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RESUME

Durant la grossesse, les niveaux de pro-oxydant augmentent, par rapport aux femmes
non enceintes, mais cette augmentation est palliée par une augmentation des défenses
antioxydantes. Le stress oxydatif (débalancement entre les pro-oxydants et antioxydants) est
impliqué dans de nombreuses complications de la grossesse, telles que le diabéte gestationnel
mellitus (DGM). L'augmentation du stress oxydatif dans les cas de DGM est entre autres due a
la glucotoxicité qui endommage les cellules endothéliales engendrant ainsi un état
d’hypoxie/réoxygénation (H/R) au niveau placentaire. La mélatonine, en plus d'étre un excellent
capteur de radicaux libres, active la synthése et l'activité des enzymes antioxydantes. Le
trophoblaste villeux placentaire humain produit la mélatonine et exprime ses récepteurs. De
nombreuses études proposent que la mélatonine joue un role protecteur dans le stade précoce
et avancé de diverses maladies dans laquelle la pathogenése implique des dommages induits
par les radicaux libres, dont le DGM et la prééclampsie. Dans ce sens, notre laboratoire a
récemment démontré une diminution significative de la production de mélatonine conséquente a
la réduction de l'expression et de l'activité de I'aralkylamine N-acétyltransférase (AANAT),
l'enzyme limitant sa synthése, ainsi qu'une diminution de I'expression de ses récepteurs MT1 et
MT2 dans les placentas de grossesses compliquées par la prééclampsie par rapport a ceux de
grossesses normotensives. Cependant, le réle protecteur de la mélatonine dans le trophoblaste
villeux ainsi que dans la pathogenése du DGM n’a jamais été étudie.

Mes hypothéses de recherche sont : 1) la mélatonine prévient le stress oxydatif du induit
par de I'H/R; 2) les placentas de grossesse compliquée par un DGM sont caractérisés par une
augmentation du stress oxydatif ainsi qu'une altération du systéme mélatonine comparée aux
placentas de grossesses normales. Les objectifs spécifiques sont: 1) déterminer in vitro la
capacité de la mélatonine a prévenir le stress oxydatif induit par de I'H/R dans les primocultures
de trophoblastes villeux; 2) comparer le niveau de stress oxydatif et 'expression des récepteurs
MT1 et MT2 de la mélatonine ainsi que des enzymes AANAT et HIOMT (hydroxyindole O-
meéthyltransférase) assurant sa synthése dans les tissus placentaires de DGM par rapport a
ceux de grossesses normales.

Les résultats démontrent la capacité de la mélatonine a prévenir le stress oxydatif
placentaire et @ maintenant I'équilibre pro-oxydant-antioxydant dans le trophoblaste villeux
humain soumis a une H/R. L'expression de 'enzyme limitant de la synthése de la mélatonine,
AANAT, et des récepteurs MT1 et MT2, est significativement réduite dans les placentas de
DGM vs ceux de grossesses normales. Ces travaux montrent également une augmentation
significative de la génération des espéces réactives de l'oxygéne (ROS) conjointement & une
diminution significative des défenses antioxydantes dans les placentas compliqués par un DGM
comparativement a ceux de grossesses normales.

En conclusion, la présente étude a permis de démontrer (1) que le systéme mélatonine
est exprimé dans le placenta a tous les trimestre de la grossesse et est altéré dans les
placentas de grossesses compliquées par un GDM comparés a ceux de grossesses normales;
(2) une augmentation des marqueurs de stress oxydatif et une diminution des enzymes
antioxydantes dans les placentas de GDM comparés a ceux de grossesses normales; et (3) que
la mélatonine exerce une action protectrice contre le stress oxydatif induit pas I'H/R dans le
trophoblaste villeux en primoculture. Ces travaux suggérent que la mélatonine joue un role
important dans le maintien de I'homéostasie oxydative du trophoblaste villeux et qu'une
altération du systéme mélatonine associé a une augmentation du stress oxydatif est impliquée
dans la physiopathogenése du DGM. Des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux
cerner le réle thérapeutique et diagnostic potentiel de la mélatonine dans le DGM.

Mots clés : mélatonine / récepteur de la mélatonine / antioxydant / placenta / trophoblaste villeux
/ syncytiotrophoblaste / hypoxie/réoxygénation/ stress oxydatif / diabétes gestationnel mellitus



Il faut avoir beaucoup étudié pour en savoir peu.

Montesquieu
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Maintien de I'homéostasie oxydative du trophoblaste par la mélatonine dans les
grossesses compliquées par un diabéte gestationnel mellitus

Synthése




LE PLACENTA HUMAIN

Chez les mammiféres, le placenta est un organe transitoire ayant de multiples fonctions
indispensables au développement foetal et a I'adaptation de la physiologie maternelle a la
grossesse. Notamment, c'est lui qui assure le transport feeto-maternel des substances nutritives
et de l'oxygéne vers le fostus. Il permet également I'élimination des déchets excrétés par le
foetus, ainsi que de certaines substances toxiques provenant de la mére (Alsat et al., 1999,
Malassiné et al., 2000). Le placenta humain protége le feetus contre le rejet par le systéme
immunitaire de sa mére. Il est également un organe endocrine c'est-a-dire qu'il produit ses
propres hormones peptidiques et stéroidiennes. Le placenta humain est de type
hémomonochorial, ce qui le distingue de celui des autres mammiféres par une intense invasion
du trophoblaste extravilleux dans la décidue et le myométre maternels (Tastsaris et al., 2006).
Le trophoblaste (du grec trophe= nourriture + blastos= germe) est I'épithélium qui recouvre le
placenta et qui forme la villosité choriale. Cette villosité est la piéce maitresse de cette
particularité unique a I'espéce humaine et assure la grande majorité des fonctions placentaires
(Alsat et al., 1999). La villosité choriale est soit ancrée dans 'utérus maternel et appelée villosité
crampon, soit flottante dans I'espace intervilleux (villosité flottante) (Fig. 1).
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Figure 1 : Représentation schématique de la villosité choriale a I'interface foeto-maternelle. La villosité flottante
est en contact directe avec le sang maternel situé dans I'espace intervilleux. La villosité flottante est composée des
cytotrophoblastes villeux (vCTB) et du syncytiotrophoblaste (STB). La villosité crampon est composée d'une
population hétérogéne de cytotrophoblastes extravilleux (evCTB) et des cellules géantes trophoblastiques (GC). EC :
cellule endothéliale; FC : capillaire feetal; FF : fibroblaste foetal, LPTC : grande cellule polygonale trophoblastique;
SA : artére spiralée utérine; TM : tunique musculaire; UV : veine utérine. Modifié de (D. Lanoix et al., 2012b).

Développement du placenta humain

Le développement de la villosité choriale débute 13 jours aprés la conception dans la
grossesse normale. Le centre des villosités choriales est composé du stroma feetal alors que
I'épithélium externe est formé par le trophoblaste. Le trophoblaste extravilleux est présent dans
les villosités crampons qui permettent I'implantation ainsi que le maintien de la grossesse durant
le premier trimestre alors que le trophoblaste villeux est présent dans les villosités flottantes qui
contrélent la croissance placentaire et les échanges transplacentaires (Benirschke et al., 2006)
(Fig. 2).



DEVELOPPEMENT DU TROPHOBLASTE HUMAIN
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Figure 2: Voies de différenciation du trophoblaste humain. CTBev: cytotrophoblaste extravilleux; STB :
syncytiotrophoblaste; CTBv : cytotrophoblaste villeux. Crée par Andrée-Anne Lacasse.

Syncytialisation du trophoblaste villeux

La différenciation du trophoblaste villeux est un processus biologique complexe se
produisant autant in vivo qu'in vitro. Malgré son rdle essentiel dans la grossesse et le
développement feetal, les mécanismes qui contrélent la différenciation du trophoblaste villeux
restent mal compris. Le trophoblaste villeux est constitué des cellules souches
cytotrophoblastiques prolifératives qui sortent du cycle cellulaire pour se différencier de fagon
terminale en syncytiotrophoblaste (STB). Le STB (plurinucléé) est formé par la fusion des
cytotrophoblaste villeux (CTBv, mononucléé) sous-jacents (Black et al., 2004, Vaillancourt et al.,
2009) (Fig. 2). La compréhension des mécanismes impliqués dans la différenciation des CTBv
en STB a largement bénéficié de la capacité d'isoler, de purifier et de maintenir ces cellules en
culture (Kliman et al., 1986). La différenciation du CTBv est caractérisée par des paramétres
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morphologiques et biochimiques (Fig. 3). La différenciation morphologiquement est caractérisée
par la fusion des CTBv en un STB. La différenciation biochimique est caractérisée par
l'activation de certains génes exprimés spécifiquement dans le STB et codant pour des
hormones sécrétées, telles que I'hormone gonadotrophine chorionique (hCG) et I'hormone
lactogéne placentaire (hPL). In vitro, la présence de sérum est nécessaire pour une
différenciation morphologique et biologique compléte du CTBv. En effet, les CTBv une fois
isolés et maintenus dans des conditions sans sérum ne peuvent s'agréger ou fusionner et
montre un faible degré de différenciation spontané (Morrish et al., 1987). Des études ont
démontré qu'in vitro, la différenciation des CTBv en STB peut étre induite ou inhibée par
différents facteurs. Le tableau 1 présente des facteurs connus pour réguler la syncytialisation.
La syncytialisation du CTBv (la formation du STB) est compléte aprés quatre jours de culture in
vitro (Fig. 3).

G}
- «

Relative hormones secretion (%)

1 Z k] 4 5 G
Day 4 Days of culture
Morphological differentiation Biochemical differentiation
Cytotrophoblaste
villeux

Figure 3 : Différenciation morphologique et biochimique du trophoblaste villeux. La différenciation
morphologique (A, B) est caractérisée par la fusion des cytotrophoblastes villeux, mononuclée au jour 1, en
syncytiotrophoblaste, multinucléé au jour 4. La différenciation biochimique (C), maximale & 4 jours de culture, est
caractérisée par la présence de géne exprimé seulement lorsque les cellules sont fusionnées en syncytiotrophoblaste
comme par exemple 'hormone gonadotrophine chorionique humaine (hCG) et 'hormone lactogéne placentaire (hPL).
Modifié de : (Vaillancourt et al., 2009).



Tableau 1 : Facteurs régulant la différenciation biochimique et morphologique du trophoblaste villeux.

Facteurs Effet sur la syncytialisation Références

EGF Stimulation {Morrish et al., 1987)
GM-CSG Stimulation {Garcia-Lloret et al., 1994)
VEGF Stimulation (Crocker et al., 2001)
AMPc Stimulation (Keryer et al., 1998)
Estrogéne Stimulation (Cronier et al., 1999b)
hCG Stimulation (Cronier et al., 1994, Shi et al., 1993)
Glucocorticoides Stimulation (Cronier et al., 1998)
Hypoxie Inhibition (Alsat et al., 1996)

TGF-B Inhibition (Caniggia et al., 2000)
TNF-a Inhibition (Leisser et al., 2006)
Endothéline Inhibition (Cronier et al., 1999a)

EGF : facteur de croissance épidermique; TGF-a: facteur de croissance transformant-alpha; GM-CSF : facteur
stimulant les colonies de granulocytes et macrophages; VEGF : facteur de croissance vasculaire endothéliale; AMPc :
AMP cyclique

Homéostasie du trophoblaste villeux

Le trophoblaste villeux est un tissu avec un taux de régénération trés rapide. Tout au
long de la grossesse, le STB est continuellement régénéré grace a la fusion des CTBv, sous-
jacents ayant un potentiel de cellule souche, avec le STB (Fig. 4). Afin de maintenir leur
homéostasie, les tissus a régénération rapide, telle que le trophoblaste villeux, doivent mourir
pour étre remplacés. Une fois formé, le STB évolue spontanément vers une mort cellulaire
régulée ou apoptose, caractérisée par des changements morphologies distinctifs dans le noyau
et le cytoplasme, le clivage de la chromatine et la fragmentation de 'ADN génomique, de
maniére a permettre sa régénération par les CTBv (Black et al., 2004, Huppertz et al., 1999,
Yusuf et al., 2002). In vitro, sans la fusion des CTByv, la durée de vie du STB n’est que de
quelques jours (Castellucci et al., 1990, Crocker et al., 2004). La différenciation des CTBv en
STB se produit en 96 heures, suivie par la dégénérescence du STB (Fig. 3). Le maintien de
cette homéostasie du trophoblaste villeux (formation et mort du STB) est essentiel au bon
déroulement de la grossesse et de la croissance foetale. Un des principaux facteurs modulant
'homéostasie du trophoblaste villeux est le stress oxydatif (Burton et al., 2011).
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Figure 4: Renouvellement du trophoblaste villeux. Le trophoblaste villeux est formé des cytotrophoblastes
souches prolifératifs qui vont sortir du cycle cellulaire et se différencier en cytotrophoblastes villeux. Les
cytotrophoblastes villeux mononucléés vont fusionner et se différencier en un syncytium, le syncytiotrophoblaste. La
dégénérescence du syncytiotrophoblaste se produit par apoptose pour permettre sa régénération et donc de
maintenir I'homéostasie du trophoblaste villeux. Modifié de (D. Lanoix et al., 2012c).

LE STRESS OXYDATIF

Le stress oxydatif est une conséquence naturelle du métabolisme de I'oxygéne. Le stress
oxydatif survient lorsque la formation d’espéces réactives (ou espéces oxydantes) surpasse les
défenses antioxydantes endogénes, conduisant a de potentiels dommages cellulaires (Burton et
al., 2011). Les espéces oxydantes, qu'elles soient radicalaires (possédant un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur couche externe) ou non, sont soit formées d‘atomes d'oxygéne
seulement ou des atomes d'oxygéne et d'azote. Lorsqu’elles entrent en contact avec d’autres
atomes ou molécules, elles peuvent provoquer un transfert d'énergie ou un transfert d'électron
menant a la formation d’espéces réactives de 'oxygéne (ROS) et d’espéces réactives de I'azote
(RNS ou RONS). Dans ce mémoire, nos travaux se sont concentrés sur les ROS. Les plus
communs sont le singulet d’'oxygéne (+O-O¢), le radical superoxyde (O"), le radical hydroxyle
(HO"), le radical peroxyde (ROO’), le monoxyde d’azote (NO’) et le peroxynitrite (ONOO)
(Gilgun-Sherki et al., 2004). La formation de ces différents radicaux libres provient d'un
enchainement de réactions d'oxydoréduction a partir du radical superoxyde (Koechlin-



Ramonatxo, 2006). L'oxydoréduction étant une suite de réactions d'oxydations (perte
d’électrons) et de réductions (gain d'électrons).

Les espéces oxydantes radicalaires sont des entités chimiques trés instables dues au
déréglement de leur champ magnétique, ayant tendance a oxyder les autres molécules. Une
fois oxydées, ces molécules peuvent causer des dommages oxydatifs aux protéines, aux lipides,
aux glucides et a 'ADN qui peut mener a la mort cellulaire (Apel et al., 2004, Jackson, 2009).Le
maintien de I'équilibre entre les oxydants et les défenses antioxydantes est donc important pour
éviter les dommages oxydatifs. Différents facteurs environnementaux peuvent perturber cet
équilibre et mener a une augmentation intracellulaire de la quantité de molécules oxydantes, ou
une diminution des défenses antioxydantes, causant ainsi un stress oxydatif. Parmi les sources
exogénes d'espéces oxydantes, on compte I'exposition a la fumée de cigarette, les polluants
environnementaux, la consommation d'alcool et les infections bactériennes, fongiques ou virales
(Gilgun-Sherki et al., 2004). Les espéces oxydantes ont des fonctions paradoxales; elles
peuvent jouer un rble bénéfique et essentiel dans des voies de signalisations alors qu'elles
peuvent également perturber des processus physiologiques en interférant avec d'autres voies
de signalisations (Jackson, 2009). Les espéces oxydantes peuvent également affecter
I'expression de génes; soit en activant des cascades de signalisation ou en interagissant avec
des facteurs de transcriptions (Apel et al, 2004). Il est dailleurs connu que les espéces
oxydantes (radicalaires ou non) peuvent jouer un réle majeur dans le vieillissement et le
développement de certaines pathologies en causant des dommages aux protéines, lipides et a
'ADN qui induisent de linflammation, des dommages tissulaires et conséquemment de
l'apoptose (Uttara et al., 2009). C'est entre autres le cas dans la perte de masse musculaire des
muscles squelettiques, les maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson),
'artériosclérose, l'arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, certains cancers et certaines
complications de la grossesse (Jackson, 2009, Menveille-Bourg, 2005, Querfurth et al., 2010).

Les espéces réactives oxygénées (ROS)

Génération des ROS
Les ROS sont des sous-produits de nombreuses voies métaboliques dans les différents

compartiments cellulaires. La formation des ROS peut étre régulée de maniére enzymatique et
non enzymatique. Les mécanismes de génération des ROS de fagon non enzymatiques
comprennent notamment les réactions de Fenton et Harber-Weiss, une auto-oxydation des
catécholamines, quinones et des flavines ainsi que des facteurs environnementaux dont les
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rayons UV, les ultrasons, des radiations ionisantes et des catalyseurs métalliques (Azzam et al.,
2012, Renzing et al., 1996). Dans les systémes biologiques, il s'agit toutefois de mécanismes
secondaires. Tout au long de ce mémoire, I'emphase sera portée sur les mécanismes
enzymatiques.

Les ROS générés de maniére enzymatique proviennent de la chaine de transport
d’électron mitochondrial lors de la formation d’ATP et principalement par la xanthine oxydase
(XO) en période d’hypoxie/réoxygénation (H/R) (Edeas et al, 2009). Le processus de
phosphorylation oxydative mitochondrial (OXPHOS) permet la formation d'ATP grace a un
transfert d'électron a une molécule de dioxygéne (O,) a partir du NADH ou du FADH, (Albert et
al., 2004). La xanthine déshydrogénase (XDH) est I'enzyme clé du catabolisme des purines. Elle
catalyse 'hydroxylation de I'hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en urée. Cependant, en
hypoxie, la XDH est irréversiblement convertie en XO par oxydation. L'ATP intracellulaire est
ainsi catalysée en hypoxanthine et s’accumule toute au long de la période d’hypoxie. Lors de la
réoxygénation, la XO va utiliser 'oxygéne nouvellement introduit dans la cellule ainsi que
I'hypoxanthine formée en période d’hypoxie pour générer des anions superoxydes et du
peroxyde d’'hydrogeéne (H,O,) (Fig.5) (Granger et al., 1986, McCord, 1985). De plus, I'activité de
la XO est augmentée par I'’hypoxie, entrainant une hausse de la formation de '’hypoxanthine et
conséquemment de la formation de ROS (Nishino et al., 1997).

/
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Xanthine Xanthine
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Figure 5: Formation des espéces réactives oxygénées par la xanthine oxydase. Crée par Andrée-Anne
Lacasse.

Voies de signalisation des ROS

Lorsqu'ils sont en équilibre avec les défenses antioxydantes, les ROS ont des fonctions
bénéfiques alors que lorsqu'ils sont en exces, ils ont des effets délétéres. Les ROS participent &
la régulation de plusieurs processus cellulaires en agissant comme seconds messagers ou en

9



modifiant des voies de signalisation, tels que les MAPKs, PI3K et Ref1 (Lyssenko et al., 2009).
lls peuvent également réguler les processus cellulaires par plusieurs mécanismes, tels que la
régulation de l'activité de facteurs de transcription ou d’enzymes sensible au potentiel redox. En
effet, plusieurs facteurs de transcriptions impliqués dans la réponse immunitaire, au stress et
dans la survie cellulaire, dont NF-kB, HIF-1 et p53, contiennent des cystéines sensibles aux
ROS dans leur domaine de liaison a 'ADN (Haddad, 2002). En situation de stress oxydatif, ces
facteurs de transcriptions seront activés, stimulant la transcription de génes cibles. Les éléments
de réponse de ces facteurs de transcription régulent plus de 200 génes impliqués dans la
réponse inflammatoire, I'immunité, la régulation du cycle cellulaire, la régulation des génes anti-
apoptotiques et la réponse au stress (Brauer et al., 2010). Dans le placenta, leurs activations
sont entre autres connues pour avoir un effet pro-apoptotique (Cindrova-Davies et al., 2007).
L'activation des MAPKs est également régulée par les ROS. Les MAPKs sont une famille de
protéines kinases impliquées dans plusieurs réponses physiologiques et mécanismes de
régulation, incluant la prolifération, la différenciation, la survie cellulaire et I'apoptose (Chen et
al., 2001). Les ROS sont des inducteurs connus de I'apoptose par les voies p38 et SAPK/JNK
(Matsuzawa et al., 2005). Le stress oxydatif engendré par une H/R active p38 et SAPK/JNK
dans des explants de trophoblaste villeux, induisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
et 'apoptose (Cindrova-Davies, 2009, Cindrova-Davies et al., 2007). De plus, une augmentation
de l'activation SAPK/JNK a été démontrée dans les placentas de grossesses compliquées par le
diabéte gestationnel mellitus (DGM) (Radaelii ef al., 2003). Les ROS activent donc des voies de
signalisation dans le placenta qui vont altérer I'homéostasie cellulaire, induisant ainsi un stress
inflammatoire placentaire et de 'apoptose.

Les défenses antioxydantes

Les antioxydants sont des réducteurs c'est-a-dire des molécules qui empéchent ou
diminuent I'oxydation d’autres molécules. lis existent sous deux formes, enzymatiques et non
enzymatiques, aussi connues sous le nom de capteur de radicaux libres.

Les enzymes antioxydantes
Les enzymes antioxydantes sont composées de la superoxyde dismutase (SOD), la

catalase (CAT) et le glutathion peroxydase (GPx) (Apel et al., 2004). Il existe plusieurs classes
de SOD. La SOD1 (Cu-Zn-SOD) fonctionne en présence de cuivre (Cu) et de zinc (Zn) et se
trouve dans tous les organismes eucaryotes. La SOD2 (Mn-SOD) est localisée dans la matrice
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mitochondriale, principale source de superoxydes, et fonctionne en présence de manganése
(Mn). Les SODs sont considérées comme les enzymes clés de la défense contre les radicaux
libres puisqu'elles agissent directement au départ de I'enchainement des réactions induites par
les ROS. En fait, on sait que le radical superoxyde (O,") est le point de départ de la production
des ROS. La SOD agit en inactivant 'O, et en le transformant en peroxyde d’hydrogéne (H,0,)
qui est alors catabolisé, par la catalase, via une dismutation, en dioxygéne (O,) et en molécules
d'eau (2H,0) (Menveille-Bourg, 2005) (Fig. 6). La GPx permet aussi l'élimination des peroxydes
d’hydrogéne (H,0,) ainsi que des peroxynitrites (ONOO") qui sont de trés puissants oxydants
(Cillard et al., 2006). En fait la GPx agit, avec l'aide de deux molécules de glutathion réduit
(GSH), en transformant I'H,O, en molécules d'eau (2 H,O) et une molécule de glutathion oxydée
(GSSG). Cette molécule de GSSG est ensuite retransformée en deux molécules de GSH,
pouvant étre réutilisée, par la glutathion réductase (GR) (Fig. 6). Le recyclage du GSH est 'un
des mécanismes majeurs de protection contre les ROS. Un équilibre entre les différents
mécanismes de protection contre les ROS est crucial pour éviter les dommages oxydatifs.

26GSH 6sSG

L ) o 555 NADPH + H*
>~ 2HOH
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e cAT > 2HOH }/\

r w GSH NADP*+

HOOH o,

Figure 6: Boucle d’action des enzymes antioxydantes contre les radicaux libres. Détoxification du radical
superoxyde (O2") par les superoxydes dismutases (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPO) et
régénération du glutathion & sa forme réduite (GSH) a partir de sa forme oxydée (GSSG) par la glutathion réductase
(GR). Tiré de (Casarett et al., 2001)

Les capteurs de radicaux libres

Différentes molécules antioxydantes non enzymatiques agissent en captant les radicaux
libres, dont la vitamine C (acide ascorbique), la vitamine E (a-tocophérol), le glutathion (GSH), la
B-caroténe, le sélénium et la mélatonine. Ces molécules agissent en donnant des électrons aux
radicaux libres, afin de stabiliser leur structure, permettant ainsi la formation de molécule soluble
dans l'eau facilement éliminée par 'organisme. La quantité des ROS dans 'organisme est donc
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contrélée, évitant 'oxydation des différents constituants cellulaires. Des études ont montré que
la mélatonine est I'un des plus puissants capteurs de radicaux libres, permettant l'inactivation
d'un des plus dévastateurs des radicaux, le HO-, ainsi que d'une importante variété de ROS
(Bromme et al., 2000, Fukutomi et al., 2006, Matuszak et al., 1997, Sofic et al., 2005, Valko et
al., 2005).

Le trophoblaste villeux et le stress oxydatif

Le stress oxydatif dans les grossesses normales
Chez la femme enceinte présentant une grossesse normale, les niveaux de stress

oxydatif sont augmentés par rapport a la femme non enceinte due aux nombreux changements
physiologiques encourus, et ce jusqu'a la délivrance. L'augmentation de l'activité métabolique
contribue a générer un haut niveau ROS ainsi que des RNS. Cette augmentation de l'activité
métabolique et des niveaux de ROS est due, entre autres, a une augmentation du volume
sanguin, au volume placentaire, a 'augmentation de la résistance a l'insuline ainsi qu'a une
immunorésistance (Tan et al., 2011). L'équilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants joue
un role important dans la régulation de nombreuses voies de signalisation impliquées les
fonctions utérines, 'embryogénése, l'implantation du placenta, le tonus vasculaire placentaire et
utérin, la syncytialisation et le développement fostal (Agarwal et al., 2008). De plus, un bon
remodelage des artéres spiralées utérines permet qu'un flux sanguin constant soit apporté au
placenta. Ce taux stable d'oxygéne au placenta et au foetus permet d'éviter la surproduction de
ROS ainsi que le bon déroulement de la grossesse.

Le stress oxydatif dans les grossesses pathologiques

Le stress oxydatif semble étre un élément cié dans la pathogénése de nombreuses
complications de la grossesse quoique le role exact qu'il y joue n’est pas encore bien élucidé
(Burton et al., 2004, Redman et al., 2000). Le stress oxydatif, causé par une augmentation des
oxydants par rapport aux défenses antioxydantes, a souvent été proposé comme étant impliqué
dans l'étiologie de nombreuses complications de la grossesse telles que les fausses couches,
'accouchement prématuré, la prééclampsie, la restriction de croissance intra-utérine (RCIU), le
DGM et la mort feetale (Boisvert et al., 2010, Lagod et al., 2001, Qiu et al., 2011, Takagi et al.,
2004). Un débalancement de la balance oxydants/antioxydants au niveau placentaire se
caractérise par une peroxydation des lipides, altérant les membranes cellulaires via une
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augmentation de l'incorporation du cholestérol ainsi qu’'une oxydation des acides gras et des
protéines a basse densités (Hubel et al., 1989). Des études in vitro ont démontré que le stress
oxydatif trop élevé peut entrainer une inhibition de la différenciation et de la fusion des CTBv en
STB ainsi qu'une augmentation de leur apoptose (Alsat et al., 1996, Esterman et al., 1997,
Heazell et al., 2008, Levy et al., 2000, Nelson et al., 1999). Un mauvais fonctionnement du STB
peut diminuer I'apport au foetus en oxygéne et en nutriments, entrainant différents problémes au
cours de son développement. Ce qui concorde avec les complications retrouvées lors de
grossesses compliquées par la prééclampsie et la RCIU (Heazell et al., 2008). De plus, il a été
suggéré que le stress oxydatif dans les grossesses pathologiques pourrait étre induit par un état
d'hypoxie/réoxygénation (H/R) d{i a un mauvais remodelage des artéres spiralées utérines. Le
flux sanguin maternel entre donc dans I'espace intervilleux vers le placenta de maniére pulsatile
avec une haute pression, engendrant ainsi une tension en oxygéne trés variable (Jauniaux et
al., 1995, Jauniaux et al., 1994). Il est d'ailleurs connu que I'H/R génére de hauts niveaux de
molécules pro-oxydantes impliquées dans les grossesses pathologiques, telles que la
prééclampsie et le DGM (Myatt et al., 1996, Wang et al., 2001).

L’hypoxie/réoxygénation (H/R)
L'H/R est un modéle in vitro efficace de génération du stress oxydatif tel qu'observé dans

le placenta humain a terme provenant de grossesses pathologiques (Hung et al., 2001). En
effet, il a été montré qu'in vitro, 'H/R génére de hauts niveaux de ROS, de marqueurs cellulaires
du stress oxydatif ainsi qu’'une diminution des défenses antioxydantes correspondant a ce qui
est observé dans les placentas de grossesses pathologiques caractérisés par un stress oxydatif,
tels que la prééclampsie (Cindrova-Davies et al., 2007, Hung et al., 2006a, Hung et al., 2001) et
le DGM (Lappas et al., 2011, Myatt et al., 1996, Wang et al., 2001). Il a d'ailleurs été démontré
qu'in vivo, 'H/R survient dans les placentas de grossesses compliquées par la prééclampsie et
le DGM (Figueroa et al., 2000, Figueroa et al., 1993, Hung et al., 2006a). Ces travaux valident
futilisation de 'H/R comme modéle d'étude des processus cellulaires impliqués dans la
pathogénése du DGM. La cause de I'H/R dans les cas de DGM n’est pas connue. Cependant,
dans les cas de diabéte de types 2, 'H/R est le produit de dommages causés aux cellules
endothéliales par les niveaux élevés de glucose sanguin (D'Elia et al., 2011, Madonna et al.,
2011). Tel que mentionné précédemment, cet état d’'H/R conduit a la génération de ROS,
principalement par la voie de la XDH/XO. Il est connu que la voie XDH/XO est exprimée (ARNm
et protéine) et active dans le placenta humain normal a terme (Many et al., 1996b, Telfer et al.,
1997). De plus, dans les placentas de grossesses compliquées par la prééclampsie et la RCIU,
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une augmentation de I'expression de la XDH/XO ainsi que de l'activité de la XO est observée
comparativement a ceux de grossesses normales (Many et al., 2000, Many et al., 1996a). Les
taux de XO dans la circulation sanguine maternelle sont également plus élevés chez ces
complications de la grossesse par rapport 8 la grossesse normale (Karabulut et al., 2005,
Yildirim et al., 2004). D'autre part, la perfusion de placentas normaux avec la XO induit
'expression de génes reliés au stress oxydatif (Centlow et al., 2009). Enfin, I'H/R active des
voies de signalisation responsables de linduction de l'apoptose tel qu'observé dans la
prééclampsie et la RCIU (Cindrova-Davies, 2009, Cindrova-Davies et al., 2007, Hung et al.,
2006a, Hung et al., 2002). L'H/R représente donc un modéle in vitro de choix pour générer du
stress oxydatif dans le placenta et étudier les altérations qui y sont associées.

LA MELATONINE

La mélatonine (5-méthoxy-N-acétyltryptamine) est une hormone lipophile et hydrophile
retrouvée de fagon ubiquitaire dans la nature (Pandi-Perumal et al., 2006). Il a longtemps été
cru que la mélatonine était uniquement synthétisée par la glande pinéale, et ce, de fagon
circadienne. Depuis, il a été démontré que d’autres organes synthétisent la mélatonine, tels que
le tractus gastro-intestinal, la peau, les organes reproducteurs, les plaquettes, certaines cellules
du systéme immunitaires, plusieurs régions cérébrales (revue dans: Kvetnoy, 2002) et le
placenta (D. Lanoix et al., 2008). La régulation de la synthése, le mode d’action et le role de la

mélatonine extrapinéale demeurent toutefois mal compris.

Synthése de la mélatonine

La mélatonine est synthétisée a partir de I'acide aminé essentiel L-tryptophane qui est
transformé en 5-hydroxytryptophane puis en sérotonine. La sérotonine est convertie en
mélatonine par I'activité séquentielle des enzymes aralkylamine-N-acétyltransférase (AANAT) et
hydroxyindole-O-méthyltransférase (HIOMT ou ASMT, acétylsérotonine-O-méthyltransférase)
(Pandi-Perumal et al., 2006). La AANAT acétyle la sérotonine en N-acétylsérotonine alors que la
HIOMT convertie par méthylation la N-acétylsérotonine en 5-méthoxy-N-acétyltrytamine
(mélatonine) (Fig. 7) (Wurtman et al., 1968). Il est généralement admis, mais reste controverse,
que chez I'humain I'enzyme AANAT est limitante dans la synthése de la mélatonine (Klein et al.,
1997).
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Figure 7 : Enzymes impliquées dans la synthése de la mélatonine. Thése de Dave Lanoix (Dave Lanoix, 2013).

La mélatonine retrouvée dans la circulation sanguine est principalement synthétisée par
la glande pinéale de fagon circadienne. La mélatonine pinéale est synthétisée et sécrétée plus
fortement durant les périodes d'obscurité¢ (Pandi-Perumal et al., 2006). La meélatonine
synthétisée en dehors de la glande pinéale n'est pas contrélée par la photopériode et surpasse
celle de la glande pinéale en période d'obscurité et agit principalement localement. Par
exemple, le tractus gastro-intestinal produit jusqu'a 400 fois plus de mélatonine que la glande
pinéale (Huether, 1993). Notre équipe a démontré que le trophoblaste villeux du placenta
humain a terme produisait de novo la mélatonine (Lanoix et al., 2008). Considérant la masse du
placenta & terme en comparaison & celle de la glande pinéale (Castellucci et al., 2006, Reichlin,
1998), on estime qu'il produit jusqu’'a 225 fois plus de mélatonine (Lanoix et al., 2008).

Les récepteurs de la mélatonine

La mélatonine peut se lier & deux récepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés aux protéines G : les récepteurs MT1 (Mel1a) et MT2 (Mel1b). Le site de liaison de la
mélatonine, MT3, que l'on croyait étre un troisieme récepteur de la mélatonine, est en fait un
enzyme quinones réductases 2 (dihydronicotinamide riboside : quinone reductase 2 (NQO2))
possédant un site de liaison pour la mélatonine (Dubocovich, 1995, Nosjean et al., 2001,
Reppert et al.,, 1996). Chez I'humain, la mélatonine semble également se lier aux récepteurs
nucléaires de la famille RZR/ROR (Smirnov, 2001). En outre, RORa (retinoic acid receptor-
related orphan) et RZR (retinoid Z receptor) lient la mélatonine avec une haute affinité (Becker-
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Andre et al., 1994, Carlberg et al., 1994, Carrillo-Vico et al., 2005, Giguere, 1999, Wiesenberg et
al., 1995), cependant cela demeure controversé (Bitsch et al., 2003, Dai et al., 2001, Jetten,
2009, Ram et al.,, 2002). Structuralement, le récepteur MT1 est une protéine de 350 acides
aminés présentant 60% d’homologie avec le récepteur MT2 qui est une protéine a 362 acides
aminés. Le récepteur MT1 a été identifié dans I'hypophyse, et le noyau supra-chiasmatique et
MT2 dans la rétine ainsi que dans les tissus périphériques du systéme nerveux central. Les
récepteurs MT1 et MT2 ont également été identifiés dans les tissus des organes reproducteurs
féminins tels que le myomeétre utérin et les cellules de la granulosa (Tamura et al., 2008). Les
récepteurs MT1 et MT2 couplés & une protéine G; entrainent l'inhibition de I'adénylate cyclase
(AC), bloquant ainsi la production du second messager adénosine monophosphate cyclique
(AMPc). Ces deux récepteurs de la mélatonine peuvent également lier une protéine Gy/44 et
stimuler la phospholipase C- (PLC-B) (Shyy et al., 2010). Il a été démontré que la mélatonine,
via l'activation de MT1 et MT2, active la différenciation, inhibe la prolifération et l'invasion des
cellules cancéreuses ovarienne et de choriocarcinomes placentaires humains (Sainz et al.,
2005, Sainz et al., 2003, Shiu et al., 2000).

Roéles de la mélatonine

La mélatonine sécrétée par la glande pinéale transmettra a toutes cellules exprimant ses
récepteurs linformation sur la photopériode, permettant une adaptation physiologique aux
cycles jour/nuit ou aux saisons (Claustrat et al., 2005). La mélatonine posséde de nombreuses
actions biologiques. Elle exerce notamment un effet cytostatique, antiprolifératif, régule le
systéme immunitaire, posséde une puissante action antioxydante et anti-inflammatoire et elle
régule la sécrétion de plusieurs hormones et facteurs de croissance (Claustrat et al., 2005,
Ekmekcioglu, 2006, Lee et al., 1999, Pandi-Perumal et al., 2006, Peschke et al., 2006a, Reiter
et al., 2000).De plus, elle joue un réle important dans les fonctions reproductrices, telles que la
maturation sexuelle et l'ovulation (Boczek-Leszczyk et al., 2007). La mélatonine régule
également de nombreux processus cellulaires : prolifération, différenciation, apoptose et
invasion (Cos et al., 1998, Sainz et al., 2005, Sainz et al., 2003).
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Action antioxydante de la mélatonine

Récepteur indépendant

Plusieurs caractéristiques de la mélatonine contribuent a faire d'elle un excellent capteur
des espéces oxydantes lui prodiguant de grandes propriétés cytoprotectrice tel que revue dans
Lanoix et al (2012¢). Son caractére lipophile et hydrophile lui permet de traverser toutes les
barriéres morphophysiologiques avec facilité de maniére a ce qu'elle soit distribuée dans tous
les compartiments intracellulaires; particuliérement au niveau de la mitochondrie, du réticulum
endoplasmique et du noyau. De plus, suite a son interaction avec les radicaux libres, les
métabolites de la mélatonine qui sont produits exercent a leurs tours une action antioxydante
(Fig. 8). Par exemple, lorsque la mélatonine capte une molécule de *OH elle est convertie en
cyclique 3-hydroxymélatonine qui réagit avec un autre radical libre et génére une molécule de
N'-acétyle-N>-formyle-5-méthoxykynuramine  (AFMK), qui est également un puissant
antioxydant. L'AFMK capte les ROS et forme une molécule de N'-acétyle-5-méthoxykynuramine
(AMK) (Tan et al., 1999, Tan et al., 1998). Cette cascade antioxydante de la mélatonine fait de
cette molécule un incomparable antioxydant.
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Figure 8: Cascade antioxydative de la mélatonine. Lorsque la mélatonine entre en contact avec une espéce
réactive oxygénée, elle est convertie en cyclic 3-hydroxymelatonm Lorsque la cyclic 3-hydroxymelatonin réagit avec
un autre radical libre, elle est métabolisée en N’ -acetyl -N2 -formyl-5-methoxykynuramine. Lorsque le N1-acetyl-N2-
formyl-5-methoxykynuramine capte un autre ROS, la N -acetyl -5-methoxykynuramine est formé. Tiré de (D. Lanoix
et al., 2012c)
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Récepteur dépendant
Des études ont démontré que la mélatonine augmente l'expression et l'activité des

enzymes antioxydantes via ses récepteurs MT1/MT2 qui régulent les MAPKSs, la PKC et la PLC
(Rodriguez et al., 2004, Tomas-Zapico et al., 2005).

La capacité de la mélatonine d'augmenter l'expression et l'activité des enzymes
antioxydantes ainsi que son action de capteur par sa cascade antioxydative fait d’elle un trés
puissant antioxydant (Bonnefont-Rousselot et al., 2010, Jou et al., 2010, Korkmaz et al., 2009b).
Plusieurs études suggérent que la mélatonine pourrait avoir des effets positifs en tant
gu'antioxydants et anti-inflammatoire sur les nouveau-nés (Gitto et al., 2009), les personnes
atteintes du cancer (Bejarano et al., 2009, Korkmaz et al., 2009a, Paredes et al., 2009), de
maladies neurodégénératives (Fernandez-Bachiller et al., 2009, Manda et al., 2010) et le
vieillissement (Akbulut et al., 2009).

La mélatonine et la grossesse

La mélatonine, grace & son caractére lipophile et hydrophile, peut traverser la barriére
placentaire et entrer dans la circulation foetale (Okatani et al., 1998). Sa concentration dans le
sang de cordon ombilical est d'ailleurs plus élevée que dans le sang maternel (Mitchell et al.,
1979). Il y a une augmentation de la production de mélatonine tout au long de la grossesse pour
atteindre son maximum au 3° trimestre. De plus, les taux matemels de mélatonine sont plus
élevés en période noctumne et diurne chez les femmes enceintes que chez les femmes non
enceintes (Kivela, 1991, Nakamura et al., 2001). La cause physiologique et la source de cette
augmentation de mélatonine dans le sang maternel ne sont pas connues. Par contre, il a été
montré que les taux sanguins maternels de mélatonine retournent & un niveau similaire a celui
des femmes non enceintes aprés la délivrance du placenta (Nakamura et al., 2001, Wehr,
1997). D’autre part, Nakazawa et al. (1999) ont démontré la présence de niveaux élevés de
mélatonine dans le placenta humain et ce méme en période diurne (Nakazawa et al., 1999). De
plus, les taux de mélatonine dans le placenta humain & terme ne subissent pas la variation
circadienne observée dans le sang maternel (Nakazawa et al. 1999). De plus, une équipe a
décrit des changements morphologiques et biochimiques (augmentation de [l'activité des
enzymes de synthéses) de la glande pinéale chez les femmes enceintes comparativement a
celle non enceinte (Lew, 1987), alors qu’une autre n'a observé aucun effet de la grossesse sur
la glande pinéale (Kivela, 1991). Ces travaux suggérent que l'augmentation de mélatonine
observée dans le sang maternel durant la grossesse pourrait étre de source extra-pinéale et que
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le placenta pourrait en étre la source. Dans ce sens, les travaux de I'équipe du Pre Vaillancourt
montrent la production de mélatonine ainsi que l'expression fonctionnelle de ses enzymes de
synthése et de ses récepteurs dans le trophoblaste humain (Lanoix et al., 2008, Lanoix et al.,
2006). La mélatonine produite localement pourrait jouer un réle paracrine/autocrine dans la
régulation du développement et des fonctions endocrines placentaires. D’ailleurs il a été
démontré que la mélatonine contribue & la maintenance de la grossesse en stimulant la
production de progestérone et en inhibant la synthése de prostaglandine, arrétant ainsi les
contractions utérines (Richter et al., 2009). La mélatonine participerait également a la régulation
du développement foetal. Chez I'humain, les récepteurs MT1 et MT2 ont été démontrés dés la
18° semaine de grossesse dans le cerveau et dans les tissus périphériques, tels que le rein, le
foie ainsi que la rétine. De plus, le récepteur MT1 a été observé dans les cellules souches
neuronales, ce qui suggére un réle important de ce récepteur et de la mélatonine dans le
développement neuronal du feetus humain (Niles et al., 2004). En outre, il a été montré dans un
modéle animal que la mélatonine maternelle est importante pour la croissance et la maturation
sexuelle des rejetons (Bishnupuri et al., 1999, Bishnupuri et al., 2000, Bishnupuri et al., 2001).
Dans 'ensemble, ces études indiquent une production locale de mélatonine par le placenta et
suggérent que cette mélatonine endogéne pourrait jouer un réle différent de celle produite par la
glande pinéale durant la grossesse.

Il a aussi été démontré que le récepteur MT1 est exprimé tout au long de la grossesse
dans le placenta de rates et que son expression varie de maniére spatiale et temporelle (Lee et
al,, 2003). Cette équipe a également montré que I'expression du géne de la lactogéne
placentaire-ll (PL-1l, un équivalent de la hPLt) est modulée par le rythme circadien et que la
variation observée est inverse a celle de I'expression du géne MT1. Aussi, la 6-choromélatonine
(un agoniste sélectif et stable de la mélatonine) diminue I'expression des génes de la PL-ll, la
variante de la lactogéne placentaire | (PL-Iv) et de la protéine C prolactine-libre (PLP-C) dans le
tissu placentaire de rates in vitro (Lee et al., 1999). A ce jour, il existe peu d’études sur le réle et
le mode d’action de la mélatonine placentaire, tant chez I'humain que I'animal.

LE DIABETE GESTATIONNEL MELLITUS (DGM)

Il existe trois formes de diabéte mellitus : le diabéte de type I, caractérisé par une
destruction auto-immune des cellules 8 du pancréas; le diabéte de types Il, dut a une résistance
a linsuline des tissus cibles; le diabéte gestationnel diagnostiqué au cours de la grossesse et
se résorbant aprés la délivrance. Le DGM se caractérise par une résistance a linsuline
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combinée a une intolérance au glucose, similaire au diabéte de types ll. Au Québec, le DGM
complique 7 & 9% des grossesses et survient normalement au cours du deuxiéme et troisiéme
trimestre de la grossesse (entre 24 et 28 semaines de gestation) (AOGQ, 2012). Cette étape de
la grossesse est déterminante puisque c'est a ce moment que débute la sécrétion de la hPL par
le placenta qui responsable de l'insulino-résistance chez la mére (AOGQ, 2012). Les principaux
facteurs de risque du DGM sont 'age maternel, le surpoids avant et durant la grossesse et les
antécédents familiaux de diabéte. De plus, le DGM est accompagné par une haute incidence de
complication foetale telle que : la macrosomie, une prédisposition a une hyper-agrégation des
plaquettes, des maiformations congénitales, des difficultés respiratoires au niveau foetal et une
augmentation du risque de morbidité périnatale (Mitanchez, 2010, Simpson et al., 1983). Le
DGM peut également conduire, chez I'enfant, au développement de maladie cardiovasculaire et
a l'obésité ainsi qu'au diabéte de type Il chez I'enfant et sa mére (Bottalico, 2007). Le diagnostic
du DGM se fait par une mesure de la glycémie suite a I'absorption de 50g de glucose 1 heure
avant. Si les résultats se situent entre 7,8 et 10,2 mmol/L. la patiente devra étre suivie par une
diététiste et son médecin traitant. Le traitement le plus utilisé est une diéte faible en glucose afin
d'éviter les variations importantes de la glycémie. Cependant, si une glycémie normale ne peut
étre atteinte avec une diéte spéciale un supplément en insuline doit étre administré (AOGQ,
2012).

Le stress oxydatif dans le DGM

Les femmes atteintes de DGM présentent une augmentation des niveaux sanguins de
ROS, qui ne sont pas régulés par une augmentation des enzymes antioxydantes, générant ainsi
un état de stress oxydatif (Chaudhari et al., 2003, Grissa et al., 2007, Peuchant et al., 2004).
Les hauts niveaux de ROS dans le sang maternel dans les cas de DGM sont corrélés avec une
augmentation de l'activité de la XO (Biri et al., 2006) et une diminution de I'activité de la SOD et
de la GPx (Lappas et al., 2011). Dans les placentas compliqués par un DGM comparativement a
ceux de grossesses normales, une augmentation de marqueurs du stress oxydatif a également
été décrite (Coughlan et al., 2004, Marseille-Tremblay et al., 2008). Cependant, il existe toujours
une controverse concernant I'expression et I'activité des enzymes pro-oxydantes, telles que la
X0, et antioxydantes dans le placenta provenant de grossesses compliquées par un DGM, a
savoir si elles sont augmentées, inchangées ou diminuées. Une étude a démontré une
augmentation des défenses antioxydantes alors qu'une autre montrait une diminution (Biri et al.,
2006, Lappas et al., 2011). Cette différence pourrait s'expliquer par le fait que I'une des équipes

20



a analysé l'activité enzymatique alors que 'autre a analysé I'expression de TARNm. De plus, ces
deux équipes n’ont pas pris en considération l'indice de masse corporelle (IMC) des patientes.
En effet, des études épidémiologiques ont démontré une association entre un surpoids pré-
gestationnel et un haut risque de développer un DGM, une prééclampsie et une restriction de
croissance intra-utérine (Siega-Riz et al., 2006, Valsamakis et al., 2006). L'obésité entraine une
augmentation de la production des ROS induisant un stress oxydatif élevé se caractérisant par
une augmentation des enzymes pro-oxydantes ainsi qu'une diminution des enzymes
antioxydantes (Unger ef al, 2010). |l aurait été nécessaire de prendre en compte de ce
paramétre a fin gqu'une personne avec un IMC élevé ne se retrouve pas dans le groupe controle.
Il serait donc important de vérifier l'activité ainsi que I'expression des enzymes pro- et
antioxydantes tout en tenant compte de I'lMC des patientes afin d'avoir des données plus
représentatives.

L.a mélatonine et le diabéte

La mélatonine et ses récepteurs sont impliqués dans le diabéte a plusieurs niveaux. Une
réduction significative des taux sanguins de mélatonine a été observée chez le diabéte de type
2 ainsi que chez des modeéles de rat et de hamster diabétiques (Peschke et al., 2006b). Chez le
rat diabétique, la réduction de la sécrétion de mélatonine est attribuable a une diminution de
l'activité de 'enzyme AANAT, I'enzyme limitante dans la synthése de la mélatonine, dans la
glande pinéale (Peschke et al., 2006b).

Les récepteurs MT1 et MT2 de la mélatonine sont exprimés sur les cellules §
pancréatiques (Muhlbauer et al., 2007). Il a d'ailleurs été montré que I'activation des récepteurs
MT1 et MT2 était essentiel & 'homéostasie des taux de la glycémie (Claustrat et al., 2005). En
effet, ladministration de mélatonine réduisait significativement les taux sanguins de glucose et
de lipides chez un modéle de rats diabétiques (Montilla et al., 1998). Des études ont montré que
la présence d'une mutation génétique assurant la perte de fonction du récepteur MT2 était un
important facteur de risque de développer le diabéte de type 2 ainsi que le DGM (Bonnefond et
al., 2012, Bouatia-Naji et al., 2009, Kim et al., 2011, Ling et al., 2011, Prokopenko et al., 2009).
La mélatonine protége également les cellules B pancréatiques ainsi que plusieurs organes qui
sont affectés par le stress oxydatif lors de diabéte, tel que les reins, le cerveau, la rétine et le
systéme vasculaire (Andersson et al., 2001, Baydas et al., 2003, Baydas et al., 2004, Cam et
al., 2003, Colantuoni et al., 2002, Derlacz et al., 2005, Reyes-Toso et al., 2004, Sudnikovich et
al., 2007, Yavuz et al., 2003). Considérant ceci, la mélatonine a été utilisée comme adjuvant
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dans des essais cliniques pour le traitement des complications associées au diabéte de type 2.
La mélatonine a en effet amélioré le contréle de la glycémie, diminué les taux de lipides et les
niveaux de stress oxydatifs chez les patients (Hussain et al, 2006, Kadhim et al., 2006,
Paskaloglu ef al., 2004).

Il y a toutefois trés peu d’étude en lien avec la mélatonine et le DGM, sauf celle sur la
mutation du récepteur MT2. Quelques études ont par contre été réalisées chez des rates
gestantes diabétiques. Il a entre autres été démontré que la co-administration de la mélatonine
et d'insuline permet de renverser les effets néfastes générés par le diabéte tels que la mortalité
embryonnaire et les altérations de croissance foetale (Salem et al, 2010). De plus,
administration de 10 mg/kg par jour de mélatonine a des rates gestantes diabétiques réduit les
taux de stress oxydatif dans le sang comparativement a celles sans traitement de mélatonine
(Guney et al., 2011). Chez les rates dont le taux de mélatonine sanguin est diminué
significativement par une pinéalectomie, une augmentation significative des dommages
oxydatifs dans l'utérus durant et apres la grossesse a été observée (Sainz et al., 2000). Une
autre étude a montré que I'administration de mélatonine chez les rats nourri avec une diéte riche
en glucide induisant l'obésité réduit le poids corporel, les taux de glucose, de leptine et de
triglycérides ainsi que du stress oxydatif (Prunet-Marcassus et al., 2003). La caractérisation de
la mélatonine dans le DGM doit donc étre approfondie, en particulier au niveau placentaire.
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HYPOTHESES DE RECHERCHE ET OBJECTIFS

La mélatonine agit comme capteur des éléments du stress oxydatif et active la synthése
et l'activité des enzymes antioxydantes. Le trophoblaste humain produit la mélatonine et
exprime ses récepteurs. Le stress oxydatif altére les fonctions du trophoblaste et est impliqué
dans la pathogénése du DGM. Les taux sanguins maternels de mélatonine sont altérés dans les
cas de diabéte de type 2. Une étude a démontré que chez les rats avec une diete induisant
l'obésité, une réduction significative des taux sanguins de mélatonine, par pinéalectomie,
augmente les taux de glucose ainsi que le stress oxydatif alors que I'administration de
mélatonine permettait de renverser ces effets (Prunet-Marcassus et al., 2003). Notre laboratoire
a récemment démontré dans les tissus placentaires prééclamptiques, une diminution
significative de la production de mélatonine conséquente avec la réduction de 'expression et de
lactivité de AANAT ainsi que de I'expression des récepteurs MT1 et MT2 (D. Lanoix et al.,
2012a). Enfin, plusieurs études proposent que la mélatonine joue un réle protecteur dans le
stade précoce et avancé de diverses maladies dans laquelle la pathogénése implique des
dommages induits par les radicaux libres, dont des complications de la grossesse telle que la
prééclampsie et le diabéte gestationnel mellitus (Allegra et al., 2003, Figueroa-Quevedo et al.,
2011, Milczarek et al., 2010, Okatani et al., 2001, Reiter et al., 2000, Reiter et al., 2009, Sallinen
et al., 2007, Tomas-Zapico et al., 2005, Wakatsuki et al., 2001). Par contre, le réle de la
mélatonine dans la régulation de 'homéostasie oxydative du trophoblaste ainsi que dans la
pathogénése du DGM n'a jamais été étudié.

Ce projet de recherche repose sur les hypothéses suivantes : 1) les placentas de
grossesse compliquée par un DGM sont caractérisés par une augmentation du stress oxydatif
ainsi qu'une altération du systéme mélatonine comparé aux placentas de grossesses normales
et 2) la mélatonine prévient le stress oxydatif du STB induit par de I'hypoxie/réoxygénation. Les
objectifs spécifiques pour vérifier ces hypothéses de recherche sont : 1) comparer le niveau
de stress oxydatif et I'expression des récepteurs MT1 et MT2 de la mélatonine ainsi que des
enzymes AANAT et HIOMT assurant sa synthése dans les tissus placentaires de DGM par
rapport a ceux de grossesses normales et 2) déterminer dans un modele in vitro simulant les
altérations placentaires retrouvées dans le DGM, la capacité de la mélatonine a prévenir le
stress oxydatif induit par de 'H/R dans les primocultures de STB.
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Résultats
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CHAPITRE 1: LINKING THE ALTERATION OF PLACENTAL MELATONIN TO THE LOSS OF
THE OXIDATIVE HOMEOSTASIS IN GESTATIONAL DIABETES MELLITUS

Andrée-Anne Lacasse, Julie Lafond et Cathy Vaillancourt
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Résumé de larticle en francais

La mélatonine, un puissant antioxydant, est produite placenta humain qui exprime ses
récepteurs. Le diabéte gestationnel mellitus (DGM) est caractérisé par une augmentation du
stress oxydatif dans le sang maternel. Par contre, le statut oxydant et le systéme mélatonine
dans les placentas de grossesses compliquées par un DGM n’a jamais été étudié. Pour combler
ce vide, dans cette étude nous comparons: (i) I'expression des enzymes de synthése
(aralkylamine-N-acétyltransferase (AANAT) et hydroxyindole-O-méthyistransferase (HIOMT)) et
des récepteurs MT1 et MT2 de la mélatonine; (ii) la génération des espéces réactives
oxygénées (ROS) et (iii) I'expression et I'activité des enzymes antioxydants dans les placentas
de grossesses DGM vs. non-DGM. L’expression de AANAT, de HIOMT, de MT1et de MT2 est
significativement diminuée dans les placentas de DGM en comparaison a ceux de grossesses
normales. Les niveaux de ROS, ainsi que I'expression de la xanthine oxydase (XO) sont
significativement augmentés dans les placentas de DGM par rapport aux non-DGM. Au
contraire, I'expression et I'activité des enzymes antioxydants, superoxyde dismutase 1 (SOD1)
et 2 (SOD2) et glutathion peroxydase (GPx), est significativement réduite dans les placentas de
DGM par rapport aux normaux. Cette étude démontre une altération du systeme mélatonine
placentaire associée a une augmentation du stress oxydatif dans les placentas de DGM par
rapport & ceux de grossesses normales. Ces résultats suggérent la perte de I'effet protecteur de
la mélatonine contre le stress oxydatif et une avenue thérapeutique potentielle pour la
mélatonine contre les dommages induits par le stress oxydatif dans les grossesses compliquées
par un DGM.

Contribution de I’étudiant

L'étudiante a réalisé la totalité des expériences et l'analyse des résuitats. Elle a
également rédigé le manuscrit en collaboration avec les co-auteurs.
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ABSTRACT

We previously demonstrate that melatonin, a powerful antioxidant, is produced and that its
receptors are expressed in normal human placenta. Gestational diabetes mellitus (GDM) is a
complication characterized by increased maternal oxidative stress. However, the oxidative status
of the placenta is not clearly established and melatonin has never been characterized in
placentas from GDM pregnancies. Therefore, this study aims to compare (i) expression of
melatonin-synthesizing enzymes and melatonin receptors,(ii) reactive oxygen species (ROS)
generation and (iii) antioxidant enzymes expression and activity in placentas from GDM vs.
normal pregnancies. Protein expression of both melatonin-synthesizing enzymes, aralkylamine-
N-acetyltransferase (AANAT) and hydroxyindole-O-methyltransferase (HIOMT) as well as MT1
and MT2 melatonin receptors is significantly reduced in placentas from GDM compare to normal
pregnancies. ROS levels and the expression and activity of xanthine oxidase (XO), a major
ROS-generating enzyme, are significantly increased in placentas from GDM vs. normal
pregnancies. In the other hand, the expression and activity of the antioxidant enzymes,
superoxide dismutase 1 (SOD1) and 2 (SOD2) as well as glutathione peroxidase (GPx), is
significantly reduced in placentas from GDM compared to non-GDM. The alteration of placental
melatonin systems associated with increased pro-oxydant and decreased antioxidant defenses
suggests the loss of the protective effect of melatonin against placental oxidative stress in GDM
placentas. Taken together with the current literature, this study suggests a potential therapeutic

avenue for melatonin against oxidative stress damages in GDM.

Keywords: Aralkylamine-N-acetyltransferase (AANAT), hydroxyindole-O-methyltransferase

(HIOMT or ASMT), MT1 melatonin receptor, MT2 melatonin receptor, superoxide dismutase

(SOD), glutathione peroxidase (GPx), xanthine oxidase (XO).
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INTRODUCTION

Gestational diabetes mellitus (GDM) affect 3 to 20% of pregnancies, depending of their
risk factors (Canadian Diabetes Association 2013). An increase in its prevalence has been
observed in the last decades, as for type Il diabetes (Ferrara 2007). GDM usually arises in the
second and third trimester of pregnancy (between 24 to 28 weeks of gestation). It is
characterized by an insulin resistance combined with glucose intolerance, similar to type Il
diabetes, appearing during pregnancy and resolving after delivery. However, there is an
increased risk for women with a history of GDM to suffer from diabetes after delivery
(Lauenborg, Hansen et al. 2004). The pathophysiology of GDM is not well understood. Although,
it has been suggested that impaired placental functions may contributed to the development of
this disease (Gauster, Desoye et al. 2012).

GDM is associated with high incidence of fetal complications such as macrosomia,
predisposition to platelet hyper-agreeability, congenital malformations, fetal respiratory distress
and increased perinatal risk of morbidity (Simpson, Elias et al. 1983; Mitanchez 2010).
Moreover, GDM can lead later in child’s life or adulthood to the development of obesity,
cardiovascular disease and type Il diabetes (Bottalico 2007). Maternal hyperglycemia is
considered as the primary teratogenic factor, although oxidative stress has also been suggested
to induce congenital anomalies (Eriksson, Cederberg et al. 2003; Allen, Armson et al. 2007).

Oxidative stress is a natural consequence of oxygen metabolism occurring when
antioxidant enzymes defenses are overwhelms by the reactive oxygen species (ROS)
production and result to potential damage (Burton and Jauniaux 2011). At homeostasis levels,
ROS are eliminated by several mechanisms such as free radical scavengers and antioxidant
enzymes (review in (Jezek, Dlaskova et al. 2012). The major antioxidant enzymes are the
superoxide dismutase 1 (SOD1 or Cu, Zn-SOD, localized in the cytosol), the superoxide

dismutase 2 (SOD2 or Mn-SOD, localized in the mitochondrial matrix) and the glutathione
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peroxidase (GPx) (review in (Jezek, Dlaskova et al. 2012)).Normal pregnancy is a state of
enhanced ROS (Wisdom, Wilson et al. 1991). However, antioxidant defenses are up-regulated
to counterbalance it (review in (Jezek, Dlaskova et al. 2012)). During pregnancy, major maternal
physiological changes occur to guarantee proper growth and development of the fetus as well as
preparation for delivery. In addition, the high metabolic demand and elevated requirement of
oxygen contributes to ROS generation in pregnant women (Little and Gladen 1999; Hung, Lo et
al. 2006). However, in maternal blood from GDM, increased ROS levels are not counterbalanced
by an increase in antioxidant defenses, thereby generating systemic oxidative stress. Indeed, it
has been demonstrated that high ROS level in maternal blood of GDM women arises from
increased activity of xanthine oxidase (XO), the main free radical-producing enzyme (Biri, Onan
et al. 2006), as well as from down regulated activity of antioxidants enzymes (Lappas, Hiden et
al. 2011). However, there is a controversy surrounding oxidant status in placentas from GDM,
whether oxidative stress is increased or decreased (Biri, Onan et al. 2006; Lappas, Mitton et al.
2010).

Melatonin, one of the most powerful antioxidant known to date, reduces damages in
many organs and diseases, scavenging free radicals and up-regulating cellular antioxidant
defenses (Okatani, Wakatsuki et al. 2001; Sallinen, Manttari et al. 2007; Hardeland, Tan et al.
2009; Kang, Koh et al. 2011; Watanabe, Hamada et al. 2012). Melatonin metabolites are also
excellent ROS scavengers (Matuszak, Reszka et al. 1997; Bromme, Morke et al. 2000; Sofic,
Rimpapa et al. 2005; Valko, Morris et al. 2005; Fukutomi, Fukuda et al. 2006; Hardeland, Tan et
al. 2009). This indolamine (5-methoxy-N-acetyltryptamine) is synthesized from serotonin by the
sequential action of aralkylamine-N-acetyltransferase (AANAT) and hydroxyindole-O-
methyltransferase (HIOMT, also known as acetylserotonine-O-methylstrasferase, ASMT)
(Wurtman and Axelrod 1968). Part of melatonin antioxidant effects are mediated by two high
affinity G protein-coupled receptors, MT1 and MT2 (Rodriguez, Mayo et al. 2004; Tomas-Zapico
and Coto-Montes 2005). We have demonstrated melatonin production and expression of its
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receptors in human placentas (Lanoix, Beghdadi et al. 2008). In addition, we and others have
shown that melatonin and its metabolites prevent placental oxidative stress and apoptosis as
well as production of pro-inflammatory cytokines in humans and rats, suggesting that melatonin
can improve metabolic alteration associated with obesity and GDM (Milczarek, Klimek et al.
2000; Okatani, Wakatsuki et al. 2001; Milczarek, Hallmann et al. 2010; Lanoix, Lacasse et al.
2012). However, the expression of melatonin-synthesizing enzymes and its receptors has never
been compared in placentas from normal and GDM pregnancies. Therefore, the goal of this
study was to investigate: pro-oxidant levels (ROS levels, and XO expression and activity),
antioxidant enzyme defenses (SOD1, SOD2 and GPx expression and activity) and melatonin
system (AANAT, HIOMT, MT1 and MT2 expression) in placentas from normal compared to

GDM pregnancies.

METHODS
Subjects and placental tissues

Women were recruited before week 10 of pregnancy, at the Clinic FIDES or at the Centre
Hospitalier de I'Université de Montréal (CHUM)-Hépital Saint-Luc. The protocol was approved by
the institutional review board for human subjects and all women provided their written informed
consent. All women completed an interview-administered questionnaire containing medical
history, drinking and smoking habits, and their general physical condition before (age, weight,
height) and during pregnancy (weight gain, gestational age and mode of delivery) (Table 1). At
birth, weight and length of the child and placental weight were also noted. In this study, women
diagnosed with GDM according to the criteria of the American Diabetes Association (American
Diabetes Association 2012) were compared to women without GDM (called normal group). All
women with GDM were treated by adjusting their diet and with insulin supplements. Women with
other pathological conditions than GDM, smokers and those on medication (other than insulin for
GDM) were excluded from this study.
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Human term placentas (37 to 41 weeks) were obtained immediately after delivery and
immersed in Dulbecco’'s minimal essential medium-high glucose (DMEM-HG; Sigma-Aldrich,
Oakville, ON, Canada) containing antibiotics (5 pg/ml amphotericin, 50 pg/ml gentamycin, 0.12
mg/ml penicillin), kept at 4°C and processed within 1 h. Following the removal of the amnion, the
chorion and the decidual layer, 5-cm? sections of the trophoblast tissues were cut, immediately
frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until further analysis as described in (Lanoix,

Beghdadi et al. 2008).

RT-qPCR analysis

The mRNA expression was analyzed by reverse-transcription (RT) quantitative
polymerase chain reaction (real-time; qPCR), as described previously (Lanoix, Lacasse et al.
2012). Briefly, total RNA was extracted from frozen human placental tissue using Aurum Total
RNA mini kit according to the manufacturer’s instructions (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada).
RNA was quantified by spectrophotometric measurement (Spectramax, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA). The Experion™ Automated Electrophoresis Station (Bio-Rad) was used
to determine RNA integrity. Only samples that successfully satisfied the quality control standards
were processed to complementary DNA (cDNA) using the iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad)
following the manufacturer's instructions. Specific primers for AANAT, HIOMT, MT1, MT2, XO,
SOD1, SOD2, GPx, GAPDH, PPIA, and YWHAZ (Table 2) were designed using Oligo 6
software (Molecular Biology Insights, Cascade, CO, USA). Reactions were run on a CFX-96
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) (Lanoix, Lacasse et al. 2012). The stability of
reference genes was analyzed using geNorm software. Gene expression was normalized to
GAPDH, PPIA and YWHAZ as well as expressed as relative fold expression, as previously

described (Lanoix, Lacasse et al. 2012).
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Western blot analysis

The protein expression was analyzed by semi-quantitative Western blot analysis p, as
described previously (Lanoix, Beghdadi et al. 2008; Lanoix, Guérin et al. 2012; Lanoix, St-Pierre
et al. 2012). Briefly, total proteins were extracted from frozen placental tissue using ice-cold
modified radioimmunoprecipitation (RIPA) buffer (50 mmol/l Tris-HCL pH 7.4, 1% NP-40, 0,25%
nadeoxycholate, 150 mmol/l NaCL and 1 mmol/l EDTA) containing protease and phosphatase
inhibitors as described previously (Lanoix, Beghdadi et al. 2008). Tissues were ground and
homogenized using a QlAshredder spin column homogenizer (Qiagen, Toronto, ON, Canada).
The homogenates were then centrifuged at 13 000 x g for 10 min at 4 °C to remove insoluble
material. The concentration of each sample was determined by spectrophotometric
quantification (SpectraMax M5 with SoftMax Pro v5 software, Molecular Device, Sunnyvale, CA,
USA) using the bicinchoninic acid (BCA) protein assay reagent according to the manufacturer's
instruction (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). Samples (50 ug per lane) were solubilized
in 10% SDS-PAGE and transferred onto Immobilon-P PVDF membrane (Millipore, Billerica, MA,
USA). The blots were blocked for non-specific binding in tris buffered saline solution (TBS)
containing 5% non-fat dry milk for 1 h at room temperature. They were incubated over night at
4°C with primary antibodies as described in Table 3. Membranes were then washed four times
for 10 min with TBS-Tween and three times for 5 min with TBS. Next, the membranes were
reprobed with the appropriate HPR-conjugated secondary antibodies (Table 3) for 1 h at room
temperature. Blots were washed three times for 5 min with TBS and rinsed quickly four times in
water before detection with the Immobilon Western Chemiluminescent HPR Substrate (Millipore,
Billerica, MA, USA). Band intensity was analyzed and quantified by densitometric analysis using
FluorChem FC2 Western Blot Imager (Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA). For
normalization of total proteins transferred to PVDF membranes were stained for 45 sec with
amido black staining solution (Sigma, St-Louis, MO, USA) and were then washed in destaining
solution (50 % methanol, 7 % acetic acid) as previously described (Lanoix, St-Pierre et al. 2012).
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Stained blots were scanned using FluorChem FC2 Western Blot Imager. Proteins expression
was expressed as relative fold expression of amido black band density as previously described

(Lanoix, St-Pierre et al. 2012).

Relative ROS levels analysis

Relative ROS levels were detected with the Reactive Oxygen Species Detection
Reagents (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). Proteins from placental tissues were extracted
and quantified as described above and 10 g of proteins were used. Relative ROS levels were
determined by fluorimetry using 5-(and-6)-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate

(carboxy-H2DCFDA) according to the manufacturer’s instruction.

SOD, GPx and XO activity analysis

Enzymes activity assays of normal and GDM placental tissue were performed using SOD
Activity Assay Kit # K335-100, GPx Activity Assay Kit #K762-100 and XO Assay Kit #K710-100
according to manufacturer’s instruction (BioVision, Mountain View, CA, USA). Briefly, samples
were prepared from 0.05 g of placental tissues. Samples were ground and tissue was solubilized
in cold Assay Buffer specific to each enzyme and provide by the companies. Samples were
homogenized using QlAshreder columns and centrifuged 2 min at 20 000 x g. Enzyme activity

was determined by spectrophotometry in supernatant using specific standard curve.

Statistical analysis

All data are represented as mean + S.D. Statistical significance between GDM pregnancies
and normal gestational-matched controls was determined by non-parametric Mann-Whitney U-
test using Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Data were considered statistically

significant at a P value < 0.05.
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RESULTS
Clinical characteristics of patients and placentas

Table 1 presents clinical characteristics of patients and placentas used in this study. As
shown, no significant differences were observed for any of the characteristics between normal or
GDM pregnancies, except for the maternal BMI. There is a significant increased maternal BMI in
pregnancies complicated by GDM (P = 0.0159) compared to normal ones. Therefore, the only

difference between normal and GDM group are the clinical features of GDM.

Reduced protein expression of melatonin-synthesizing enzymes in GDM compared to normal
pregnancy placentas

mRNA and protein expression levels of AANAT and HIOMT melatonin-synthesizing
enzymes between placentas from GDM and normal pregnancies are shown in Figure 1. The
placental expression of AANAT and HIOMT genes was not significantly different in GDM
compared to normal pregnancies placentas (Fig. 1A-B). A significantly reduced protein
expression of AANAT (P < 0.0001) and HIOMT (P = 0.0002) was shown in GDM placentas
compared to normal ones (Fig. 1C-D). Thus Figure 1 suggests a decreased melatonin
production in placentas from GDM compared to normal pregnancies. To pursue the analysis of
the melatonin system in placentas from pregnancies complicated by GDM, the expression of

both melatonin receptors was assessed.

Reduced expression of melatonin receptors in placentas from GDM compared to normal
pregnancies

Figure 2 shows mRNA and protein expression levels of MT1 and MT2 melatonin
receptors between placentas from GDM and normal pregnancies. RT-gPCR experiments
demonstrated a significant reduction in both MT1 (P = 0.0211) and MT2 (P = 0.0211) receptors
expression in placentas from GDM compared to normal pregnancies (Fig. 2A-B). Accordingly, a
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semi-quantitative western blot analysis demonstrated that the protein expression of MT1 (P =
0.0317) and MT2 (P = 0.0159) was significantly reduced in GDM placentas compared to normal
ones (Fig. 2C-D). This demonstrates that GDM pregnancy is characterized by a significant

reduced expression of both placental melatonin receptors.

Increased ROS generation in placentas from GDM compared to normal pregnancies

Figure 3A shows that ROS levels were significantly increased in placentas from GDM
compared to normal pregnancies (P < 0.0001). This result indicates that placentas from GDM
pregnancies are characterized by increased ROS production compared to normal pregnancies.
The expression and activity of XO, one of the main generators of ROS, was analyzed in Figure
3B-C-D. A significant increase of XO mRNA (P = 0.0396) and protein (P = 0.0059) expression
as well as its activity (P = 0.0057) was observed in GDM compare to normal pregnancies
placentas. This indicates that placentas from GDM compare to normal pregnancy are
characterized by an increased in pro-oxidant levels. Therefore, to determine the pro-oxidant-

antioxidant balance, the expression and activity of antioxidant defense enzymes were analyzed.

Reduced antioxidant enzymes expression and activity in GDM compared to normal pregnancies
placentas

SOD1 and SOD2 mRNA (P = 0.0454 and P = 0.0254) and protein (P = 0.0635 and P =
0.0317) expression were significantly decreased in placentas from GDM compared to normal
pregnancies (Fig. 4 A; 4B). Total SOD activity was also significantly reduced (P = 0.0033) in
placental tissues from GDM compared to normal pregnancies (Fig. 4 C). Figure 5 demonstrates
a significant reduction of GPx mRNA (P = 0.0422) and protein (P = 0.0317) expression as well
as its activity (P = 0.0006) in GDM placentas compare to normal pregnancies. Overall Figures 4
and 5 demonstrate that an alteration of endogenous antioxidant defense enzymes contributes to
the increased ROS levels detected in placentas from GDM compared to normal pregnancies.
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DISCUSSION

This study demonstrates significant reduction of protein expression of the melatonin-
synthesizing enzymes and the MT1 and MT2 receptors in human placental tissues from GDM
compared to normal pregnancies, indicating an alteration of the melatonin system in this
pregnancy complication. In addition, our results demonstrated that placentas from GDM are
characterized by an increase of ROS production in conjunction with a reduced antioxidant
enzymes capacity in comparison to normal pregnancies, leading to enhanced placental oxidative
stress.

Epidemiological studies have shown an evident association between pre-gestational
overweight and increased risk of developing GDM, preeclampsia and intra-uterine growth
restriction (Siega-Riz and Laraia 2006; Valsamakis, Kanaka-Gantenbein et al. 2006).
Accordingly, in our cohort women affected by GDM were overweight (BMI 25-29.9 kg/m?) or
obese (BMI > 30 kg/m?) compared to non-GDM mother (BMI 18.5-24.9 kg/m?) who had a normal
weight. Over nutrition, from high calories and fatty diets, associated to obesity, has been shown
to induce lipotoxicity and glucotoxicity and increased oxidative stress (Unger, Clark et al. 2010).
Increased oxidative stress is a known inducer of pro-inflammatory cascades and tissue damages
associated with obesity and diabetes (Unger, Clark et al. 2010). In agreement with this, our
study shows an increased oxidative stress in placental tissue from GDM mother, which are
overweight compared to normal weight mothers without GDM. However, in opposition to our
results, a study shows no reduction of SOD and GPx mRNA expression in placentas from GDM
in comparison to normal pregnancies (Lappas, Mitton et al. 2010). This could be due to the fact
that in the study from Lappas (2010), the participants from both normal and GDM groups had a
BMI corresponding to an overweight. The difference observed between Lappas'’s study and our
data could also be explained by the reference gene used to compare gene expression. Indeed,
we previously demonstrated that it is crucial to select appropriate reference genes to obtain
accurate and reproducible RT-gPCR data and how different or even opposite results can be
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reported if this key step is not followed (Lanoix, St-Pierre et al. 2012). We showed that the
geometric mean of three stably expressed reference genes, GAPDH, PPIA and YWHAZ, must
be performed to accurately compare gene expression profiles between placentas from GDM and
normal pregnancies (Lanoix, St-Pierre et al. 2012). However, Lappas and colleagues (Lappas,
Mitton et al. 2010) only used ribosomal 18S RNA as a reference gene, which as the greatest
expression variability between placentas from GDM and normal pregnancies as previously
shown (Lanoix, Lacasse et al. 2012). This discrepancy could explain the differences observed in
our results.

Normal pregnancy is itself a state of oxidative stress which is controlled by an increased in
antioxidant enzymes defenses (Gitto, Pellegrino et al. 2009). As shown in the present study,
increased ROS production by the XO is not counterbalanced by an increased in antioxidant
enzymes expression and activity in placental tissues from GDM. An alteration of the redox
homeostasis leads to oxidative damages, increase of pro-inflammatory cytokines, including TNF-
a, as well as cellular dysfunctions (Coughlan, Vervaart et al. 2004; Dandona, Aljada et al. 2004;
Biri, Onan et al. 2006; Lappas, Hiden et al. 2011). Hence, increased oxidative stress markers
and pro-inflammatory cytokines have been reported in placentas from GDM compared to normal
pregnancies, such as increased 8-isoprostane release as well as protein carbonyl, TNF-a and II-
1B levels (Coughlan, Vervaart et al. 2004; Marseille-Tremblay, Ethier-Chiasson et al. 2008).
However, our study is the first to show that abnormally high ROS levels in GDM placentas arise
from reduced endogenous antioxidant defenses.

Melatonin is a powerful antioxidant and co-administration of melatonin with insulin in
pregnant diabetic rats reverses the adverse effects of diabetes on the fetus, such as embryo
lethality, teratogenicity and fetal growth changes (Salem, Nosseir et al. 2010). Melatonin
treatment also reduces plasmatic oxidative stress parameters in pregnant diabetic rats (Guney,
Erdemoglu et al. 2011). In addition, in rats with markedly reduced circulating melatonin levels
before gestation, through pinealectomy, a significant increase in oxidative stress damages in the
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uterus during and after the gestation is observed (Sainz, Reiter et al. 2000). Melatonin
administration to rats with diet-induced obesity reduced body weight as well as diminished
glucose, leptin, triglyceride levels, and oxidative stress (Prunet-Marcassus, Desbazeille et al.
2003). In the same study, reduced circulating melatonin levels through pinealectomy in rats with
diet-induced obesity, increases body weight; glucose level as well as oxidative stress and
melatonin administration reverse these parameters (Prunet-Marcassus, Desbazeille et al. 2003).
Therefore, the increase oxidative stress that we demonstrate in DGM pregnancy placentas could
be relate to an altered melatonin signaling in this pregnancy complication.

As we demonstrated in placental tissue of GDM, placentas from preeclampsia are
characterized by increased of ROS and XO as well as reduce antioxidant enzymes expression
and activity (Many, Hubel et al. 1996; Wang and Walsh 1996; Many, Hubel et al. 2000; Wang
and Walsh 2001; Vanderlelie, Venardos et al. 2005). In addition, we have recently
demonstrated, in placental tissues from preeclampsia, a significant reduction of melatonin
production consequently to reduce AANAT expression and activity as well as a reduced
expression of MT1 and MT2 melatonin receptors. Therefore, we sought to investigate the
melatonin system in placentas of GDM. Moreover, data show a significant reduction of AANAT
and HIOMT melatonin-synthesizing enzymes protein expression in placentas from GDM
pregnancy compared to normal pregnancies, pointing toward decreased placental melatonin
production in this pregnancy complication. Accordingly, we have previously demonstrated that
the placental protein expression of AANAT was positively correlated to melatonin production
(Lanoix, Beghdadi et al. 2008; Lanoix, Guérin et al. 2012). Furthermore, studies by us and
others indicate that the placental melatonin production would be responsible for the increase
melatonin level in maternal blood during normal pregnancy as well as of its reduction in
preeclampsia (Kivela 1991; Nakazawa, Kanakura et al. 1999; Nakamura, Tamura et al. 2001;
Lanoix, Beghdadi et al. 2008; Lanoix, Guérin et al. 2012). Consequently, the reduced AANAT
expression in GDM reported in this study suggests a decreased maternal plasma level of
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melatonin. Additional studies on the activity of melatonin-synthesizing enzymes and melatonin
production in placentas from GDM compare to normal pregnancies are required to complete the
characterization of melatonin synthesis. It would also be noteworthy to assess melatonin levels
in maternal blood from pregnancies complicated by GDM.

The results present in this study show no difference in mRNA expression of melatonin-
synthesizing enzymes between placentas from GDM and normal pregnancy. In accordance with
our results, in human, melatonin production is correlated to the protein expression of
phosphorylated AANAT (Ganguly, Weller et al. 2005). Several studies show that melatonin, by
its antioxidant proprieties, decrease several parameters implicated in hyperglycemia of GDM,
including glucose and lipid (Agil, Navarro-Alarcon et al. 2011; Figueroa-Quevedo and Agil 2011;
Tan, Manchester et al. 2011; Nduhirabandi, du Toit et al. 2012), suggesting that a potential
decrease placental melatonin production in GDM might play a role in its pathogenesis.
Furthermore, in type 2 diabetic patients and in diabetic rats, reduced blood levels of melatonin
are observed, which are associated to abnormal glycemia and to related complications,
including increased oxidative stress (Claustrat, Brun et al. 2005; Peschke, Frese et al. 2006).

The present study demonstrates reduced placental expression of MT1 and MT2 melatonin
receptors in GDM compare to normal pregnancies. The decreased expression of melatonin
receptors might due to a down-regulation induced by a decreased placental production of
melatonin (Yerer, M.D.P. et al. 2010). We have recently demonstrated a lower placental
expression of MT1 and MT2 in preeclamptic placental tissue as well as a significant reduction of
melatonin production (Lanoix, Guérin et al. 2012). In addition, in several cells or tissues,
melatonin by its MT1 and MT2 receptors, protects against oxidative stress, a key event in the
pathogenesis of GDM and type Il diabetes (Rodriguez, Mayo et al. 2004; Tomas-Zapico and
Coto-Montes 2005). Thus, the reduced placental expression of MT1 and MT2 receptors
demonstrated in this study suggest a loss of the protective effect of melatonin against oxidative
stress. Accordingly, a loss-of-function mutation of MT2 receptor is associates with an increased
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risk to develop GDM and type Il diabetes (Sparso, Bonnefond et al. 2009; Vlassi, Gazouli et al.
2012). However, further studies are required to determine if the reduce expression of melatonin
receptors in GDM placentas is a cause or consequence of this pregnancy complication. In
addition, insulin is a known modulator of melatonin (Peschke and Muhlbauer 2010). In our study,
all patients were supplement with insulin to achieve normal levels, therefore our result are not
due to altered insulin levels in GDM placentas.

In conclusion, the results present in this study, showing reduced placental protein expression
of melatonin-synthesizing enzymes as well as reduced expression of its MT1 and MT2 receptors
in GDM, suggest the loss of the protective effect of melatonin against placental oxidative stress.
Taken together, our results and the current literature indicate a potential therapeutic avenue for
melatonin against oxidative stress and inflammatory factors implicated in the pathogenesis of
GDM, especially in overweight women. Accordingly, melatonin administration has been
suggested as a potential treatment in high-risk pregnancies of GDM (Agil, Navarro-Alarcon et al.
2011; Figueroa-Quevedo and Agil 2011; Agil, Rosado et al. 2012). In addition to GDM,
melatonin could be used to manage pregnancy complications characterized by an increased
placental oxidative stress and inflammation, such as intrauterine growth restriction and
preeclampsia (Gitto, Pellegrino et al. 2009; Reiter, Paredes et al. 2009; Reiter, Tan et al. 2009).
However, further studies are required to show the safety of melatonin in pregnancy and to better

understand the signaling pathways implicated in its antioxidant and anti-inflammatory properties.
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LEGENDS

Figure 1. Expression of AANAT and HIOMT melatonin-synthesizing enzymes in placentas
from gestational diabetes mellitus (GDM) compared to normal (N) pregnancies.
Aralkylamine-N-acetyltransferase (AANAT) and hydroxyindole-O-methyltransferase (HIOMT)(A)
mRNA and (B) proteins were respectively determined by reverse-transcription quantitative
polymerase chain reaction and semi-quantitative western blot. The geometric average of
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), peptidylprolyl isomerase A (PPIA) and
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide
(YWHAZ) was used to normalize gene expression and amido black stain was used to normalize
protein expression. Representative images of 8 N pregnancies and 8 GDM placentas. Mean +

S.D; n=8 of different placentas from N and GDM pregnancies. *** P < 0.001.

Figure 2. Expression of MT1 and MT2 melatonin receptors in placentas from gestational
diabetes mellitus (GDM) compared to normal (N) pregnancies. MT1 and MT2 (A) mRNA and
(B) proteins were respectively determined by reverse-transcription quantitative polymerase chain
reaction and semi-quantitative western blot. The geometric average of glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), peptidylprolyl isomerase A (PPIA) and tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide (YWHAZ)
was used to normalize gene expression and amido black stain was used to normalize protein
expression. Representative images of 8 N pregnancies and 8 GDM placentas. Mean + S.D; n=8

of different placentas from N and GDM pregnancies. * P < 0.05.

Figure 3. Increased reactive oxidative species (ROS) in placentas from gestational
diabetes mellitus (GDM) compared to normal (N) pregnancies. XO (A) mRNA and (B)

proteins expression were respectively determined by reverse-transcription quantitative
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polymerase chain reaction and semi-quantitative western blot, The geometric average of
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), peptidylprolyl isomerase A (PPIA) and
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide
(YWHAZ) was used to normalize gene expression and amido black stain to normalize protein
expression. (C) XO activity in placental tissues homogenate was determined by colorimetric
assay as described in Material and Methods. (D) Relative ROS levels in placental tissues were
determined by DCFDA fluorometric assay as described in Material and Methods. RFU: relative
fluorescence units. Representative images of 8 N pregnancies and 8 GDM placentas. Mean +
S.D; n= 8 of different placentas from N and GDM pregnancies. * P < 0.05; ** P < 0.01 and *** P

< 0.001.

Figure 4. Decreased superoxide dismutase (SOD) expression and activity levels in
placentas from gestational diabetes mellitus (GDM) compared to normal (N) pregnancies.
SOD1 and SOD2 (A) mRNA and (B) proteins were respectively determined by reverse-
transcription quantitative polymerase chain reaction and semi-quantitative western blot. The
geometric average of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), peptidylprolyl
isomerase A (PPIA) and tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation
protein, zeta polypeptide (YWHAZ) was used to normalize gene expression and amido black
stain was used to normalize protein expression. (C) Total SOD (SOD1 and SOD?2) activity was
determined by colorimetric assay as described in Material and Methods. Representative images
of 8 N pregnancies and 8 GDM placentas. Mean + S.D; n=8 of different placentas from N and

GDM pregnancies. * P<0.05and ** P < 0.01.

Figure 5. Decreased glutathione peroxidase (GPx) expression and activity levels in
placentas from gestational diabetes mellitus (GDM) compared to normal (N) pregnancies.
GPx (A) mRNA and (B) proteins expression were respectively determined by reverse-
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transcription quantitative polymerase chain reaction and semi-quantitative western blot. The
geometric average of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), peptidylprolyl
isomerase A (PPIA) and tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation
protein, zeta polypeptide (YWHAZ) was used to normalize gene expression and amido black
stain was used to normalize protein expression. (C) GPx activity was determined by colorimetric
assay. Representative images of 8 N pregnancies and 8 GDM placentas. Mean % S.D; n=8 of

different placentas from N and GDM pregnancies. * P < 0.05 and *** P < 0.001.
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TABLES AND FIGURE

Table 1. Clinical characteristics of patients and placentas

Variable

Maternal age (years) 298+ 4.1 328148
Maternal BMI (kg/m?) 226+ 2.8 (2;2 ;3%9)

Gestational age (weeks) 398119 39.3+0.9

Mode of delivery (V:C) 8:0 6:2

Newborn sex (F:M) 53 4:4

Newborn weight (g) 3691.9 £210.6 3503.4 £ 314.5

Placenta weight (g) 593.8 £ 123.0 643.8+ 209.1

Placenta index 0.160 £ 0.029 0.184 + 0.059

BMI: body mass index; C: caesarean section; F: female; GDM: gestational diabetes mellitus; M:

male; N: normal; V: vaginal
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Table 2.Genes and primer sequences used for RT-qPCR.

Accession
number

Primer sequence (5’ — 3’)

Antisense

Reference

AANAT | NM_001088 GCTGTCAGCGCCTT ACGCCCAAGACGG (Lanoix, Guérin et al.
T A 2012)
GAPDH NM 002046 GAAGGTGAAGGTC GGAAGATGGTGATG (Lanoix, Lacasse et al.
- GGAGTCAA GGATTTC 2012)
GPx NM 002083 CAACCAGTTTGGGC AGCATGAAGTTGGG In-house design
= ATCAGG CTCGAAC
PPIA NM 021130 GTTTGCAGACAAG ACCCGTATGCTTTA (Lanoix, Lacasse et
- GTCCCA GGATG al. 2012)
GGCGAGCGGCTAC ACAGGTCAAAGGC  (Lanoix, Guérin et al.
HIOMT NM_004043 AGTT GGTCA 2012)
CCTGTCGGTGTAT TGACTTGGCAGTG  (Lanoix, Guérin et al.
MT NM_005958  cGgaaca CAGATAGC 2012)
TACGACCCACGCA AGGTAGCAGAAGG (Lanoix, Guérin et al.
L NM_005959  ycraTTCC ACACGACA 2012)
SOD1 NM 000454 TGCTGGTTTGCGTC CATGCAGGCCTTCA In-house design
- GTAGTCT GTCAGTC
SOD2 NM 000636 AGCGGTAGCACCA TAGTCGTAGGGCAG In-house design
- GCACTAGC GTCGG
X0 NM 000379 TGTTTCATTTCCGC ATGCCCAACACAA  In-house design
- TGATG GTAACCTT
YWHAZ NM 003406 GGCAACCTAAGAA CATGTTAGGCAAG (Lanoix, Lacasse et
- CAAATG TATCAAA al. 2012)
AANAT:. aralkylamine  N-acetyltransferase; GAPDH: glyceraldehyde  3-phosphate

dehydrogenase; GPx: glutathione peroxidase; HIOMT: hydroxyindole O-methyitransferase;

PPIA: peptidylprolyl isomerase A; SOD: superoxide dismutase; XO: xanthine oxidase, YWHAZ:

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide.
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Table 3. Antibodies used for western blot analysis.

Antibody Dilution Incubation Source

Primary antibody

anti-AANAT 1:10 000 O/N at RT Millipore (AB5467)
anti-GPx 1:500 O/N at 4°C Abcam (ab22604)
anti-HIOMT 1:40 000 OIN at 4°C Abnova (H00000438-A01)
anti-MT1 1:1000 OIN at 4°C Abnova (H00004543-A01)
anti-MT2 1:1000 O/N at 4°C Novus Biologicals (NBP1-00922)
anti-SOD1 1:2000 OIN at 4°C Abcam (ab16831)
anti-SOD2 1:2000 OIN at 4°C Abcam (ab13534)
anti-XO 1:2000 OIN at4°C Abcam (ab6194)
Secondary antibody

anti-goat-HRP 1:10 000 1hatRT Millipore (AP180P)
anti-mouse-HRP 1:10 000 1hatRT Millipore (AP192P)
anti-rabbit-HRP 1:10 000 1hatRT Millipore (AP182P)

AANAT: aralkylamine N-acetyltransferase; GPx: glutathione peroxidase; HIOMT: hydroxyindole
O-methyltransferase; HRP: horseradish peroxidase; O/N: overnight; RT: room temperature
SOD: superoxide dismutase; XO: xanthine oxidase.
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CHAPITRE 2 : MELATONIN: THE WATCHDOG OF VILLOUS TROPHOBLAST
HOMEOSTASIS AGAINST HYPOXIA/REOXYGENATION-INDUCED OXIDATIVE STRESS
AND APOPTOSIS

Dave Lanoix, Andrée-Anne Lacasse, Russel J. Reiter et Cathy Vaillancourt

Mol Cell Endocrinol. Accepté pour publication, 15 juillet 2013.
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Résumé du manuscrit en francais

Le placenta humain produit de la mélatonine et exprime ses récepteurs. Nous proposons
que la mélatonine, un antioxydant, protége le placenta des dommages cellulaires induits par
I'hypoxie/réoxygénation (H/R). Des primocultures de cytotrophoblastes villeux a terme ont été
mis 72 h en culture sous normoxie (8% O,) pour permettre leur différenciation en présence ou
en absence de 1 mM de mélatonine. Les trophoblastes ont ensuite été cultivés pour une période
additionnelle de 22 h sous normoxie ou soumise & une hypoxie (0,5% O,) pour 4 h suivi d’'une
réoxygénation (8% O,) pendant 18 h en présence ou absence de 1 mM de mélatonine. L'H/R
induit un stress oxydatif, qui induit 'activation de la voie de Bax/Bcl-2 ainsi que la fragmentation
de 'ADN subséquente. Le traitement du trophoblaste villeux avec 1 mM de mélatonine renverse
significativement tous les effets négatifs induits par 'H/R au niveau de la normoxie. Cette étude
montre que la mélatonine protége le trophoblaste villeux contre le stress oxydatif et 'apoptose
induits par I'H/R. Ces résultats révélent la potentielle utilisation préventive et thérapeutique de la
mélatonine dans les complications de la grossesse caractérisée par une altération de la survie
du syncytiotrophoblaste, telle que la prééclampsie et le DGM.

Contribution de I’étudiant

Les deux premiers auteurs ont contribué a I'obtention des résultats présentés dans ce
manuscrit. D Lanoix a réalisé la partie apoptose et AA Lacasse la partie stress oxydatif. Plus
particulierement, I'étudiante a entiérement réalisé les expériences et I'analyse des résultats des
niveaux de ROS, de I'expression et de l'activité de la XO ainsi que de I'expression et I'activité
des enzymes antioxydantes SOD1, SOD2 et GPx. L'étudiante a également participé a la
rédaction de larticle, au choix du journal de publication et aux corrections de larticle en

collaboration avec les co-auteurs.
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Keywords:
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Human placenta produces melatonin and expresses its receptors. We propose that melatonin, an antiox-
idant, protects the human placenta against hypoxiafreoxygenation (H/R)-induced damage. Primary term
villous cytotrophoblasts were cultured under normoxia (8% 0) with or without 1 mM melatonin for 72 h
to induce differentiation into the syncytiotrophoblast. The cells were then cultured for an additional 22 h
under normoxia or subjected to hypoxia (0.5% O) for 4 h followed by 18 h reoxygenation (8% O2) with or
without melatonin. H/R induced oxidative stress, which activated the Bax/Bcl-2 mitochondrial apoptosis
pathway and the downstream fragmentation of DNA. Villous trophoblast treatment with melatonin
reversed all the negative effects induced by H/R to normoxic levels. This study shows that melatonin pro-
tects the villous trophoblast against H/R-induced oxidative stress and apoptosis and suggests a potential
preventive and therapeutic use of this indolamine in pregnancy complications characterized by syncyti-

otrophoblast survival alteration.

1. Introduction

The maintenance of villous trophoblast homeostasis is essential
to fetal and pregnancy well-being. The villous trophoblast is
formed by proliferative stem cytotrophoblasts that exit the cell cy-
cle and terminally differentiated into syncytiotrophoblast. The syn-
cytiotrophoblast (multinuleated) is formed by fusion of the
underlying mononuclear villous cytotrophoblast which retain the
ability to proliferate and fuse with the overlying syncytium allow-
ing continuous regeneration of the syncytiotrophoblast throughout
the pregnancy (Black et al., 2004; Vaillancourt et al., 2009). There-
fore, the syncytiotrophoblast must undergo apoptosis to be re-
placed and maintain its homeostasis (Gauster et al, 2009;
Huppertz et al., 1999; Lanoix et al., 2012b). Increased apoptosis
in the syncytiotrophoblast disrupts its homeostasis and stimulates

Abbreviations: CAT, catalase; GPx, glutathione peroxidase; HPRT1, hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1; HIF-1, hypoxia inducible factor 1; H{R, hypoxia/
reoxygenation; NF-xB, nuclear factor-«xB; PPIA, peptidylprolyl isomerase A; PARP,
poly(ADP-ribose) polymerase; real-time PCR, qPCR, quantitative polymerase chain
reaction; ROS, reactive oxygen species; RT, reverse-transcription; ROCK-1, rho-
associated coiled-coil protein kinase 1; sFlt-1, soluble fms-like tyrosine kinase 1;
SOD1 or Cu, ZN-SOD, superoxide dismutase 1; SOD2, Mn-50D, superoxide
dismutase 2; STBM, syncytiotrophoblast microparticles; TNF-a&, tumor necrosis
factor o; XDH, xanthine dehydrogenase; X0, xanthine oxidase.

* Corresponding author. Tel.: +1 450 687 5010x8812; fax: +1 450 686 5389.

E-mail address; cathy.vaillancourt@iaf.inrs.ca (C. Vaillancourt).

' These authors contributed equally to this work.

0303-7207/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016[j.mce.2013.07.010

© 2013 Elsevier Ireland Ltd, All rights reserved.

the release of syncytial factors in maternal circulation, including
tumor necrosis factor o (TNF-at), soluble fms-like tyrosine kinase
1 (sFlt-1) and syncytiotrophoblast microparticles (STBM), which
are involved in the pathogenesis of pregnancy complications, such
as preeclampsia and intra-uterine growth restriction (Heazell et al.,
2011; Ishihara et al., 2002; Rampersad and Nelson, 2007; Scifres
and Nelson; 2009; Tomas et al., 2011).

Placental oxidative stress is a potent inducer of syncytiotropho-
blast apoptosis through the mitochondrial pathway (Cindrova-Da-
vies et al., 2007a, Heazell et al., 2008; Tuuli et al., 2011). Oxidative
stress occurs when the production of reactive oxygen species (ROS)
overwhelms the intrinsic antioxidant defense system leading to
molecular damage (Burton and Jauniaux, 2011). Endogenous
homeostatic ROS levels are tightly regulated by the major antioxi-
dant enzymes, including superoxide dismutase 1 (SOD1 or Cu, Zn-
SOD), superoxide dismutase 2 (SOD2, Mn-SOD), glutathione
peroxidase (GPx) and catalase (CAT), all of which are present in hu-
man placenta. At homeostatic levels, ROS act as second messengers
to modulate cellular functions, such as proliferation and differenti-
ation and low levels of ROS are necessary to the formation for the
syncytiotrophoblast (Robins et al.,, 2007). In addition, over-expres-
sion of SOD1 in villous cytotrophoblasts decreases differentiation
and syncytial fusion (Frendo et al, 2001). However, at higher
ROS levels, the balance between pro-oxidant and antioxidant activ-
ities are lost and deleterious outcomes, such as increased syncyti-
otrophoblast apoptosis, occurs (Cindrova-Davies et al., 2007a).
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Hypoxia/reoxygenation (H/R) is a potent stimulus for apoptosis
of the syncytiotrophoblast via the mitochondrial pathway through
altered equilibrium between pro-oxidant and antioxidant defenses
(Cindrova-Davies et al., 2007b; Hung et al., 2002; Rampersad and
Nelson, 2007; Scifres and Nelson; 2009). Consequently, H/R is a
model of choice to study alterations of syncytiotrophoblast homeo-
stasis. In H/R, pro-oxidants are increased through the irreversible
conversion of xanthine dehydrogenase (XDH) to xanthine oxidase
(X0). During reoxygenation, XO generates large amounts of ROS
which are harmful to cells (Nishino et al., 1997). In placenta, XO
is one of the main generators of ROS (Many et al., 1996). Under
H/R, altered pro-oxidant-antioxidant balance activates redox-
sensitive transcription factors such as nuclear factor-kappa B
(NF-kB) (Haddad, 2002). NF-«kB directly targets p53, a master reg-
ulator of cell fate, which triggers apoptosis through the mitochon-
drial pathway. ROS-induced DNA damage also triggers p53
activation. Key components of the mitochondrial-mediated apop-
tosis pathway involved an increase of the Bax/Bcl-2 ratio as well
as activation of the caspase 9 and caspase 3 (Zamzami and Kro-
emer, 2001). Cellular manifestations of apoptosis are the formation
of membrane blebs and the inhibition of DNA repair mediated by
the caspase 3-dependent cleavage of Rho-associated coiled-coil
protein kinase 1 (ROCK-1) and poly(ADP-ribose) polymerase
(PARP), respectively (Coleman et al., 2001; Lazebnik et al., 1994).
Cell death through apoptosis is also characterized by caspase
3-mediated DNA fragmentation and degradation (Lakhani et al.,

Mblabamin radiroe HID_indimgd Adamesmra in manu navane
tmnbiedinme Avinine mmirnnacdial infamatincm (Tam ~e ol 1000 atealn

(Koh, 2012) and liver injury due of its powerful antioxidant prop-
erties (Kang et al., 2011; Okatani et al, 2001; Watanabe et al.,
2012). Melatonin and its metabolites are excellent ROS scavengers
(Galano et al., 2011). Moreover, melatonin increases the expression
and activity of the antioxidant enzymes by mechanisms likely
dependent on its MT1 and MT2 receptors (Richter et al., 2009;
Rodriguez et al., 2004). Due to its potent antioxidant properties,
melatonin decreases mitochondrial-dependent apoptosis through
inhibition of oxidative stress-activated pathways (Das et al,
2008; Das et al., 2010; Li et al., 2009), thereby maintaining tissue
homeostasis.

We have demonstrated high melatonin production and expres-
sion of its receptors in villous trophoblast cells from normal term
placentas (Lanoix et al, 2008), suggesting an autocrine and

Normoxia £ 1 mM melatonin
(8% 0,/87% N,/5% CO;)
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paracrine role. In addition, we have recently shown that melatonin
promotes syncytiotrophoblast survival (Lanoix et al., 2012a). How-
ever, the effect of melatonin on H/R-induced villous trophoblast
homeostasis alteration, namely on the increased oxidative stress
and mitochondrial apoptosis, has never been studied. The goal of
the current study was to determine the effect of melatonin on vil-
lous trophoblast subjected to normoxia and H/R on: (i) ROS gener-
ation, (ii) expression and activity of antioxidant enzymes, (iii)
activation of ROS-induced cell signaling pathway, and, (iv) induc-
tion of mitochondrial apoptosis.

2. Materials and methods
2.1. Isolation, purification and treatment of term villous trophoblasts

This study was approved by the ethical committee of CHUM-St-
Luc Hospital (Montreal, QC, Canada). Villous cytotrophoblasts from
term placentas of uncomplicated pregnancies were isolated and
purified as previously described by our group (Lanoix et al.,
2008; Lanoix and Vaillancourt, 2010; Le Bellego et al., 2009), using
the trypsin-DNase/Percoll method (Kliman et al., 1986). Mononu-
clear villous cytotrophoblasts were purified by immunomagnetic
labeling using autoMACS™ (Myltenyi Biotec, Auburn, CA, USA)
and anti-HLA-ABC antibody as described previously (Lanoix et al.,
2008).

Villous cytotrophoblasts (n =3 different placentas) were cul-
++=~2 == o6 h underehree different oxygen conditions in Modular
'=--t-+-r Chambers (Billups-Rothenberg, Del Mar, CA, USA). Cells
were seeded at a density of 5.75 x 10° cells/cm? and cultured for
6 h in normoxia (8% 03, 5% CO,, and 87% N,) to allow adherence
and then subjected to: (a) normoxia, control condition, (b) nor-
moxia with 1 mM melatonin, (¢) H/R or (d) H/R with 1 mM mela-
tonin treatment as described in Fig. 1. As they do in vivo, in vitro
mononuclear villous cytotrophoblast cells fused and differentiate
into a syncytium, the syncytiotrophoblast. To verify if melatonin
treatment affect the rate of syncytialization of primary villous
cytotrophoblast cells, hCG production in cell culture supernatant
was monitored daily, from 24 to 72 h, using an hCG enzyme-linked
immunosorbent (ELISA) from DRG Diagnostics as described previ-
ously (Lanoix et al., 2008; Le Bellego et al., 2009). Supplementary
data 1 shows that melatonin has no effect on hCG production
(biochemical villous cytotrophoblast differentiation rate) under
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¥
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Flg. 1. Experimental design of villous trophoblast cell culture. Villous cytotrophoblasts were cultured under normoxia (8% 02) with or without 1 mM melatonin for 72 h to
induce their differentiation into the syncytiotrophoblast. The cells were then cultured for an additional 22 h under normoxia or subject to hypoxia (0.5% O,) for 4 68llowed
by 18 h reoxygenation (8% 0,) with or without 1 mM melatonin. Oxidative stress and mitochondrial-dependent apoptosis parameters were subsequently analyzed. STB,

syncytiotrophoblast; and vCTB, villous cytotrophoblasts.
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normoxia (8% 0;) was observed between the different culture con-
ditions and treatment. Melatonin was dissolved in DMSO at a final
concentration of 0.1%. Normoxia (0.1% DMSO as vehicle) was
established at 8% 0, a concentration that is maintained in normal
pregnancy from 12 weeks gestation to term (Schneider, 2011).
Hypoxic oxygen concentration of 0.5% and 16 h of reoxygenation
were used as established by Cindrova-Davies et al. to promote
mitochondrial apoptosis (Cindrova-Davies et al., 2007a). Chambers
were flushed for 4 min at 25 L/min with a mixture of 05, CO, and
N, to achieve the desired final oxygen concentration (8% or 0.5%)
and a final CO, concentration of 5%. Dissolved O, at the cell-med-
jum interface was confirmed using a microoxygen electrode (MI-
730; Microelectrodes Inc., Londonderry, NH, USA). All media were
pre-equilibrated with the appropriate gas mixture before addition
to the culture plate and refreshed every 24 h.

2.2. mRNA expression analysis

The reverse-transcription (RT) quantitative polymerase chain
reaction (real-time PCR; qPCR) analysis was performed as described
previously (Lanoix et al., 2012c). Briefly, total RNA was extracted
from primary villous trophoblast after 96 h of culture using Aurum
Total RNA mini kit according to manufacturer’s instructions
(Bio-Rad, Mississauga, Canada). RNA was quantified by spectropho-
tometric measurement (Spectramax, Molecular Devices). The Expe-
rion™ Automated Electrophoresis Station (Bio-Rad) was used to
determine RNA integrity. Complimentary DNA (cDNA) was ob-
tained from 2 pg RNA with the iScript cDNA synthesis kit according
td the manufacturer’s instructions (Bio-Rad) and stored at -20 °C
until further analysis. Specific primer for X0, SOD1, SOD2, GPx,
CAT, HPRT1 and PPIA were designed using Oligo 6 software (Molec-
ular Biology Insights, Cascade, USA) and their specificity was deter-
mined with Primer-Blast program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
tools/primerblast/). Validated primer sequences are shown in Ta-
ble 1. HPRT1 and PPIA were selected as reference genes according
to the method described in Lanoix et al. (2012a).

qPCR reactions were conducted using the CFX-96 Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad). Amplification was performed
with SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad) from 0.5 pl of cDNA
as described previously (Lanoix et al., 2012a).

2.3. Proteins expression analysis

Briefly, cells were collected with ice-cold modified radioimmu-
noprecipitation (RIPA) buffer (50 mmol/l Tris-HCl pH 7.4, 1% NP-
40, 0.25% nadeoxycholate, 150 mmol/l NaCL and 1 mmol/l EDTA)
containing protease and phosphatase inhibitors (Sigma-Aldrich,
St-Louis, MO, USA) and then sonicated as described (Lanoix et al.,
2006; Lanoix et al., 2008). Samples were homogenized using a QIA-
shredder spin column homogenizer (Qiagen, Toronto, Canada). The
homogenate was then centrifuged at 13 000 g for 10 min at 4 °C to

Table 1
Genes and primer sequences used for RT-qPCR.

Table 2

Antibodies used for Western blot analysis.
Antibody Dilution Incubation Source
Primary antibody
Anti-Bax 1:250 O/N at 4°C Cell signaling (2774)
Anti-Bcl-2 1:250 O/N at4°C Cell signaling (2872)
Anti-cleaved caspase 3 1:500 O/Nat4°C  Cell signaling (9661)
Anti-cleaved caspase 9 1:250 OfN at4°C Cell signaling (9501)
Anti-GPx 1:500 O/Nat 4°C Abcam (ab22604)
Anti-HIF-1 1:2000 O/Nat4°C  Abcam (ab16066)
Anti-NF-xB p65 1:250 O/Nat4:C  Millipore (ST1047)
Anti-p53 1:250 O/Nat4°C Biolegend (628202)
Anti- cleaved PARP 1:250 O/Nat4°C  Cell signaling (5625)
Anti-ROCK-1 1:100 O/Nat4°C Cell signaling (4035)
Anti-SOD1 1:2000 O/N at 4°C Abcam (ab16831)
Anti-SOD2 1:2000 O/N at 4°C Abcam (ab13534)
Anti-TNF-a 1:1000 OfN at 4°C Abcam (ab13179)
Anti-X0 1:2000 OfN at 4°C Abcam (ab6194)
Secondary antibody
Anti-goat-HRP 1:10,000 1hatRT Millipore (AP180P)
Anti-mouse-HRP 1:10,000 1hatRT Millipore (AP192P)
Anti-rabbit-HRP 1:10,000 1hatRT Millipore (AP182P)

OfN, overnight and RT, room temperature.

remove insoluble material. Protein concentration of each sample
was determined by spectrophotometric quantification (Spectra-
Max M5 with SoftMax Pro v5 software, Molecular Device, Sunny-
vale, CA, USA) using the bicinchoninic acid (BCA) protein assay
reagent according to manufacturer’s instruction (Pierce Biotech-
nology, Rockford, IL, USA).

Proteins (50 pg per lane) were separated by SDS-polyacryl-
amide gel electrophoresis (4% stacking and 12% separating gels),
and were subsequently transferred onto polyvinylidene difluoride
(PVDF) membrane (Millipore, Mississauga, ON, Canada) as de-
scribed previously (Lanoix et al., 2008). Specific primary antibodies
are described in Table 2. Band intensities were analyzed and quan-
tified with AlphaEaseFC software (Alpha Innotech). After the anti-
body procedures, membranes were stained with amido black to
normalize target protein expression as previously described
(Lanoix et al., 2012d). In some cases, blots were stripped with
Re-Blot Plus Mild Antibody Stripping Solution, rinsed twice with
TBST and reprobed with another primary antibody.

2.4. Relative ROS levels analysis

Relative ROS levels were analyzed with the Reactive Oxygen
Species Detection Reagents (Invitrogen) that detect hydrogen per-
oxide, peroxyl radical, peroxynitrite anion and superoxide anion,
all of which are scavenged by melatonin. After 96 h of culture, pri-
mary villous trophoblasts were rinsed and incubated with 10 pM
of 5-(and-6)-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
(carboxy-H2DCFDA) pre-equilibrate at 8% oxygen, for 45 min in
the Modular Incubator Chambers. After rinsing, relative ROS levels

Gene Accession number Primer sequence

Sense Antisense
GPx NM_002083 CAACCAGTTTGGGCATCAGG AGCATGAAGTTGGGCTCGAAC
HPRT1 NM_000194 GACCAGTCAACAGGGGACATAA AAGCTTGCGACCTTGACC
PPIA NM_021130 GTTTGCAGACAAGGTCCCA ACCCGTATGCTTTAGGATG
SoD1 NM_000454 TGCTGGTTTGCGTCGTAGTCT CATGCAGGCCTTCAGTCAGTC
soD2 NM_000636 AGCGGTAGCACCAGCACTAGC TAGTCGTAGGGCAGGTCGG
X0 NM_000379 TGTTTCATTYCCGCTGATG ATGCCCAACACAAGTAACCTT

GPx, glutathione peroxidase; HPRT1, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; PPIA, peptidylprolyl isomerase A, SOD. superoxide dismutase:70

and X0, xanthine oxidase.
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were determined by fluorimetry according to manufacturer's
instruction and normalized against protein content of cell culture
well.

2.5. SOD, GPx and XO activity assays

Samples were prepared from primary villous trophoblast after
96 h of culture. Enzyme activity assays were performed using
SOD Activity Assay Kit # K335-100, GPx Activity Assay Kit
#K762-100 and XO Assay Kit #K710-100 according to manufac-
turer's instruction (BioVision, Mountain View, USA). Cells were
homogenized in cold Assay Buffer and centrifuged to remove deb-
ris. Enzyme activity was determined spectrophotometrically in
supernatants using specific standard curve.

2.6. DNA fragmentation analysis

Internucleosomal DNA fragmentation was evaluated to detect
villous trophoblast apoptosis by standard agarose gel electropho-
resis as previously described (Dupere-Minier et al., 2004). Briefly,
primary villous trophoblasts after 96 h of culture were washed
twice with ice-cold PBS, resuspended in 20 pl of 10 mM EDTA,
50 mM Tris-HC! (pH 8.0) containing 0.5% M/W sarkosyl, 0.5 mg/
ml proteinase K and incubated at 50°C for 1.5h. One ul of
30 mg/ml RNase A was added to samples and further incubated
for 1 h at 50 °C. Samples were then heat at 70 °C for 10 min, loaded
on a 2% agarose gel and electrophoresed for 1 h at 100 V. DNA was
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stained with ethidium bromide and visualized by UV transillumi-
nation using a FluorChem FC2 (Alpha Innotech).

2.7. Statistical analysis

All data are represented as mean £ S.D. from three different vil-
lous trophoblast cells isolations. Statistical significance was deter-
mined by one-way ANOVA followed by Tuckey-Kramer post hoc
comparison test using Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
Data were considered statistically significant at a value of P < 0.05.

3. Results
3.1. Melatonin prevents the increased oxidative stress induced by H/R

Carboxy-H2DCFDA fluorescence showed that H/R significantly
increased ROS levels compared to normoxia (P = 0.0283) and this
effect was reversed by melatonin treatment (P = 0.0152) (Fig. 2A).
Considering that melatonin is a powerful antioxidant (Galano
et al,, 2011) and that basal ROS levels are required to allow syncy-
tiotrophoblast differentiation (Robins et al., 2007), ROS levels were
determined between normoxia and normoxia combined with mel-
atonin treatment. Supplementary data 2A shows that melatonin
maintains basal ROS level required for its differentiation under
normoxia. The expression and activity of XO, the main generator
of ROS in the placenta, was determined by RT-qPCR and
semi-guantitative western blot as well as by colorimetric assay

n
°
3

bre
2}
L

{XO/HPRT1 et PPIA}
o -
™ o
2 N

o
°

=)

[
o
:

*
b
»

[ X3
o
I
e

-
0
1

Activity (mU/mf)
3

o
4

Fig. 2. Melatonin prevents hypoxiafreoxygenation (H/R)-induced generation of oxidative stress. (A) Relative ROS levels in primary villous trophoblasts were determined
using 5-(and-6)-carboxy-2',7'-dichloradihydrofluorescein diacetate (carboxy-H2DCFDA) fluorometric assay as described in Section 2. (B) XO mRNA was amplified by reverse-
transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). The geometric average of peptidylprolyl isomerase A (PPIA) and hypoxanthine phosphoribosyltransferase
(HPRT1) was used to normalize gene expression. {C) XO protein expression was determined using semi-quantitative Western blot. Amido black stain was used to normalize
protein expression. (D) XO activity in cells homogenate was determined by colorimetric assay as described in Section 2. RFU, relative fluorescence units; N, normoffi4 (8% O,,
5% CO,, and 87% N,); H/R, hypoxia/reoxygenation (0.5% 0;,5% €0,,94.5% Nz —+ 8% 0z2,5% C02,87% N2); and 1 mM melatonin. Results are expressed as mean+SD; n=3

different placentas; and " P < 0.05.
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Flg. 3. Melatonin prevents hypoxia/reoxygenation (H/R)-induced decreased SOD and GPx expression and activity. (A) SOD1, (B) SOD2 and (F) GPx mRNA was amplified by
reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). The geometric average of PPIA and HPRT1 was used to normalize gene expression. Protein expression
of (C) SOD1, (D) SOD2 and (G) GPx was determined using semi-quantitative Western blot. Amido black stain was used to normalize protein expression. (E) Total SOD and (H)
GPx activity in cells homogenate was determined by colorimetric assay as described in Section 2. SOD, superoxide dismutase; GPx, glutathione peroxidase; N, normoxia (8%
0,, 5% CO,, and 87% N3); H/R, hypoxia/reoxygenation (0.5% Oz, 5% CO2, 94.5% N -» 8% 0z, 5% CO,, 87% N>); and 1 mM melatonin; PPIA, peptidylprolyl isomerase A, HPRT1,
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1. Results are expressed as mean + SD; n=3 different placentas; " P < 0.05; and P < 0.01.

respectively. Fig. 2B-D shows that H/R significantly increased XO cantly reverses the effect of H/R on XO mRNA (P= 3) and
mRNA (P=0.0212) and protein (P = 0.0346) expression as well as protein (P = 0.0345) expression as well as its activity (P'= 0.0235).
its activity (P = 0.0134) compared to normoxia. Melatonin signifi- This indicates that melatonin significantly reverses the increased
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pro-oxidant level induced by H/R. Therefore, to determine the pro-
oxidant-antioxidant balance, the antioxidant defense enzymes
were analyzed.

3.2. Melatonin prevents the alteration of antioxidant enzymes induced
by H/R

SOD1 and SOD2 mRNA (P =0.0088 and P = 0.0451, respectively)
and protein (P=0.0013 and P=0.0042, respectively) expression
were significantly decreased under H/R compared to normoxia
(Fig. 3A-D). Fig. 3A-D demonstrates that melatonin prevents the
H/R-induced decreased SOD1 and SOD2 mRNA (P=0.0317 and
P=0.0386, respectively) and protein (P=0.0003 and P=0.0151,
respectively) expression. In addition, H/R significantly decreased
total SOD activity compared to normoxia (P = 0.0069) and this ef-
fect was reversed by melatonin (P =0.0021) (Fig. 3E). Over-expres-
sion of SOD1 in the syncytiotrophoblast under normal condition
has been shown to decrease its differentiation (Frendo et al.,
2001). Therefore, the effect of melatonin on the expression of
SOD1 and SOD2 in normoxia was characterized to ensure that
there are no deleterious effects of melatonin. Supplementary data
2B and C show that in the villous trophoblast under normoxia, mel-
atonin has no effect on the expression of SOD1 and SOD2 protein.

Fig. 3F-H demonstrates a significant reduction of GPx mRNA
(P =0.0025) and protein (P = 0.0015) expression as well as its activ-
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ity (P = 0.0105) under H/R compared to normoxia. Melatonin treat-
ment significantly reverses these effects of H/R on GPx activity
(P=0.0483) as well as its mRNA (P=0.0250) and protein
(P=0.0033) expression. Fig. 3 demonstrates alterations in endoge-
nous antioxidant defense enzymes under H/R, resulting in in-
creased intracellular ROS levels, and the capacity of melatonin to
significantly prevent these deleterious effects. Given that ROS
induced mitochondrial apoptosis through activation of redox-sen-
sitive transcriptions factors, including NF-«B and p53, their expres-
sion was investigated under H/R combined or not with melatonin
treatment.

3.3. Melatonin prevents the expression of the active form of redox-
sensitive signaling pathways induced by H/R

H/R induces significant expression of the stable form of HIF-1
(P=0.0005) in the villous trophoblast compared to normoxia
which is significantly inhibited (P=0.0023) by melatonin
(Fig. 4A). Fig. 4B and C demonstrate an increased expression of
the active form of NF-xB p65 protein (P=0.0004) and the subse-
quent induction of p53 (P=0. 0063) under H/R compared to
normoxia. These effects were significantly reduced by melatonin
(NF-xB; P=0.0002 and p53; P=0. 0059). These results
demonstrate the ability of melatonin to prevent the activation of
signaling pathways triggering mitochondrial apoptosis induced
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Fig. 4. Melatonin prevents the expression of the active form of HIF-1, NF-kB p65 and p53 induced by hypoxia-reoxygenation (H/R). Protein expression of, (A) HIF-1, (B) NF-xB

and (C) p53 was determined using semi-quantitative Western blot. Amido black stain was used to normalize protein expression. HIF-1, hypoxia inducible factor 1;

B p65,

nuclear factor-kappa B p65; N, normoxia (8% Oz, 5% CO,, and 87% N); H/R, hypoxia/jreoxygenation (0.5% Oz, 5% C0;, 94.5% N, — 8% 03, 5% CO,, 87% Na): and 1 mM melatonin.
Results are expressed as mean + SD; n = 3 different placentas; “P<001;and " P<0.001.
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by H/R in primary term villous trophoblast. Consequently, the
expression of key components of the mitochondrial apoptosis cas
cade and of associated syncytial factors was studied.

3.4. Melatonin prevents the stimulation of mitochondrial apoptosis
and of associated syncytial factors induced by H/R

Primary term villous trophoblast under H/R displays a signifi-
cantly increased Bax/Bcl-2 ratio, an indicator of mitochondrial
apoptosis activation, compared to normoxia (P=0.0074) while
melatonin treatment prevents it (P=0.0086, Fig. 5A). Fig. 5B and
C demonstrate that H/R induces the cleavage of caspase-9
(P=0.0008) and caspase-3 (P=0.0024) compared to normoxia in
the villous trophoblast while melatonin significantly reverses their
activation (caspase-9, P = 0.0087 and caspase-3, P =0.0073). In vil-
lous trophoblast, H/R mediates significant caspase 3-dependent
cleavage of ROCK-1 (P=0.0053) and PARP (P = 0.0046) compared
to normoxia (Fig. 5D-E). H/R-induced cleavage of ROCK-1
(P=0.0064) and PARP (P =0.0395) are significantly inhibited by
melatonin (Fig. 5D-E). Fig. 5F demonstrates increased DNA frag-
mentation under H/R compared to normoxia whereas melatonin
treatment decreased DNA fragmentation to a level similar to
normoxia. Taken together, Fig. 5 demonstrates that in the vilous
trophoblast under H/R, apoptosis by the mitochondrial pathway
is significantly prevented by 1 mM melatonin. The syncytiotropho-
blast under normal conditions requires basal level of apoptosis to
allow its regeneration and thus maintain its homeostasis (Hup-
pertz et al, 1999). Thus, DNA fragmentation was compared be-
tween normoxia and normoxia combined with melatonin
treatment. Melatonin has no effect on the level of DNA fragmenta-
tion in normoxia, and therefore on apoptosis, required to maintain
syncytiotrophoblast homeostasis (Supplementary data 2D).

To evaluate the potential of melatonin to decrease the produc-
tion of factors from the syncytiotrophoblast consequent to its
apoptosis, we investigated the expression of TNF-o. Supplemen-
tary data 3 demonstrated that H/R significantly increased the
expression of TNF-a (P=0.0003) compared to normoxia and this
effect was reversed by melatonin treatment TNF-a (P=0.0002).
These observations are in accordance with the inhibition of H/R-in-
duced mitochondrial apoptosis by melatonin.

4, Discussion

This study demonstrates a protective effect of melatonin against
mitochondrial-mediated apoptosis of the villous trophoblast in-
duced by H/R through maintenance of the equilibrium between
pro-oxidants and antioxidants. These results suggest that melato-
nin plays a crucial role in placental functions and pregnancy
well-being by maintaining differentiated villous cytotrophoblast
homeostasis.

Normal pregnancy is itself a state of oxidative stress (Wisdom
et al., 1991).1n addition, oxidative stress and apoptosis of the syncy-
tiotrophoblast are normal physiological processes in the human pla-
centa (Huppertz et al, 1999; Jauniaux et al., 2000). However,
deleterious effects, such as activation of redox-sensitive transcrip-
tion factors triggering the mitochondrial-dependent apoptosis path-
way, occur when the endogenous antioxidants are overwhelmed by
increasing ROS levels (Cindrova-Davies et al., 2007a). Such exacer-
bated placental oxidative stress and apoptosis levels are associated
with the pathogenesis of intra-uterine growth restriction and pre-
eclampsia(Ishiharaetal.,2002; Tomas et al.,201 1). In this study, pri-
mary villous trophoblasts challenged with H/R in vitro showed a
marked increase in oxidative stress, activation of redox-sensitive
transcription factors and the downstream rise in mitochondrial
apoptosis (Fig. 6). In accord with our results, it has been demon-

strated that the generation of oxidative stress under H/R arises
through elevated ROS production and decreased antioxidant en-
zyme defenses in the syncytiotrophoblast (Cindrova-Davies et al.,
2007a; Hunget al., 2001). As we observed, others have shown abnor-
mally high ROS levels under H/R are activators of redox-sensitive
transcription factors, such as NF-kB and HIF-1 (Cindrova-Davies
et al,, 2007a; Jung et al., 2003), which trigger the mitochondrial
apoptotic cascade in the syncytiotrophoblast and other tissues
(Cindrova-Davies et al.,2007a,Hung and Burton; 2006). H/R has been
selected over hypoxia alone as an inducer of syncytiotrophoblast
apoptosis because it initiates villous trophoblast alterations of pro-
oxidant-antioxidant balance occurring in several pregnancy compli-
cations, such as preeclampsia and intra-uterine growth restriction
(Hung et al., 2001, 2002; Hung and Burton; 2006).

The present work demonstrates that melatonin significantly
limits villous trophoblast oxidative stress on both sides of the
equation, by inhibition of ROS generation and by restoration of
antioxidant enzyme defenses (Fig. 6). As observed in this study,
melatonin is a powerful antioxidant acting through inhibition of
pro-oxidant levels and promotion of antioxidant defenses (Rodri-
guez et al., 2004). Melatonin also significantly reduces H/R-induced
mitochondrial-mediated apoptosis of the primary term villous tro-
phoblast. In agreement with these results, melatonin has been re-
ported to inhibit the activation of redox-sensitive transcription
factors, including NF-kB and HIF-1, and the associated rise in mito-
chondrial apoptosis (Das et al., 2008, 2010). The current results
show for the first time that melatonin reverses the activation of re-
dox-sensitive transcription factors as well as the induction of mito-
chondrial-dependent apoptosis arising from abnormally high
oxidative stress. Studies have proposed the utility of melatonin
to combat trophoblast oxidative stress damage during pregnancy
(Aversa et al., 2012); however, we provided the first data support-
ing this assertion. Additional studies on the effect of melatonin
against oxidative stress and apoptosis in syncytiotrophoblast un-
der H/R are required to further characterize the cytoprotective role
of melatonin in the placenta, for example, on lipid peroxydation
and the other pathways of mitochondrial apoptosis, such as apop-
tosis inducing factor (AIF), Endo G and second mitochondria-de-
rived activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis protein
binding protein with a low pl (Smac/DIABLO) (Lanoix et al., 2012a).

We have recently demonstrated reduced melatonin production
and expression of its receptors in preeclamptic placentas com-
pared to normotensive pregnancies (Lanoix et al., 2012a), suggest-
ing a role of melatonin in the pathogenesis of preeclampsia and
thus its potential clinical utility in women with decreased plasma
level of melatonin. Accordingly, melatonin significantly reduces
many placental alterations found in preeclampsia analyzed in this
study, including H/R-induced ROS generation (Wang and Walsh,
2001), increased expression and activity of XO (Many et al,
2000), decreased expression and activity of SOD and GPx (Vander-
lelie et al., 2005; Wang and Walsh; 2001), induction of ROS-acti-
vated pathways (Aban et al., 2004), activation of the Bax/Bcl-2
mitochondrial apoptosis pathway leading to caspase 9 and 3 acti-
vation as well as DNA fragmentation (Leung et al., 2001). In addi-
tion, we show that melatonin prevents syncytial factor expression
induced by H/R, such as TNF-a and HIF-1, which are responsible
for the maternal syndrome of preeclampsia. Antioxidants, such
as vitamin C and E, have been used to limit H/R-induced damage
in preeclampsia. However, despite their reported in vitro effi-
ciency against H/R-induced villous trophoblast damage
(Cindrova-Davies et al., 2007a), in vivo these vitamins show no
benefits in the prevention of preeclampsia (Poston et al., 2006;
Rumbold et al., 2006; Tuuli et al., 2011). Proposed explanations
for the failure of vitamins to prevent or ameliorate prgeclampsia
is an inadequate dosage or inaccessibility of the vitarza:s to the
placenta (Reiter et al., 2009). In contrast to vitamins, melatonin
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Fig. 5. Melatonin prevents the induction of mitochondrial-mediated apoptosis induced by hypoxia-reoxygenation (H/R). Protein expression of (A) Bax relative to Bcl-2 and
expression of (B) cleaved caspase 9, (C) cleaved caspase3, (D) ROCK-1 and (E) cleaved PARP was determined using semi-quantitative Western blot. Amido black stain was used
to normalize protein expression. (F) DNA fragmentation was evaluated by agarose gel electrophoresis. Bax, Bcl-2-associate X protein; Bcl-2, B-cell lymphoma 2; ROCK-1, rho-
associated, coiled-coil containing protein kinase 1; PARP, poly(ADP-ribose) polymerase; N, normoxia (8% Oz, 5% CO,, 87% Nz). H/R, hypoxwlreoxygenatlon (0.5% 03, 5% CO,,
94,5% N, — 8% 0,, 5% CO;, 87% N,); and 1 mM melatonin, Results are expressed as mean + SD; n = 3 different placentas; " P< 0.05; ~ P< 0.01; and ™" P < 0.001.

is a powerful in vivo antioxidant even at low doses (Bubenik et al., required to achieve the same protective antioxidant effecg; eiter
1998). A prospective clinical study demonstrates that two et al,, 2009; Tamura et al., 2008). Moreover, melatonin, a lipophilic
hundred-fold higher dosage of vitamin E than melatonin is and hydrophilic indoleamine, enters every subcellular compart-
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which triggers the Bax/Bcl-2 pathway of mitochondrial apoptosis. ROS-induced DNA fragmentation also activated p53. Activation of the Bax/Bcl-2 pathway leads to the
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poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) and the DNA fragmentation. Melatonin reverses the induction of mitochondrial apoptosis through reduce oxidative stress. Melatonin
passes through all physiological membranes and then scavenges ROS in the cytoplasm, mitochondria and nucleus. Melatonin via its MT1 and MT2 receptors indirectly
increase the expression and activity of superoxide dismutase (SOD) 1 and 2 as well as glutathione peroxidase (GPx) antioxidant enzymes. XO expression and activity is
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ment (Venegas et al., 2012) and rapidly crosses every morpho-
physiological barrier, including the placental barrier (Okatani
et al., 1998; Pardridge and Mietus; 1980), in opposition to vitamin
E (Bortolotti et al., 1990). Supporting our results, other authors
have proposed the use of melatonin to prevent or treat pre-
eclampsia (Lanoix et al., 2012a; Milczarek et al.,, 2010; Okatani
et al., 2001; Wakatsuki et al., 2001). The effect of melatonin on
primary villous trophoblast cells isolated from placentas of preg-
nancies complicated by preeclampsia in comparison to normoten-
sive pregnancies remains unknown. The villous trophoblast is the
alleged tissue responsible (Kivela, 1991; Lanoix et al., 2008) for
the increased maternal blood melatonin levels occurring during
pregnancy (Kivela, 1991; Nakamura et al., 2001) and those levels
are significantly reduced in cases of preeclampsia (Nakamura
et al., 2001; Tranquilli et al., 2004). Thus, it may be important to
characterize in vitro melatonin production in syncytiotrophoblast
under H/R in comparison to normoxia. In addition to preeclamp-
sia, melatonin could be effectively used in the management of
pregnancy complications in case of alterations of villous tropho-
blast homeostasis, including intra-uterine growth restriction and
gestational diabetes mellitus (Heazeil et al, 2011). Melatonin
has been implicated in the pathogenesis of gestational diabetes
mellitus and proposed as a potential treatment for this condition
(Figueroa and Agil, 2011).

In conclusion, this work establishes melatonin as a potential
watchdog against H/R-induced villous trophoblast homeostasis
alterations. This is the first study to ascertain the preventive role
of melatonin against oxidative stress damage in the primary term
villous trophoblast in placentas from normal pregnancies and to
document that melatonin treatment protects against mitochon-
drial-dependent apoptosis arising from abnormally high oxidative
stress. Taken together with our previous work showing a decrease
of melatonin in the preeclamptic placenta (Lanoix et al., 2012a),
these results reinforce the potential preventive and therapeutic
use of melatonin in pregnancy complications that involve villous
trophoblast homeostasis alterations, such as preeclampsia as sug-
gested by us (Lanoix et al., 2012a) and others (Milczarek et al.,
2010; Okatani et al., 2001; Wakatsuki et al., 2001). While more
studies are needed, one thorough investigation conducted by the
U.S. Center for Life Sciences and Toxicology has documented the
maternal and fetal safety of melatonin during pregnancy when
given over a wide range of doses (Jahnke et al., 1999).
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SUPPLEMENTAL MATERIAL: FIGURE LEGENDS

Supplemental data 1: Melatonin does not alter human chorionic gonadotropin
(hCG) secretion (biochemical differentiation) in primary term villous trophoblast
under normoxia. Villous cytotrophoblasts were cultured under normoxia (8% O, 5%
CO;, 87% N,) with ( = ) or without (vehicle; 0.1% DMSO) ( o ) 1 mM melatonin for 72
h. Treatments were replenished daily. hCG production was at 24 h, 48 h and 72 h of
culture determined as described in Material and Methods. Results are expressed as
mean + S.D. (n = 3 different placentas) and data have been normalized against protein

content of whole cell lysate from corresponding culture well.

Supplemental data 2: Melatonin does not alter cell parameters required to allow
iious Gwpliviiaol untsisuuauuin \my oweave ROS levels in primary villous
trophoblasts were determined using the 5-(and-6)-carboxy-2',7'-
dichlorodihydrofiuorescein diacetate (carboxy-H2DCFDA) fluorometric assay. (B) SOD1
and (C) SOD2 was determined using semi-quantitative Western blot. Amido black stain
was used to normalize protein expression. (D) DNA fragmentation was evaluated by
agarose gel electrophoresis. The different techniques are described in Material and
Methods. RFU: relative fluorescence units. N: normoxia (8% Oz, 5% CO,, 87% N.), H/R:
hypoxia/reoxygenation (0.5% O,, 5% CO,, 94.5% N, > 8% O, 5% CO,, 87% Nz); 1 mM

melatonin. Results are expressed as mean + SD; n= 3 different placentas; *** P < 0.001.

Supplemental data 3: Melatonin prevents the production of TNF-a induced by
hypoxialreoxygenation (H/R). Protein expression of TNF-a was determined using
semi-quantitative Western blot as described in Material and Methods. Amido black stain

was used to normalize protein expression. TNF-a: tumor necrosis factor a; N: normoxia
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(8% O3, 5% CO,, 87% Ny); H/R: hypoxia/reoxygenation (0.5% O, 5% CO,, 94.5% N, >
8% 0O,, 5% CO,, 87% N,); 1 mM melatonin. Results are expressed as mean + SD; n=3

different placentas; *** P < 0.001.
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS GENERALES

La présente étude a permis de démontrer la capacité de la mélatonine a prévenir le
stress oxydatif placentaire, impliqué dans de nombreuses complications de la grossesse telles
que le DGM, ainsi qu’'une altération du systéme de la mélatonine (expression des enzymes de
synthése et de ses récepteurs) dans les placentas de grossesses normales par rapport a ceux
de DGM. Plus spécifiguement, les résultats démontrent que : 1) Pexpression de l'enzyme
limitante de la synthése de la mélatonine (AANAT) ainsi que des récepteurs MT1 et MT2 est
significativement réduite dans les placentas de DGM comparativement a ceux de grossesses
normales; 2) une augmentation significative de la génération des ROS conjuguée a une
diminution significative des défenses antioxydantes dans les placentas compliqués par un DGM
comparativement a ceux de grossesses normales, et 3) dans notre modéle in vitro, la
mélatonine prévient l'augmentation du stress oxydatif induit par une H/R en maintenant
I'équilibre pro-oxydant-antioxydant dans les primocultures de trophoblaste villeux de placentas

de grossesses normales a terme.

Les travaux présentés au Chapitre 1 démontrent une diminution significative de
I'expression de la protéine des enzymes AANAT et HIOMT, responsable de la synthése de la
mélatonine, dans les placentas de grossesses compliquées par le DGM en comparaison a ceux
de grossesses normales (Chapitre 1). Ces résultats suggérent une diminution de la production
de mélatonine placentaire dans les placentas de DGM étant donné que la production placentaire
de mélatonine est positivement corrélée a I'expression de la protéine de AANAT et HIOMT
(Lanoix et al., 2008, Lanoix et al., 2012a). Des études supplémentaires devront cependant étre
réalisées pour confirmer si 'activité de AANAT et HIOMT ainsi que les taux de mélatonine sont
diminués dans les placentas de grossesses avec DGM comparée a ceux de grossesses
normales. Le placenta semble étre responsable de I'importante augmentation des taux sanguins

maternels de mélatonine tout au long de la grossesse (Kivela, 1991, Lanoix et al., 2008).
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D'ailleurs, les données préliminaires montrent une augmentation significative de I'expression de
AANAT dans le placenta est observée au 3° trimestre de la grossesse, suggérant une plus
grande production de mélatonine par le placenta (Annexe 1). De plus, une diminution des taux
sanguins maternels de mélatonine a été observée dans les cas de grossesses pathologiques
associées avec une augmentation du stress oxydatif, tel que la prééclampsie (Kivela, 1991,
Lanoix et al, 2008, Lanoix et al., 2012a). Une réduction des taux sanguins maternels de
mélatonine pourrait également étre observée dans les cas de DGM. Il serait donc intéressant de
comparer les taux sanguins maternels de mélatonine chez les femmes atteintes de DGM ou
non. D'ailleurs, chez des patients atteints de diabéte de type 2 ainsi que chez des modéles de
rats diabétiques, une diminution des taux sanguins de mélatonine a été observée et est corrélée
a un risque accru d'altération de la régulation de la glycémie ainsi qu'a des complications
associées; dont une augmentation du stress oxydatif (Claustrat et al., 2005, Peschke et al.,
2006b). En outre, il a récemment été démontré qu'une diminution du taux de sécrétion de
mélatonine augmente le risque de développer un diabéte de type 2 (McMullan et al., 2013).
D'ailleurs, la signalisation du récepteur MT2 semble particulierement importante dans le diabéte
de type 2et le DGM. En effet, une mutation génétique assurant la perte de sa fonction est un
important facteur de risque pour le développement de ces deux maladies (Bonnefond et al.,
2012, Bouatia-Naji et al., 2009, Kim et al., 2011, Lanoix et al., 2012d, Ling et al., 2011, Radaelli
et al., 2003). Dans ce sens, la présente étude montre une réduction significative de I'expression
de 'ARNm et de la protéine des récepteurs MT1 et MT2 dans les placentas de grossesses
compliquées par le DGM par rapport a ceux de grossesses normales (Chapitre 1). Cette
réduction de I'expression de MT1 et MT2 dans les placentas de DGM pourrait étre due a une
diminution des taux de mélatonine; I'expression de ses enzymes de synthése, AANAT et
HIOMT, étant moindre que dans le placenta de grossesse normale. Une diminution de la
production locale de mélatonine est d'ailleurs connue pour réguler a la baisse I'expression du
géne des récepteurs MT1 et MT2 (Yerer et al., 2010). Conséquemment, dans les placentas de
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grossesses compliquées par le DGM, la diminution de production de mélatonine, conjuguee a la
diminution de l'expression de ses récepteurs MT1 et MT2, indique une perte de fonction de la
mélatonine. Une des principales fonctions de la mélatonine est son action antioxydante. Cette
altération de ses propriétés antioxydantes pourrait donc étre, en partie, impliquée dans
laugmentation du stress oxydatif observée dans les placentas de DGM par rapport a ceux de

grossesses normales (Chapitre 1).

Les résultats présentés au Chapitre 1 montrent une augmentation de la génération des
ROS, probablement via I'augmentation de I'expression et de l'activité de 'enzyme XO, dans les
placentas de DGM comparés a ceux de grossesses normales. On observe également une
réduction significative des défenses antioxydantes, expression et activité de la SOD1, SOD2 et
GPx, dans les placentas de DGM par rapport a ceux de grossesses normales. Ces résultats
suggeérent fortement que l'augmentation du stress oxydatif placentaire dans le DGM résulte
d’'une altération de 'équilibre pro-oxydants-antioxydants. Nos résultats sont toutefois différents
de ceux de l'étude de I'équipe de Lappas qui ne démontre aucune différence d’expression de
ARNm de SOD et GPx dans les placentas de DGM par rapport a ceux de grossesses normales
(Lappas et al., 2010). Dans I'étude de Lappas et collaborateur, les participantes, groupe contréle
et DGM, avaient un IMC correspondant & un surpoids alors que dans la présente étude
(Chapitre 1), les femmes du groupe contréle avait un IMC indiquant un poids santé et celles
avec un DGM un surpoids. Il est connu qu’un surpoids et I'obésité entrainent une augmentation
de la production de ROS ainsi qu'une diminution des défenses antioxydantes (Unger et al.,
2010). L'équipe de Lappas n'a pas observé de diminution de I'expression de SOD et GPx dans
les placentas de DGM en comparaison a leur groupe controle probablement parce que les
défenses antioxydantes sont déja diminuées dans le groupe contrble dii au surpoids des
participantes. Cette différence de résultats pourrait également étre due aux génes de références

utilisées. En effet, I'équipe de Lappas n'a pas validé la stabilité des génes de référence qu'ils ont
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employés. De ce fait, ils n'ont pas suivi le Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiment (MIQE), ce qui peut engendrer des résultats erronés, tel que
démontré par notre groupe (D. Lanoix et al., 2012d). Nous avons démontré qu'il est important de
vérifier l'intégrité de 'ARN et la stabilité des génes de références pour obtenir des résultats
valides et reproductibles. L'omission de le faire peut conduire a I'obtention de résultats différents
et méme significativement opposés a la réalité. L'équipe de Lappas a utilisé 'ARN ribosomal
18S comme géne de référence sans s'assurer de sa stabilitt. Comme nous l'avons montré
précédemment (D. Lanoix et al., 2012d), 18S est le géne de références, parmi ceux étudiés,
dont I'expression est la moins stable entre les placentas de grossesses normales vs.de DGM
(Lanoix et al., 2012d). De plus, I'équipe de Lappas n’a utilisé qu’un seul géne de référence alors
qu'il a été démontré dans Lanoix et al. (2012d) que c'est la moyenne géométrique de trois
génes qui donne des résultats fiables pour la comparaison de I'expression des génes entre des

placentas de grossesses normales et de DGM (Lanoix ef al., 2012d).

La mélatonine induit son action cytoprotectrice via I'activation de ses récepteurs MT1 et
MT2 et par son action de capteur de radicaux libres (Pandi-Perumal et al., 2006). Il a été
démontré, chez le rat, que la mélatonine protége le myocarde contre les dommages causés par
une ischémie/réperfusion par des mécanismes a la fois dépendants et indépendants de ses
récepteurs (Sallinen et al., 2007). De plus, la capacité de la mélatonine a promouvoir la survie
cellulaire chez plusieurs tissus est induite a la fois dépendamment et indépendamment de ses
récepteurs (Hardeland et al., 2009, Rodriguez et al., 2004, Tan et al., 1999, Tan et al., 1998,
Tomas-Zapico et al., 2005). Il serait intéressant d'utiliser de comparer des primocultures de
trophoblaste villeux de placentas de DGM et de grossesses normales afin de caractériser le réle
antioxydant de la mélatonine et de déterminer 'implication des récepteurs MT1 et MT2 dans ses
effets protecteurs a I'aide de petits ARN interférents (siRNA). Il est toutefois difficile d’obtenir du

tissu placentaire frais de DGM immédiatement aprés I'accouchement pour en isoler des
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primocultures de trophoblastes villeux. Il serait donc avantageux d'utiliser un modéle in vitro
simulant les altérations placentaires retrouvées dans les cas de DGM, similaire a celui que nous
avons utilisé au Chapitre 2, compte tenu de la difficulté & accéder & des primocultures de

trophoblaste villeux de DGM.

Le modéle in vitro d’'H/R utilisé dans la présente étude (Chapitre 2) mime Faugmentation
du stress oxydatif et les altérations trophoblastiques qui lui sont associées dans les grossesses
pathologiques associées a une H/R, tels le DGM et la prééclampsie (Biri et al., 2006, Coughlan
et al., 2004, Lappas et al., 2011, Li et al, 2013). Chez les femmes enceintes, il y a une
augmentation des ROS, en comparaison aux femmes non enceintes, qui est contrdlée par le
systéme de défense antioxydant (Hung ef al., 2006b). Cette augmentation de ROS est accrue et
non controlée par le systétme de défense antioxydantes dans certaines complications de la
grossesse, telle que le DGM (Chapitre 1); tant au niveau placentaire que maternel (Biri et al.,
2006, Coughlan et al., 2004, Lappas et al., 2011). La fluctuation de la tension en oxygéne au
contact du STB contribue majoritairement a la génération du stress oxydatif (Hung et al., 2001).
Cette condition d'H/R, par la génération de radicaux libres, est une des sources de stress
oxydatif participant a la pathogénése du DGM (Lappas et al., 2011, Li et al., 2013). Les résultats
du Chapitre 2 montrent qu'in vitro, les primocultures de CTBv sous H/R présentent des atteintes
caractéristiques du DGM tel qu'observé au Chapitre 1, soit une augmentation des niveaux de
radicaux libres conjugués a une diminution des défenses antioxydantes; supportant la validité de
notre modeéle. L'efficacité de I'H/R comme agent induisant un stress oxydatif dans le tissu
placentaire a été démontrée in vitro ou elle stimule la production de ROS (Cindrova-Davies,
2009, Cindrova-Davies et al., 2007, Li et al., 2013), inhibe les défenses antioxydantes (He et al.,
2009, Matsunami et al., 2009) et augmente I'apoptose par la voie de la mitochondrie (Cindrova-
Davies et al., 2007, Hung et al., 2006a, Hung et al., 2002). La présente étude démontre que la

mélatonine maintient I'équilibre pro-oxydant-antioxydant, en renversant de maniére significative
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la production de ROS, notamment en réduisant I'expression et l'activité de la XO, et en
augmentant les défenses antioxydantes, telles que I'expression et 'activité de la SOD1, SOD2
et GPx. |l est connu que la mélatonine diminue les niveaux de pro-oxydants, maintient les
défenses antioxydantes et renverse I'apoptose par des mécanismes a la fois dépendants et
indépendants de ses récepteurs (Bonnefont-Rousselot et al., 2010, Choi ef al., 2011, Nagi et al.,
2002, Rodriguez et al., 2004, Tomas-Zapico et al., 2005, Turkoz et al., 2004, Zhou et al., 2008)
(voir la section Action antioxydante de la mélatonine dans la synthése des connaissances, le
Chapitre 2 ainsi que la thése de doctorat de Dave Lanoix (Dave Lanoix, 2013)). Les résultats
obtenus au Chapitre 1 montrent une diminution significative de I'expression des récepteurs MT1
et MT2 dans les cas de DGM; indiquant une perte de l'effet protecteur de la mélatonine.
Cependant, des études supplémentaires avec des siRNA des récepteurs MT1 et/ou MT2 sont
nécessaires pour déterminer si I'effet observé de la mélatonine dans notre modéle in vitro au

Chapitre 2 est dépendant et/ou indépendant de ses récepteurs.

Les données préliminaires présentées a I'Annexe 1montrent un role de la mélatonine et
de ses récepteurs dans la différenciation du trophoblaste villeux. En outre, la mélatonine stimule
la sécrétion de la hCG, un marqueur de la survie du STB, dans les primocultures de
trophoblaste villeux cultivé a 20% O,, par un mécanisme indépendant de ses récepteurs MT1 et
MT2. Donnée intéressante, la mélatonine n'a pas d'effet significatif sur la sécrétion de hCG dans
les primocultures de trophoblaste villeux cultivé a 8% O, (Chapitre 2). Il est connu que chez les
cellules exposées a une teneur en oxygéne supérieure a leur condition physiologique
(hyperoxie), il y une augmentation de la concentration intracellulaire en radicaux libres, exposant
ainsi les cellules aux dommages causés par le stress oxydatif (Prokopenko ef al., 2009). Ceci
suggére que les cellules trophoblastiques exposées a 20% O, (hyperoxie) ont probablement éte
exposées a une plus grande concentration de radicaux libres que celles cultivées a 8% O:

(normoxie). Ces résultats suggérent qu'en condition hyperoxique, la mélatonine via son action
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antioxydante exerce un effet cytoprotecteur sur 'lhoméostasie du trophoblaste villeux; illustré
par une augmentation de la relache de hCG en comparaison aux cellules non traitées. Tandis
qu'en situation de normoxie, la relache de hCG n'est pas affectée par la mélatonine, car les
cellules maintenues a 8% O, n'ont pas été exposées a des niveaux de radicaux libres altérant

'homéostasie.

Les résultats de 'Annexe 1 montrent une augmentation de I'expression du récepteur
MT1 au cours de la différenciation des CTBv en STB alors qu'une diminution est observée pour
le récepteur MT2, suggérant un role différent pour ces récepteurs dans le syncytialisation du
trophoblaste villeux. En effet, la littérature montre que la mélatonine stimule la différenciation de
plusieurs types de cellules. Le récepteur MT1 pourrait donc étre impliqués dans les processus
d'induction de la différenciation alors que le récepteur MT2 serait davantage impliqué dans le
maintien de la syncytialisation du trophoblaste villeux; ceci reste a étre étudié. Des études
utilisant une approche de siRNA permettrait de déterminer le role de chacun des récepteurs de
la mélatonine impliqué dans la différenciation, la fusion et la production de hCG chez le

trophoblaste villeux.

En conclusion, la présente étude démontre (1) que le systéme mélatonine placentaire
(MT1, MT2 et AANAT et HIOMT) est exprimé dans le tissus placentaire a tous les trimestre de a
grossesse et est altéré dans les placentas de grossesses compliquées par un GDM compare a
ceux de grossesses normales; (2) un réle pour la mélatonine dans la régulation du processus de
syncytialisation du trophoblaste villeux; (3) une augmentation des marqueurs de stress oxydatif
et une diminution des enzymes antioxydantes dans les placentas de GDM comparés a ceux de
grossesses normales; et (4) que la mélatonine exerce une action protectrice contre le stress
oxydatif induit pas I'H/R dans le trophoblaste villeux en primoculture. Ces travaux suggérent que
la mélatonine joue un réle important dans le maintien de 'homéostasie oxydatif du trophoblaste

villeux et qu'une altération du systéme mélatonine associé a une augmentation du stress

91



oxydatif est impliquée dans la physiopathogenése du DGM. Nous proposons que la mélatonine
pourrait étre utilisée pour prévenir les dommages causés par le stress oxydatif dans le DGM.
Des auteurs ont d'ailleurs proposé l'utilisation de la mélatonine pour traiter le DGM (Figueroa-
Quevedo et al., 2011). Dans des essais cliniques, la mélatonine s’est d'ailleurs montrée efficace
pour contrer les complications associées au diabéte de type 2, dont le stress oxydatif (Hussain
et al., 2006, Kadhim et al., 2006, Paskaloglu et al., 2004, Sanchez-Barcelo ef al., 2010). Des
études supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer le potentiel de la mélatonine pour
traiter les complications associées au DGM. |l serait entre autre intéressant de comparer la
production de mélatonine et I'expression de ses récepteurs ainsi que la génération des ROS de
méme que l'expression et l'activité des enzymes antioxydantes dans les primocultures de

trophoblaste villeux provenant de placentas de grossesses normales versus de DGM.
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CONTRIBUTION A L’AVANCEMENT DES CONNAISSANCES

Les résultats obtenus au cours de cette maitrise contribuent & l'avancement des
connaissances de différentes maniéres. lls ont tout d'abord permis de démontrer une
augmentation du stress oxydatif ainsi qu'une diminution de l'expression et de l'activité des
enzymes antioxydantes dans les placentas de DGM comparés a ceux de grossesses normales.
De plus, cette étude a montré une réduction de I'expression de 'enzyme limitant de la synthése
de la mélatonine (AANAT) ainsi que de I'expression des récepteurs MT1 et MT2 dans le tissu
placentaire provenant de grossesses compliquées par un DGM comparativement & ceux de
grossesses normales. Ces altérations suggérent une diminution du rdle protecteur de la
mélatonine dans les placentas de DGM comparativement a ceux de grossesses normales. Cette
étude a également montré notre modeéle in vitro de primocultures de trophoblaste villeux en état
d’'H/R est valide et que la mélatonine peut prévenir le stress oxydatif grace a sa capacité de
maintenir 'équilibre entre les pro-oxydants et antioxydants. Ces données suggérent un réle
protecteur pour la mélatonine dans la pathogénése du DGM, qui est caractérisee par une
augmentation du stress oxydatif maternel et placentaire. Des études plus approfondies sont
nécessaires pour mieux cerner quelle est I'implication exacte de cette altération du systeme
mélatonine placentaire dans la physiopathogénése du DGM. Les résultats de cette étude nous
aménent & proposer qu'une diminution de la production placentaire (trophoblastique) de
mélatonine entraine une diminution des défenses antioxydantes placentaire ainsi qu'un plus
haut risque de développement de complication de la grossesse associée a une augmentation du
stress oxydatif, tels que le DGM. Dans 'ensemble, ces travaux représentent un avancement
majeur dans la compréhension du réle de la mélatonine au niveau placentaire dans la
grossesse normale et compliquée par une DGM, et par conséquent dans la croissance feetale.
De plus, ces travaux soutiennent le potentiel thérapeutique de la mélatonine dans les

grossesses compliquées par un DGM, qui affecte de 7 & 9% des grossesses au Québec.
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ANNEXE 1 - RESULTATS PRELIMINAIRES:
CHARACTERIZATION OF THE PLACENTAL MELATONIN SYSTEM
DURING PREGNANCY AND VILLOUS TROPHOBLAST
DIFFERENTIATION
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MATERIAL AND METHODS
Placental tissues

This study was approved by the ethical committee of Centre Hospitalier Universitaire de
Montréal (CHUM)-Hospitals-Luc and Mother and Child University Hospital Center (CHU)-Sainte-
Justine Hospital (Montreal, QC, Canada). Placental tissues of first (7-12 weeks) and second (14-
34 weeks) trimesters of pregnancy were obtained at CHU-Sainte-Justine, from therapeutic
abortion. Third (36-38 weeks) and term (39-41 weeks) placental tissues were obtained at
CHUM-St-Luc, immediately after spontaneous vaginal deliveries from uncomplicated
pregnancies. Human placentas were immediately immersed in Dulbecco’s minimal essential
medium-high glucose (DMEM-HG; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) containing a mixture of
antibiotics (5 pg/ml amphotericin, 50 pg/mi gentamycin, 0.12 mg/ml penicillin), kept at 4°C and
processed within 1h. Tissues were cut at 5-cm’® sections of the trophoblast, following the
removal of the amnion, chorion and decidual layer and immediately frozen in liquid nitrogen and

stored at -80°C until analysis.

Isolation and purification of term villous cytotrophoblast

Villous cytotrophoblast cells from term placenta of uncomplicated pregnancy were
isolated, with minor modification as described previously (Lanoix ef al., 2008), using the trypsin-
DNase/Percoll method described by (Kliman et al., 1986) and subsequently immunopurified
according to (Petroff et al., 2006). Briefly, following the isolation, villous cytotrophoblast cells
were suspended in fetal bovine serum (FBS; Gibco, Burlington, ON, Canada) and the
percentage of viability and cell numbers were assessed by trypan blue exclusion. An average of
1.4 x 108 cells was obtained from 30 to 35 g of villous tissue. Cells were aliquoted in cryovial in
freezing medium (10% DMSO in FBS) at a density of 1 x 107 cells/ml and stored at -80°C for 4-
12 h. Then, cells were transferred to the vapor phase of a liquid nitrogen freezer and stored until
analysis.
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Villous mononuclear cytotrophoblasts were purified by immunomagnetic purification
using autoMACS™, as previously described (Lanoix et al., 2008). Cells were select negatively
with mouse anti-human HLA-ABC (clone W6/32) antibody and autoMACS goat anti-mouse 1gG
microbeads. Typical yield after cryopreservation and immunopurification ranged from 75% to
85% of starting population. Cells were suspended in 37°C culture medium, consisting of DMEM-
HG supplemented with 2mM L-glutamine, 256 mM HEPES, 10% FBS and 1x penicillin-
streptomycin-neomycin (PNS) antibiotic mixture and seeded at a density of 4.5 x 10° cell/well in

CellBind six-wells microplate (Coming).

mRNA expression analyses

The reverse-transcription (RT) quantitative polymerase chain reaction (real-time PCR;
gPCR) analyses were performing as describe in (Lanoix et al., 2012a). Briefly, total RNA from
primary villous trophoblast and from placental tissues was extracted using Aurum Total mini kit
(Bio-Rad, Mississauga, Canada) according to manufacturer's instructions. The Experion™
Automated Electrophoresis Station (Bio-Rad) was used to determine RNA integrity.
Complementary DNA (cDNA) was obtained from 2 ug RNA with the iScript cDNA synthesis kit
following the manufacturer's instructions (BioRad) and stored at -20°C until further analysis.
Specific primer for MT1, MT2, HIOMT, AANAT, peptidyl prolyl isomerase A (PPIA), HPRT and
TOP-1 were designed using Oligo 6 and software (Molecular Biology Insights, Cascade, USA),
the specificity was determined with Primer-Blast program

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/). Validated primer sequences are shown in table

1. PPIA, HPRT and TOP-1 were selected according as demonstrated in(Lanoix et al., 2012a).
qPCR were conducted using the CFX-96 Real-Time PCR Detection System (BioRad).
Amplification was performed with the SsoFast EvaGreen Supermix (BioRad) from 0.5 yl of

protein as described previously (Lanoix et al., 2012a).
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Proteins expression analyses

Whole cell lysates from primary villous trophoblast and from placental tissues were
extracted as described previously for cells (Lanoix et al., 2008) and for tissues (Lanoix et al.,
2012b). Protein concentration from each sample was determined using BCA protein assay
reagents according to manufacturer's instructions (Pierce Biotechnology, Rockford, CA,). Forty
pg of proteins were resolved on 10% SDS-PAGE and transferred to Immobilon-P PVDF

membranes (Millipore, Billerica, MA).

Release of hCG

For the evaluation of biochemical differentiation, primary villous trophoblast cell culture
media were collected every 24 h (from 24 h to 96 h of culture) and centrifuged, after which
supernatants were stored at -20°C until assayed. Cells were treated with increasing
concentrations of melatonin (10 pM, 1 nM, 100 nM, 10 uM or 1 mM) or vehicle (0.1 % DMSO) as
well as with 1 mM melatonin with or without 1 mM Iluzindole (Tocris Bioscience, Minneapolis,
USA), 1 mM luzindole or vehicle. Melatonin (100 % pure chromatographically) was a generous
gift from Pr Russel J Reiter (University of Texas Health Science Center, San Antonio, USA). The
secretion of hCG was evaluated in culture medium in triplicate by ELISA using EIA-1911 kits
according to manufacturer's instruction (DRG International, Mountainside, USA). Results are
normalized against protein content of whole cell lysate from corresponding culture well. Whole

cell lysate were prepared as described above.

Assessment of syncytialisation

For the evaluation of morphological differentiation, primary villous trophoblast cells were
treated with 1 mM melatonin and 1 mM luzindole as described above and stained for
desmosomal protein and nuclei as described previously (Lanoix et al., 2008). Briefly, cells were
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fixed in methanol, blocked in 2 % donkey serum and incubated with mouse anti-desmoplakin
antibody (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada), diluted to 1:800 in blocking buffer, overnight at 4°C.
Cells were then incubated with donkey anti-mouse IgGAlexa Fluor 488 antibody (1:1000;
Invitrogen, Burlington, Canada) for 1 h at room temperature in the dark. Nuclei were
counterstained with propidium iodide (Invitrogen). Cells were mounted with ProLong Gold
antifade reagent (Invitrogen) and analyzed at 30x using a Leica DMRE fluorescence microscope
(Deerfield, IL, USA) and photograph with a Cook Sensicam High Resolution Performance digital
CCD camera (Romulus, Ml, USA). From a random point near the uppermost edge of the well,
three random fields were selected for analysis. The results are expressed as the percentage of

nuclei contained in multinuclear (2 2 nuclei) syncytia.

Statistical analysis

All data are represented as mean + S.D. Statistical significance between GDM
pregnancies and their gestational-matched controls was determined by non-parametric Mann-
Whitney U-test using Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA). Data were considered statistically

significant at a P value < 0.05.
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RESULTS
Expression of melatonin receptors in placentas from different trimester of pregnancy

Figure 1shows the RNA and protein expression of MT1 and MT2 melatonin receptors in
placentas from different trimesters of pregnancy. MT1 RNA expression in placentas varies
significantly all along the pregnancy. MT1 RNA expression is significantly higher in 1% trimester
than in 2™, 39 and in term placentas (Fig. 1A). However, RNA expression of MT2 was not
significantly different between placentas from different trimesters of pregnancy (Fig. 1B). MT1
protein expression is significantly increased in 1% trimester compared to 3™ trimester placentas
(Fig. 1C). As for RNA expression, protein expression of MT2 in placentas did not vary
significantly between the different trimesters of pregnancy (Fig. 1D). To complete the analysis of
melatonin in placentas from different trimester of pregnancies, the expression of its synthesizing
enzymes was assessed.RNA expression of AANAT is significantly different between the 2" and
37 as well as 3" and term (Fig. 2C). Nevertheless, no difference was observed in RNA
expression of HHOMT (Fig. 2B).

Result show that during the differentiation of CTBv in STB melatonin receptors is
expressed differently. RNA and protein of MT1 receptor is significantly more expressed at 96 h
compare to 0 h (Fig 3A-B). In addition, MT2 RNA and protein expression was more expressed
at Oh compare to 96 h (Fig. 3C-D). However, there is no difference in RNA expression of
melatonin-synthesizing enzymes, AANAT and HIOMT (Fig. 4).

Figure 5A shows that 1 mM melatonin significantly increase hCG release during primary
villous trophoblast differentiation from term placentas in comparison to vehicle at 72 h and 96 h
of culture. Interestingly, luzindole, a selective MT1 and MT2 melatonin receptor antagonist did
not block the stimulatory effect of melatonin on hCG release but it has a synergetic effect and
increase hCG secretion (Fig. 5B). Hence, it has been demonstrated that luzindole is a powerful
radical scavenger in vitro (Matheset al., 2008). Syncytial fusion was also significantly increased
by 1 mM melatonin treatment at 96 h of culture (Fig 6A-B). In addition, luzindole plays a similar
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stimulatory effect on syncytialization when combined with melatonin (Fig 6A). Taken together,
results from Figure 5 and 6 indicate that melatonin significantly improve villous trophoblast

biochemical and morphological differentiation.
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TABLES, FIGURES AND FIGURE LEGENDS

Table 1. Genes and primer sequences used for RT-qPCR.

Accession Primer sequence

number

Antisense
GCTGTCAGCGCCTTT ACGCCCAAGACGGA

AANAT NM_001088

HPRT1 NM_ 000194 GACCAGTCAACAGGGGACAT AAGCTTGCGACCTTGACC
AA

TOP-1 NM_ 003286 GGCAGAGTGAATCTAAGG CTTAAAGGGTACAGGAATG

PPIA NM_021130 GTTTGCAGACAAGGTCCCA ACCCGTATGCTTTAGGATG

HIOMT NM_004043 GGCGAGCGGCTACAGTT ACAGGTCAAAGGCGGTCA

MT1 NM_005958 CCTGTCGGTGTATCGGAAC TGACTTGGCAGTGCAGATA
A GC

MT2 NM_005959 TACGACCCACGCATCTATTC AGGTAGCAGAAGGACACGA
C CA

AANAT: aralkylamine N-acetyltransferase; HIOMT: hydroxyindole O-methyltransferase; PPIA:

peptidylprolyl A; TOP-1 : topoisomerase1; HPRT1: hypoxanthine phosphoribosyl transferase 1.
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Table 2. Antibodies used for western blot analysis.

Antibody Dilution Incubation Source

Primary antibody

anti-AANAT 1:10 000 O/N at RT Millipore (AB5467)

anti-HIOMT 1:40 000 O/N at 4°C Abnova (H00000438-A01)
anti-MT1 1:1000 OIN at 4°C Abnova (H00004543-A01)
Anti-MT2 1:1000 O/N at 4°C Novus Biologicals (NBP1-00922)
Secondary antibody

anti-mouse-HRP 1:10 000 1hatRT Millipore (AP192P)
anti-rabbit-HRP 1:10 000 1hatRT Millipore (AP182P)

AANAT: aralkylamine N-acetyltransferase; HIOMT: hydroxyindole O-methyltransferase; HRP:

horseradish peroxidase; O/N: overnight; RT: room temperature.
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Figure 1. Expression of melatonin receptors in human placenta between different

trimesters of pregnancy. RNA from MT1 (A) and MT2 (B) melatonin receptors were amplified
by reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). The geometric
average of PPIA, HPRT1 and TOP1 was used to normalize gene expression. Protein expression
of MT1 (C) and MT2 (D) was determined using semi-quantitative Western Blot. Amido black
stain was used to normalize protein expression. PPIA: peptidylprolyl isomerase A; HPRT1:
hypoxanthine phosphoribosyl transferase 1; TOP-1: topoisomerase-1. 1% trimester (7-
12weeks): n=3; 2" trimester (14-34 weeks): n=6; 3" trimester (36-38 weeks): n=3; term (39-41

weeks): n=3. * P < 0.05; e P < 0.001.
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Figure 2. Expression of melatonin-synthesizing enzymes in human placentas between
different trimesters of pregnancy. AANAT (A) and HIOMT (B) melatonin-synthesizing
enzymes RNA were amplified by reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction
(RT-qPCR). The geometric average of PPIA, HPRT1 and TOP-1 was used to normalize gene
expression. AANAT: aralkylamine N-acetyltransferase, HIOMT: hydroxyindole O-methyl
transferase, PPIA: peptidylprolyl isomerase A, HPRT1: hypoxanthine phosphoribosyl
transferase 1, TOP1: topoisomerase-1. 1% trimester (7-12 weeks): n=3; 2" trimester (14-34
weeks): n=6; 3™ trimester (36-38 weeks): n=3; term (39-41 weeks): n=3. * P < 0.05; *** P <

0.001.
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Figure 3. Expression of melatonin receptors RNA and proteins during villous
trophoblast differentiation. Villous cytotrophoblasts were isolated and purified from normal
human term placentas. Cells were seed and melatonin receptor expression was determined
at Oh (villous cytotrophoblast) and 96h (syncytiotrophoblast) of culture. MT1 (A) and MT2 (B)
melatonin receptors RNA were amplified by reverse-transcription quantitative polymerase
chain reaction (RT-qPCR). The geometric average of PPIA and HPRT1 was used to
normalize gene expression. Protein expression of MT1 (C) and MT2 (D) was determined
using semi-quantitative Western Blot. Amido black stain was used to normalize protein
expression. PPIA: peptidylprolyl isomerase A, HPRT1: hypoxanthine phosphoribosyl
transferase 1. Oh: n=3; 96h: n=3. * P < 0.05; *** P < 0.001.
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Figure 4. Expression of melatonin-synthesizing enzymes during villous trophoblast
differentiation. Villous cytotrophoblasts were isolated and purified from normal human term
placentas. Cells were seed and melatonin receptor expression was determined at Oh (villous
cytotrophoblast) and 96h (syncytiotrophoblast) of culture. AANAT (A) and HIOMT (B) RNAs
were amplified by reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). The
geometric average of PPIA and HPRT1 was used to normalize gene expression. AANAT:
aralkylamine  N-acetyltransferase, HIOMT: hydroxyindole O-methylitransferase, PPIA:

peptidylprolyl isomerase A, HPRT1: hypoxanthine phosphoribosyl transferase 1. Oh: n=3; 96h:

n=3.

108



. 6000+
£ e -& Vehicle
.g = 1mM
S 4000 - 10uM
g - 100 nM
? -~ 1nM
2 2000- -
E 2000 10 pM
0
(&)
< 0
B 6000
€ = Vehicle
% ]: -t |7
. Jededk
2 4000- B 1mMMLT
g - 1 mMMMLT +LZ
=
E
=2 2000 I***
E
o
e
0 T T T

Figure 5 : hCG release in villous cytotrophoblast primary culture isolated from human
term placentas at 24 h to 96 h of culture. (A) Cells were treated with increasing
concentrations of melatonin or with vehicle (0.1 % DMSO). (B) Cells were treated with 1 mM
melatonin (MLT), 1 mM melatonin combined with 1 mM luzindole, a selective MT1 and MT2
receptor antagonist, (MLT + LZ), 1mM Iuzindole (LZ) or with vehicle. All treatments were
replenished daily. Values represent are mean + S.D. n=3 and data have been normalized
against protein content of whole cell lysate from corresponding culture well. : * P < 0.05; *** : P <

0.001. In A, the statistical difference is determined between vehicle and 1 mM melatonin.
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Figure 6. Assessment of fusion during villous trophoblast syncytialisation. Villous
cytotrophoblast cells were isolated from human term placentas. (A) Graph showing the extent of
syncytialisation at 48 h and 96 h of culture in the presence of 1 mM melatonin (MLT), 1 mM
luzindole, a selective MT1 and MT2 receptor antagonist, (MLT + LZ), 1mM luzindole (L.Z) or with
vehicle (0.1 % DMSO). Values present mean + S.D. n=3. * : P< 0.05; ** : P < 0.01. (B)
Representative immunofluorescence staining of desmosomal protein in untreated and in 1 mM
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melatonin treat primary villous trophoblasts, fixed in methanol, after 48 h and 96 h in culture.

Magnification, x30. All treatments were replenished daily.
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