each well. After 30 min of incubation a
plate reader (Fluorostar® OPTIMA Microplate Reader) was used to determine the

fluorescence values at 535-560 nm.

Wound-healing
JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 were seeded in 96 well plate. At confluence cells were
scratched with the WoundMaker'™ (essenBioscience), washed with PBS Ca™/Mg™ and

treated with Mitomycin C at 500ng/ml (Sigma Aldrich, France) in complete medium.
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The closure of the wound was followed up to 48h and analyzed using the Incucyte Scratch

wound protocol defined by the manufacturer (EssenBioscience).
Migration and Invasion assays in cell culture inserts

JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 were labelled 1 hour with Dil (Invitrogen, France).
Labeled cells (2.10°) were seeded in DMEM: F12 without FBS in cell culture inserts
(Corning, France) with Matrigel coating (1 mg/ml, BD). Cell invasion was stopped after 48h.
Cell migration was assessed using the same protocol but without Matrigel coating. Cell
migration was stopped after 24h. Filter inserts were fixed with PFA 4% and preserved in
Fluorsave (Millipore, France). Images were taken using Zeiss AxioVision microscope,

processed using AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 software and analyzed using ImageJ software.

3D culture system:

Anchorage-independent Spheroids formation

Confluent monolayers Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 cells were trypsinized. 1500 cells from
each cell type were suspended in DMEM: F12 supplemented with 10% FBS and seeded in
non-adherent round-bottom 96-well plates (Greiner, Germany) pre-coated with Poly-HEMA
(Poly (2-hydroxyethyl methacrylate), sigma Aldrich). Under these conditions all suspended
cells contributed to the formation of a single JEG-3 cell spheroid specimen. The kinetic each
spheroid’s growth was assessed using a time lapse imaging system (Incucyte,
EssenBioscience). Quantification of the spheroid growth of JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-
NLRP7 were analyzed using ImagelJ software after 7 days of culture. At least six replicates

for each cell type were included within each experiment.

Anchorage-independent colony formation assay in soft agar

Base Agar containing 0.6% (w/v) of Noble Agar (Becton Dickinson) dissolved in complete
JEG-3 growth medium was plated in 12-well plate and dried 1h at room temperature. 30 000
JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 were suspended in 0.3% (w/v) of soft agar in complete
growth medium and plated at the top layer of the base agar. After 14 days of growth, colonies
were stained with 10% Coomassie Brilliant Blue (R250 staining solution, Biorad
Laboratories, Inc) overnight at 4°C. Images were taken by Zeiss AxioVision microscope and
processed using AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 software. ImageJ software was used to determine

the total number and size of the colonies.
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Western blot analysis

Protein extracts were prepared as previously described {Brouillet, 2013 #23}. NLRP7
antibody was used at 1.3 pug/ul (Covalab France), anti-Caspase-1 at 0.5ug/ml (Santa Cruz),
anti-IL-1p at 1pg/ml (Santa Cruz) or anti-ASC at 1ug/ml (Santa Cruz) and anti-CA9 at 1
png/ml (Novus). Immunoreactivity was detected using chemiluminescence detection kit
reagents and a Chemidoc Station (Bio-Rad). To standardize for sample loading, the blots were
subsequently stripped using a commercially available kit, following the manufacturer’s
instructions (Reblot mild solution, Millipore), and reprobed with an anti-B-actin antibody

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

Immunohistochemistry of human placentas

Human placental tissues were collected from normal pregnant women during the first
trimester of pregnancy and from patients with CHM or CC. Tissues were processed as
described previously {Traboulsi, 2017 #141}. NLRP7 antibody was used at 13.6 pug/ml

(Covalab France).

RNA isolation and real-time PCR analysis

Total RNAs were extracted from CHM and age-matched control placental tissue using the
Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) as described in Brouillet et al, 2010. Total
RNAs from HTR8/SV neo and JEG-3 cells were extracted using Macherey Nagel RNA
extraction kit according manufacturer protocol. Reverse transcription was performed on 1 pg
of total RNA (Iscript, Biorad). Primers used are listed in Table 3. All mRNA expressions
were quantified by real-time RT-PCR using a Bio-Rad CFX96 apparatus and GoTaq qPCR
Master Mix (Promega, Madison, WI). PCR conditions were as follows: step 1, 94°C for 10
min; step 2, 45 cycles consisting of 95°C for 15 s, with temperature indicated in Table 1 for 5
s, and 72°C for 10 s. Relative quantification was performed using the comparative threshold
(CT) method after determining the CT values for reference and target genes in each sample
sets according to the E-AACt method. Changes in mRNA expression level were calculated

after normalization to Rpl0, 18s and Gapdh mRNA.

Animal model study

Experimental Groups
All animal studies were approved by the institutional guidelines and those formulated by the

European Community for the Use of Experimental Animals.
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Two to three month-old SHO SCID female mice were mated in the animal facility. The
presence of a vaginal plug was observed at 0.5 day post coitum (dpc). The gravid mice were
randomly assigned to be injected by JEG-3-luc cells (see flowchart for detailed protocol,
Fig. S1). Six groups of female mice were established: at least eight animals were assigned in
each group of the placenta injected mice. Mice in group land 2 were injected at 7.5 dpc in
two opposed placenta with JEG-3-Sh-CTL (n=15) and JEG-3-Sh-NLRP7 (n=8) respectively.
Non-gravid mice in group 3 and 4 were injected in their uterine horns with JEG-3-Sh-CTL
(n=7) and JEG-3-Sh-NLRP7 (n=3) respectively. Non-gravid mice in group 5 and 6 were
injected in their tail vein with JEG-3-Sh-CTL (n=7) and JEG-3-Sh-NLRP7 (n=7) respectively.

Bioluminescence Imaging

Mice imaging was performed at days 14.5 dpc and 19.5 dpc for gravid mice and up to 34 days
post injection (DPI) for non-gravid mice. Bioluminescence imaging was performed with a
highly sensitive, cooled CCD camera, mounted in a light-tight specimen box (IVIS®. In Vivo
Imaging System. PerkinElmer). Before imaging, animals were anesthetized in 2% isoflurane.
1.5mg/10g of body weight of luciferin (potassium salt, Xenogen, USA) was injected to the
mice 15 min before imaging. This dose and route of administration have been shown to be
optimal for studies in rodents when images were acquired within 15 min post-luciferin
administration. For imaging, mice were placed onto the warmed stage inside the light-tight
camera box, with continuous exposure of isoflurane. The animals were imaged and data were
acquired for 45 s for mice of group 1 to 4 and 1 min for mice of group 5 and 6. The low levels
of light emitted from the bioluminescent tumors were detected by the IVIS® camera system
and were then integrated, digitized, and displayed. The regions of interest (ROI) from
displayed images were designated around the tumor area and were quantified as total flux of
photon/s, using Living Image® software (Xenogen, USA).

After imaging of the whole body of the mouse, a laparotomy was performed to collect blood
and to expose and image the uterine horn containing embryos with their attached placentas, as
well as the rest of metastatic organs. A second imaging of the organs was performed and
quantified as described above. Placentas and metastatic organs were collected and stored at -

80°C or collected in PFA for immunohistochemistry analyses.

Immunohistochemistry of mouse tissues

Mouse tissues were processed as previously described {Traboulsi, 2017 #141}. They were

incubated with Ki67 antibody, Ki-67 (Dako, France).
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Statistical Analysis

Statistical comparisons were made using Mann-Whitney, Student’s t-test and one-way
ANOVA. All data were checked for normality and equal variance. When normality failed, a
nonparametric test followed by Dunn’s or Bonferroni’s test was used. (SigmaPlot and
SigmaStat, Jandel Scientific Software). All data are expressed as means = SEM (p< 0.001,
0.01, and 0.05).
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Results

Increased NLRP7 expression in CHM and CC.

We previously showed that NLRP7 is highly expressed in normal human placenta and that its
highest level is observed during the first trimester of pregnancy (Abi Nahed, R, 2018,
revised). Here, we compared NLRP7 expression in the products of conception from normal
first trimester pregnancies (control), CHM and CC, both at the mRNA and protein levels. We
also compared the levels of expression of four NLRP7 inflammasome effectors, Caspasel,
ASC, IL-1p and IL-18, in the same tissues. Fig. 1A shows representative photographs of
normal, CHM and CC placental sections stained for NLRP7. NLRP7 protein expression was
markedly increased in chorionic villi of CHM (b) as compared to normal pregnancies and was
mostly localized to the syncytiotrophoblast layer. CC (c) exhibited stronger staining for
NLRP7 as compared to normal (a) and CHM tissues (b). Fig. 1B reports comparisons of the
levels of NLRP7, Caspasel and ASC mRNA in control and CHM placental tissues. There was
a significant increase in the levels of NLRP7 mRNA in CHM and CC tissues as compared to
control tissues, a significant decrease in ASC mRNA, and no change in Caspasel mRNA.
Fig. 1C reports comparison of the mRNA expression of IL-18 and IL-18 and shows that both
are significantly increased in CHM patients compared to controls.

To get more insights into the status of the NLRP7 effectors in CHM and CC, we compared
the circulating levels IL-1p and IL-18 (Fig. S2A and Fig. S2B). There were significant
increases in the levels of both IL-1f3 and IL-18 in patients with CHM or CC patients as
compared to women with normal pregnancies. Further comparisons of other key
inflammatory cytokines, such as IL-6, IL-8 and TNFa or anti-inflammatory cytokines such as
IL-10 showed that they were all increased in patients with CHM as compared to control

women with normal pregnancies, Fig. S2C.

NLRP7 expression and regulation in choriocarcinoma cell line, JEG-3

To further study the role of NLRP7 in CC, we used the human choriocarcinoma cell line,
JEG-3. First, we compared the levels of NLRP7 as well as all effectors of its inflammasome
in a non-tumor trophoblast cell line, HTR, and choriocarcinoma cell line, JEG-3. Fig. 2A
shows that the amount Nlrp7 mRNA is 250-fold higher in JEG-3 cells as compared to HTR
cells. There were no significant changes in the levels of Asc and [l-18 mRNA. Caspase 1

mRNA was significantly reduced in JEG-3 and //-/ f mRNA was not detected at all in JEG-3.
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To substantiate the increase in the levels of NLRP7 expression, we compared its protein levels
in HTR and JEG-3 cells. Fig. 2B shows significant increases in NLRP7 protein levels in JEG-
3 cells compared to HTR cells. The absence of expression of IL-1f in JEG-3 cells was
confirmed at the protein level by comparing its secreted levels in HTR and JEG-3 cells with
and without stimulation with FSL-1, a bacterial-derived product that activates specifically
NLRP7 inflammasome {Khare, 2012 #230}, (Fig. 2C). While HTR cells exhibited higher
secreted IL-1f levels upon FSL-1 stimulation, JEG-3 cells did not respond to FSL-1 as no
secreted or intra-cellular mature IL-1f were detected by ELISA or western blotting in the
absence or presence of FSL-1, Fig. 2D. These findings suggest that the NLRP7
inflammasome is not active in JEG-3 cells.

Because oxygen tension is a key parameter of normal and tumor placental development, we
determined its effects on NLRP7 expression in JEG-3 cells. Fig. 2 shows the effect of hypoxia
on NLRP7 protein expression. There was a significant increase in NLRP7 protein expression
under hypoxic conditions, suggesting that NLRP7 is regulated by oxygen tension in JEG-3
cells. Importantly, promoter analysis of the NLRP7 gene showed the presence of HIFla
(Hypoxia inducible factor) response element, suggesting a direct regulation of NLRP7 by

oxygen tension.

Effects of NLRP7 knockdown on the NLRP7 inflammasome machinery in JEG-3 cells

To characterize the role of NLRP7 in JEG-3 cells, we invalidated the transcription of its gene
using short hairpin (Sh) strategy. Five ShRNA (#1-5) anti-NLRP7 were developed. Fig. 3A
compares the NLRP7 protein expression in the five Sh-NLRP7 to the Sh-CTL. Among the
five developed Sh-NLRP7, the Sh #1 was the one that exhibited the most significant decrease
in NLRP7 protein levels. Hence, Sh #1-NLRP7 was used in all further in vitro and ex vivo
experiments. We then compared the levels of NLRP7, ASC, Caspase-1 and IL-18 in JEG-3-
Sh-CTL and JEG-3-Sh-NLRP7. Fig. 3B demonstrated that JEG3-Sh-NLRP7 exhibited
significant decreases in Nlrp7 mRNA expression with no change in the levels of ASC,
Caspase-1 and II-18 mRNA levels. Protein analyses of the same actors showed significant
decrease in the level of NLRP7, an increase in the level of ASC and no change in the level of

caspasel (Fig. 3C and 3D).

NLRP7 knockdown decreased JEG-3 cells proliferation
One of the key features of gestational choriocarcinoma is the high proliferative rate of

trophoblastic cells.
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To determine whether NLRP?7 is involved in this process, we compared the proliferation of
JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7. Fig. 4A reports a comparison of the cells count 24h
after their seeding. JEG3-Sh-exhibited a significant decrease in the proliferation rate
compared to JEG3-Sh-CTL cells. This effect was confirmed using the Prestoblue® assay, Fig.
4B. These finding strongly suggest that NLRP7 is involved in the proliferation of JEG3 cells.

NLRP7 knockdown increases JEG-3 cell’s migration and invasion

Given the importance of cell migration and invasion in the process of tumor progression and
metastasis, we investigated the effect of the NLRP7 knockdown on JEG-3 migration and
invasion. Fig. 4C shows representative photographs of JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7
and at (TOh), (T12h) and (T24h) after their wounding. We observed a significant increase in
JEG3-Sh-NLRP7 cell migration at 10h after the wounding and this effect was more evident
after 24h, Fig. 4D. Cell migration was also assessed through the use of filter inserts without
any coating. Fig. 4E-F showed that knockdown of NLRP7 increased JEG-3 migration up to
24h. The effect of NLRP7 knockdown on JEG-3 invasion was tested using the same filter
inserts that were pre-coated with matrigel. Fig. 4G shows that knockdown of NLRP7
significantly increased JEG-3 invasion. Quantification of the degree of invasion is shown in

Fig. 4H.

NLRP7 knockdown decreased JEG-3 cell’s colony and spheroid formation in 3D culture
systems

It was particularly relevant to determine the effect of NLRP7 knockdown on the 3D tumor
formation by JEG-3 cells. The 3D structures form topologies similar to the ones observed in
vivo {Traboulsi, 2017 #141}. Using both the colony formation and the spheroid techniques,
we demonstrated that NLRP7 knockdown decreased the initial processes of tumor formation.
Fig. 5A and 5B show that JEG3-Sh-NLRP7 developed less colonies and that their sizes were
significantly lower. This effect was substantiated through a follow up of spheroid formation
by JEG3-Sh-NLRP7 and JEG3-Sh-CTL during 10 days of culture. Fig. 5C shows
representative photographs of JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 forming spheroids at (T 3
days), and (T 10 days). We observed that JEG3-Sh-NLRP7 spheroids exhibited lower
diameters and were not as organized as the JEG3-Sh-CTL spheroids. Using time-lapse
microscopy, we confirmed that JEG3-Sh-NLRP7 spheroids grow slowly compared to JEG3-
Sh-CTL spheroids Fig. 5D.
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The above clinical and in vitro studies strongly suggested that NLRP7 might contribute to the
development and growth of CC.

To test this hypothesis, we used our newly developed mouse choriocarcinoma model
{Traboulsi, 2017 #141} that mimics CC development and progression in humans. Using this
model, we compared the effects of injected JEG3-Sh-CTL or JEG3-Sh-NLRP7 in the placenta
of gravid mice on tumor growth and progression. We also determined the effects of NLRP7
knockdown on the growth of CC by injecting JEG3-Sh-CTL or JEG3-Sh-NLRP7 into the
uterine horn of non-gravid mice. To compare the aggressiveness of JEG3-Sh-NLRP7 to that

of JEG3-Sh-CTL we injected these cells directly in the tail vein of non-gravid mice.

NLRP7 knockdown decreases CC tumor growth in vivo

To mimic CC development and progression from its primary site, the placenta, we injected
JEG3-Sh-CTL or JEG3-Sh-NLRP7 cells orthotopically within the placenta of SHO-SCID
mice at 7.5 dpc. Mice were monitored for tumor development and progression in other organs
until 19.5 dpc (see flowchart in Fig. S1A). Fig. 6A, shows that JEG3-Sh-CTL developed CC
as early as 7 days after their injection (6A.a) and that the knockdown of NLRP7 caused a
significant decrease in the tumor growth (6A.b). At day 19.5 (12 days post injection), we
observed an increase in the growth of the CC in the JEG3-Sh-CTL condition (6A.c) and a
stabilization of the growth of CC upon JEG3-Sh-NLRP7 injection (6A.c¢). Quantification of
the growth of these tumors at 14.5 dpc and 19.5 dpc is reported in Fig. 6B, 6C and 6D. In the
two groups we observed important tumor development and metastasis in the uterus and
peritoneal fat mass. These metastases were more important in the Sh-CTL as compared to the
Sh-NLRP7, Fig. 6E. Nevertheless, more occasional metastases in the intestine, mammary
glands, spleen and liver were observed in the JEG3-Sh-NLRP7 as compared to JEG3-Sh-
CTL. These data strongly suggest that in vivo NLRP7 knockdown may contribute to the
proliferation and the growth of CC cells to form a tumor. We also observed that gestations of
gravid mice injected with JEG3-Sh-CTL was less successful than those injected with JEG3-
Sh-NLRP7, as almost 50% of fetuses were resorbed at 19.5dpc in the control condition Fig6.
F.

In situ analyses of placentas collected from JEG3-Sh-CTL mice and from JEG3-Sh-
NLRP7 mice.
Histological comparison of placentas collected from mice injected with JEG3-Sh-CTL or

JEG3-Sh-NLRP7 is shown in Fig 7A.
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Placentas collected from mice injected with JEG3-Sh-CTL exhibited strong histological
changes with loss of all placental structures (Fig. 7Aa, Ab, Ac), compared to placenta
collected from mice injected with JEG3-Sh-NLRP7 (Fig. 7Ad, Ae, Af).

To better characterize these changes, we stained the same placentas with an antibody that
recognizes human Ki67, a nuclear protein coded by MKI67 and a ubiquitous marker of
cellular proliferation. In placentas collected from mice injected with JEG3-Sh-CTL, large
areas within the placentas were positively stained with Ki67, confirming the presence of
increased number of proliferative JEG3 cells (Fig 7Ag, Ah, Ai). Low nuclear staining was
observed in placentas collected from mice injected with JEG3-Sh-NLRP7 (Fig 7Aj, Ak, Al).
Because peritoneal metastases were often observed in mice injected within their placenta with
JEG-3 cells, we analyzed peritoneal fat pads of mice injected by JEG3-Sh-CTL or JEG3-Sh-
NLRP7 by both histology and Ki67 staining. Fig 7Ba and Bb We found several areas of
trophoblastic cells in both the JEG-Sh-CTL and the JEG3-Sh-NLRP7 injected mice, but these
areas were much larger with the JEG-Sh-CTL than with the JEG3-Sh-NLRP7 (Fig 7B¢ and
Bd). Ki67 staining confirmed the human origin of these cells (JEG-3) and their proliferative
nature (Fig 7Be and Bf) (Fig 7Bg and Bh).

NLRP7 knockdown decreased CC tumor growth in the uterine horn.

To further characterize the role of NLRP7 in CC tumor development and growth, we injected
JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 into the uterine horns of non-gravid mice and analyzed
tumor formation 7 and 12 days post injection (DPI) (see flowchart in Fig. S1B). Similar to
the results obtained with the injection of JEG3-Sh-NLRP7 within the placenta, we observed
that NLRP7 knockdown significantly inhibited tumor development and growth, Fig. S3A.
Quantification of tumor growth at 7 and 12 DPI is shown in Fig. S3B, and S3C, respectively.
Importantly, we observed that at 7 DPI tumors were less developed upon JEG3-Sh-CTL or
JEG3-Sh-NLRP7 injection in the uterine horn compared to the injection of the same cells and
under the same experimental conditions in the placenta, suggesting that the placental

environment promotes CC development.

In situ analyses of uterus and fat pad collected from JEG3-Sh-CTL mice and from
JEG3-Sh-NLRP7 mice.

Histological comparison of fat pad collected from mice injected with JEG3-Sh-CTL or JEG3-
Sh-NLRP7 in the uterus is reported in Fig S3D. Again, fat pads collected from mice injected
with JEG3-Sh-CTL showed large tumor masses (Fig. S3Da, Db) formed by proliferative cells
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as illustrated with KI67 staining (Fig. S3De, Df). In contrast, fat pads collected from mice
injected with JEG3-Sh-NLRP7 showed smaller tumor masses (Fig. S3De¢, Dd) and less
proliferation (Fig. S3Dg, Dh).

Because in this set of experiments tumor cells were injected in the uterine horns, we analyzed
the uteri of JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 injected mice. Fig S3Ea and Eb show large
tumor masses of trophoblastic cells in the JEG3-Sh-CTL compared to the JEG3-Sh-NLRP7
(Fig S3Ec and Ed). Tumor masses were highly vascularized and often attached to the uterus
in the JEG3-Sh-CTL group, while tumor masses were completely embedded within the uterus
in the JEG3-Sh-NLRP7 mice. Ki67 staining confirmed the localization of these tumor masses
within the uterus in both groups, (Fig S3Ee and Ef) (Fig S3Eg and Eh).

NLRP7 knockdown decreased CC cells progression and tropism to the lung.

Because the in vivo experiments we conducted in the gravid mice were stopped at the end of
the gestation, ie: 12 DPI, we could not observe lung metastases that are frequently found in
patients with choriocarcinoma. To determine the role of NLRP7 in the development of lung
choriocarcinoma, we injected JEG3-Sh-CTL or JEG3-Sh-NLRP7 into the tail vein of female
mice. This method allows tumor cells to rapidly reach the mouse circulation (see flowchart in
Fig. S1C). All JEG3-Sh-CTL injected mice exhibited lung metastases as the first and unique
site of choriocarcinoma development. The knockdown of NLRP7 in JEG-3 cells decreased the
tropism of JEG-3 cells to the lungs and tumor growth, Fig. 8 A-C. Quantification of tumor
growth is reported on Fig. 8D-8E. These data suggest that high NLRP7 expression promotes
CC development within the typical metastatic site of CC.

In situ analyses of lungs collected from JEG3-Sh-CTL mice and from JEG3-Sh-
NLRP7mice.

Histological comparison of lungs collected from mice injected with JEG3-Sh-CTL or JEG3-
Sh-NLRP7 is reported in Fig 9. Lungs collected from mice injected with JEG3-Sh-CTL
showed large tumor masses (Fig. 9a-c) formed by proliferative cells as illustrated with Ki67
staining (Fig. 9g-i). In contrast, tissue collected from mice injected with JEG3-Sh-NLRP7
showed smaller tumor masses (Fig. 9d-f) and less proliferative tumor cells as depicted by

Ki67 staining (Fig. 9j-1).
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Discussion

The present work demonstrates the direct involvement of NLRP7 in the development of CC.
NLRP7 is the major gene that causes recurrent CHM when mutated on both alleles. However,
no studies have addressed its potential involvement in the development of CC. In the present
study, we propose that NLRP7 is a key actor in CC growth that should be ranked among
important etiological factors of this cancer.

These statements are based on three observations. First, NLRP7 expression is increased in the
human CC cells line, the JEG-3, as well as in the placentas from CHM and CC. These results
are of great interest in terms of the potential use of this protein as a prognostic biomarker of
placental cancer development and/or a new target to treat CC. NLRP7 specificity for the
placenta, its control of trophoblast proliferation, and differentiation further support this
statement {Mahadevan, 2014 #119;Nguyen, 2014 #137}. Second, NLRP7 is a survival factor
for CC cells as it guarantees the increase of their proliferation rate. Although, these results
were obtained on JEG-3 cell line, but may also reflect what might occur in vivo during CC
development, since JEG-3 cell line represent the extravillous trophoblast of a
choriocarcinoma. Third, our data demonstrate that NLRP7 contributes to CC growth in vivo in
three different experimental models.

Since its identification, no study reported a direct association of NLRP7 expression with
choriocarcinoma development. Its relationship with cancer has only been reported for two
reproductive cancers affecting the testis and the endometrium {Ohno, 2008 #237;0kada, 2004
#238}. In testis cancer, NLRP7 was shown to play a role in cell proliferation {Okada, 2004
#238}. In endometrial cancer, NLRP7 expression was associated with invasiveness and poor
patient’s prognosis {Ohno, 2008 #237}. Our discovery of NLRP7 association with CC
development was predictable since NLRP7 protein exhibits all features that controls key
developmental aspects of human placentation, such as trophoblast proliferation and
differentiation (R. Abi Nahed, 2018, JMM, revision) {Mahadevan, 2014 #119;Nguyen, 2014
#137}. Under physiological conditions, NLRP7 mediates trophoblast proliferation during the
first trimester of pregnancy, as its levels decrease by the time of the establishment of the
fetomaternal circulation and placental oxygenation (R. Abi Nahed, 2018, JMM, revision).
More importantly, we demonstrated both in normal and tumor trophoblast cells, NLRP7 is
upregulated by hypoxia (R. Abi Nahed, 2018, JMM, revision). These findings, suggested a

role of NLRP7 in the control of developmental processes that occur during the hypoxic period
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of placentation. Hence, NLRP7 overexpression in CC might, in part, be due to the hypoxic
environment that accompany their development.

While both our in vitro and in vivo models demonstrated that NLRP7 is directly involved in
CC growth, the in vitro study demonstrated that NLRP7 knockdown increased JEG-3 cell’s
invasion, suggesting that NLRP7 contributes to tumor cell’s growth but not metastasis.
Nevertheless, in CHM and CC, maintenance of increased NLRP7 levels might contribute to
an excessive proliferation rate of trophoblastic cells, a phenomenon that ultimately results in
an increased pool of cells acquiring a migratory and invasive phenotype.

The demonstration that NLRP7 knockdown significantly decreased tumor growth suggested
that NLRP7 inflammasome is activated in CC cells, yet we did not observe any IL-1§
production or secretion by JEG-3 cells, suggesting that the NLRP7 effects exhibit an
inflammasome independent pathway in CC cells. This assumption is in a line with previous
reports demonstrating that NLRP7 overexpression exerts a negative feedback regulation on
IL-1B production, leading to an anti-inflammatory effect {Kinoshita, 2005 #233;Messaed,
2011 #110}. Hence, one can speculate that, while NLRP7 overexpression in CC increases
tumor cell proliferation, it may also contribute to the attenuation of its inflammatory status by
exerting a negative feedback effect on IL-1f secretion.

The negative feedback loop exerted on the IL-1f production in trophoblast overexpressing
NLRP7 may explain the mechanism by which this protein regulates tumor trophoblast
proliferation and invasion. Importantly, previous studies reported that IL-1p negatively
controls trophoblast proliferation through a direct effect on their cell cycle {Nilkaeo, 2006
#186;Nilkaeo, 2006 #187} and consequently increases their invasion {Prutsch, 2012 #188;Yu,
2015 #189}.

NLRP7 association with the development of CC in vivo was established using our newly
developed animal model that mimics CC development via JEG-3-luc cells injection within the
placenta and confirmed through the use of two other routes, the uterine horn and the tail vein.
The three models brought insights into the importance of the CC environment and on its
tropism to the lungs. The placental injection route emphasizes the role of this highly
vascularized organ for the tumor growth, since mice injected in the uterine horn did not
exhibit the same degree of tumor growth. Also, because CC originates from the placenta
during its hypoxic developmental period, one can speculate that this environment might
promote tumor cell’s proliferation. Interestingly, recent data demonstrated that hypoxia

generates microenvironments that can have a long-lasting influence on the dissemination of
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epithelial cancer cells {Fluegen, 2017 #190;Lehmann, 2017 #191}. The injection of JEG-3
cells in the mouse tail vein confirmed the tropism of CC cells to the lungs and brought
evidences that NLRP7 knockdown decreased CC tumor growth in a second organ other than
the placenta.

In conclusion, we demonstrated that NLRP7 is highly expressed in CHM and CC patients and
that this protein contributes to choriocarcinoma development both in vitro and in vivo.
Altogether these studies shed new light on the status of the most mutated gene in hydatidiform

moles and establish its role in the development of gestational choriocarcinoma.
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Figures legend

Tablel: Reports clinical information’s about normal pregnant women, patients with complete
hydatidiform moles or choriocarcinoma.

Table 2: Reports references of bacterial clones used to generate different cell lines of JEG3-
Sh-NLRP7.

Table 3: Repots primers sequences used to perform RT-qPCRs

Figure 1: NLRP7 expression in Control, CHM and CC patients during the first
trimester of pregnancy. Panel A reports representative photographs of NLRP7
immunoreactivity (Ir) in placental villous tissues from CTL (a), CHM (b) and CC (c).
Cytotrophoblast  (Ct), Hobfauer cells (Ho), Extravillous trophoblast (EVT),
Syncytiotrophoblast (St). Photograph in (d) is a negative control. Panel B reports Nirp7
mRNA levels in placentas from normal pregnant women (CTL, n=7) and CHM (n=11) during
the first trimester of pregnancy (*p < 0.05, **p < 0.01; ns: not sognificant). Scale bar = 50

pm.

Figure 2: Differential expression of NLRP7 inflammasome in JEG-3 and HTRS8/SV neo
cells and its regulation by oxygen tension. Panel A reports a comparison of the mRNA
levels of Nirp7, Asc, Caspase 1, 1l-1 and [I-18 expression in HTR-SV/neo and JEG-3 cells (*
p < 0.05 and *** p < 0.001, ns: non-significant). Panel B reports a comparison of NLRP7
protein levels in JEG-3 and HTRS8/SV neo cells. Panel C reports comparison of IL-1f3
secreted levels in JEG-3 and HTRS8/SV neo cells that were treated or not by FSL-1 (0.1
pug/ml), a microbial acLP agonist for NLRP7. Panel D reports a comparison of NLRP7
protein levels in JEG-3 and HTRS8/SV neo cells cultured in the absence or presence of FSL-1.
Panel E reports comparison of NLRP7 protein expression under hypoxic or normoxic
conditions in JEG-3 cells. CA9 protein was used to confirm hypoxia. Standardization of

protein signals was performed using antibodies against [-actin.

Figure 3: Effects of NLRP7 knockdown on the expression of the components of its
inflammasome machinery. Panel A shows a representative western-blot of NLRP7 protein
expression in JEG-Sh-CTL and in five different JEG3-Sh-NLRP7 cell lines. B-actin was used
to standardize for protein loading. Panel B reports a comparison of the mRNA levels of
Nirp7, Asc, Caspase 1 and IL-18 expression in JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 cells.
Three control genes, RPLO, 18S and GAPDH were used to standardize for mRNA expression.
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The AACt methodology was used. (*** p < 0.001, ns: non-significant; n = 4 per conditions).
Panel C reports a representative immunoblot that compares NLRP7, ASC, CASPASE 1
protein expression in JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7. Panel D reports a quantification
of the protein levels of the same proteins in 4 independent experiments. Standardization of

protein signals was performed using antibodies against -actin.

Figure 4: Effect of NLRP7 knockdown on JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7
proliferation and migration. Panel A and B report graphs that summarizes the effect of
NLRP7 knockdown on the proliferation JEG-3 cells. Cell proliferation was determined using
cells counting (A) and Prestoblue® (B) techniques. (* p < 0.05 and ** p < 0.01, ns: non-
significant; n = 5 independent experiments). Panel C reports representative images that
compare JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 wound closure at TOh, T12h and T24h. Panel
D reports kinetics of the wound closure of JEG3-Sh-CT and JEG3-Sh-NLRP7 from TOh to
T24h (*** p < 0.001; n = 3 independent experiments in dodecaplicats). Panel E reports
representative images that compare JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 migration. Cells
were pre-labelled with Dil-Ac-LDL (red color; a lipophilic membrane stain that diffuses
laterally to stain the entire cell). Panel F reports a quantification of the migration rate of the
two cell types collected from 3 independent experiments (** p < 0.01). Panel G reports
representative images that compare JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 invasion. Cells were
pre-labelled with Dil-Ac-LDL (red color) and plated on matrigel. Panel H reports a
quantification of the invasion rate of the two cell types collected from 3 independent

experiments (* p < 0.05).

Figure 5: Effect of NLRP7 knockdown on JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 colony
and spheroid formation in 3D culture systems. Panel A reports the quantification of the
number of colony formation per field by JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 (*** p <
0.001). Panel B reports a graph that compares the average sizes of the colonies formed by
JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 (*** p < 0.001). Panel C reports representative images
that compare JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 spheroid formation at day 3 after their
seeding, and 10 days post culture. The scale bar is 400 um. Panel D reports kinetics that
compares changes in the spheroids diameter of JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 from day

3 to day 10 of culture. (n = 3 experiments in hexaplicats; ** p <0.01).
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Figure 6: Bioluminescence images of gravid SHO-SCID mice injected in the placenta
with JEG3-Sh-CTL and JEG3-Sh-NLRP7 at day 14.5 and 19.5 of gestation. Panel A
shows representative images of gravid mice injected by JEG3-Sh-CTL (Aa, Ab) or JEG3-Sh-
NLRP7 (Ac, Ad), respectively. Panel B and Panel C report quantification of the mean photon
flux (p/sec) for JEG3-Sh-CTL injected mice (n=15) and JEG3-Sh-NLRP7 (n=8) at 14.5 (7
days post injection) and 19.5 days of gestation (12 days post injection), respectively. Data are
presented as box plots (** p < 0.01). Panel D illustrates tumor growth in JEG3-Sh-CTL and
in JEG3-Sh-NLRP7 mice from 7 days to 12 days post injection. Panel E reports comparisons
of the photon flux in the uterus and the peritoneal mass of the JEG3-Sh-CTL and in JEG3-Sh-
NLRP7 mice sacrificed at day 19.5 of gestation (* p < 0.05, ns: not significant). Panel F
compares the percentages of resorbed fetuses in JEG3-Sh-CTL and in JEG3-Sh-NLRP7 mice

at day 19.5 of gestation (ns: not significant).

Figure 7: Histological characterization of placentas and fat pad collected from mice
injected with JEG3-Sh-CTL or JEG3-Sh-NLRP7 within their placentas. Panel A reports the
histology and the Ki67 staining of placentas collected from, JEG3-Sh-CTL or JEG3-Sh-
NLRP7. Photographs in a-c¢ (¢ is a higher magnification of b and b is a higher
magnification of a) report histology of placentas collected from mice that were injected with
JEG3-Sh-CTL. Photographs in g-i (increased magnifications) report Ki67 staining in the
same placentas. Photographs in d-f (increased magnifications) report histology of placentas
collected from mice that were injected with JEG3-Sh-NLRP7. Photographs in j-l (increased
magnifications) report Ki67 staining in the same placentas. Panel B reports the histology and
the Ki67 staining of fat pads collected from, JEG3-Sh-CTL or JEG3-Sh-NLRP7. Photographs
in a-b (increased magnification) report histology of fat pad collected from mice that were
injected with JEG3-Sh-CTL. Photographs in e-f (increased magnifications) report Ki67
staining in the same tissues. Photographs in c¢-d (increased magnifications) report histology
of fat pads collected from mice that were injected with JEG3-Sh-NLRP7. Photographs in g-h
(increased magnifications) report Ki67 staining in the same tissues. TC: tumor cells, JZ:

junctional zone. Scale bar = 100pum.

Figure 8: Bioluminescence images of SHO-SCID mice injected in the tail vein with
JEG3-Sh-CTL or JEG3-Sh-NLRP7. Panel A shows representative images of female mice
injected with JEG3-Sh-CTL (Aa-g) n=7 or JEG3-Sh-NLRP7 (Ah-n) n=7 at day 34 post

injections, respectively.
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Panel B compares tumor lung growth in JEG3-Sh-CTL and in JEG3-Sh-NLRP7 from 14
post injection to day 34 post injection. Panel C reports the kinetic the growth of JEG3-Sh-
NLRP7 tumor at its actual scale. Panel D reports images of lungs collected from JEG3-Sh-
CTL injected mice (Da-g) and of lungs collected from JEG3-Sh-NLRP7 injected mice (Dh-n).
Panel E reports a graph that compares the mean total flux of lungs collected from JEG3-Sh-
CTL and JEG3-Sh-NLRP7 injected mice (* p < 0.05).

Figure 9: Histological characterization of the lung tissues collected from mice injected
with JEG3-Sh-CTL or JEG3-Sh-NLRP7 into the tail vein. This figure reports the
histology and the Ki67 staining of lungs collected from, JEG3-Sh-CTL or JEG3-Sh-NLRP7.
Photographs in a-c (c is a higher magnification of b and b is a higher magnification of a)
report histology of lungs collected from mice that were injected with JEG3-Sh-CTL.
Photographs in g-i (increased magnifications) report Ki67 staining in the same lung tissue
sections. Photographs in d-f (increased magnifications) report histology of lungs collected
from mice that were injected with JEG3-Sh-NLRP7. Photographs in j-l1 (increased

magnifications) report Ki67 staining in the same lung tissues. Scale bar = 100um.

Supplemental figure legends

Figure S1: Experimental procedure for the in vivo study. Panel A illustrates the flow chart
of the experimental procedure performed at different time-points during the study using mice
injected in the placenta. The gravid mice were randomly assigned to be injected on day 7.5 of
gestation either with JEG3-Sh-CTL (n=15) or in JEG3-Sh-NLRP7 (n=8). Mice were imaged
at day 14.5 and 19.5 of gestation using IVIS imaging system and sacrificed at 19.5dpc.
Placenta, metastatic tissues and maternal blood were collected after imaging. Panel B
illustrates the flow chart of the experimental procedure used for mice injected in the horns.
The mice were randomly assigned to be injected either with JEG3-Sh-CTL (n=3) or in JEG3-
Sh-NLRP7 (n=3). Mice were imaged at 7 and 12 days post injection using IVIS imaging
system and sacrificed 12 days post injection. Tissues and blood were collected after imaging.
Panel C illustrates the flow chart of the experimental procedure used for mice injected in the
tail vein. The mice were randomly assigned to be injected either with JEG3-Sh-CTL (n=7) or
in JEG3-Sh-NLRP7 (n=7). Mice were imaged at 7 and 14, 21 and 28 and 34 days post
injection using IVIS imaging system and sacrificed 34 days post injection. Tissues and blood

were collected after imaging.
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Figure S2: Characterization of the inflammatory status of normal pregnant women,
CHM and CC patients. Panel A reports IL-1f circulating levels in normal pregnant women
(CTL, n=9); CHM (n=12) and CC patients (n=9) during the first trimester of pregnancy (*p<
0.05, ns: non-significant). Panel B reports a graph that compares the levels of IL-18 in the
same cohorts. Panel C reports a graph that compares the levels of IL-6, IL-8, IL-10 and
TNFa levels in CTL (n=6) and CHM (n=20) patients. Data are represented as box plots (*p<
0.05, **p< 0.01).

Figure S3: Bioluminescence images of SHO-SCID mice injected in the horns with JEG3-
Sh-CTL or JEG3-Sh-NLRP7. Panels A shows representative images of female mice
injected by JEG3-Sh-CTL (Aa, Ab) or JEG3-Sh-NLRP7 (Ac, Ad) at day 7 and day 12 post
injection, respectively. Panel B and Panel C report quantification of the values of total
photon flux (p/sec) for JEG3-Sh-CTL injected mice (n=3) and JEG3-Sh-NLRP7 (n=3) at day
7 and day 12 post injections, respectively. (* p<0.05, ns: not significant). Panel D shows the
histological characterization of the uterus collected from mice injected with JEG3-Sh-CTL or
JEG3-Sh-NLRP7 within their uterine horns. Photographs in Da-b (b is a higher
magnification of a) report histology of uterine tissue collected from mice that were injected
with JEG3-Sh-CTL. Photographs in e-f (increased magnifications) report Ki67 staining in
the same tissues. Photographs in c-d (increased magnifications) report histology of uterine
tissues collected from mice that were injected with JEG3-Sh-NLRP7. Photographs in g-h
(increased magnifications) report Ki67 staining in the same tissues. Panel E shows the
histological characterization of the fat pads collected from mice injected with JEG3-Sh-CTL
or JEG3-Sh-NLRP7 within their uterine horns. Photographs in E a-b (b is a higher
magnification of a) report histology of fat pad tissue collected from mice that were injected
with JEG3-Sh-CTL. Photographs in e-f (increased magnifications) report Ki67 staining in
the same tissues. Photographs in ¢-d (increased magnifications) report histology of fat pad
tissues collected from mice that were injected with JEG3-Sh-NLRP7. Photographs in g-h

(increased magnifications) report Ki67 staining in the same tissues. Scale bar = 100pum.
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II. Résumé des résultats

L’ensemble des résultats obtenus dans cette publication nous a permis de dresser les
conclusions suivantes :
* L’expression de NLRP7 et les effecteurs de son inflammasome sont dérégulés

dans les tissus molaires et choriocarcinomateux ainsi que dans la lignée
tumorale humaine JEG-3.

* La protéine NLRP7 est positivement régulée par I'hypoxie dans les cellules
JEG-3.

* NLRP7 participe controle la prolifération, la migration et l'invasion des
trophoblastes tumoraux in vitro ainsi que leur capacité a croitre en 'absence
d’ancrage.

* L’'inhibition de NLRP7 diminue le développement et la progression des
tumeurs in vivo.

II1. Discussion

Cette étude nous a permis de démontrer I'implication directe de la protéine NLRP7 dans
le développement et la progression du CC gestationnel. Nos résultats suggerent
fortement que NLRP7 est un acteur essentiel du développement de cette pathologie
selon une voie inflammasome indépendante. Nos conclusions sont basées sur les
résultats majeurs de notre étude démontrant une surexpression de NLRP7 dans cette
pathologie, une absence d’expression et de sécrétion de I'interleukine 1 par les cellules
de CC et un role direct dans le controle du développement et de la progression des

tumeurs in vivo.

Choix du modele cellulaire

Dans ce projet, nous avons fait le choix de travailler sur la lignée JEG-3 du
choriocarcinome et non sur les autres lignées existantes a savoir JAR et BeWo. Deux
raisons principales nous ont incités a faire ce choix. La premiere était basée sur la
démonstration que les niveaux de NLRP7 étaient plus élevés dans les tissus moélaires et
choriocarcinomateux que dans le tissu normal. Avec ce premier résultat, nous avons
recherché une lignée cellulaire du CC présentant une surexpression de NLRP7 comparé
aux cellules trophoblastiques normales. Nous avons ainsi comparé le statut de son
transcrit dans des lignées cellulaires de CC et de trophoblastes non tumoraux. Nous
disposons, au laboratoire, des trois lignées cellulaires de choriocarcinome les plus
communément utilisés: JEG-3, BeWo et JAR. Nos expériences comparatives ont
démontré que les cellules HTR8/SVneo, modele non-tumoral représentatif du
cytotrophoblaste extravilleux, exprimaient significativement moins de NLRP7 que les

trois lignées du CC (figure 30).
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Figure 31 - Expression relative du géne IL-18 dans les lignées trophoblastiques humaines
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La seconde raison était basée sur le fait que les cellules JEG-3 constituent le modele
cellulaire de choriocarcinome le plus invasif. Ces cellules sont assimilables aux
cytotrophoblastes extravilleux. Les cellules BeWo représentent le syncytiotrophoblaste
en raison de leur potentiel de fusion cellulaire trés important tandis que les JAR
présentent un phénotype intermédiaire entre les cytotrophoblastes villeux et

extravilleux (Hannan, 2010).

Absence d’expression de I'IL-1 dans les cellules du CC

L’ensemble des résultats obtenus dans cette étude nous a permis de conclure a un réle
inflammasome indépendant de la protéine NLRP7 dans le CC. Cette conclusion est basée
sur un résultat majeur qui est la démonstration que toutes les lignées cellulaires de CC
dont nous disposons présentent, outre la surexpression de NLRP7, une absence

totale d’expression de I'IL-1f (figure 31).

Cette absence d’expression de I'IL-1p n’a été trouvée que dans les cellules
trophoblastiques tumorales car nous avons démontré que I'expression de cette cytokine
était significativement augmentée dans les tissus molaires (figure 1-C, Article 2). Ce
résultat différenciant le tissu molaire des lignées trophoblastiques tumorales peut
s'expliquer par I'hétérogénéité du tissu. Les cellules immunitaires, sanguines,
endothéliales et musculaires recouvrant les vaisseaux pourraient exprimer et produire
I'IL-1p. Le méme résultat a été obtenu au niveau circulant chez les patientes, suggérant
que d’autres sources d’'IL-13 peuvent contribuer a 'augmentation systémique de cette
cytokine. Il est important de noter que les tissus mélaires étaient hétérogénes en
structure avec un aspect tres souvent sanguinolent. Nous avons constaté une variabilité
tres importante des niveaux d’expression d’IL-1f entre les patientes avec absence totale

chez certaines d’entre elles.

Choix des modeéles animaux

Comme rapporté dans l'article, trois voies d’injection des cellules tumorales JEG-3 ont
été utilisées dans ce projet. Dans un premier temps, nous avons exploité le modele de
choriocarcinome orthoptique développé par notre équipe. Nous avons injecté les
cellules JEG-3 contréles ou sous-exprimant la protéine NLRP7 directement dans la
décidue des placentas a 7,5 jpc. Ce modele permet de mimer le développement du CC
depuis son site primaire sous l'influence de l’environnement placentaire. Afin de
déterminer l'influence de celui-ci sur le développement et la progression du CC, nous
avons comparé ce modele a un second modele qui consiste en 'injection du méme
nombre de cellules dans les cornes utérines chez les souris non gestantes. Ces deux
modeles nous ont permis de mettre en évidence le role de I'environnement placentaire

dans la prise tumorale du CC en I’'absence ou en présence de NLRP7.
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En raison du temps relativement court de la gestation chez la souris (20,5 jpc), il ne nous
a été possible de suivre le développement des tumeurs que pendant 12 jours post
injection. Ce temps tres court ne nous a pas permis de conclure quant au réle de la
protéine NLRP7 dans la progression du CC. Ainsi, nous avons utilisé le modele
métastatique de CC qui consiste en I'injection des cellules tumorales directement dans la
veine de la queue de la souris puis nous avons suivi le développement des métastases
sur cinq semaines. Grace a ce modele, nous avons pu conclure que la protéine NLRP7 est
impliquée dans le développement des métastases du CC et de leur tropisme vers le

poumon, phénomene métastatique bien décrit dans le choriocarcinome gestationnel.

Retombées et perspectives cliniques de nos résultats

Du fait de 'association étroite entre les mutations dans le gene NLRP7 et la survenue des
MH pouvant évoluer vers un choriocarcinome, ces dernieres années le travail sur le géne
NLRP7 a pris une grande importance translationnelle dans la recherche sur les maladies

gestationnelles trophoblastiques.

A ce jour, trés peu d’études se sont intéressées au role de la protéine NLRP7 dans la
genese du CC. Ainsi, les résultats obtenus a travers notre étude apportent des
informations clés sur le statut et le réle de cette protéine dans le CC gestationnel. Par
ailleurs elles ouvrent des perspectives pertinentes pour les communautés scientifique et

clinicienne s’intéressant a I’étude du choriocarcinome.

De par la surexpression de la protéine NLRP7 dans les cellules tumorales et dans le tissu
molaire et choriocarcinomateux, notre projet a vite été guidé vers I'invalidation de cette
expression et la recherche d’un role. Néanmoins, il serait intéressant de mener, dans un
deuxieme temps, un projet de reproduction des mutations les plus fréquentes et les plus

séveres dans le trophoblaste et d’en caractériser les effets in vitro et in vivo.

Cette idée est nourrie par les travaux du Pr R. Slim et al. de 2012 (Slim, 2012) qui ont
mis en évidence une fréquence augmentée de certains variants de NLRP7 dans les
populations sénégalaise et tunisienne connues pour avoir une incidence accrue de CC et
de MH.

Ce projet d’étude des effets des mutations de NLRP7 serait plus appliqué a la
problématique clinique de la survenue des moles. Il pourrait aussi nous permettre
d’apporter de nouvelles pistes de réponses plus appropriées pour la prise en charge et le

traitement des patientes.
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Mon travail de thése a permis de démontrer pour la premiere fois le role de la protéine

NLRP7 dans les placentations normale et tumorale.

Comme illustré sur la figure 32, nous avons démontré que la protéine NLRP7 est
abondamment exprimée au cours de la période hypoxique du développement
placentaire et qu’elle controle les phénomenes de différenciation, prolifération,
migration et invasion des trophoblastes. Le role physiologique de la protéine NLRP7 au
cours du premier trimestre de la grossesse serait donc de contribuer au maintien d’un
niveau de prolifération trés important des cytotrophoblastes villeux tout en limitant leur
différenciation vers des cellules extravillositaires ou syncytio-trophoblastiques.
L’acquisition d'un caractere invasif trop précoce porterait préjudice au développement

normal du placenta.

Nous avons également démontré que I'expression de la protéine NLRP7 et de certains de
ses partenaires de l'inflammasome sont dérégulées dans la pathologie du RCIU. Ces
phénomenes de surexpression de NLRP7 et surproduction des cytokines pro-
inflammatoires dans les cas de RCIU idiopathiques pourraient étre soit causal soit
compensatoire. En effet, en réponse a une invasion trophoblastique trop superficielle
des arteres spiralées utérines et au phénomene de persistance d’hypoxie placentaire, la
réaugmentation de I'expression de la protéine NLRP7 permettrait la réactivation des
processus de prolifération trophoblastique généralement observée lors de processus
compensatoires. A contrario, un maintien de I'expression de la protéine NLRP7 au-dela
de sa période physiologique pourrait induire un phénomeéne inflammatoire important
associé a un défaut de remodelage des artéres spiralées maternelles, deux causes

majeures de la survenue du RCIU.

En I'absence de modele animal pour I'étude du role de la protéine NLRP7 in vivo, seule
une étude clinique prospective chez '’humain permettrait de conclure sur le lien entre la
protéine NLRP7 et la survenue du RCIU.

Dans un second temps, nous avons démontré le role direct de la protéine NLRP7 dans le
développement et la progression du choriocarcinome. Nos travaux soulignent l'intérét
de cette protéine de 'inflammasome en tant que biomarqueur potentiel et/ou nouvelle
cible thérapeutique du CC. Nous avons mis en évidence une surexpression de la protéine
NLRP7 dans les tissus moélaires et choriocarcinomateux associée a un réle majeur dans
la promotion de la prolifération des trophoblastes tumoraux au détriment de leurs
capacités migratoire et invasive in vitro. L'ensemble de nos expérimentations in vivo
nous ont permis de mettre en évidence le réle direct de la protéine NLRP7 dans la

tumorigenése placentaire sous l'influence directe de I'’environnement placentaire.
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Nous avons également pu démontrer le role de NLRP7 dans le développement des
métastases et le tropisme aux poumons. En I'absence d’expression de la principale
cytokine pro-inflammatoire dans les lignées choriocarcinomateuses, IL-18, nous
pouvons donc conclure que la protéine NLRP7 joue un roéle majeur dans le

développement du CC par une voie inflammasome indépendante.

Les travaux réalisés sur la protéine NLRP7, dans un contexte normal ou tumoral,
permettent une ouverture sur des perspectives a court et long termes intéressantes. Les
perspectives d’étude retenues par notre groupe sont listées ci-dessous. A court terme,

nous pensons mener les expériences suivantes :

Comparaison transcriptomique (RNAseq) entre cellules JEG-3 normales et sous-
exprimant le gene NLRP7

Apres le développement et la caractérisation de la lignée ShNLRP7 et dans 'objectif de
mieux comprendre l'effet du «knockdown» de ce gene, nous avons réalisé un
séquencage haut débit des ARNs totaux de ces 2 lignées de cellules. Les résultats
actuellement en cours d’analyse permettront d’élargir nos connaissances sur la réponse
de la cellule tumorale face a la baisse d’expression du géne NLRP7. Les genes les plus
différentiellement exprimés suite a I'invalidation de NLRP7 seront caractérisés in vitro.
Ce travail sera poursuivi par une étudiante en Master 2 qui rejoindra I'équipe en Janvier
20109.

Comparaison des cytokines circulantes (cytokine array) dans les sera de souris
injectées par les cellules JEG3-Sh-CTL ou JEG3-Sh-NLRP7

La comparaison de cytokines circulantes entre les deux groupes de souris nous
permettra de déterminer si I'invalidation de NLRP7 influence le panel inflammatoire, in
vivo. Cette expérience apportera des réponses a notre questionnement sur la source de

I'IL-1, dosé chez les patientes, mais indétectable dans les cellules tumorales.

Ces expériences sont programmeées pour étre réalisées et ajoutées aux résultats de la

publication n° 2 avant sa soumission.

Caractérisation de la voie NF-kB dans les cellules du CC

D’une part, nos résultats démontrent que la protéine NLRP7 fonctionnerait de maniere
inflammasome indépendante et qu’elle exercerait des effets anti-inflammatoires;
d’autre part, les données de la littérature proposent un modele de régulation négative
de la voie NF-«kB par la protéine NLRP7.
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L’ensemble suggere que des régulations négatives de la voie NF-kB pourraient étre a
I'origine de l'absence d’expression de I'IL-1p dans les lignées cellulaires du
choriocarcinome. En effet, un des modes d’action anti-inflammatoire, décrit pour cette
protéine, s’exercerait par 'intermédiaire de l'inhibition de la translocation au noyau de
ce facteur de transcription (Figure 28) (Radian, 2015). L’absence totale d’expression de
I'IL-18 dans les lignées cellulaires de CC pourrait étre une conséquence de la
surexpression de NLRP7. Les différents outils cellulaires que j’ai généré au cours de ma
these, cellules JEG3-Sh-NLRP7 et HTR-Sh-NLRP7, ainsi que les résultats obtenus par
I'analyse RNAseq pourront étre exploités pour étayer le mécanisme d’action de la
protéine NLRP7 dans les cellules du CC. Ce sous-projet pourrait faire 1'objet d’'une

nouvelle publication.

A plus long terme, il serait intéressant de développer les projets suivants :

Surexpression de la protéine NLRP7 dans les cellules HTR8/SVneo.

Nos études comparatives des niveaux d’expression de la protéine NLRP7 entre les
lignées trophoblastiques tumorales (JEG-3, JAR et Bewo) et la lignée non tumorale
HTR8/SV neo ont montré que cette derniere exprimait peu de NLRP7. Ce faible taux
d’expression de NLRP7 dans ce type cellulaire représentatif du trophoblaste invasif est
en accord avec nos résultats de la premiere publication. Ceux-ci démontrent une perte
d’expression de la protéine NLRP7 dans les cellules trophoblastiques qui acquierent un
caractére invasif et des marqueurs de I'invasion comme la protéine HLA-G. Ainsi, dans
des expériences futures, il serait intéressant de surexprimer la protéine NLRP7 dans ce
type cellulaire et d’étudier I'impact de cette surexpression sur des parametres clés du
développement. Ce type cellulaire peut aussi étre utilisé pour étudier les mutations
pathologiques les plus fréquentes et séveres associées au développement des BiMH
(Khare, 2012).

Etude des effets sur la mise bas de l'injection orthotopique de cellules JEG-3

En parallele des expériences dans lesquelles j’ai injecté des cellules JEG-3 chez la souris
gestante, j'ai également testé I'effet de I'injection de cellules HTR Luciférase-positives en
suivant le méme protocole (nombre de cellules et durée de l'expérience). Ces
expériences préliminaires ont démontrées que les cellules HTR non modifiées pour le
géne NLRP7 et injectées dans la décidue maternelle a 7,5 jpc ne perturbent ni la
placentation, ni la mise-bas des souris a terme. Ces expériences soulignent le caractére
inoffensif des cellules HTR et confirment le caractére tres agressif des cellules JEG-3.
L’injection de ces dernieres cellules affecte non seulement la placentation des souris
(Résorption des unités feeto-placentaire, arrét de développement tardif des embryons)
mais également le processus de parturition. En effet, nous avons remarqué que ces
souris étaient dans I'incapacité totale d’expulser les produits de conception.
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Au vu de ces observations, il nous parait intéressant de mener des expériences plus
poussées pour comprendre si les problemes de parturition observés sont purement dus
a la résorption de la majorité des placentas et donc a un défaut de déclenchement du
processus, ou si les cellules JEG-3 secretent des facteurs qui influenceraient le

mécanisme.

NLRP7 dans la vascularisation tumorale.

Dans la premiere publication, nous avons mis en évidence une expression péri-
vasculaire et endothéliale de la protéine NLRP7 au sein de la villosité placentaire;
expression qui était plus importante dans les villosités issues de placentas avec RCIU. A
ce jour, aucune donnée n’existe dans la littérature quant a I'expression et le réle de la
protéine NLRP7 dans les cellules endothéliales. Des expériences préliminaires menées
au sein de l'’équipe ont démontré l'expression de la protéine dans les cellules
endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC). De par les fonctions pro- et anti-
inflammatoires associées a la protéine NLRP7 dans le placenta, il serait tres intéressant
de déterminer le réle de cette protéine dans l'angiogenése placentaire normale ou
pathologique, cas de la prééclampsie et du RCIU. Dans le contexte du choriocarcinome, il
serait intéressant de i) de déterminer les niveaux d’expression de la protéine NLRP7 et
de ses effecteurs dans la composante endothéliale, ii) comparer les effets des milieux
conditionnés issus des cellules tumorale, JEG-3, et de la cellule non tumorale,
HTR8/SV neo sur l'expression et l'activit¢ de l'inflammasome dans la cellule
endothéliale, iii) déterminer la régulation potentielle de la protéine NLRP7 par les

facteurs pro-angiogénes placentaires.

QUID d’une régulation croisée de 'EG-VEGF et de la protéine NLRP7

Les résultats publiés par notre groupe sur le facteur EG-VEGF depuis plus d’'une dizaine
d’années et les résultats obtenus lors de mon projet de these sur la protéine NLRP7
montrent plusieurs similarités dans le profil d’expression et dans le role de ces protéines
dans les placentations normale et tumorale. Comme pour NLRP7, nous avions démontré
qUu'EG-VEGF est exprimée au cours de la période précoce du développement placentaire,
qu’elle est régulée par I'hypoxie, que son expression est augmentée dans les pathologies
de la grossesse. Notre derniere publication a démontré le réle majeur du facteur EG-
VEGF dans le développement et la progression du choriocarcinome ainsi que la
diminution du développement et de la progression tumorale par I'antagonisation de ses
récepteurs (Traboulsi, 2017). Ces similarités entre deux protéines n’appartenant pas a la

méme famille laissent penser qu’elles seraient dues au hasard.
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Néanmoins, il est important de noter que ces protéines sont toutes deux impliquées
dans des processus inflammatoires. Si cette notion est bien établie pour la protéine
NLRP7, elle ne I'est que peu pour la protéine EG-VEGF. Ce facteur de croissance
appartient néanmoins a la famille des prokinéticines, largement décrite pour ses
fonctions pro-inflammatoires (Cheng, 2012 ; Zhou, 2012 ; Qu, 2012).

Au vu de toutes ces observations, nous pensons qu’il serait intéressant de rechercher
des régulations potentielles de la protéine NLRP7 par la protéine pro-angiogene et pro-
inflammatoire, EG-VEGF.
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Annexe 2 : Article 3

EG-VEGF maintenance over early gestation to develop a Pregnancy-Induced
Hypertension animal model

Je suis premier auteur de ce chapitre paru dans le livre « Preeclampsia, Methods and
Protocols », redigé par les Dr P. Murthi et C. Vaillancourt. J'y détaille le protocole
technique mis au point au sein de notre groupe afin de développer un modele murin

d’hypertension tension artérielle gravidique observé notament en cas de prééclampsie.
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Chapter 25

EG-VEGF Maintenance Over Early Gestation to Develop
a Pregnancy-Induced Hypertensive Animal Model

Déborah Reynaud, Frédéric Sergent, Roland Abi Nahed,
Sophie Brouillet, Mohamed Benharouga, and Nadia Alfaidy

Abstract

During the last decade, multiple animal models have been developed to mimic hallmarks of pregnancy-
induced hypertension (PIH) diseases, which include gestational hypertension, preeclampsia (PE), or
eclampsia. Converging in vitro, ex vivo, and clinical studics from our group strongly suggested the potential
involvement of the new angiogenic factor EG-VEGF (endocrine gland-derived- VEGE) in the development
of PIH. Here, we described the protocol that served to demonstrate that maintenance of EG-VEGF
production over 11.5 days post coitus {dpc) in the gravid mice caused the development of PIH. The developed
model exhibited most hallmarks of preeclampsia.

Key words Animal model, Preeclampsia, Pregnancy, EG-VEGF, Placenta, Hypertension,
Glomerulosclerosis, Invasion

1 Introduction

One of the major contributing factors to the development of PTH
is the failure of the extravillous trophoblast cell (EVT) to invade
deep into the maternal decidua, compromising the normal estab-
lishment of the feto-maternal circulation [1]. Failure in the inva-
ston process results in reduced placental perfusion [2], increased
trophoblast apoptosis [3], and abnormal production of anti-
angiogenic factors such as soluble fims-like tyrosine kinase 1 (sFltl)
and soluble endoglin (sEng) by the placenta [4]. These two anti-
angiogenic factors are known to directly affect kidney function as
well as maternal vascular system [4]. Anti-angiogenic factors are
proposed to diagnose preeclampsia (PE) onset by mid second tri-
mester of pregnancy |4, 5]. Nevertheless, early biomarkers of PE
diagnosis are still to be identified.

Endocrine gland-derived VEGF (EG-VEGF) is an angiogenic
factor secreted by the placenta during the first trimester of human
pregnancy [6-8]. We have recently demonstrated that EG-VEGF
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controls trophoblast invasion, is upregulated by hypoxia, and is
abnormally clevated in pathological pregnancies complicared with
PE and IUGR (intrauterine growth restriction) [6-10].

EG-VEGE dirculating levels are around 50 pg/mL in the
serum of nonpregnant women and increase fivefold during the first
trimester of pregnancy (250 pg/mL) [7, 10]. In relation to preg-
nancy PE and TUGR, circulating EG-VEGF levels are significantly
increased during the third trimester, suggesting that sustained
EG-VEGE levels beyond the first trimester of pregnancy may con-
tribute to the development of pregnancy pathologies including
PIH and that clevated EG-VEGF levels might constiture a poten-
tial biomarker for PE development. To test this hypothesis, we
developed an animal model by implanting subcutancously osmotic
pumps delivering EG-V EGF into gravid OF1 mice on 11.5 days
post coitus (dpc), which is equivalent to the end of the first trimes-
ter of human pregnancy. Mice were sacrificed at 15.5 and 18.5 dpc
to assess (1) litter size and placental and fetal weight, (2) placental
histology and function, (3) maternal blood pressure, (4) renal his-
tology and function, and (5) circulating sFlt] and sEng. Another
group of mice was rreated at 7.5 dpe and sacrificed at 12.5 dpc to
assess trophoblast invasion within the maternal decidua.

Increased EG-VEGE levels caused significant defects in placen-
tal organization and function since 12.5 dpc. Both increased
hypoxia and decreased rrophoblast invasion were observed. Treated
mice had elevated circulating sFlt] and sEng and developed gesta-
tional hypertension with dysregulated maternal kidney function.
EG-VEGF effect on the kidney function was secondary to its
cffects on the placenta, as similarly treated male mice had normal
kidney functions. Altogether, this model provides a strong evi-
dence to confirm that sustained EG-VEGF beyond the first trimes-
ter of pregnancy contributes to the development of PTH.

PE is generally described as a discase of two stages. Stage 1
occurs during trophoblast invasion, and stage 2 consists of the clin-
ical manifestations. The great majority of animal models aim to
mimic the sccond stage. We believe that the developed model
mimics more stage 1 than stage 2 of the discase. While the present
model does not recapitulare full symproms of a typical PE observed
in women and to certain extent in strong models such as the RUPP,
sFlt-1, and sEng animal models [4, 11, 12], it does bring strong
information abaut the mechanism of stage 1 development of PII.

2 Materials

2.1 Mice 1. Eemale mice nulliparous around 8-12 weeks of age.
and Chemicals 2. Male mice (used as control).

3. Osmotic pumps: delivery 0.5 pL/h for 5-7 days.

254



EG-VEGF Maintenance Causes PIH Development 319

B

. Recombinant human EG-VEGE.
. Vehicle: 0.9% NaCl solution.
. Surgical kit (clamps, scissors, and surgical suture).

. General anesthesia device based on isoflurane.

W NS O

. Chemical anesthesia: ketamine/xylazine mix (1 mL ketaminc
+0.5 mL xylazine +8.5 mL 0.9% NaCl).

2.2 Characterization 1. Noninvasive computerized tail-off system: CODAS systenn.
of the PIH Model 2. 25 G needle,
3. 1 mL syringes.
4. EDTA.
5. 1.5 mL blood collection tubes containing heparin.
6. Merabolic chambers that allow the separation of urine and feces.
7. Tissue fixation: 4% paratormaldehyde (PFA); free formalin fix-
ative (FFF).
8. Human EG-VEGF ELISA assay kit.
9. Murine sFLT1 ELISA assay kit.
10. Murine sEndoglin ELISA assay kit.
11. Hematoxylin.
12. Eosin.

13. Antibodies used for placental characterization: CD31 (marker
of trophoblast vascularization), carbonic anhydrase IX (CA9;
marker of hypoxia), cytokeratin 7 (trophoblast marker), and
PCNA (proliferating cell marker).

14. Image J software to measure placental zones.

3 Methods

3.1 Assessment Group 1 of animals (2 = 20) was used to assess the degree of tro-
of Stage 1 of PIH: phoblast invasion and hence stage 1 of preeclampsia development.
Trophoblast Invasion Group 1 was treated at 7.5 dpc after the observation of the plug at

0.5 dpc (see Note 1). During their gestation and before the delivery
of the treatment, all mice were adapted to the blood pressure device
(see Notes 2 and 3). These mice were randomly assigned to receive
an osmotic pump delivering either recombinant human EG-VEGE
(4 pg; 0.5 pL./h for 5 days) or saline (Fig. 1) (sec Notes 4 and 5).
During this procedure mice were under isofluranc anesthesia {see
Notes 6 and 7).

At 12.5 dpc, control and treated mice were euthanized.
Chemical anesthesia was induced by intraperitoneal injection of
ketamine/xylazine mixture (100 pL per 10 g of weight). After
anesthesia, blood was collected by intracardiac puncture performed
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Euthanasia
Surgery
* C an-secti
EG-VEGF [40pg/mL) o Saline (0,9% NaCl) % Placeies llestion
Pregnancy (oamalic pump: O0.Splhoeur for 5-7 days) ¢+ Blood collection
status ‘ l
determination

7.5dpc 12.5dpc

0.5 term
| |

Plug
\

Weight follow up

Fig. 1 Experimental procedures for group 1 of gravid mice. The flowchart shows the experimental procedures
performed during the first study. The gravid mice were randomly assigned to receive at 7.5 either osmotic
pump containing recombinant EG-VEGF or saline. Gravid mice were sacrificed at 12.5 dpc (n = 20 mice). At
12.5 dpc, placenta and maternal blood were collected

3.2 Assessment
of Stage 2 of PIH:
Development of PIH
Symptoms

3.2.1 Fom05
lo 7.5 dpc

3.2.2 From8.5
to 12.5 dpc

with 25 G needle mounted on 1 mL syringes damped with EDTA.
After exsanguination, the heart was removed to ensure the death
and cesarcan section was performed.

Placentas and fetuses were collected and weighed. Placental
tissucs were fixed in 4% PFA and FFF for histological characteriza-
tion or frozen at =80 °C for RNA or protein analysis.

Blood collection tubes were centrifuged at 1200 x g for
10 min; plasma was collected and stored at =20 °C.

Group 2 of animal (# = 41) was used to assess stage 2 of pre-
eclampsia development and hence clinical manifestations of the
discase. This group was treated at 11.5 dpc after the observation of
the plug at 0.5 dpc. These mice were randomly assigned to receive
an osmotic pump delivering either recombinant human EG-VEGF
(4 pg, 0.5 pL./h for 5-7 days) or saline (Fig. 2). A subgroup of ten
mice was sacrificed at 15.5 dpc, and the second subgroup of ten
mice was sacrificed at 18.5 dpc.

OF1 mice were housed under controlled illumination (12:12,
light: dark cycle) and feed ad libitum. Two- to three-month-old
mice were mated and used to generate gravid mice. The date of the
presence of the vaginal plug was raken at 0.5 dpc.

Plugged mice were weighed every day, and blood pressure was
measured using noninvasive computerized tail-off system. It con-
sists of 7-day adaptation in order to reduce the stress during the
experimentation.

At 7.5 dpc, blood pressure was taken and mice were housed for
24 h in mertabolic chambers in order to collect urine and feces
separately. Urine was stored at =20 °C until the test.

Mice were weighed every 2 days (9.5 and 11.5 dpc) and mean

arterial pressure was taken at 11.5 dpc just before the surgery. Mice
were randomly assigned to receive an EG-VEGF (40 pg/mL)

256



EG-VEGF Maintenance Causes PIH Development 321

Euthanasia
Surgery
* Cesarean-section
EG.VEGF {40ug/mL ) ar Saline (0,9% NaCl) - Placenta, kidney coliect
Pregnancy {esmotic pump: 0 Splhaur for 5-7 days) « Urine and blood collection
status
determination «— OR
11.5dpc 15.5dpc 18.5dpe
0.5 T.5dpc  95dpc 12 5dpe 14 5dpc I 17 Sdpe I term
L 1 1 1 1 1 1
Plug  woight and blood pressure ' L 1 : t |
measurement habituation Weighing every days

* Waighing * Vieighing . + Waeighing * Waighing

WL * MAR teasuromont * MAP measurement * MAP measurement

*Urine of 24h callection + Urine of 24h collection * Urine of 24h collection

Fig. 2 Experimental procedures for group 2 of gravid mice. The flowchart shows the experimental procedures
performed during the second study. The gravid mice were randomly assigned to receive at 11.5 dpc either
osmotic pump containing recombinant EG-VEGF or saline. Gravid mice treated at 11.5 dpc were sacrificed at
15.5 dpc (n = 21 mice) or 18.5 dpc (n= 20 mice). At 15.5 dpc and 18.5 dpc placenta, maternal kidney, uring,
and blood were also collected. Blood pressure was measured at 15.5 dpc and 18.5 dpc

osmotic pump (# = 20) or saline osmotic pump (# = 20). Anesthesia
induction was performed by 4% isoflurane in the box. Then mice
were placed on hot plate and anesthesia was maintained at 1.5%
isoflurane in the mask.

At 11.5 dpc, mice skin was shaved at the abdomen level and
opened of about 2 ¢m; the osmotic pump was loaded with 100 pL
of EG-VEGF (4 pg) or saline and placed in the peritoneal cavity at
the left flank.

Surgical incision was closed in two steps, peritoneum and mus-
cles were sewn up with surgical wire and four to five staples were
placed ro reattach the skin. The closed wound was sanitized with
betadine before mice replacement in the cage.

323 From13.5 After surgery, mice were weighed every day. At 14.5 dpc, mean

to 15.5 dpc arterial pressure was measured and mice were placed in metabolic
chambers for 24 h; collected urine was frozen at =20 °C. At
15.5 dpc, ten mice of EG-VEGF treated and of control group were
randomly cuthanized. Chemical anesthesia was induced by intra-
peritoneal injection of ketamine /xylazine mixture (100 pl./10 g
of weight). After anesthesia, blood was collected by intracardiac
puncture performed with 25 G needle mounted on 1 mL syringes
soaked with EDTA. After exsanguination, the heart was removed
to ensure the death.

Placentas and feruses were weighed. Placental tissues, kidneys,
and all other organs of intcrest were fixed in 4% PFA and FEF for
histological characterization or frozen at —=80 °C for RNA or pro-
tein analysis.
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Blood collection tubes were centrifuged at 1200 x 4 for
10 min; plasmas were collected and stored at =20 °C.

324 From16.5 At 17.5 dpc, the 20 mice remaining were weighed and mean arte-
to 18.5 dpc rial pressure measured. Then the mice were housed in metabolic
chambers for 24 h; coliected urines were frozen at =20 °C.

At 18.5 dpc, mice were cuthanized and blood and tissues col-
lected. Placentas and fetuses were weighed. Placental tissues, kid-
neys, and all other organs of interest were fixed in 4% PFA and FFF
for histological characterization or frozen at —80 °C for RNA or
protein analysis.

Blood collection tubes were centrifuged at 1200 x g for
10 min; plasmas were collected and stored at =20 °C.

3.2.5 \Validation Gravid mice treatment with EG-VEGF caused a significant increase
of the Pregnancy-induced in the maternal circulating levels of EG-VEGE. These levels reached
Hypertension Model 2.5 times the normal levels (see Note 8).

At day 15.5 dpc, there was a significant increasc in the mater-
nal arterial pressure (20% increase).

Compared to saline mice, EG-VEGF-treated mice exhibited a
significant increase in the anti-angiogenic factor, sFlt-1. An average
of 20% increase was observed both at 12.5 and 15.5 dpc. One hun-
dred microliter of plasma was used to assess sFlt-1 levels using the
ELISA kit from Ray Biotech Company. Significant increase in sEn-
doglin circulating levels was also observed in EG-VEGF-treated
mice at 15.5 and atl8.5 dpc. One hundred microliter of plasma
was uscd to assess sEndoglin in the ELISA kit from R&D System.

Deleterious eftects were also observed in the maternal renal
function of EG-VEGF-treated mice. There was a significant
increase in the albumin to creatinine ratio. Renal histology showed
an increase in the number of abnormal glomeruli compared to the
kidneys of saline-treated mice. Abnormal glomeruli corresponded
to renal glomerulosclerosis instead ot endotheliosis, as observed in
full PE models (Fig. 3).

4 Notes

The present protocol was set up to assess stage 1 and stage 2 of the
development of preeclampsia in relation to a deregulation of a
given factor, in our case EG-VEGEF. This protocol could be applied
to any study that aims at assessing the effect of a circulating factor
on the development of preeclampsia at both stages of its develop-
ment and manifestation. Nevertheless, this protocol was subjected
to strict follow-ups that generated the following difficulties.

1. Plugs needed to be verified early in the morning, as total lique-
faction occurs 12-14 h after coitus.
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Fig. 3 (a) Reports EG-VEGF serum levels in gravid mice treated with EG-VEGF. A total of 65 serum samples
were analyzed. Data are presented as bar graphs (* P < 0.05). (b) Reports summary of MAP recorded longitu-
dinally before and during EG-VEGF treatment (arrow). Data are expressed as mean + SEM (*P < 0.05). (c)
Shows representative photomicrographs of hematoxylin-eosin-stained kidney sections from gravid saline and
EG-VEGF-treated mice at 15.5 dpc of gestation. (d) Reports percentage of abnormal glomerull in control and
treated mice at 15.5 and 18.5 dpc. Data are expressed as mean = SEM (* P < 0.05). (e) Reports summary of
24 h urinary albumin/creatinine ratio at days 8.5, 15.5, and 18.5 of gestation. Data are expressed as
mean + SEM (* P < 0.05). (f). EG-VEGF treatment increased circulating sFit-1 (* P < 0.05). (G) EG-VEGF treat-
ment increased circulating sEng. Dala are expressed as mean = SEM (* P < 0.05)

2. Adaptation of mice to the blood pressure device was crucial for
the good practice of this assessment and to get reliable results.

3. Because of their gain of weight during gestation, blood pres-
sure measurements had to be adapted by using larger tubes,
such as those conceived to assess blood pressure in rats. This
problem starts after 12.5 dpc of gestation.

4. In the absence of ultrasound analysis, mice gestation should be
verified before inserting the osmotic pump. This should be
performed with delicacy in order to not disrupt the progress of
gestation,

5. Pump should be introduced gently with the drain device down.

6. Animals should not suffer during experimentation. During sur-
gery, isoflurane anesthesia should be controlled until the end.

7. If animals show any pain signs (e¢.g., loss of 10% of weight,
prostration, facial mimics, spiky hairs), they must be excluded
of the experiment and euthanized.
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8. The 2.5 fold cleveted concentration was chosen because we
previousely demonstrated that EG-VEGF levels were 2.5 higher
in PE women compared ro age-matched control women.
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Annexe 3 : Article 4

PROK1 is a new actor in oocyte competence: expression and hormonal
regulation throughout late folliculogenesis.

Je suis co-auteur de cet article, actuellement soumis dans le journal « Sterility and
Fertility », pour ma participation a ce projet. Ce travail rapporte une partie des résultats

obtenus lors de mon stage facultatif durant mon Master 2.
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Abstract:

Study question: Does Prokineticin 1 (PROKI1) concentration in follicular fluid (FF) differ

between mature and immature ovarian follicles?

Summary answer: FF PROK1 concentration is significantly increased in mature follicles.
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What is known already? Follicular fluid (FF) is an important microenvironment controlling
follicular growth, oocyte competence and subsequent embryo implantation ability. Recently,
quantification of PROK1 in FF has been reported as a new predictive biomarker of in vitro
fertilization (IVF) success. However, no study has characterized the regulation of PROK1

secretion in FF.

Study design, size, duration: A prospective study was conducted in 38 infertile women from
May 2015 to May 2017 at the University Hospital of Grenoble. A total of 298 FF from 23
infertile couples undergoing IVF and 15 cumulus cell (CC) primary cultures from 15 infertile
couples undergoing IVF-ICSI were collected. FF PROK1 concentrations were analyzed
according to follicular size, follicular content, and oocyte competence (in vivo study).
Regulation of PROK1 secretion by FSH, hCG and FSK was also investigated in primary

follicular cells cultures (in vitro study).

Participants/materials, setting, methods: Samples were collected in the Germetheque
Biobank. Signed informed consent was obtained from all patients who participated in the
study. Follicular size (length and width) was measured by 2D-sonography during follicular
growth monitoring and individual follicular puncture. Regulation of PROKI1 secretion by
gonadotropins was characterized in cumulus cell (CC) primary cultures. PROKI1

concentration was quantified by ELISA assay.

Main results and the role of chance: PROK1 concentration is significantly increased in
individual FF according to follicular size (n=298, ANOVA, p<0.001) and oocyte competence
to achieve early embryo development (n=138, Mann-Whitney, p<0.05). FSH and hCG
significantly up-regulated PROK1 secretion in CC cultures (n=5 and n=5, Mann-Whitney, p
<0.01), probably via the cAMP pathway (n=5, Mann-Whitney, p <0.05).

Limitations, reasons for caution: Extensive bleeding or concomitant aspiration of follicles
could distort individual FF PROK1 concentrations. In this study, bloodstained FF and FF with

unexpected volumes according to their size were discarded.

Wider implications of the findings: PROK1 quantification in individual FF by ELISA is a
quick and non-expensive test, which displays an appropriate sensitivity/specificity for clinical
application. Further explorations are warranted to determine whether high PROKI1
concentration in FF is a consequence or a cause of follicular maturity. In future, PROK1
treatment could be proposed as a new therapeutic approach to improve oocyte competence

and IVF outcome.
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Introduction

Follicular fluid (FF) is an important microenvironment influencing follicular growth and
oocyte developmental competence to achieve embryo implantation {Dumesic, 2015 #674}.
Recently, new predictive biomarkers of in vitro fertilization (IVF) pregnancy rates have been
reported in FF {Bracewell-Milnes, 2017 #675}. However, their clinical validation is
mandatory to significantly improve the identification of embryos with high implantation
potential to increase the occurrence of singleton pregnancy and the decrease of medical
complications and economic burden of multiple gestations. Among these new biomarkers of
IVF success, Prokineticin 1 (PROKI, also named EG-VEGF for Endocrine Gland-derived
Vascular Endothelial Growth Factor) seems to be a promising candidate {Gao, 2012
#384;Brouillet, 2013 #497;Alfaidy, 2016 #676} It is highly expressed in endocrine tissues,
including the testis, the adrenal gland, the ovary, and the placenta {LeCouter, 2001 #11}. It
mediates its biological activities via two G protein-coupled receptors named prokineticin
receptor-1 (PROKR1) and -2 (PROKR2) {Lin, 2002 #10}. PROK1 has been described as a
new actor in human fertility, with major roles in placental development, ovarian disorders and
endometrial receptivity {Maldonado-Perez, 2007 #30;Brouillet, 2014 #618}. In the human
ovary, PROK1 is highly expressed in FF, oocyte and follicular cells from primordial to
preovulatory follicles {Ferrara, 2003 #271;Alfaidy, 2016 #676}. PROKI1 is both highly
secreted by granulosa (GC) and cumulus (CC) cells, suggesting that its FF concentration
mainly results from a local secretion from follicular cells {Alfaidy, 2016 #676}. Recently, FF
PROKI1 quantification has been reported as a new non-invasive biomarker of IVF outcome,
suggesting its role in oocyte competence {Alfaidy, 2016 #676}. However, little is known
regarding its local regulation and secretion within ovarian follicles. The up-regulation of
PROKI1 secretion by gonadotropins has been already described in human placental
trophoblastic cells {Brouillet, 2012 #387}, in endometrial epithelial cells {Evans, 2009 #256}
and in luteinized granulosa cells {Fraser, 2005 #270}. These data suggest that FF PROK1
content could be modulated in response to FSH/hCG stimulation treatment in IVF and
therefore play a role in oocyte maturity. Hence, the main objective of this study was to
characterize individual FF PROKI1 secretion in pre-ovulatory follicles in IVF patients. The
secondary objectives were to investigate the regulation of PROK1 secretion by gonadotropins
and to determine the relationship between individual FF PROK1 concentration and oocyte

maturity.
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Materials and methods
Population

We recruited 38 infertile women from November 2014 to May 2018 in the assisted
reproductive technics (ART) laboratory at the University Hospital of Grenoble, France. Figure
1 illustrates the flow chart of the study group. All women met the following inclusion criteria:
(1) both ovaries were present and exempt of morphological abnormalities or surgical history;
(2) basal FSH circulating level of <10 IU/L on the third day of the unstimulated cycles; (3) no
current or past disease affecting the ovaries. Women with tobacco use, polycystic ovary
syndrome (PCOS), recurrent pregnancy loss, or ectopic pregnancy were not enrolled as
deregulation of the PROK1/PROKR system has been reported under these conditions {Gao,
2011 #492;Su, 2010 #389;Ferrara, 2003 #271;Shaw, 2010 #498;Shaw, 2010 #499;Holloway,
2013 #575;Salker, 2010 #501}. Samples were included in the GERMETHEQUE Biobank
after signed informed consent from the patients (the procedure was approved by the
institutional ethics review board, CPP Sud-Ouest). Women with ovarian hyperstimulation
syndrome (OHSS) were excluded (n=2) as deregulation of PROK1 has been reported under
this condition {Gao, 2011 #492}, as well as women with empty follicle syndrome to exclude

pathological folliculogenesis (n=1).
IVF stimulation

All women were superovulated by treatment with FSH or human menopausal gonadotropin
(hbMG) (GONALF®, PUREGON®, FOSTIMON®, MENOPUR®) following down-
regulation with GnRH agonists (SYNAREL®, DECAPEPTYL®) or antagonists
(ORGALUTRAN®, CETROTIDE®). The follicular development was monitored by 2D
transvaginal sonography and serum estradiol (E2) measurements from the 6" day of
stimulation to the day of ovulation induction. When at least three follicles had reached a
diameter of 16 mm or more, ovulation was triggered with a single injection of 5,000 IU of
human chorionic gonadotropin hormone (hCG) administered subcutaneously (5000 UI,

OVITRELLE®).
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Oocyte retrieval

Transvaginal ultrasound-guided follicle retrieval was conducted 35h after hCG
administration. Only follicles over 10 mm were aspirated using a single lumen 17 G needle
connected with vaccum aspiration system. Individual follicular aspiration was performed with
1 ml of Flushing Medium® (Origio®). Each FF was maintained at 37 °C until cumulus-
oocyte complexes (COCs) collection in the ART laboratory. COCs were isolated for
conventional IVF or ICSI procedures. Before microinjection for ICSI, oocyte maturity was

assessed after denudation.
Individual follicular fluids (FFs) collection

A total of 298 FF from 23 couples undergoing IVF treatment was collected and analyzed for
follicular size, oocyte recovery and PROK1 content. The length and the width of each follicle
were measured before aspiration by 2D-sonography, allowing the estimation of the follicular
size. The same operator performed all measurements and aspirations. Immediately after COCs
collection, individual FF samples were centrifuged individually at 1,000 rpm for 10 min at
room temperature to isolate the FF from luteinized granulosa cells and erythrocytes, and
supernatants were immediately stored in several aliquots at -20°C. To avoid any blood
contamination, only clear follicular fluid samples were included, whereas bloodstained FF
samples were discarded. FF with unexpected volumes according to the size of the
corresponding follicle were discarded to limit the impact of concomitant aspiration of
follicles. FF volume ranged from 0.5 to 9.7 ml. The mean volume of FF was 2.90 ml & 0.1 ml.
Follicular size ranged from 10 to 28 mm. The mean size of follicles at the time of aspiration
was 17.65 mm + 0.25 mm. The results are in concordance with literature {Thuesen, 2014
#677;Nishigaki, 2011 #678;Wirleitner, 2018 #679}. Follicles were divided into five groups
according to their size: from 10 to 13 mm, n = 51; from 14 to 16 mm, n = 71; from 17 to 19
mm, n = 75; from 20 to 22 mm, n = 63; from 23 to 28 mm, n = 38. The relationship between

FF volume and the corresponding follicular diameter is shown in Supplementary Figure 1.
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Cumulus cells (CCs) collection and culture

As CCs primary cultures are the best cellular model to investigate pre-ovulatory follicular
physiology {Chian, 1999 #680}, we used this model to investigate the impact of gonadotropin
treatment. CC were isolated from 15 women undergoing IVF with intracytoplasmic sperm
injection (ICSI). COCs were denuded of their surrounding CCs both enzymatically and
mechanically using 80 IU/ml of hyaluronidase (JCD®) and Stripper tips (Origio®). CC were
collected and centrifuged at 350g for 5 min at room temperature. The harvested cells were

suspended in DMEM-F12 medium (Gibco®) supplemented with  1UI/mL

penicillin/streptomycin (PAA®) and seeded into plastic culture dishes (1 x 104 viable cells
per well). CCs viability was assessed by 1% (wt/vol) trypan blue dye exclusion. One day
later, the cells were rinsed three times and incubated in 500ul of fresh culture medium + FSH
5 U.I/L (Puregon®, NV Organon) {von Wolff, 2014 #681;Rosen, 2009 #682;Thuesen, 2014
#677;Wirleitner, 2018 #679}, hCG 1 U.L/L (Ovitrelle®, Merck Serono) {Rosen, 2009
#682;Thuesen, 2014 #677} or FSK 10uM (Forskoline, Sigma-Aldrich, REFF6886). The cells
were then incubated at 37°C in a humidified tissue culture incubator with 95% air and 5%

CO2. The supernatants were collected after 24h of culture.
PROKI1 quantification by ELISA Assay

PROKI1 was measured in each individual FF using a commercial ELISA test (human EG-
VEGF/PROK1 ELISA development kit, Peprotech®) according to the manufacturer's
recommendations. All samples were in the linear range of the standard curves when using a
five-fold dilution of FF. Each sample was run in duplicate with <10% intra-assay coefficient

of variation. The detection limit of the assay was 16 pg/ml.
Statistical analysis

Statistical significance was defined as p < 0.05. The data were summarized as mean =+
standard error of the mean (SEM). Normality of data was assessed firstly by histogram in
addition to the formal tests used for normality as Shapiro test. Mann Whitney was used for
experiments with two groups whereas the ANOVA followed by Dunn’s method was used for

experiments with more than two groups, as non- parametric methods
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Results
Experimental Design and Patient Clinical Characteristics

Patient characteristics are detailed in Table 1. For FF samples, the women's age ranged from
25.04 to 36.97 years (mean = SEM: 32.70 + 0.87 years) with a body mass index (BMI) from
18.65 to 33.22 kg/m’ (mean + SEM: 22.97 + 1.01 kg/m”). AMH concentration of women at
day-3 was 3.48 £ 0.45 ng/ml. Infertility duration was 4.44 + 0.46 years. FSH starting dose
was 179.72 £ 12.04 1.U./day during 9.86 + 0.26 days. The average number of 12.86 = 0.89
retrieved follicles and 7.63 + 0.82 COCs per ovarian puncture was obtained. For CC samples,
the women's age ranged from 25.38 to 36.29 years (mean = SEM: 31.88 £ 0.89 years) with a
body mass index (BMI) from 18.99 to 32.82 kg/m? (mean + SEM: 22.01 + 0.93 kg/m?). AMH
concentration of women at day-3 was 3.33 + 0.35 ng/ml. Infertility duration was 3.79 + 0.29
years. FSH starting dose was 180.06 + 11.69 1.U./day during 10.00 + 0.30 days. The average
number of 12.66 + 1.02 retrieved follicles and 7.47 £ 0.86 COCs per ovarian puncture was

obtained.
PROKI1 concentration in individual FF according to follicular size

Follicles were divided into three groups according to their size: small (10-14 mm; n = 75),
intermediate (15-19 mm; n = 104) and large (>20 mm; n = 119). The concentration of
PROKI1 ranged from 0.23 to 5.21 ng/ml with high intra-individual and inter-individual
variabilities (Figure 2). The mean concentration was 2.06 + 0.07 ng/ml. The relationship
between FF concentration of PROKI1 and follicular diameter is shown in Figure 3. We
observed a significant increase in PROKI1 concentration with follicular growth (n=298,

ANOVA, p<0.001).
PROKI1 concentration in individual FF according to follicular content

Of the 298 retrieved follicles, 171 COCs were isolated during oocyte recovery including
6 atretic COCs. PROK1 concentration was 2.1 + 0.09 ng/ml in FF containing COCs compared
to 2.0 = 0.09 ng/ml in empty or atretic follicles, respectively (figure 4, Mann-Whitney,
p=0.15). The mean size of follicles was comparable in both groups (18.1 mm versus 18.0 mm,

p=0.91).
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PROKI1 concentration in individual FF according to oocyte competence

We characterized PROK1 concentration in FF according to oocyte competence to achieve
fertilization (Figure 5A) and early embryo development (Figure 5B). PROK1 concentration in
FF containing two pronuclei zygotes was 2.1 £ 0.11 ng/ml compared to 2.0 + 0.14 ng/ml in
FF associated with unfertilized, one pronucleus or > three pronuclei oocytes, respectively
(Figure 5A, n=165, Mann-Whitney, p=0.3). The mean size of follicles was comparable in
both groups (18.5 mm versus 17.8 mm, p=0.45). PROK1 concentration was 2.4 = 0.15 ng/ml
in FF associated to competent oocytes that achieved early embryo cleavage compared to 1.9 +
0.12 ng/ml in FF associated to oocytes with poor developmental potential (Figure 5B, n=138,
Mann-Whitney, p=0.016). The mean size of follicles was comparable in both groups (18.2

mm versus 18.1 mm, p=0.73).
PROKI1 regulation by gonadotropins

To characterize gonadotropin regulation of PROK1 secretion into FF, we determined PROK 1
secretion in CCs primary cultures obtained from 15 patients undergoing an IVF-ICSI. As
shown in Figures 6A and 6B, FSH and hCG significantly increase PROK1 secretion (n=5,
Mann-Whitney, FSH and hCG, 24h of treatment, p<0.01). In Figure 6C, we observe a
significant increase of PROKI1 secretion in response to forskolin (FSK), an activator of
protein kinase A (PKA) that stimulate the cAMP pathway (n=5, Mann- Whitney, FSK 24h,
p<0.05)
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Discussion

Follicular size is the current surrogate marker of follicular maturation in IVF. Several authors
reported an increase of metaphase II oocyte recovery, fertilization or/and developmental
competence of the subsequent embryo in large follicles {Rosen, 2008 #684;Revelli, 2014
#685}. However, the predictive value of follicular size in IVF outcome remains debated.
Indeed, follicular size has been reported to be of limited usefulness in predicting oocyte
competence and embryo implantation potential {Revelli, 2014 #685}. Hence, validation of
new reliable biomarkers of oocyte competence is mandatory to improve IVF pregnancy rates.
Recently, FF PROKI1 quantification has been reported as a promising candidate to predict
subsequent embryo implantation in IVF {Alfaidy, 2016 #676}. However, the factors that
influence PROK1 secretion into FF were still unknown. In this study, we characterize for the
first time the significant increase in PROK1 concentration with follicular size. We also
observe an important intra-individual variation of FF PROK1 within follicular cohorts and a
higher concentration of PROK1 in FF associated to competent oocytes that achieve early
embryo development. Altogether, this study provides new evidence for PROK1 contribution
to human follicular development. Previous studies reported PROKI1 expression from
primordial to pre-ovulatory follicles in humans {Ferrara, 2003 #271;Zhang, 2003
#491;Alfaidy, 2016 #676}, as well as in the corpus luteum {Fraser, 2005 #270}. In human
placenta, PROK1 has been reported to promote cell proliferation and survival {Brouillet,
2013 #385;Hoffmann, 2009 #77}, and to increase angiogenesis and endothelial cell
permeability {Brouillet, 2010 #388}. In the ovary, PROK1 has been associated with many
conditions including PCOS, OHSS, and ovarian cancer {Gao, 2011 #492;Ferrara, 2003
#271;Zhang, 2003 #491;Balu, 2012 #489}. Altogether, these data suggest that PROK1 may
stimulate follicular cell proliferation and permeability that occur through proper development
of antral follicles. This hypothesis advocates that high PROK1 concentration may reflect the
ability of the follicle to create a suitable cellular network that guarantees a better follicular

microenvironment for the developing oocyte.
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As gonadotropins are key regulators of follicular growth and oocyte competence {Oktem,
2010 #686;Zhang, 2009 #687}, we also investigated FSH and hCG regulation of PROK1
secretion in CC primary cultures and demonstrated that PROK1 secretion is significantly
increased by both gonadotropins, probably via the cAMP pathway. Our data are in line with
hCG up-regulation of PROK1 secretion previously reported in human trophoblast {Brouillet,
2012 #387}, in human first trimester decidua {Evans, 2009 #256}, and in human luteinized
granulosa cells {Fraser, 2005 #270}. The promoter of PROK1 gene contains two canonical
cyclic adenosine 3’,5’-monophosphate (cAMP) response elements: CREI (cyclic AMP
responsive element 1), located at -1,728 bp, and CRE2 (cyclic AMP responsive element-like
2), located at -383 bp. As gonadotropins actions are known to be largely mediated through
increasing CAMP {Lindner, 1974 #688;Landomiel, 2014 #689;Ryu, 1996 #690}, one could
speculate that LH might also act on PROKI1 secretion in human ovarian follicles. Further
studies are needed to decipher the exact role of PROKI in follicular maturation and ovulation

induction.

Altogether, our data highlight the potential use of FF PROK 1 quantification as a biomarker of
follicular maturity. Indeed, FF is the by-product of oocyte aspiration from ovarian follicles; its
collection is non-invasive and easy during oocyte pick-up, representing an optimal source of
non-invasive biochemical predictors of oocyte quality. Currently, selection of COCs or oocyte
for fertilization during IVF procedures only relies on the evaluation of oocyte nuclear
competence that is based on morphological criteria (presence or absence of one polar body
within the perivitelline space). Hence, reliable biomarkers of oocyte cytoplasmic maturation
could significantly improve IVF outcome {Watson, 2007 #691}. To date, several FF factors
have already been reported as promising predictive candidates for oocyte competence in IVF
routine, such as IGFs and Apolipoprotein B {Sjoblom, 1999 #692;Ziebe, 2013 #693;Kawano,
1997 #694}. Changes in FF composition according to the follicle size or follicle maturity have
already been reported {Wen, 2006 #695;Malizia, 2010 #696;Nishigaki, 2011 #678}. Here, our
results support the relevance of FF PROKI1 quantification as a predictive biomarker of
follicular growth and oocyte competence. If so, PROKI1 could represent a supplemental non-
invasive prognostic/diagnostic tests for IVF. Indeed, PROKI1 quantification is easy to
perform, it could be obtained within the five hours following sample collection, and cost less
than one euro per IVF attempt. Further studies are required to evaluate the predictive value of
individual FF PROK1 quantification in the evaluation of fertilization and developmental

competence of the oocyte.
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Conclusion

In conclusion, we report for the first time a follicular size-dependent concentration of PROK 1
within human ovarian FF, the regulation of its secretion by gonadotropins and its association
with oocyte competence. Further explorations are warranted to delineate the actions of
PROK1 within the human ovary and to determine whether high PROK1 concentration in FF
is only a consequence or a cause of follicular maturity. In future, PROKI treatment could

represent a new therapeutic approach to improve oocyte competence and IVF outcome.
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Annexe 4 : Article 5

Casein Kinase 2 contributes to trophoblast invasion: physiological and
pathological implications.

Cet article est le fruit d’'une collaboration entre notre groupe, spécialisé dans I'étude du

placenta, et le groupe du Dr O. Filhol, spécialisé dans I'étude de I'’enzyme CK2.

J'ai travaillé en étroite collaboration avec le Dr R. Abi Nahed, d’ou ma position en tant

que deuxieme auteur.
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Abstract

Preeclampsia (PE) is the most threatening pathology of human pregnancy. PE development is
thought to be due to a failure in the invasion of trophoblast that establish the fetomaternal
circulation. Protein kinase CK2 is an ubiquitous enzyme reported to be involved in the control
of cell invasion. CK2 consists of two subunits; a catalytic subunit, CK2a, and a regulatory
subunit, CK2p. To date, no data exist on the expression and role of this enzyme in normal and
PE pregnancy. We performed studies on clinical cohorts [distinctive cohorts from early
pregnancy (n=24) and from PE (n=10) and age-matched controls (n=18)]; in vitro on primary
and trophoblast cell lines); ex vivo using placental explants, and in vivo with the Stox1 mouse
model that mimics PE. We demonstrated that 1) CK2 is more expressed during the late first
trimester of pregnancy and mainly localized in differentiated trophoblast cells ii) the
inhibition of its enzymatic activity decreases the proliferation, migration and invasion of
trophoblast cells, both in 2D and in 3D culture systems, ii1) CK2 activity and the CK20/CK2f3
protein ratio were increased in PE human placentas. The pattern and profile of CK2
expression were confirmed in gravid mice along with an increase in the PE mouse Stox1
model. Altogether our results demonstrate, for the first time, that CK2 plays an essential role
in the establishment of the feto-maternal circulation and that its deregulation is associated
with PE. The increase in CK2 activity in PE might constitute compensatory mechanism to

ensure proper pregnancy progress.
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Introduction

Pre-eclampsia (PE) is a disease that complicates 2 - 8% of all pregnancies, resulting in
significant maternal and fetal morbidity (Abalos et al., 2013). The disease manifests in the
third trimester of pregnancy with a wide variety of maternal symptoms, of which
hypertension, proteinuria, and edema are late manifestations of a multifactorial, multisystemic

disorder initiated in early pregnancy (Cross, Werb & Fisher, 1994).

In early first trimester, placentation occurs in relatively hypoxic conditions critical for proper
embryonic development (Burton et al., 2002). Before the ninth week of gestation (Wg),
placental oxygen tension is low (20 mm Hg), and at 9—10 Wg it increases to approximately 55
mm Hg (Wells, 2007). This rise coincides with morphological changes in the uterine arteries
that allow free flow of maternal blood into the placenta. At this time trophoblast cells transit
from a proliferative to an invasive phenotype (Cartwright et al., 1999), penetrate endometrial
vessels, and establishe the feto-maternal circulation (Kaufmann et al., 2003). This gestational
period is associated with increases in the activities of the antioxidant enzymes such as
catalase, glutathione peroxidase, manganese and copper/zinc superoxide dismutase within
placental tissues, signifying an oxidative stress generation. This period has also been shown to
be associated with significant derangement of the mitochondrial cristae within trophoblast
cells, a phenomenon reported by multiple studies as adaptation of trophoblast cells to the burst
of oxygen tension. It has also been reported that inabilities to switch on these adaptations
during times of mitochondrial stress may contribute to the development of neuronal and
cancer pathologies. Hence, one can speculate that in the placenta the oxygenation burst may
trigger mitochondrial adaptations to overcome the generated oxidative stress. However, the
mechanisms by which this might occur is still to be determined. Among proteins that have
been reported to be associated with mitochondrial adaptations is the protein kinase (CK2).
CK2 (previously named casein kinase 2) is a ubiquitous enzyme that phosphorylates a wide
repertoire of substrates on serine / threonine residues (Bibby et al., 2005). Such promiscuity
connects CK2-dependent phosphorylations with key cellular processes and signaling
pathways such as survival/proliferation, cell differentiation and apoptosis (St Denis et al.,
2009; Ortega et al., 2014; Buchou et al., 2003; Ahmed et al., 2002; Filhol et al., 2015). The
CK2 holoenzyme is a tetramer complex composed of two catalytic subunits a or o '(42 and 38
KDa) and two B-regulatory subunits (25 KDa) which modulate its catalytic activity (Pinna,
2002 ; Zanin et al., 2015; Bibby, 2005 ; Montenarh et al 2014 ; Buchou et al 2003).
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While the regulatory subunit (CK2p) is not essential for the enzymatic activity of CK2a, the
free catalytic subunit and the holoenzyme exhibit divergent substrate preferences (Pinna,
2002). Moreover, analysis of the spatiotemporal organization of the CK2 subunits using live-
cell imaging revealed the existence within the cell, of a subtle equilibrium between different
forms of CK2 subunits (Filhol et al., 2003). Consequently, the CK2a/CK2p ratio is critical to
maintain a normal epithelial morphology and an imbalance of CK2 subunit expression
reflected by a decrease in the CK2f regulatory subunit is sufficient to drive epithelial-to-
mesenchymal transition (Deshiere et al., 2013). CK2 participates to the transduction of
survival signals and the emerging picture is that this kinase is central to many of the
molecular switches that protect the cell against stress (Ahmed et al., 2002; Watanabe, 2012).
Importantly, CK2 has the properties of an anti-stress factor (Watanabe, 2012). While the
regulatory subunit () is not essential for the enzymatic activity of the CK2, the CK2a/CK2f
ratio appears to be essential for the stability of this enzyme (Filhol, 2015). Importantly, CK2
inhibition has been reported to cause mitochondrial dysfunction and to exacerbate oxidative
stress damage, suggesting that this enzyme could be a first line of defense in the cellular
antioxidant defense pathway, such as the one that occurs around 9-10 Wg in the human

placenta (Kim et al., 2012 ;Sheoran S et al., 2013).

While CK2 has been studied in multiple diseases, such as cancer, where the inhibition by
specific chemical inhibitors, such as CX4945, is considered as a promising therapy (Siddiqui-
Jain et al., 2010; Filhol et al., 2015) in multiple pathologies, neither its role in early placental
development nor its behavior in pregnancies pathologies such as pre-eclampsia, a disease
associated with failure in placental adaptations to oxygenation by the end of first trimester of

pregnancy, has been investigated.

Based on the commonly recognized functions of CK2 to (i) contribute to mitochondria
adaptations, (if) play a role in the cellular antioxidant defense and (iii) regulate cell
proliferation migration and invasion, we hypothesized that this enzyme may play an important
role in the mechanisms that support the establishment of the feto-maternal circulation and

control PE-associated oxidative stresses.
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To investigate the role of CK2 in normal and PE-associated pregnancies, studies were
conducted both in vitro using human placenta and trophoblast cells, a clinical cohort of PE
placental samples and in vivo using the STOXI1 mouse, a genetic model of PE that
recapitulates all hallmarks of the disease. The results presented here show that placental CK2
plays a critical role during the first trimester of pregnancy and its dysregulation contributes to

altered placental development and fetal outcome.
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Materials and methods

Human tissue collection

Collection and processing of human placentas were approved by the local hospital ethical
committees. Informed patient consent was obtained in all cases. First trimester human
placentas from 6-13 weeks of gestation (Wg) were obtained from elective terminations of
pregnancies from Grenoble Hospital. PE and gestational age-matched controls placentas were

collected between 22 and 28 Wg.

PE was defined as a diastolic arterial blood pressure greater than 90 mmHg and a systolic
blood pressure greater than 140 mmHg, associated with proteinuria (more than 300 mg/24
hrs). The blood pressures were taken at admission and at the inclusion day, after at least half
an hour of bed rest. From this study, we were able to collect 24 samples of PE patients and 32
samples from normal pregnancies. All control placentas obtained were grossly normal.
Placentas were obtained within 20 min of delivery. Placental tissue samples were excised
from random areas of the placental cotyledons, excluding the peripheral margin and infarcted
areas. Samples from each placenta were snap frozen and stored at -80 °C for mRNA and

protein extraction or fixed in 4 % paraformaldehyde for immunohistochemical analyses.
Animal model

Animal studies were carried out in strict accordance with the recommendations and the
guidelines of the European Community for the Use of Experimental Animals. We used both
gravid C57bl6 strain at the following gestation ages: 10.5, 14.5 and 17.5, days post coitus
(dpc) and the FVB/N strain STOX 13 mice (mice overexpressing 13 times the STOX1 gene).
These mice were obtained from Dr. Vaiman (Doridot et al., 2013). Female WT mice (n= 4)
were crossed with STOX13 male mice (n=4) to generate heterozygote pups. For controls, we
crossed FVB/N WT female mice (n=4) with male mice (n=4). The mice were housed under
controlled illumination (12:12h light: dark cycle). The date of the presence of a vaginal plug
was considered as day 0.5 post coitus (dpc). Gravid STOX13 mice were sacrified at day 15.5
dpc.
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Cells and explants cultures (PEX)
HTR&/SV neo culture

The human Normal trophoblast cell line, HTR8/SVneo (ATCC® CRL3271™), were used
between 24 and 30 passages and grown in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS), penicillin-streptomycin, and amphotericin B (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France). The cells were incubated in the absence or presence of 4 uM CX4935

(CX), a potent inhibitor of the enzymatic activity of ck2, for 24 h. Cells were maintained at

37°C under 5% CO, and 20 % O..
STOXI cell line and Control cell line culture

The human trophoblast cell line JEG 3 that overexpresses STOX1 gene was obtained from Dr.
Vaiman. The overexpressing cell line was called STOX1 cells. The control cells are JEG3
cells that were transfected by a control plasmid, they were called CTL. Cells were stably
transfected with pCMXSTOX1- or empty pCMX respectively (Rigourd et al., 2008).
Geneticin (G-418, 500 pg/ml, Invitrogen) was continuously used to maintain transgenic cell
line in culture. STOX1 cell and CTL cells were maintained in Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) glutamine, containing 10% fetal bovine serum (FBS), 1% antibiotic—
Penicillin Streptomycin. Cells were incubated in a humidified 5% CO2 at 37°C.

Human Placental explant (PEX culture)

Villous explant cultures were established from first trimester human placentas from 7-12 Wg.
Small fragments of placental villi (30—40 mg) were placed into 48-well plates precoated with
150 pl/well of diluted Matrigel (Matrigel/ DMEM-F-12, 1:1; Corning® Matrigel® Basement
Membrane Matrix #354234) and polymerized at 37°C for 30 min. Explants were cultured in
DMEM Ham’s F-12 medium (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 1%
streptomycin/penicillin. After 24 h of culture the medium was changed and the explants were
transfected with either siRNA against CK2a (Filhol., 2012) or scramble siRNA, used as
control (Ambion, France). Lipofectamine RNAimax (Invitrogen, California) was used as
transfecting agent according to the manufacturer’s instruction. The explants were incubated in
the absence or presence of 2 or 4 uM CX for 24 h. For each placenta, three explants were
used for each determination. For statistical analysis, the n value represents the number of

placentas and not explants used.
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RNA isolation and real-time PCR analysis

Total RNA was extracted from PE, AMC, cell lines, first trimester placentas and mice
placental tissue using the Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) as described
(Brouillet et al., 2010). Reverse transcription was performed on 1 pg of total RNA
(Invitrogen). Primers used are listed in Table 1. mRNA expression was quantified by real-
time RT-PCR using a Bio-Rad CFX96 apparatus and GoTaq qPCR Master Mix (Promega,
Madison, WI). PCR conditions were as follows: step 1, 94°C for 10 min; step 2, 45 cycles
consisting of 95°C for 15 s, with temperature indicated in Table 1 for 5 s, and 72°C for 10 s.
Relative quantification was performed using the comparative threshold (CT) method after
determining the CT values for reference and target genes in each sample sets according to the
E—**“" method. Three humans (/8S, RPLO and GAPDH) and two mice (RPLI3a and
GAPDH) normalizing genes, , were used to calculate the mRNA levels (Table 1).

Immunohistochemistry

Placental tissues from first trimester (6 to 14 Wg) and from PE and AMC were fixed for 24 h
at 4°C in 4% (vol/vol) paraformaldehyde, embedded in paraffin, and cut into 5-um sections.
The avidin-biotin immunoperoxidase detection method was applied. Endogenous peroxidase
activity was quenched by pretreatment with 3% (vol/vol) hydrogen peroxide in methanol for
30 min. polyclonal rabbit antibodies were used to detect CK2a protein (Laramas, 2007) and
Monoclonal mouse antibodies were used to detect CK2p protein (Prudent, 2010 ; Deshiere
2013). For immunohistochemical analyses, antibodies were incubated with the tissue sections
overnight at 4°C (1ug/ml). Tissue sections were subsequently washed three times with PBS
and incubated with biotinylated goat anti-rabbit IgGs or goat anti-mouse I1gGs (1,1g/1, Dako,
Denmark) for 1 h in a humid chamber. After three PBS washes, the slides were incubated
with an avidin-biotin complex (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA)
for 1 h. After a final PBS wash, the immunoreactive proteins were visualized upon addition of
3, 3-diaminobenzidine (Dako) for 2 min and then counterstained with hematoxylin. Zeiss

AxioCam HRc coupled to a Zeiss Axioplan microscope were used.
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Western Blotting analysis

Placental tissues and cell line used to determine the expression of CK2 protein were
homogenized with a mixer (Polytron 1200 mixer, Bioblock Scientific, France) in RIPA lysis
buffer (Tris-HCI 2,42¢g, NaCl 8,77g, sodium deoxycholate 5g, sodium dodecyl sulphate (SDS)
g, Triton X-100 10ml, pH 8) containing a cocktail of protease inhibitors (Sigma 105 Aldrich,
MO). The supernatants obtained by centrifugation of homogenates (11,000 g at 4°C for 30
min) were collected and protein concentrations were determined using the micro BCA protein

assay with a Multiscan EX (Thermo LabSystems) and Accent Software 2.6.

Extracted proteins were mixed with 5X protein sample buffer (62 mM Tris-HCI pH 6.8, 2%
SDS, 10% glycerol, 5% B-mercaptoethanol, and 0.05% bromophenol blue as the tracking
dye), and samples were heated at 95°C for 5 minutes. Samples were then separated on 4-20%
SDS-PAGE gels and transferred into 0.22 pum nitrocellulose membranes (BioRad) using a
Mini Trans-Blot Cell (BioRad). The membranes were blocked in 1% BSA-TBS Tween 0,05%
and incubated overnight at 4°C with anti-CK2a (1:1000, in-house antibody (Laramas, 2007),
anti-CK2B (1:300; Deshiere, 2013), anti-PAkt Ser129 (1:500; Sigma-Aldrich); this was
followed by 5 washes and then incubated for 1 h with matched horseradish peroxidase labeled
secondary antibodies (1:3000). Immunoreactivity was detected using chemiluminescence
detection kit reagents and a Chemi-Doc imaging system (BioRad). To standardize for sample
loading, the blots were subsequently stripped using a commercially available kit, following
the manufacturer’s instructions (Re-blot; Millipore), and re-probed with an anti-B-actin

antibody (Sigma-Aldrich) used as loading control.
Proliferation Assay (incucyte)

Cell proliferation was assessed in the absence or presence of CX-4945 (4uM). Cells were
seeded at 5000 cells/well in a 96 well plate, and allowed to grow for 24 h. Cells were then
treated or not with CX-4945 and incubated 72 h in the Incucyte device. The cells were tracked
using an Essen IncuCyte Zoom live-cell microscopy incubator, and bright field images were
captured every 2 h for the duration of the experiment. The proliferation rate was analyzed

using Zoom® software.
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Migration Assay (wound healing test)

Wound-healing assay was performed using HTR-8/SVneo cells. Cells were seeded in
complete medium (RPMI, 5% FBS) at a density of 2 x 10° cells/well into 24-well plates. At
confluence, complete medium was replaced by serum-free medium in the absence or presence
of CX-4945. Cells were scratched with a WoundMaker-incuCyte (Essen BioScience) to create
an artificial wound and incubated 72 h in the Incucyte device. Images and kinetics of the
wound closure were recorded every 2 h. The percentage of wound closure was analyzed using

Zoom" software.
Invasion Assay

The invasive properties of HTR8/SVneo cells treated with of CX-4945, 4 uM, were compared
to CTL cells using Matrigel-coated HTS FluoroBlok transwell inserts (Falcon, 0.8 um) were
used. Matrigel™ (8 mg/ml diluted at 1:3 with DMEM) was added to the transwell inserts and
was allowed to solidify for 2 h at 37°C. Cells were pre-labelled in situ for 1 h with 2 pg/ml of
Dil-Ac-LDL, (Acetylated Low Density Lipoprotein, labelled with 1,1\'-dioctadecyl —
3,3,3\",3\'-tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate). Labeleld-cells were then trypsinized and

re-suspended to the upper chamber of Matrigel-precoated FluroBlok transwell (3x10° cells).

Coated fluoroBlok transwell inserts were also used to determine the number of cells that
invaded the Matrigel towards the chemoattractant (10% FBS) that was added to the lower side
of the chamber. The FluoroBlok transwell was incubated for 48 h at 37°C. Cells were fixed in
4% paraformaldehyde during 15 min at room temperature. Remaining cells at the upper side
of the membrane were carefully removed with cotton swabs. The cells that invaded the
chamber were visualized under the epifluorescence microscope (in red) and counted using

Imagel software.
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CK2 kinase assay

CK2 kinase assays (Bestgen et al., 2017) were performed in a phosphorylation buffer (50mM
Tris-HCl pH7.5, 0.15 M NaCl, 2% glycerol) containing recombinant CK2a (36 ng) or
recombinant CK2 holoenzyme (50 ng) and a mixture containing 10 mM MgCl,, 1 uCi of [y-
32p] ATP in the presence of 0.2 mM of the CK2B independent substrate RRREDEESDDEE
(Songyang et al., 1996) or the CK2p-dependent substrate SGDEMIFDPTMSKKKKKKKKP
(Poletto et al., 2008). The final concentration of ATP was 10 uM and assays were performed
under linear kinetic conditions for 5-10 min at room temperature. Kinase reactions were
stopped by the addition of 60 pL of 4% trichloroacetic acid and sample adsorption on
phosphocellulose P81 paper, which were washed in 0.5% phosphoric acid and counted in a

scintillation counter.
Statistical Analysis

Statistical comparisons were made using the Student’s t-test. All data were checked for
normality and equal variance. When normality failed, a nonparametric test was used.
(SigmaPlot and SigmaStat, Jandel Scientific Software). All data are expressed as means Mean

+ SEM (P<0.001, 0.01 and 0.05).
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Results
CK2 expression and activity in human placenta during the first trimester of pregnancy.
Immunohistochemistry

Eight to fourteen Wg placentas were used to immunolocalize CK2 subunits in human
placental villi. CK2a and CK2B immunoreactivity was mainly observed during the late first
trimester (Fig.1 Ab-Ae). Before this gestational age, the overall staining was weak (Aa-Ad).
In the late stages of gestation, a strong CK2a and CK2[ staining was observed in the
cytotrophoblast (CT) (Fig.1 Ab-Ae), syncytiotrophoblast (ST) (Figl Ab-Ae) and extravillous
CT (EVT) (Fig.1 Ac-Af). An immunoreactivity for both CK2 subunits was also observed in
Hofbauer cells (Hb) within the placental villi (Fig.1 Ab-Ae). No staining was observed when

pre-immune sera was used as negative control (Fig.1 Ag).
Western blot and qPCR analysis

The pattern of CK2a and CK2f protein expression was analyzed by Western blot on protein
extracts from human placental tissue homogenates. Fig.1B shows a representative Western
blot of CK2 subunit expression in placental extracts of 6 to 13 Wg. The bands corresponding
to the CK2 subunits were stably expressed at 6-8 Wg. Wg, and increased gradually thereafter.
Importantly, we observed a peak of expression of both subunits at 9-10 Wg, at a time
corresponding to the feto-maternal circulation establishment, suggesting a potential regulation
of CK2 expression at this gestational age. Comparable results were obtained when CK2a and
CK2p expression was assessed throughout mouse gestation in placenta collected from 10.5
dpc (day post coitus) to 17.5 dpc (Fig.S1.A). Quantification of Western blots revealed a sharp
increase in both CK2a and CK2f expression levels during late first trimester. Because it is
well established that the CK2a to CK2 ratio has a strong impact on the substrate-dependent
modulation of this kinase, we compared this parameter between early and late first trimester.
No change in this ratio was observed between these gestational periods (Fig.1 C). This was
also the case when considering the ratio of CK2 subunits expression throughout mouse
gestation, (Fig S1.B). The increase in the levels of CK2a and CK2f protein expression was
also confirmed at the mRNA level, both in human and mouse samples (Fig.1D and FigS1.C).
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CK?2 catalytic kinase activity

To determine whether the increase in CK2 protein expression was correlated with its activity,
we compared CK2 kinase activity in placental samples collected during the first and late first
trimester. Fig. 1E shows a significant increase (x 2.5 fold) in the CK2 enzymatic activity

during the late first trimester compared to the early first trimester.
CK2 controls trophoblast proliferation

To determine the potential involvement of CK2 in trophoblast proliferation, we compared the
proliferation of HTR8 SV/neo cells in the absence or presence of CX-4945 (CX), a potent
CK2 inhibitor of the CK2 activity. Fig. 2A shows that the CK2 inhibition with 4 uM of CX-
4945 causes a significant decrease in the proliferative rate of HTR cells, suggesting that CK2
catalytic activity is involved in trophoblast proliferation. This 4 uM concentration of CX-
4945 was chosen because it inhibited CK2 activity at 80% (Fig. S2A) and this treatment for
40 h did not induce any harmful effect, as assessed by cell death rate (Fig.S2.B), nor did it
affect the CK2a and CK2p expression (Fig. S2.C). However, this CX-4945 concentration led
to a significant decrease of AKT phosphorylation on Ser 129, confirming a CX-4945-
mediated CK2 activity in HTR cells inhibition (Fig. S2.C).

CK?2 activity is involved in EVT migration and invasion.

Because trophoblast migration and invasion processes are important for the establishment of
the feto-maternal circulation, we compared the migration of HTR cells in the absence or
presence of CX-4945. Fig. 2B shows that inhibition of CK2 activity affects EVT migration
capacity. This effect that was significant after 24 h of culture, suggests that CK2 activity
positively controls trophoblast migration. We then determined the potential involvement of
CK2 on trophoblast invasion. Using the transwell assay we compared HTR8 SV/neo invasion
in the absence or presence of CX-4945. As shown in Fig. 4C and 4D, there was a significant
decrease in the invasion of HTR8 SV/neo cells upon CK2 inhibition, suggesting that this

kinase is directly involved in the process of trophoblast invasion.
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Role of CK2 on EV'T invasion using the placental explant (PEX) model

We also investigated the role of CK2 on EVT outgrowth and invasion in the villous explant
system. The ex vivo 3D culture of PEX has the advantage of being closer to human
physiology respecting the topology of intact villi and closely mimic the formation of
anchoring villi occurring in vivo by the end of the first trimester of pregnancy. PEX were
cultured on Matrigel, until the appearance of extravillous trophoblast columns at the end of
the villi (TO). Both siRNA-mediated CK2a silencing strategy and inhibition of CK2 activity
were employed. Fig. 3A shows representative images of placental villous tips at TO and 72h
of culture later in the presence or reduced expression or activity of the CK2a protein. In the
control condition there was an outgrowth of EVT from the distal end of the villous tip and
migration of trophoblast cells into the matrigel. In contrast, when CK2 expression was
knocked-down, EVT cells signigicantly lost their invasive capacity compared to the scramble
condition (Fig. 3B). The graph in Fig. 3C reports a validation of CK2ao mRNA expression
upon PEX transfection with CK2a-siRNA siRNA. Fig. 3D shows the effect of the inhibition
of CK2 activity on EVT invasion in the PEX model. At TO, all explants showed significant
budding and the appearance of EVTs at the tip of the villi. At 72h of culture, an ongoing
invasion process was only observed in control explants whereas CX-4945-treated explants
were stopped in their invasion (Fig. 3E). As for cell treatment with the CX inhibitor, we also
confirmed that at 4uM, CX-4945 inhibited CK2 activity by more than 80% (Fig 3F), without
affecting the protein expression levels of CK2a and CK2p (Fig. S2.D). Importantly, at this
concentration, CX-4945 damped AKT phosphorylation at Serine 129, a target for CK2 (Fig.
S2.D). Altogether, the aforementioned findings strongly suggest that CK2 has an essential
role in placental development during the first trimester of pregnancy providing good reasons
to believe that deregulations in its expression and/or activity might be associated to the offset

of pregnancy pathologies such as preeclampsia.
Both activity and expression of CK2a are increased in PE placentas

Here, we compared CK2 expression, as well as its activity in placentas collected from PE and
AMC placentas. Fig. 4A-E demonstrate that CK2a mRNA, protein and activity were
significantly increased in PE placentas compared to AMC. No significant changes were

observed for CK2p expression (Fig. 4B-C).
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Importantly, we observed that the CK2a/CK2f protein ratio was significantly increased in PE
placentas (Fig. 4C). The increase in CK2a expression was confirmed by
immunohistochemistry. Fig. 4E shows representative staining for CK2a and CK2p protein at
26 Wg. Strong CK20 immunoreactivity was observed in the syncytiotrophoblast of the
preeclamptic placentas compared to the AMC. Altogether, these data suggest that a

dysregulation in the normal functioning of CK2 is associated with PE.

CK2a exhibits the same pattern of expression and activity in the genetic model of

preeclampsia, the stox1 mice model.
CK2a expression in the STOXI mouse and trophoblast cell models

To substantiate the demonstration of an upregulation of CK2a in preeclamptic placenta, we
compared the expression and activity of this enzyme in the relevant models of PE, ie, STOX1
mouse model and the trophoblast overexpressing cells, STOX1 cells. A representative
Western blot analysis of CK2a and CK2f expression in placental extracts collected from WT
and STOX1 gravid mice at day 15.5 dpc (Fig.5A) and the quantification of their expression
(Fig.5B) show that the expression of CK2a was increased in Stox1 placentas compared to the
controls. However, the CK2a/CK2p ratio was significantly increased in STOX1 placentas
(Fig 5.B). This increase in the CK2a protein expression was associated with a significant

increase in its catalytic activity Fig. 5C.

To determine whether the increase in CK2 expression and activity in STOX1 placenta was
due to an increase in the trophoblast unit, we analyzed CK2 expression and activity in STOX1
trophoblast overexpressing cells. Fig. SD shows a representative Western blot of CK2a and
CK2p expression in STOXI1 cells compared to control cells and the quantification of the
levels of their protein expression, Fig.SE. Consistent with the CK2 expression in STOX1
placenta, we observed an increase in CK2a expression (Fig.5D, E) and activity (Fig.5F) in
STOX1-expressing cells; no change was observed for CK2B expression while the

CK20/CK2p ratio was significantly increased (Fig.SE).

Altogether these data demonstrate that trophoblastic CK2 is deregulated in preeclampsia.
Further studies are needed to determine whether this dysregulation is a cause or consequence

of the disease.
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Discussion

The present report is the first to demonstrate that CK2 is a critical player for placental
development during the first trimester of human pregnancy and that its expression levels and
activity are highly increased in the most threatening pathology of human pregnancy,
preeclampsia. This contention is based on three observations. First, the temporal increase in
CK2 expression demonstrated by immunohistochemistry and Western blot analysis coincides
with the burst in the oxygen tension in the placenta at about 9-10 Wg. This finding suggests
that enhanced CK2 activity may accompany the developmental placental switch during this
major gestational period. Second, CK2 controls key developmental processes in the placenta,
such as trophoblast proliferation, migration and invasion. The control of these processes by
CK2 highlights the importance of this enzyme in the success of the pregnancy. Trophoblast
cell invasion of is the major process in the establishment of the foeto-maternal circulation, as
limited invasion of these cells is associated to PE development. Importantly, histological
examination of placental bed biopsies from PE women has revealed limited trophoblast
migration to maternal decidua, reduced trophoblast invasion of maternal spiral arteries, and
failure of uterine artery remodeling (Strickland & Richards, 1992). This suggests that
increased expression of CK2 in PE may be a compensatory phenomenon established to
overcome the reduction in trophoblast migration and invasion. Third, we demonstrated that
these observations are not specific to human placenta as the same CK2 pattern and profile
were observed in normal mouse placenta, along with an increase in the expression and activity
of this enzyme in the mouse STOX1 preeclamptic model.

In normal pregnancy, we demonstrated that the CK2a/CK2f ratio of CK2a to CK2p did not
change throughout gestation, suggesting that the expressions of both subunits are coordinately
regulated under physiological conditions. In contrast, in the preeclamptic condition, the ratio
was significantly increased, suggesting a failure in the maintenance of an equilibrium between
CK2a and CK2p levels. However, this deregulation did not affect the overall enzyme activity,
as significant increase in CK2 activity was observed. Both PE human placentas and STOX1
placentas displayed increased CK2 activity that was associated with a significant increase in
the CK2a/CK2[ ratio. These observations suggest a failure in the maintenance of this closely
balanced equilibrium between CK2a and CK2f expression in preeclamptic conditions. As a
result, the observed overexpression of free CK2a may lead to a shift in the balance of
phosphorylated CK2a- and holoenzyme- specific substrates, thereby influencing the functions

of selected proteins within the cells. Therefore, the involvement of CK2 in the development of
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PE might be explained by a perturbation in the CK20/CK2p ratio that would go on further to
develop PE. Previous studies from our group reported that unbalanced expression of CK2
subunits in breast carcinoma upon a knockdown of CK2B have led to epithelial-to-
mesenchymal transition, a phenomenon that participates in the molecular circuits of tumor
propagation (Deshiere, 2013; Filhol, 2015, Duchemin-Pelletier, 2017). Because the
trophoblast represents a cell type that mimics all characteristics of tumor cells, such as
migration and invasion into the maternal decidua, one can speculate that the imbalance in the
CK2u0/CK2B ratio implying an overexpression in CK2a levels might contribute to the
deregulation of key developmental processes during placental development, such as migration
and invasion and hence, the development of PE early during gestation. This hypothesis could
be verified in PE animal models with genetic or idiopathic causes of the disease.

The aberrant increase in CK2 activity in PE placenta could be considered either as a cause or
as a consequence of the disease. The second hypothesis is more plausible, since PE is
characterized by a decrease in trophoblast migration and invasion. In this setting, an increase
in CK2 activity might help in restoring the invasive processes. CK2 was characterized as an
anti-stress factor (Watanabe, 2012) and its up-regulation may contribute to overcome the
oxidative stress and the hypoxic environment often associated with PE (Schneider, 2009;
Watanabe, 2011; Manni., 2012; Tamaru, 2013; Intemann, 2014; Reneke, 2017). Importantly,
it is well established that in mammalian systems the adaptive response to hypoxia is
accompanied by an increase in the expression of a variety of genes, including glycolytic
enzymes and alcohol dehydrogenase enzymes.

Elevated CK2 activity has been uniformly documented in different human cancer types and
has been correlated with aggressive tumor behavior (Tawfic, 2001; Faust and Montenarh,
2000). Cancer cells bearing activated CK2 signaling pathways show distinctive features such
as growth advantage, enhanced survival, and dynamic adaptation to stress.

Future investigations are needed to determine whether this dysregulation is a cause or
consequence of the disease.

In conclusion, the results of this study have demonstrated that placental CK2 plays a critical
role during the first trimester of pregnancy and that its expression is deregulated in PE. This is
the first report highlighting the role of such a key enzyme in normal and pathological
placental development. Dysregulation in CK2 should be ranked among major processes that
contribute to altered placental development and fetal outcome. Thus CK2 may be proposed as

a new prognostic marker for PE.
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Figure legends

Figure 1. CK2a and CK2p protein expression in the human placenta during the first
trimester of pregnancy.
Panel A reports representative photographs of chorionic villi collected at 8 (a, d), and 13 (b,

e, ¢ and f) weeks of gestation (Wg) and immunostained with anti- CK2o and CK2f antibodies
(brown staining). Negative control is illustrated in (g). Panel B reports a representative
Western blot analysis that compares CK2a and CK2pB protein levels in placenta collected
during the early (6-9 Wg) and late first trimester of pregnancy (10-13 Wg). Panel C reports
the quantification of the intensity of the CK2a and CK2B bands in three independent
experiments (**p<0.01; ns = not significant; n = 12 early first trimester and n = 12 for late
first trimester). Standardization of the protein signals was performed using f-actin. Panel D
compares CK2a and CK2 mRNA levels in early and late first trimester (**p<0.01; n =15 for
early first trimester and n = 16 for late first trimester).18S, GAPDH and RPLO RNA were
used as internal controls. Panel E compares CK2 activity in placental tissue homogenates
from early first trimester (n = 9) and late first trimester (n = 6). Cytotrophoblast (Ct),
Hobfauer cells (Hb), Extravillous trophoblast (EVT) syncytiotrophoblast (St). Scale bar =
50um

Figure 2: Role of CK2 in trophoblast proliferation, migration and invasion.

Panel A reports the proliferation of HTR cells using Incucyte device in the absence or
presence of CX (4 uM) during 72h. (**p < 0.01; ns = not significant; n = 12). Panel B reports
the percentages of wound closures of HTR cells in the absence or presence of CX (4 uM)
using Incucyte device during 72 h. (**p < 0.01; ns = not significant; n = 10). Panel C Shows
representative photographs of HTR cells at 24 h of their incubation with or without CX (4
uM), using the Trans well system. Panel D reports the quantification of invasion rate of HTR

cells in the absence or presence of CX (4 uM), (**p <0.01; n = 8).
Figure 3: CK2 contributes to extravillous trophoblast invasion in the PEX model.

Panel A reports representative photographs of PEX cultures transfected with Si Scramble or
Si CK2a, at t0 (a, b) and 72 hours of culture later (c, d). Panel B represents the quantification
the larger number of invasive extravillous trophoblast within the matrigel in the Si Scramble
(¢) condition compared to Si CK2 a (d). (*p< 0.05; **p < 0.01; n = 4 in each conditions).
Panel C reports the effects of CK2a silencing on its mRNA relative to mean of 18S, RPLO
and GAPDH as determined by RT-q PCR (**p < 0.01; n = 4). Panel D reports representative

photographs of PEX cultures treated or not with CX (4uM), at t0 (a, b) and 72 hours of
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culture later (c, d). Panel E represents the quantification of the larger number of invasive
extravillous trophoblast within the matrigel in the CTL condition (¢) compared to the CX
condition (d). (*p<0.05; **p < 0.0ln = 7 for CTL and n = 5 for CX 4 uM). Panel F shows
CK2 enzyme activity in PEX homogenates CTL vs CX 4 uM condition (**p < 0.01; n=7 for
CTL and n=5 for CX 4 uM condition).

Figure 4: Comparison of CK2o mRNA and protein expression in normal and

preeclamptic placentas.

Panel A compares CK2a and CK23 mRNA levels in PE and CTL placentas (**p <0.01; ns =
not significant; n = 18 CTL and n = 10 PE) Panel B reports representative Western-blot
analysis that compares the expression of CK2a and CK2B in CTL versus PE placental
proteins. Panel C reports the quantification of the levels of CK2a and CK2B protein
expression (**p<0.01; n = 18 CTL and n = 10 PE). Panel D reports CK2 activity in CTL
versus PE placenta homogenates (**p<0.01, n = 18 CTL and n = 10 PE). Panel E reports
representative photographs of placental sections collected from CTL (a, c, d, and f) and PE (b,
and e) patients and immunostained with an anti-CK2a and anti-CK2p antibodies. Photograph
in (c and f) represents a negative control. Scale bar: 50 um, Bv: blood vessel, ST =

Syncytiotrophoblast.

Figure 5: Comparison of CK2a protein expression and activity in STOXI1

overexpressing cells and in STOX1 placentas.

Panel A reports representative blot that compares the expression of CK2a and CK2p in WT
versus Stox1 mice placentas. Panel B reports the levels of CK2a and CK2B protein
expression in WT versus Stox1 mice (*p<0.05, ns = non-significant; n = 6) Panel C reports
CK2 enzyme activity in WT versus Stox1 mice placental homogenates (**p <0.01; n = 12 for
WT and n = 8 for Stox] mice). Panel D reports representative western-blot analysis that
compares the expression of CK2a and CK2f in CTL versus Stox1 cells. Panel E reports the
quantification of the levels of expression of CK2a and CK2B in CTL versus Stox1 cell
(*p<0.05, ns = not significant; n = 6). Panel F reports CK2 enzyme activity in CTL cell
versus Stox1 cell homogenates (**p<0.01; n = 6). Standardization of protein loading was
performed using antibodies against B-actin.

Figure S1: CK2a and CK2p protein expression in C57bl/6j placenta during gestation.
Panel A reports a representative blot that compares CK2a and CK2f expression in C57bl6/j
placentas collected throughout gestation (10.5, 14.5 and 17.5 dpc). B actin was used to
standardize for protein loading.
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Panel B reports the quantification of the protein levels of CK2a and CK2B in three
independent experiments (**p<0.01; ns = not significant; n = 12 for 10.5 dpc, n = 10 for 14.5
dpc and n = 16 for 17.5 dpc). Values are the mean + SEM. Panel C compares CK2a and
CK2B mRNA in C57bl6/j placentas collected throughout gestation (10.5, 14.5 and 17.5 dpc),
(**p<0.01; ns = not significant; n = 12 for 10.5 dpc, n = 12 for 14.5 dpc and n = 16 for 17.5
dpc). GAPDH and RPL13a RNA were used as internal control for mRNA standardization.

Figure S2: Validation of the CX inhibitory effect of the activity of CK2 in HTR8SV/neo
cells and PEX culture.

Panel A reports CK2 activity in HTR treated or not with 2, 4, 5 and 10 uM of CX (**p<0.01;
ns = not significant; n = 4). Panels B reports effect of CX on cell death using the IncuCyte
Z0OOM system. The ratio of red fluorescent (PI-positive) to total cell confluence was plotted
over the time of treatment (**p<0.01; ns = not significant; n = 4). Panels C reports
representative blot that compares the effect of CX on the expression of CK2a, CK2p and on
the phosphorylation of Akt protein in HTR CTL and HTR treated cells with 2 and 4 uM of
CX (n=4). Panel D reports representative blot that compares the levels protein expression of
CK2a, CK2p and the phosphorylation of Akt protein in PEX CTL and PEX treated with 2 and
4 uM of CX (n = 4). Standardization of protein signals was performed using antibodies

against B-actin.
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Résumé

Les méles hydatiformes complétes (MHC) sont des lésions bénignes précancéreuses du placenta
qui dans 5 % des cas évoluent vers un cancer tres prolifératif dénommé « choriocarcinome »
(cQ).

Différents travaux ont rapporté une corrélation entre le développement des MHC récurrentes et
les mutations du géne NLRP7. Ce géne code pour la protéine NLRP7 de I'inflammasome dont
I'activation contribue a la production d’IL-1p et IL-18. La majorité des travaux publiés a ce jour
sont axés sur I'étude des mutations de NLRP7. En revanche, aucune étude n’a caractérisé son

role dans les placentations normale et tumorale.

L’objectif de mon projet de these était de caractériser le réle de cette protéine dans les placentas
normal et tumoral. Trois approches ont été utilisées, i) Clinique, en collaboration avec le CHU de
Casablanca; le centre de référence Frangais des Maladies Gestationnelles Trophoblastiques
(MGT) et I'Université Mc Gill pour I'accés aux tissus et sera collectés chez des patientes MHC ou
CC; i) In Vitro/Ex Vivo, pour la caractérisation du réle du NLRP7 dans les processus clés des
développements placentaires normal et tumoral dans des systémes de cultures en 2D et 3D.
Deux lignées trophoblastiques ont été utilisées : les cellules non tumorales HTR-8 Sv/Neo et la
lignée JEG3 issue d’'un CC humain; iii) In Vivo, par 'injection orthotopique de cellules JEG3,
invalidées ou non pour I'expression du géne NLRP7 (stratégie ShRNA), dans le placenta de souris
gestantes. L'impact tumoral des JEG3 suite a leur injection dans la corne utérine et dans la veine

de la queue de souris non gestantes a également été étudié.

Mes travaux ont démontré que la protéine NLRP7 est abondamment exprimée dans le placenta
normal au cours du premier trimestre de la grossesse, que son expression est régulée
positivement par '’hypoxie, parametre clé du développement du placenta et que cette protéine
contréle les processus clés du développement placentaire comme la prolifération et la

différentiation trophoblastique.

Par ailleurs, j'ai aussi démontré que NLRP7 joue un role compensatoire important dans la
pathologie du retard de croissance intra-utérin. En relation avec le développement tumoral
placentaire, mes travaux ont démontré que, i) la protéine NLRP7 est augmentée dans le placenta
de patientes MHC et CC, et que les protéines de la machinerie des inflammasomes sont aussi
dérégulées, ii) les cellules tumorales JEG3 surexpriment le NLRP7 comparé au HTR-8 Sv/Neo, iii)
I'invalidation de NLRP7 dans les JEG3 induit une baisse de leur prolifération et 'augmentation
de leur migration ainsi que l'invasion dans les systemes de culture 2D et 3D. L’étude in vivo a
démontré que I'invalidation de NLRP7 diminue le développement et la métastase du CC humain

dans les trois modeles étudiés.

Les analyses immunohistologiques, RNAseq et anticorps-array ont permis la caractérisation des
mécanismes régulés par la protéine NLRP7 dans les JEG3. L’ensemble de mes travaux ont mis en
évidence le role critique de la protéine NLRP7 dans les développements placentaires normal et

tumoral et propose la machinerie NLRP7 comme cible potentielle pour le traitement du CC.
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Abstract

Complete hydatidiform moles (CHM) are benign precancerous lesions of the placenta that evolve
in 5 % of cases into a highly proliferative cancer called choriocarcinoma (CC). Numerous studies
have reported correlations between the development of recurrent CHM and mutations in the
NLRP7 gene. NLRP7 protein belongs to the NLRP7-inflammasome, whose activation contributes
to the production of mature IL-1f and IL-18. Most of the work published on NLRP7 was focused
on the study of NLRP7 mutations in CHM. Though, no study has characterized its role in normal
and tumor placental development. The aim of my thesis project was to characterize the role of
this protein in the normal and tumor placenta. Three approaches were used, i) A clinical
approach, in collaboration with Casablanca University Hospital; the French reference center of
Trophoblastic Gestational Disease and with McGill University. These collaborations allowed for
tissue access from MHC and CC patients; ii) An in Vitro / Ex Vivo approach for the
characterization of the role of NLRP7 in key processes of normal and tumor placental
development using 2D and 3D culture systems. Two trophoblastic cell types were used, a non-
tumor cell line, the HTR-8 Sv/Neo and the JEG3 cells, derived from human CC; iii) An In Vivo
approach through orthotopic injection of JEG3 cells, invalidated or not for the expression of the
NLRP7 gene (ShRNA strategy), in the placenta of gravid mice. The tumor impact of JEG3
following their injection into the uterine horn and the vein of the tail of non-pregnant mice was

also examined.

The first part of my work showed that NLRP7 protein is abundantly expressed in the normal
placenta during the first trimester of pregnancy, that its expression is upregulated by hypoxia, a
key parameter in placental development, and that this protein controls key processes of
placental development such as proliferation and differentiation. Importantly, I have also
demonstrated that NLRP7 plays an important compensatory role in the pathology of
intrauterine growth retardation. The second part of my work concerning the role of NLRP7
protein in the placental tumor development demonstrated that i) NLRP7 protein levels are
increased in the placenta of MHC and CC patients, and that components of the inflammasome
machinery are also deregulated, ii) the JEG3 cells overexpress NLRP7 compared to HTR-8
Sv/Neo, iii) NLRP7 knock-down in JEG3 induced a significant decrease in their proliferation and
an increase in their migration and invasion both in the 2D and 3D culture systems. The in vivo
study demonstrated that the knock-down of NLRP7 decreased the development and metastasis
of human CC in the three tested routes. Immunohistological, RNAseq and antibody-array
analyses allowed the characterization of the pathways regulated by the NLRP7 protein in JEG3

cells.

Altogether my PhD project characterized the critical role of the NLRP7 protein in normal and
tumor placental development and proposes the NLRP7 machinery as a potential target for CC

treatment.
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Résumé

Les méles hydatiformes complétes (MHC) sont des Iésions bénignes précancéreuses du placenta qui dans 5 %
des cas évoluent vers un cancer tres prolifératif dénommé « choriocarcinome » (CC). Différents travaux ont
rapporté une corrélation entre le développement des MHC récurrentes et les mutations du géne NLRP7. Ce géne
code pour la protéine NLRP7 de l'inflammasome dont I'activation contribue a la production d’IL-1p et IL-18. La
majorité des travaux publiés a ce jour sont axés sur I'étude des mutations de NLRP7. En revanche, aucune étude
n'a caractérisé son réle dans les placentations normale et tumorale. L’objectif de mon projet de thése était de
caractériser le rble de cette protéine dans les placentas normal et tumoral. Trois approches ont été utilisées, i)
Clinique, en collaboration avec le CHU de Casablanca; le centre de référence Frangais des Maladies
Gestationnelles Trophoblastiques (MGT) et I'Université Mc Gill pour I'accés aux tissus et sera collectés chez des
patientes MHC ou CC; ii) In Vitro/lEx Vivo, pour la caractérisation du roéle du NLRP7 dans les processus clés des
développements placentaires normal et tumoral dans des systémes de cultures en 2D et 3D. Deux lignées
trophoblastiques ont été utilisées : les cellules non tumorales HTR-8 Sv/Neo et la lignée JEG3 issue d’'un CC
humain ; jii) In Vivo, par l'injection orthotopique de cellules JEG3, invalidées ou non pour I'expression du géne
NLRP7 (stratégie ShRNA), dans le placenta de souris gestantes. L’impact tumoral des JEG3 suite a leur injection
dans la corne utérine et dans la veine de la queue de souris non gestantes a également été étudié. Mes travaux
ont démontré que la protéine NLRP7 est abondamment exprimée dans le placenta normal au cours du premier
trimestre de la grossesse, que son expression est régulée positivement par I'hypoxie, paramétre clé du
développement du placenta et que cette protéine contrble les processus clés du développement placentaire
comme la prolifération et la différentiation trophoblastique. Par ailleurs, jai aussi démontré que NLRP7 joue un
réle compensatoire important dans la pathologie du retard de croissance intra-utérin. En relation avec le
développement tumoral placentaire, mes travaux ont démontré que, i) la protéine NLRP7 est augmentée dans le
placenta de patientes MHC et CC, et que les protéines de la machinerie des inflammasomes sont aussi
dérégulées, ii) les cellules tumorales JEG3 surexpriment le NLRP7 comparé au HTR-8 Sv/Neo, iii) I'invalidation
de NLRP7 dans les JEG3 induit une baisse de leur prolifération et 'augmentation de leur migration ainsi que
invasion dans les systémes de culture 2D et 3D. L’étude in vivo a démontré que l'invalidation de NLRP7 diminue
le développement et la métastase du CC humain dans les trois modeéles étudiés. Les analyses
immunohistologiques, RNAseq et anticorps-array ont permis la caractérisation des mécanismes régulés par la
protéine NLRP7 dans les JEG3. L’ensemble de mes travaux a mis en évidence le role critique de la protéine
NLRP7 dans les développements placentaires normal et tumoral et propose la machinerie NLRP7 comme cible
potentielle pour le traitement du CC.

Abstract

Complete hydatidiform moles (CHM) are benign precancerous lesions of the placenta that evolve in 5 % of cases
into a highly proliferative cancer called choriocarcinoma (CC). Numerous studies have reported correlations
between the development of recurrent CHM and mutations in the NLRP7 gene. NLRP7 protein belongs to the
NLRP7-inflammasome, whose activation contributes to the production of mature IL-1$ and IL-18. Most of the work
published on NLRP7 was focused on the study of NLRP7 mutations in CHM. Though, no study has characterized
its role in normal and tumor placental development. The aim of my thesis project was to characterize the role of
this protein in the normal and tumor placenta. Three approaches were used, i) A clinical approach, in
collaboration with Casablanca University Hospital; the French reference center of Trophoblastic Gestational
Disease and with McGill University. These collaborations allowed for tissue access from MHC and CC patients; ii)
An in Vitro / Ex Vivo approach for the characterization of the role of NLRP7 in key processes of normal and tumor
placental development using 2D and 3D culture systems. Two trophoblastic cell types were used, a non-tumor
cell line, the HTR-8 Sv/Neo and the JEG3 cells, derived from human CC; ii) An In Vivo approach through
orthotopic injection of JEG3 cells, invalidated or not for the expression of the NLRP7 gene (ShRNA strategy), in
the placenta of gravid mice. The tumor impact of JEG3 following their injection into the uterine horn and the vein
of the tail of non-pregnant mice was also examined. The first part of my work showed that NLRP7 protein is
abundantly expressed in the normal placenta during the first trimester of pregnancy, that its expression is
upregulated by hypoxia, a key parameter in placental development, and that this protein controls key processes of
placental development such as proliferation and differentiation. Importantly, | have also demonstrated that NLRP7
plays an important compensatory role in the pathology of intrauterine growth retardation. The second part of my
work concerning the role of NLRP7 protein in the placental tumor development demonstrated that i) NLRP7
protein levels are increased in the placenta of MHC and CC patients, and that components of the inflammasome
machinery are also deregulated, ii) the JEG3 cells overexpress NLRP7 compared to HTR-8 Sv/Neo, iii) NLRP7
knock-down in JEG3 induced a significant decrease in their proliferation and an increase in their migration and
invasion both in the 2D and 3D culture systems. The in vivo study demonstrated that the knock-down of NLRP7
decreased the development and metastasis of human CC in the three tested routes. Immunohistological, RNAseq
and antibody-array analyses allowed the characterization of the pathways regulated by the NLRP7 protein in
JEGS cells. Altogether my PhD project characterized the critical role of the NLRP7 protein in normal and tumor
placental development and proposes the NLRP7 machinery as a potential target for CC treatment.



