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RESUME

La mélatonine est produite par les cellules trophoblastiques et protége le placenta contre le
stress oxydatif induit par une hypoxie/réoxygénation. L’hypoxie/réoxygénation est impliquée
dans la physiopathologie de complications de la grossesse telle que, la prééclampsie. Le stress
du réticulum endoplasmique induit la réponse aux protéines mal repliées (UPR) afin de rétablir
’homéostasie ou induit la mort par apoptose. Cependant, le réle de la mélatonine sur la
régulation du stress du réticulum endoplasmique induit par une hypoxie/réoxygénation dans les
trophoblastes n’a jamais été étudié. L’hypothése de recherche est que la mélatonine protége les
cellules trophoblastiques du stress du réticulum endoplasmique induit par une
hypoxie/réoxygénation. Les objectifs sont de : 1) Déterminer si I'hypoxie/réoxygénation active le
stress du réticulum endoplasmique et les voies PERK et IRE1a dans les cellules de
choriocarcinomes placentaires BeWo, un modéle de trophoblaste villeux humain ; 2) Déterminer
si la mélatonine renverse les effets de I'’hypoxie/réoxygénation sur le stress du réticulum
endoplasmique et les voies PERK et IRE1a dans les cellules BeWo. Les résultats montrent que
I'hypoxie/réoxygénation active le stress du réticulum endoplasmique par une augmentation
significative de GRP78 (P = 0,0172), PERK (P = 0,0379), IRE1a (P = 0,0293), ATF4 (P =
0,0479), CHOP (P = 0,0319) et TRAF2 (P = 0,0130), sans effet sur NFkB et IkB. La mélatonine
en condition de normoxie augmente significativement GRP78 (P = 0,0510), PERK (P = 0,0094),
IRE1a (P = 0,0514), P-elF2a. (P = 0,0471) et ATF4 (P = 0,0060), sans effet sur CHOP, TRAF2,
NFkB et IkB. Ces résultats indiquent que la mélatonine ne renverse pas leffet de
I’hypoxie/réoxygénation, mais mime son effet, dans les cellules BeWo. Cette étude démontre
pour la premiere fois que I'’hypoxie/réoxygénation et la mélatonine active de maniére similaire le
stress du réticulum endoplasmique dans les cellules de choriocarcinomes placentaires
humaines BeWo, activant majoritairement la voie PERK et 'apoptose, sans effet sur la voie de
linflammation IRE1a. Ces données combinées a nos résultats précédents suggérent que la
mélatonine favorise la survie cellulaire des cellules normales, en diminuant le stress oxydatif, le
stress du réticulum endoplasmique et les voies apoptotiques tandis que dans les cellules
tumorales (BeWo), elle a un effet prooxydant en augmentant I'apoptose, le stress oxydatif, le
stress du réticulum endoplasmique et une diminution des enzymes antioxydantes. En
conclusion, cette étude montre que les cellules BeWo ne sont pas un bon modéle pour étudier
I'effet protecteur de la mélatonine dans les cellules trophoblastiques normales en condition
d’hypoxie/réoxygénation, mais elles sont un bon modéle pour étudier I'effet thérapeutique de la
mélatonine dans les cancers placentaires.

Mots-clés : Stress du réticulum endoplasmique ; Hypoxie/réoxygénation ; Préeclampsie ;
Syncytiotrophoblaste ; Cytotrophoblaste villeux ; Mélatonine.



ABSTRACT

Melatonin is produced by trophoblastic cells and protects the placenta against oxidative stress
induced by hypoxia/reoxygenation. Hypoxia/reoxygenation is implicated in the pathophysiology
of pregnancy disorders such as preeclampsia. Endoplasmic reticulum stress induces unfolded
protein response proteins (UPR) in order to restore homeostasis or to induce death by
apoptosis. However, the role of melatonin in the regulation of endoplasmic reticulum stress
induced by hypoxia/reoxygenation in trophoblasts has never been studied. The research
hypothesis is that melatonin protects trophoblastic cells from the endoplasmic reticulum stress
induced by hypoxia/reoxygenation. The objectives are to: 1) Determine whether
hypoxia/reoxygenation activates the endoplasmic reticulum stress and the PERK and IRE1
pathways in placental choriocarcinoma cells BeWo, a model of human villous trophoblast; 2)
Determine whether melatonin reverses the effects of hypoxia/reoxygenation on the endoplasmic
reticulum stress and the PERK and IRE1a pathways in BeWo cells. The results show that
hypoxia/reoxygenation activates endoplasmic reticulum stress by increasing significantly
GRP78 (P = 0.0172), PERK (P = 0.0379), IRE1a (P = 0.0293), ATF4 (P = 0.0479), CHOP (P =
0,0319) et TRAF2 (P = 0,0130) expression and shows no effect on NFkB and IkxB. Similar to
hypoxia/reoxygenation, 1 mM melatonin under normoxic condition significantly increases
GRP78 (P =0.0510), PERK (P = 0.0094), IRE1a (P = 0.0514), P-elF2a. (P = 0.0471), and ATF4
(P = 0.0060) and has no effect on CHOP, TRAF2, NFxB and IkB. These results indicate that
melatonin does not reverse the effect of hypoxia/reoxygenation but mimics its effect in BeWo
cells. This study demonstrates for the first time that hypoxia/reoxygenation and melatonin
similarly activate endoplasmic reticulum stress in BeWo human placental choriocarcinoma cells,
mainly by activating the PERK pathway and apoptosis, with no effect on the inflammation
pathway IRE1a. This data combined with our previous results suggest that melatonin promotes
cellular survival of normal cells by decreasing oxidative stress, endoplasmic reticulum stress
and apoptotic pathways, whereas in tumour cells (BeWo) it has a pro-oxidative effect increasing
apoptosis, oxidative stress, endoplasmic reticulum stress and decreasing antioxidant enzymes.
In conclusion, this study shows that BeWo cells are not a good model for studying the protective
effect of melatonin in normal trophoblastic cells under hypoxia/reoxygenation conditions, but
they are a good model for studying the effect of treatment of melatonin in placental cancers.

Keywords: Endoplasmic reticulum stress ; Hypoxia/reoxygenation ; Preeclampsia ;
Syncytiotrophoblast ; Villous cytotrophoblaste ; melatonin.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1.1 Le placenta humain
1.1.1Réle du placenta

Le placenta humain est un organe autonome et transitoire. |l est impliqué dans les
échanges de gaz et de nutriment entre la meére et le foetus et permet d’éliminer les déchets. De
plus, il posséde une importante activit¢ endocrine, en produisant différentes hormones
associées a la grossesse (telles que I'hormone chorionique gonadotrope (hCG) et 'lhormone
lactogéne placentaire (hPL)), des facteurs de croissance, et protége le feetus contre le rejet par
le systéeme immunitaire maternelle (al-Lamki et al., 1999, Aplin, 1991, Le Bouteiller, 2001,
Malassine, 2001, Morrish et al., 1987, Teasdale et al., 1985). Toutes ces fonctions jouent un
réle important dans la protection et le développement du feetus, ainsi que le bon déroulement

de la grossesse.
1.1.2 Structure du placenta

Chez les primates supérieurs, le placenta est de type hémonochorial caractérisé par une
invasion des cellules trophoblastiques dans la décidue et le myomeétre (Malassine et al., 2003).
Les villosités choriales sont les unités structurales du placenta humain et sont de deux types :
les villosités crampon et les villosités flottantes. Les premiéres situées a la plaque basale
permettent I'implantation au début de la grossesse, alors que les seconds baignent librement
dans la chambre intervilleuse et permettent de contréler la croissance placentaire, ainsi que les
échanges transplacentaires (Fig.1.1) (Alsat et al., 1999).

La fécondation d’un spermatozoide et d’un ovule entraine, suite a plusieurs divisions
cellulaires, la formation d’'un blastocyste dont les faces internes et externes sont composées
respectivement d’embryoblastes et de cellules trophoblastiques. Ces derniéres sont a l'origine
de la formation du placenta (Budhraja et al., 2006, Cartwright et al., 2010, Diedrich et al., 2007,
Tuuli et al., 2011). Le développement placentaire se fait en trois étapes : prélacunaire, lacunaire
et villeux. Durant ces différents stades, le blastocyste s'implante dans I'épithélium utérin par une

activité protéolytique et le trophectoderme se différencie en deux types cellulaires : les



cytotrophoblastes villeux (vCTB) et les cytotrophoblastes extravilleux (evCTB) qui présentent

des phénotypes et des fonctions différentes (Fig.1.2).
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Figure 1.1: Représentation schématique de la villosité crampon a [linterface foeto-maternelle. Les
cytotrophoblaste extravilleux (evCTB) proliferent et envahissent la décidue afin de remodeler les artéres spiralées.
Ces changements entrainent 'augmentation du flux sanguin dans I'espace intervilleux (IVS). Durant la phase
d’invasion, les evCTB se différencient d’'un phénotype épithélial en phénotype endothélial (EC). La villosité flottante
est composée de cytotrophoblastes villeux (vCTB) qui proliférent et fusionnent pour former le syncytiotrophoblaste
(STB) qui est en contact direct avec le sang maternel. e-evCTB (cytotrophoblaste extravilleux endovasculaire), FC :
capillaire foetal ; FF : fibroblaste foetal ; GC : cellule géante; LPTC : grande cellule polygonale trophoblastique ; i-
evCTB (cytotrophoblaste extravilleux invasif), p-evCTB (cytotrophoblaste extravilleux prolifératif) ; SA : artére spiralée
utérine ; TM : tunique musculaire ; UV : veine utérine. Tirée de (Lanoix et al., 2012b)

Tout au long de la grossesse, les vCTB mononuclées fusionnent et se différencient en
syncytiotrophoblaste (STB) multinuclée non prolifératif (Black et al., 2004, Huppertz et al., 1999,
Yusuf et al., 2002). Le STB compose les villosités flottantes afin de former une barriére qui
permet le contact direct avec le sang maternel. Ceci permet les échanges gazeux et de
nutriment entre la mére et le feetus. De plus, le STB acquiére une activité endocrine et sécréte

une grande quantité d’hormones polypeptidiques (hCG, hPL, I'hormone de croissance



placentaire (pGH), ...) et de stéroides (estrogéne, progestérone, glucocorticoides, ...) (Crosley
et al., 2013, Malassine et al., 2003, Orendi et al., 2010). Cette fonction endocrine est essentielle
au bon déroulement de la grossesse. L’absence de I'antigéne des leucocytes humains (HLA-G)
de classe | au niveau du STB le protége contre un rejet du systéme immunitaire maternel (Loke
et al., 2000). Les colonnes de evCTB, situées a la base de la villosité crampon, acquiérent un
phénotype invasif et se propage dans la décidue et le myomeétre. Cette invasion du lit
placentaire permet aux evCTB de se différencier en cellules géantes (CG) (Fig.1.2) (Aplin,
1991, Graham et al., 1992). Il a été démontré que les CG produisent la hCG et la hPL, tout
comme le STB, ce qui leurs suggérent un réle endocrine dans le maintien de la grossesse (al-
Lamki et al., 1999). De plus, les evCTB remodélent aussi les artéres spiralées maternelles en
remplacgant les cellules endothéliales pour augmenter la taille et diminuer la résistance des
arteres (Cartwright et al., 2010, Ji et al., 2013, Kaufmann et al., 2003). Ceci a pour résultat

d’augmenter I'apport en sang au niveau du placenta et soutien le développement du feetus.

{ Human trophoblast development ’

extravillous pathway villous pathway
proliferative evCTB < N —- vCTB

migration 1
' aggregation/fusion
/- invasive evCTB \
STB
decidua uterine spiral arteries
trophoblast giant cells endovascular evCTB

Figure 1.2: Voies de différenciation du trophoblaste humain. Les cytotrophoblastes se différencient en
cytotrophoblaste villeux (vCTB) et extravilleux (evCTB). Les vCTB proliférent et fusionnent afin de former le
syncytiotrophoblaste (STB). Les evCTB envahissent la décidue et les arteres spiralées afin de se différencier en
cellules trophoblastiques géantes (CG) et evCTB endovasculaires. Tirée de (Vaillancourt, Lanoix et al. 2009).

1.1.3 Syncytialisation

In vivo, les premieres découvertes de la fusion et de la différenciation des vCTB en STB
ont été faites par Richart en 1961, en utilisant I'incorporation de la [°H]-thymidine (Richart,
1961). Par la suite, une étude a été portée sur I'isolation et la purification des vCTB afin de

permettre la différenciation, in vitro, des vCTB en culture primaire (Kliman et al., 1986). En effet,



la technique développée par Kliman et al., utilise la digestion enzymatique séquentielle a partir
de trypsine et DNase suivie d’une purification des vCTB sur un gradient de Percoll discontinu. In
vitro, le sérum fcetal bovin est un facteur nécessaire pour permettre la fusion (différenciation
morphologique) et la différenciation biochimie des vCTB fraichement isolées en STB aprés 72 h
de mise en culture (Kliman et al., 1986) (Fig.1.3). Aprés 96 h, on observe une diminution de la
survie ainsi qu'une apoptose des cellules (Crocker et al., 2001). La différenciation biochimique
se caractérise par la production d’hormones spécifiques telles que la hCG, la hPL, le
neuropeptide Y et la leptine (Kliman et al., 1986, Midgley et al., 1963, Morrish et al., 1987,
Senaris et al.,, 1997). Les voies intrinséque et extrinséque sont impliquées dans cette mort
cellulaire, mais des études ont montré que la voie intrinséque est retrouvée majoritairement et
gu’elle est induite lors de stress oxydatifs et pendant des variations du niveau d’oxygéne au
niveau du placenta, tel que I'hypoxie (Crocker et al., 2001, Heazell et al., 2008, Hung et al.,
2010, Kar et al., 2007, Lanoix et al., 2012c).
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Figure 1.3: Différenciation morphologique et biochimique dans des cultures primaires de trophoblaste villeux
de placenta humain a terme. (A) Différenciation morphologique (fusion) marquage de la desmoplakine (vert) et des
noyaux (rouge, iodure de propidium) par microscopie confocale aprés un et quatre jours de culture (400X). (B)
Représentation schématisée de la différenciation morphologique in vitro. (C) Différenciation biochimique, sécrétion
de la sous-unité 3 de 'hormone gonadotrophine chorionique humain (3-hCG ;) et de I'hormone lactogéne placentaire
(hPL ) d’'un a 6 jours de culture. Les données représentent la sécrétion relative + SEM comparée a la sécrétion a
quatre jours de culture (sécrétion maximale). *P < 0,05 ; ***P < 0,001 comparé au premier jour de culture. Modifiée
de Modifié de (Vaillancourt et al., 2009)

1.1.4Homéostasie du trophoblaste villeux



La syncytialisation des vCTB en STB est un processus complexe et hautement régulé.
Afin de maintenir 'homéostasie et préserver leurs contenus cellulaires (protéines, acides
nucléiques, lipides, organelles, etc.), le STB meurt par apoptose pour permette une
régénération permanente et rapide par les vCTB sous adjacentes tout au long de la grossesse
(Fig.1.4) (Huppertz et al., 1999, Yusuf et al., 2002). De plus, de nombreuses études ont identifié
des facteurs et mécanismes qui stimulent ou inhibent ce processus de fusion et syncytialisation
(Tableau 1.1). Par contre, une altération du taux d’apoptose et de la synthése/sécrétion
d’hormones entraine une perturbation de 'homéostasie du STB. En fait, ce phénomeéne est
impliqué dans plusieurs complications de la grossesse comme les fausses couches, le retard de
croissance intra-utérin (RCUI), les accouchements prématurés, la prééclampsie (PE) et les
maladies trophoblastiques gestationnelles (Evain-Brion, 2001, Jauniaux et al., 2010, John et al.,
2012, Norwitz, 2006).

Differentiation

differentiated cytotrophoblast

cytotrophoblast in fusion Apoptosis

differentiating syncytiotrophoblast

cytotrophoblast

syncytial knot

Proliferation shed syncytial knot

proliferating
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Figure 1.4: Renouvellement du trophoblaste villeux. Le trophoblaste villeux est formé des cytotrophoblastes
souches prolifératives qui sortent du cycle cellulaire et se différentient en cytotrophoblaste villeux. Les
cytotrophoblastes villeux mononuclées fusionnent et se différencient en un syncytium, le syncytiotrophoblaste. La
dégeénérescence du syncytiotrophoblaste se produit par apoptose pour permettre sa régénération et donc le maintien

de 'homéostasie du trophoblaste villeux. Tirée de (Lanoix et al., 2012c).



Tableau 1.1: Principaux facteurs modulant la fusion des cytotrophoblastes villeux et la formation du
syncytiotrophoblaste. Les facteurs inhibant la fusion sont exprimés avec (-) ; les facteurs induisant ce processus
sont exprimés avec (+). PT : premier Trimestre ; TT : Troisiéme trimestre ; B : cellules BeWo. Adapté de (Gauster et
al., 2009).

Facteur Description (-) (+) Type cellulaire Action Référence
(Yang et al.,
TGF-o Facteur de croissance 4 TT Biochimique 2003)
(Garcia-
Lloret et al.,
CSF Facteur de croissance + TT Biochimique 1994)
(Morrish et
EGF Facteur de croissance + TT Biochimique al., 1987)
(Crocker et
VEGF Facteur de croissance + FT, TT Biochimique al.,2001b)
(Knerr et al.,
PKA Protéine kinase 4 B, TT Fusion 2005)
(Vaillancourt
ERK1/2 Protéine kinase + TT Biochimique et fusion et al., 2009)
(Vaillancourt
p38 Protéine kinase + TT Fusion etal., 2009)
(Frendo et
Syncytin 1 Protéine membranaire + TT, B Fusion al.,2003b)
(Frendo et
Connexin 43 Protéine membranaire + TT Fusion al., 2003a)
(Dalton et
Galectin 3 Protéine membranaire + B Fusion al., 2007)
(Leisser et
TNF Cytokine - TT Biochimique al., 2006)
(Shi et al.,
hCG Hormone + TT Biochimique 1993)
(Kudo et al.,
CD98 Transporteur d'acide aminé + B Fusion 2003)
(Eliane Alsat
Calcium Ton + TT,B Fusion et al., 1996)

1.1.5 Stress oxydatif et trophoblaste

Le stress oxydatif est un élément clé dans 'homéostasie du trophoblaste. Dans une
grossesse normale, le stress oxydatif joue un réle important dans les étapes d’'implantation ainsi
que dans le développement du placenta. Une augmentation des taux d’espéces réactives de
'oxygéne (ROS) et une diminution des antioxydants au début de la grossesse ont été
observées. En effet, au début de son développement le placenta est dans un environnement
pauvre en oxygene, c.-a-d. hypoxie. La différence de pression en oxygéne est plus élevée dans
I'artére spiralée que dans le lit placentaire, induisant un stress oxydatif. Ce phénoméne permet,

a la fois, la différenciation des evCTB en cellule endothéliale et I'invasion des artéres spiralées



par les evCTB (Rodesch et al., 1992). Suite au remodelage, le flux sanguin plus fort, augmente
le taux en oxygéne (40 — 60 mmHg) dans la chambre intervilleuse, permettant le bon
déroulement de la grossesse. Dans certaines complications de la grossesse telles que la
prééclampsie (PE), il y a une augmentation importante du stress oxydatif qui entraine un défaut
de perfusion et une perturbation dans 'homéostasie du trophoblaste villeux (Fig.1.5) (Roberts et
al., 1999).

1.1.6 Prééclampsie (PE)

La prééclampsie est une maladie multi-systémique spécifique a I'espéce humaine. La
Société des obstétriciens gynécologues du Canada (SOGC) définit la prééclampsie comme
hypertension gestationnelle qui se développe durant la grossesse (aprés la 20° semaines) ou
en période post-partum, associée avec protéinurie et/ou dysfonctionnement typique des
organes cibles (Magee et al., 2014). Selon les nouvelles directives de 'ACOG (2013), le
diagnostic de la prééclampsie ne requiert plus la présence de protéine dans les urines
(protéinurie). Des études montrent que des altérations rénales ou au foie peuvent survenir
méme dans présence de &protéinurie, et que la quantité de protéine dans les urines ne prédit
pas la séverité et la progression de la prééclampsie (ACOG's guidelines, 2013). Le diagnostic
clinique de la PE se caractérise par une tension artérielle systolique (TAS) = 140 mm Hg et/ou
une tension artérielle diastolique (TAD) = 90 mm Hg a deux reprises et a au moins 15 minutes
d’intervalle associée a une protéinurie = 300 mg dans une collecte de 24 heures ou une
bandelette réactive urinaire = 1+, apparue aprés 20 semaines de gestation. La prééclampsie se
définit selon le degré de séverité prééclampsie légére/modérée ou prééclampsie sévere (ou
grave) (Magee et al., 2014). Elle peut évoluer vers une éclampsie qui est un état convulsif
paroxystique pouvant entrainer la mort chez la mére et le feetus (ACOG, 2002). Il a été observé
une plus grande prévalence de la PE chez les femmes qui présentent de I'hypertension
chronique, du diabéte, de [I'obésité, une grossesse multiple, de la thrombophilie pré-
gestationnelle et une PE antérieure (Hernandez-Diaz et al., 2009, Howarth et al., 2007,
Kupferminc, 2003, Sibai, 2002). De plus, il a été montré qu’il y a un plus grand risque de
développer la pathologie lors de la premiere grossesse (Chen et al., 2009, Skjaerven et al.,
2002). Actuellement, le seul traitement définitif de la PE est la délivrance compléte du placenta
(Coppage et al., 2002). Il est suggéré que la cause de la PE précoce ou sévére est une
mauvaise implantation du placenta, due a un défaut d’invasion et de remodelage des artéres

spiralées maternelles par les evCTB (Brosens et al., 1972). De ce fait, les vaisseaux restent de



petites tailles, contractiles et de haute résistance (Fig.1.5). En effet, cette invasion partielle du
segment de la décidue et du myometre entraine une diminution du flux sanguin dans la
chambre intervilleuse, induisant une hypoxie chronique (Harrington et al., 1997, Papageorghiou
et al., 2002). Or, ce manque d’oxygéne a pour conséquence d’augmenter le stress oxydatif
placentaire et 'apoptose, perturbant ainsi 'hémostasie du STB (Burton et al., 2001). En effet, il
a été observé dans des cas de PE une augmentation des taux de facteur de nécrose tumorale-
o (TNF-a), de 8-isoprostane, de radicaux superoxydes, de protéine carbonylée, de lipide
peroxyde, de résidus de nitrotyrosine et d’ADN oxydé qui sont des biomarqueurs du stress
oxydatif placentaire (Burton et al., 2009, Myatt et al., 2004). L’apparition des signes cliniques est
le résultat d’'un stress inflammatoire systémique suite a un relachement de cytokines, de
facteurs pro-inflammatoires et de facteurs placentaires libérés lors de l'apoptose du STB
(Cindrova-Davies, 2009). L'ensemble de ces résultats montrent que le placenta et les

trophoblastes sont des éléments clés impliqués dans cette maladie de la grossesse.
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Figure 1.5: Différence entre I'implantation placentaire dans une grossesse normale et dans une grossesse
compliquée par la prééclampsie. Dans un développement normal du placenta, les evCTB envahissent les arteres
spiralées maternelles et les modélises pour transformer des vaisseaux résistants de petite taille en vaisseaux de
grande taille afin de permettre une perfusion adéquate du placenta et le bon développement du foetus. Durant la
phase d’invasion, les evCTB se différencient d’'un phénotype épithélial en phénotype endothélial. Dans le cas d’'une
prééclampsie, les evCTB ne sont pas capables de se différencier en phénotype endothélial. Ainsi la modélisation est
altérée, les artéres spiralées maternelles restent résistantes et de petites tailles entrainant une ischémie/reperfusion
dans la chambre intervilleuse. e-evCTB (cytotrophoblaste extravilleux endovasculaire), FC : capillaire foetal ; FF :
fibroblaste foetal ; GC : cellule géante; LPTC : grande cellule polygonale trophoblastique ; i-evCTB (cytotrophoblaste
extravilleux invasif), p-evCTB (cytotrophoblaste extravilleux prolifératif) ; SA : artére spiralée utérine ; TM : tunique
musculaire ; UV : veine utérine. Modifiée de (Lanoix, Haché et al. 2012).



1.1.7 Hypoxie/réoxygénation (H/R)

Récemment, des études ont suggéré que ce ne serait pas un environnement
chroniguement hypoxique qui induirait des dommages oxydatifs et I'apoptose au niveau du
trophoblaste, mais plutét un état d’hypoxie suivie d’'une réoxygénation (Hung et al., 2006). Des
études de cohortes de femmes enceintes vivant en haute altitude, ou I'apport en oxygéne est
pauvre dans l'atmosphére, ne présentaient pas de stress oxydatif (Espinoza et al., 2001,
Reshetnikova et al., 1994). Ces observations suggérent une tolérance du placenta face a un
faible taux d’oxygéne. Du fait de l'invasion partielle du segment artérielle de la décidue et du
myometre, il a été proposeé que le placenta serait perfusé de maniére pulsative avec un taux en
oxygéne oscillant conduisant & un état d’'ischémie-reperfusion (Jauniaux et al., 1994, Jauniaux
et al., 2000). En effet, in vitro '’hypoxie/réoxygeénation (H/R) augmente le stress oxydatif et
active l'apoptose dans des explants placentaires de premier trimestre tandis qu’'un état
hypoxique induit la nécrose (Hung et al., 2001, Hung et al., 2002). De plus, il a été observé une
augmentation d’espéces réactives de l'azote (RNS) et des ROS ainsi qu’une activation
d’apoptose dans des primocultures de trophoblaste villeux provenant de grossesses

prééclamptiques (Hung et al., 2002, Y. Wang et al., 2001).

1.1.8 Stress oxydatif, apoptose et inflammation placentaire

L’équipe de la Pre Vaillancourt a développé un modéle in vitro de traitement des vCTB
en H/R afin de mimer la PE. Brievement, les vCTB sont placés 72 h en condition de normoxie
(87% N5 ; 5% CO; ; 8% 0O,). Cette concentration en O, correspond a la pression présente dans
I'espace intervilleux in vivo a partir de la 12° semaine de gestation jusqu’a terme (Schneider,
2011). Par la suite, les trophoblastes sont exposés pendant 4 h a I'hypoxie (94,5 N2 ; 5% CO,;
0,5% O,) suivi d’'une normoxie pendant 18 h, mimant ainsi une perfusion par intermittence
(Fig.1.6). La concentration 0,5% en O, pour I'hypoxie a été choisie car elle induit 'apoptose
mitochondriale (Cindrova-Davies et al., 2007a). Ainsi, le traitement de primocultures de STB en
H/R a montré une induction de I'apoptose intrinséque par une augmentation du ratio Bax/Bcl2 et
I'activation des caspases 9 et 3. De plus, l'activation de la caspase 3 entraine une augmentation
du clivage des protéines ROCK1 (Rho-associated coiled-coil protein kinase 1) et PARP
(poly(ADP-ribose) polymerase) qui contribue a induire I'apoptose par l'inhibition de la réparation
de 'ADN (Lanoix et al., 2013). L’H/R induit 'augmentation de p38, SAPK/JNK (stress-activated

protein kinases/Jun amino-terminal kinases), NFxB (nuclear factor-kappaB) et HIF-1a (hypoxia
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inducible factore-1 alpha) dans des explants de trophoblaste villeux et des cultures primaires de
STB, activant ainsi la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et I'expression de geénes
impliqués dans l'inflammation et I'apoptose (Cindrova-Davies, 2009, Cindrova-Davies et al.,
2007b, Jung et al., 2003, Lanoix et al., 2013, Shin et al., 2009). De plus, une augmentation de
p38 et NFkB dans des placentas issus de grossesses de PE par rapport a ceux issus de
grossesses normotensives a également été observée (Aban et al., 2004, Shin et al., 2009).
L’H/R active donc les voies de signalisation de I'apoptose et de l'inflammation qui perturbent
’lhoméostasie des trophoblastes. Récemment, des études ont montré qu’il y a un lien entre le
stress oxydatif et le stress du réticulum endoplasmique, chacun étant capable de se réguler
mutuellement (Bhandary et al., 2013, Burton et al., 2011, Cullinan et al., 2006, Dixon et al.,
2008, Ron et al., 2007, K. Zhang et al., 2008).

Normoxia £ 1 mM melatonin
(8% 0,/87% N,/5% CO,)

24 h > 24h > 24 h > 22 h

Hypoxia/reoxygenation £ 1 mM melatonin
(0,5% 0,/94,5% N,/5% CO, — 8% 0,/87% N./5% CO,)

24 h > 24 h > 24 h 18 h
. 8% O, 8% O, 8% O, 05%0, 8%O0,
vCTB STB Analysis
[ ]
° e o o o
[ ) s —. .0 B ’ ° [
L ) ® - [ J ..
°)'® ® e ®e

Figure 1.6: Modéle d’hypoxie et réoxygénation pour des cultures primaires de cytotrophoblastes villeux. Les
cellules sont cultivées sous normoxie (8% O,) pour stimuler leur différenciation en syncytiotrophoblaste. Les cellules
sont ensuite maintenues pendant 22 h sous normoxie ou soumises a I'hypoxie (0.5% O,) pendant 4h suivi d’'une
réoxygénation durant 18h. Modifié de (Lanoix et al., 2013)

1.1.9 Stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) joue un réle dans le stockage du calcium (Ca®") ainsi
que dans la traduction, le repliement et les modifications post-traductionnelles des protéines.
Récemment, il a été montré que cet organite est aussi impliqué dans la prolifération et la mort

cellulaire (Burton et al.,, 2011). Le repliement de certaines protéines sous leur forme finale
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nécessite la création de ponts disulfure entre les cystéines de chaines latérales par I'enzyme
disulfure isomérase (PDI). Pour former les ponts disulfures, la protéine PDI oxydée se lie a la
chaine peptidique via ses domaines thiorédoxydes. Un pont intermoléculaire peut donc étre
formé entre les cystéines catalytiques de la PDI et une cystéine réduite du substrat. Une
réaction d’échange de thiol-disulfure prend alors place, permettant la formation d’un pont
disulfure sur le substrat et réduisant la PDI. Les cystéines de PDI réduites sont réoxydées par
transfére d’électron sur une partie de la cystéine de transfére du domaine C-terminale de la
protéine ERO1 (ER oxidore-ductine 1). Ces électrons sont ensuite transmis a la cystéine N-
terminale puis au cofacteur FAD (flavin-adenine dinucleotide) réduit en FADH,. Enfin, FADH,
est réoxydé en FAD par transféere de des électrons sur une molécule d’O,, générant du H,0,
(Bulleid, 2012, Papp et al., 2005). La réduction de 'O, pourrait également ne pas se faire,
entrainant la production de ROS et une mauvaise maturation des protéines (Bulleid, 2012, Papp
etal., 2005, Tu et al., 2004).

Dans le cas ou les fonctions du RE sont perturbées, il y a une accumulation de protéines
qui dépasse la capacité de repliement du RE. Ceci entraine une accumulation de protéines mal
repliées et il en résulte une activation de la voie de la réponse aux protéines mal repliées
(unfolded protein response, UPR). Cette réponse UPR permet de rétablir lhoméostasie en
diminuant la traduction des protéines, produisant plus de chaperonne et en retirant et dégradant
les protéines mal repliées du RE. Dans le cas ou 'homéostasie ne peut étre rétablie, la cellule

meurt par apoptose.

1.1.10 La voie unfolded protein response (UPR)

La voie UPR induit la libération de trois protéines présentes dans la membrane du RE.
La premiere protéine PERK (Ser/Thr, PKR-like ER kinase ou elF2AK3), se dissocie de la
protéine chaperonne GRP78/BIP/HSP5A (GRP78 se lie avec une grande affinité aux protéines
mal repliées), s’homodimérise et s’autophosphoryle pour activer son domaine kinase. PERK
activée, phosphoryle la sous-unité du complexe elF2a (eukaryotic translation initiation factor 2
a) qui entraine son inactivation. Par conséquent, la synthése et 'accumulation de nouvelles
protéines dans le lumen du RE sont bloquées (Dever, 2002). De plus, la transcription de la
protéine ATF4 (activating transcription factor 4 ou CREB2) est activée et cette derniere est
transloquée au noyau afin d’induire les génes codant pour le métabolisme des acides aminés,
la réponse antioxydante, I'arrét de la croissance, la protéine CHOP (C/EBP homologous protein
ou DDTI3 ou GADD153) et la protéine GADD34 (Suh et al., 2012). GADD34 induit un
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rétrocontrdle négatif sur l'inhibition de la synthése de protéines par la déphosphorylation de p-
elF2a si 'homéostasie est rétablie (Dever, 2002). ATF4 peut aussi induire les génes de
'autophagie (B'Chir et al., 2013) (Fig.1.7). De plus, PERK peut phosphoryler le NRF2 (nuclear
erythroid 2 p45-related factor 2 ou NFE2L2) ce qui entraine sa dissociation de keap1 et active
les génes possédant un élément de réponse antioxydante (ARE) et permet I'expression du HO-
1 (heme oxygenase 1) qui a un effet antioxydant (Cullinan et al., 2004).

La deuxieme protéine IRE1a (inositol-requiring transmembrane linase /endonuclease
Ta ou ERN1) se dissocie de GRP78 puis s’homodimérise et induit son activité kinase
(Tirasophon et al., 1998). L’autophosphorylation d’IRE1a stimule son domaine endonucléase
pour cliver 'TARNm qui code le facteur de transcription XBP1 (Yoshida et al., 2001). XBP1 clivé
(sXBP1) est transloqué dans le noyau et joue un réle clé dans I'induction de différents génes de
'UPR, incluant les génes codant les différentes protéines chaperonnes présentes dans le lumen
du RE et le systtme ERAD (ER-associated degradation) (Ann-Hwee Lee et al., 2003a). La
machinerie ERAD permet de transporter les protéines mal repliées dans le cytoplasme afin
d’étre ubiquitinées et dégradées par le protéasome (Ahner et al., 2004, Hampton, 2002). De
plus, le domaine kinase de IRE1a peut former un complexe avec la protéine TRAF2 (tumor
necrosis factor-2) et ASK1 (apoptosis — regulating kinase 1 ou MAP3KS5). Ceci entraine la
phosphorylation des protéines en aval SAPK/JNK et p38 MAPK qui induisent 'apoptose (Ron et
al., 2008). En effet, p-JNK induit 'apoptose en inhibant Bcl2 et activant Bim. (Lei et al., 2003).
JNK phosphorylée peut aussi activer la protéine activatrice 1 (AP-1) qui est un facteur de
transcription qui induit les génes pro-inflammatoires (Davis, 2000). La phosphorylation de p38
MAPK induit I'expression de CHOP qui augmente I'expression de Bim et du DR5 (death
receptor 5) et une diminution de Bcl2 (Puthalakath et al., 2007, Yamaguchi et al., 2004). IRE1a
active aussi la voie de NFkB. En effet, le complexe IRE1a/TRAF2 active IKK (/B kinase) qui
permet la dégradation du IkB (inhibitor of kappa B). Cette dégradation entraine la libération de
NF«B qui transloque au noyau et induit les génes pro-inflammatoires (Hu et al., 2006, Urano et
al., 2000) (Fig.1.7).

La troisieme protéine ATF6 (activated transcription factor 6) se dissocie de GRP78/BIP
et est transloquée dans I'appareil de Golgi ou elle est hydrolysée par les S1P (site-1 protein ou
MBTPS1) et S2P (site-2 protease ou MBTPS2) Ainsi, la forme active de ATF6 migre dans le
noyau et régule la transcription des génes contenant les ERSE-1 (ER stress-reponse elements)
codant pour les protéines chaperonne (GRP78 et GRP94), XBP1 (X box-binding protein 1) et

PDI afin de faciliter le repliement, la sécrétion et la dégradation des protéines dans le RE (A. H.
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Lee et al., 2003b). ATF6 peut aussi induire I'expression de CHOP (M. Li et al., 2000). Cette voie
de signalisation induit 'augmentation de la synthése de protéines chaperonnes (Fig.1.7).

Si 'hnoméostasie ne peut étre rétablie, la réponse UPR initie 'apoptose par I'activation
des caspases 12 et 4 présentes dans la membrane du RE (Hitomi et al., 2004). Ces caspases
sont capables d’activer directement la caspase 9 indépendamment de I'Apf1 et du cytochrome
C de la mitochondrie (Rao et al., 2004). De plus, la protéine CHOP induit par la voie PERK et
ATF®6, active I'apoptose, par une inhibition du géne codant Bcl2 et une augmentation de Bim
(McCullough et al., 2001) (Fig.1.7). CHOP induit aussi ERO1 qui active IPsR (inositol 1,4,5
trisphosphate receptor) et entraine la libération de Ca?* dans la mitochondrie, il en résulte la

mort par apoptose (G. Li et al., 2009)
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Figure 1.7: Voie de signalisation de l'unfolded protein response (UPR). L’activation de 'UPR suite a
'accumulation de protéine mal repliée dans le lumen du Reticulum endoplasmique (RE), entraine I'activation des
protéines situées dans la membrane du RE : PERK, IRE1a et ATF6. En condition normale, PERK, IRE1a et ATF6
sont liées a la protéine chaperonne GRP78, qui inhibe leurs activités. Lors du stress du RE, GRP78 se dissocie de
PERK, IRE1a et ATF6 ce qui méne a leurs activations. PERK s’autoactive, se dimérise et phosphoryle elF2a. P-
elF2a inhibe la traduction des protéines et active ATF4 qui se transloque dans le noyau afin d’activer les génes de
'UPR, incluant la transcription de la protéine GADD34 (déphosphoryle elF2a) et CHOP (induit 'apoptose). ATF4
induit également les génes de I'autophagie. En réponse au stress du RE, IRE1a s’autophosphoryle via son domaine
kinase, s’homodimérise et active son domaine endonucléase qui méne au clivage de ’TARNm XBP1. ARNm XBP1 est
traduite et la protéine est transloquée dans le noyau afin d’induire la transcription de protéines chaperonnes et du
systeme ERAD. Le systtme ERAD permet la dégradation de protéines mal repliées dans le RE afin de rétablir
’lhémostasie du RE. IRE1a peut activer TRAF2 qui phosphoryle Ask1. Ask1 active p38 MAPK qui se transloque dans
le noyau afin d’induire JNK qui est transloquée dans le noyau et active les genes d’apoptose et d’inflammation (via
AP-1). Le complexe IRE1/TRAF2 induit IKK qui phosphoryle kB ce qui induit sa dégradation et active NFxB. Ce
dernier est transloqué dans le noyau et induit les génes d’inflammation. ATF6 est un facteur de transcription qui est
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transloquée a la membrane de I'appareil de Golgi ou il subit un clivage par les protéases S1P et S2P afin de libérer
son domaine kinase. Ce facteur de transcription transloque au noyau et induit les génes de protéines chaperonnes et
CHOP. UPR: unfolded protein response ; PERK : protein kinase R (PKR)-like kinase ; IRE1 : inositol-requiring
enzyme 1 ; ATF6 : activating transcription factor 6 ; elF2a : eukaryotic translation initiation factor-o ; CHOP : C/EBP-
homologous protein ; XBP1 : X-box-binding protein 1 ; S1P : site 1 protease ; S2P site 2 protease ; TRAF2 : tumor
necrosis factor-2 ; ASK1 : apoptosis — regulating kinase 1 ; JNK : c-Jun N-terminal kinase ; IKK : IxkB kinase NF«B :

nuclear factor-kappa B ; kB : inhibitor of kappa B (Todd et al., 2008).

Le stress du RE est impliqué dans différentes pathologies telles que le diabéte, les
maladies vasculaires cérébraux, les maladies neurodégénératives (ex. : Alzheimer, Parkinson),
la fibrose pulmonaire, les infections virales, les maladies inflammatoires, les cancers, les
maladies cardiaques, la RCIU et la PE (Kim et al., 2008, Lin et al., 2008, Oakes et al., 2015). Un
stress du RE a été observé par une augmentation d’expression de GRP78, p-IRE1, XBP1, p-38,
elF2a, CHOP et caspase 12 chez des femmes qui présentent une PE précoce
comparativement aux femmes normotensives (Burton et al., 2011, Fu et al., 2015, H. W. Yung
et al., 2014). Ceci est d’ailleurs supporté par une étude démontrant une augmentation de p-
elF2a et CHOP dans les placenta de grossesse avec RCIU associée a une PE
comparativement a des grossesses RCUI seules ou des grossesses normales (Burton et al.,
2011). De plus, le traitement des cellules BeWo en hypoxie/réoxygénation (1/20% O) a montré
une induction de p-elF2a, ATF6, p-IRE1 et GRP78 (Yung et al., 2014). L'’ensemble de ces

résultats montrent I'implication du stress du RE dans la physiopathologie de la PE.

1.2 Mélatonine

1.2.1Rédle

La mélatonine est une indolamine impliquée dans la régulation du cycle circadien et un
puissant antioxydant contre les effets délétéres des ROS et des RNS (Wakatsuki et al., 2001).
Elle est principalement sécrétée par la glande pinéale, mais aussi produite par la peau, la
rétine, le tractus gastro-intestinal, les lymphocytes, les plaquettes, la moelle osseuse, les
ovaires, les testicules, le fluide amniotique et le placenta (Bubenik, 2002, Champier et al., 1997,
Conti et al., 2000, Lanoix et al., 2008, A. Slominski et al., 2008, Tijmes et al., 1996, Tosini et al.,
1998). Elle joue un rble important dans la maturation sexuelle, la régulation de la reproduction
chez les animaux et protége les gameétes du stress oxydatif (Hoffman et al., 1965, Lincoln et al.,
1980, Reiter et al., 2009b). La mélatonine est impliquée dans linhibition de cancers, la

physiologie de la rétine et les fonctions du systéme immunitaire (Bonilla et al., 2004, Carrillo-
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Vico et al., 2005, Mediavilla et al., 2010, Rosenstein et al., 2010). De plus, elle régule différents
processus biologiques tels que la prolifération, la différenciation, I'invasion et 'apoptose (Cos et
al., 1998, Sainz et al., 2003). L’action de la mélatonine peut étre récepteur-dépendant ou -
indépendant (Nosjean et al., 2001). Elle est synthétisée a partir de I'acide aminé essentiel L-
tryptophane, qui est converti en sérotonine, et par la suite transformé en mélatonine par
'aralkylamine N-acétyltransférase (AANAT) suivie de I'hydroxyindole-O-méthyltransférase
(HIOMT ou ASMT, acétylsérotonine-O-méthyltransférase) (Wurtman et al., 1965). Il a été
montré dans notre laboratoire que 'AANAT et la HHOMT sont exprimées dans le trophoblaste
placentaire humain et les lignées cellulaires de choriocarcinomes placentaires, BeWo et JEG-3
(Lanoix et al., 2008).

1.2.2 Récepteurs a mélatonine

Les récepteurs de la mélatonine, MT1 et MT2, sont des protéines a sept domaines
transmembranaires appartenant a la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG).
La mélatonine est aussi capable de se lier a d’autres protéines intracellulaires : le récepteur
ROR/RZR (retinoid orphan receptor et retinoid Z receptor), la quinone réductase 2 (MT3) et la
calmoduline (Reiter et al., 2010).

Les récepteurs MT1 et MT2 sont retrouvés dans le systéme nerveux et en périphérie
(lymphocyte, plaquette, cellule de granulosa, rein foetal, artére coronaire, myomeétre et
adipocyte) (Dubocovich et al., 2005). De plus, notre laboratoire a démontré la présence des
récepteurs MT1, MT2 et RORa dans les cellules BeWo et JEG-3 ainsi que dans les tissus
placentaires et le trophoblaste villeux isolés a partir de placenta a terme (Lanoix et al., 2006).
De nombreuses études ont démontré que la stimulation des récepteurs MT1 et MT2 active
différentes voies de signalisation dépendamment de la cellule et du tissu, telles que AMPc/PKA,
PLC, PLA,, ERK % et les canaux K* et Ca** (del Rio et al., 2004, Luchetti et al., 2010, Tan et al.,
2013).

1.2.3 Mélatonine et grossesse
Chez les femmes enceintes la mélatonine plasmatique augmente tout au long de la
grossesse jusqu'a atteindre un pic lors de la parturition. Les femmes enceintes ont un taux de

mélatonine (diurne et nocturne) plus élevé que les femmes non enceintes (Kivela, 1991,

Ogasawara et al., 1991). Or, il a été suggéré que cette augmentation de mélatonine chez les
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femmes enceintes pourrait venir du placenta (Nakamura et al., 2001, Tamura et al., 2008a,
Tamura et al., 2008b). Une étude a montré la présence d’ARNmM des enzymes de synthése de
la mélatonine, AANAT et HIOMT, dans des placentas issus de grossesses de premier trimestre
(lwasaki et al., 2005). Ces résultats ont été confirmés par notre laboratoire qui a démontré
'expression des enzymes et des récepteurs, MT1, MT2, RORa de la mélatonine dans les
placentas humains tout au long de la grossesse (Lanoix et al., 2008, Soliman et al., 2015). La
mélatonine traverse facilement la barriére placentaire pour se retrouver dans la circulation
foetale (Okatani et al., 1998). De plus, la concentration de mélatonine est plus élevée dans le
cordon ombilical que dans le sang maternel (Mitchell et al., 1979). Chez le feetus humain, a
partir de la 18° semaine, la présence des récepteurs MT1 et MT2 dans le cerveau, rein, foie et
rétine ont été démontrées (Niles et al., 2004). De méme que la présence de MT1 dans les
cellules souches neuronales, ceci suggére que la mélatonine aurait un effet sur le
développement neuronal (Niles et al., 2004). De plus, la mélatonine joue un réle important dans
la croissance et la maturation sexuelle foetale (Bishnupuri et al., 1999, Bishnupuri et al., 2000,
Bishnupuri et al., 2001). La présence de la mélatonine, ses récepteurs et des enzymes de
synthése dans le placenta et le foetus suggeérent que la mélatonine a un rdle dans le

développement du feetus et le maintien de la grossesse.

1.2.4 Mélatonine et grossesses pathologiques

Le taux de mélatonine plasmatique maternel est diminué dans des cas de PE et de
RCUI comparativement aux grossesses normales (Nakamura et al.,, 2001). Kennaway et
collaborateurs ont observé une diminution des taux urinaires de 6-sulfatoxymélatonines
(métabolite de la mélatonine) chez les enfants nés de grossesse prééclamptique et une baisse
plus importante dans le cas de RCIU (Kennaway et al., 2001). De plus, notre laboratoire a
montré que la PE est associée a une réduction d’activité et d’expression de ANAAT et des
récepteurs MT1 et MT2 ainsi que de la concentration en mélatonine dans le tissu placentaire
(Lanoix et al., 2012a). Une réduction de I'expression de I'enzyme tryptophane hydrolase (TPH)
(premier enzyme dans la voie de la synthése de mélatonine) a aussi été montrée (Yamamoto
Dde et al., 2013). In vitro, la mélatonine protége de l'apoptose et du stress oxydatif induit par
une H/R dans les STB humain (Lanoix et al., 2013). Ces observations suggérent que la
mélatonine pourrait étre un traitement de la PE. Récemment, Hobson et collaborateurs ont

publié le protocole d’'un essai clinique de phase 1 pour vérifier si 'administration de 10 mg de
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mélatonine trois fois par jour retarde I'accouchement aprés un diagnostic de PE (Hobson et al.,

2013). Les résultats n’'ont pas encore été publiés.

1.2.5 Effet antioxydant de la mélatonine (Fig.1.9)

La mélatonine est un puissant antioxydant. Son caractére lipophile et hydrophile lui
permet de traverser facilement les membranes des cellules et des organites ainsi que les
barrieres morphologiques telles que la barriere hématoencéphalique et placentaire. Elle est
distribuée dans tous les compartiments subcellulaires, particulierement dans le noyau et la
mitochondrie (Luchetti et al., 2010, Slominski et al., 2012, Venegas et al., 2012). La mélatonine
a une action directe de chélateur des radicaux libres ou indirects en stimulant, via I'activation de
ses récepteurs MT1 et MT2 membranaire, I'expression des enzymes antioxydants. Li et
collaborateurs ont montré que I'administration de mélatonine réduit la génération d’OH- suite a
une ischémie-réperfusion dans le cerveau de rat (X. J. Li et al., 1997). Aprés avoir chélaté un
OH- la mélatonine est convertie en 3-hydroxylmélatonine cyclique qui neutralise a son tour
d’autres radicaux libres et il en résulte la formation de N1-acétyl-N2-formyl-5-
méthoxykynuramine (AFMK) (Hardeland et al., 1993). Par la suite, AFKM est convertie en N1-
acétyl-5-methoxykynuramine (AMK) (Hardeland et al., 1993). Ces métabolites sont aussi de
bons chélateurs de radicaux libres (Fig.1.8) (Guenther et al., 2005, Ressmeyer et al., 2003, Tan
et al., 2001). La formation de ces métabolites peut se faire de maniére enzymatique par
I'enzyme 2-3 indolamine dioxygénase et 'enzyme arylamine formamidase ainsi que de maniére
non-enzymatique, en chélatant directement les radicaux libres (Ferry et al., 2005, Hardeland et
al., 1993). Cette cascade antioxydante fait de la mélatonine un chélateur efficace pour réduire
les dommages oxydatifs (Reiter et al., 2009a, Tan et al., 2002) et présentant des propriétés
antioxydantes supérieures a la vitamine C et E, le glutathion, la B-caroténe et le sélénium
(Gultekin et al., 2001, Hsu et al., 2000, Milczarek et al., 2010, Montilla et al., 2001, Tan et al.,
2003).
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Figure 1.8: Cascade antioxydante de la mélatonine. La mélatonine neutralise un radical libre puis est convertie en
3-hydroxylmélatonine cyclique et N1-acétyl-N2-formyl-5-méthoxykynuramine (AFMK) qui a son tours chélate un
radical libre et est convertie en N1-acétyl-5-methoxykynuramine (AMK). Modifié de (Galano et al., 2013)

La mélatonine exerce aussi un effet antioxydant indirect, en inhibant les enzymes pro-
oxydantes et en stimulant les enzymes antioxydantes. La mélatonine induit des changements
dans I'expression des genes des enzymes, mais aussi de leurs activités. L’augmentation des
enzymes antioxydantes est récepteur dépendant. Choi et collaborateur ont montré une
augmentation des enzymes antioxydantes (Cu-SOD, Zn-SOD et GSH-Rd) par une activation
des récepteurs MT1 et MT2 suite a I'administration de mélatonine dans les fibroblastes de
cornés (Choi et al., 2011).En effet, la mélatonine réduit I'expression des enzymes pro-
oxydantes, la lypoxygénase (catalyse la peroxydation des lipides) et 'oxyde nitrique synthase
(NOS) (Bettahi et al., 1996, Brash, 1999, Hardeland, 2005, Pozo et al., 1997). Une
augmentation de l'activité des enzymes GSH-Px et SOD dans le cerveau, les reins, le foie de
rate, des lignées cellulaires neurales et le placenta suite a 'administration de mélatonine a été
démontrée (Barlow-Walden et al., 1995, Liu et al., 2000, Mayo et al., 2002, Ozturk et al., 2000,
Pablos et al., 1995, Reiter, 1995). |l a été aussi proposé que la mélatonine pourrait d’'induire
'expression des enzymes antioxydantes par la voie de signalisation NFxB. En effet, la
mélatonine interagit avec la calmoduline, ce qui entraine l'inactivation du récepteur RORa. Or,
I'inhibition de RORa diminue I'expression de IkB ce qui entraine la translocation de NFxB afin

d’activer les génes liés aux enzymes antioxydantes (Tomas-Zapico et al., 2005).
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Dans les cellules saines la mélatonine favorise la survie cellulaire en activant MT1 et
MT2. Ceci entraine I'inactivation de p38 et JNK et empéche I'induction de I'expression de p53
(protéine pro-apoptotique). Cette inhibition diminue le ratio Bax/Bcl2 ce qui empéche la
perméabilisation de la membrane mitochondriale. Par conséquent, il y a une inhibition des

caspases 9 et 3, ce qui empéche I'apoptose (Das et al., 2008, Das et al., 2010).
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Figure 1.9: Effet antioxydant de la mélatonine de maniére récepteur-dépendant et -indépendant. La mélatonine
passe au travers de toutes les barrieres physiologiques et neutralise les ROS dans le cytosol, la mitochondrie et le
noyau. La mélatonine augmente I'expression et l'activité des enzymes antioxydantes de maniére récepteur-
dépendant et -indépendant. L’activation des récepteurs MT1 et MT2 induit la phosphorylation d’AKT qui se lie & Bad
afin d’empécher la perméabilisation de la membrane mitochondriale. L’activation de MT1/MT2 inhibe la
phosphorylation de p38 et JNK ce qui inactive p53. Il en résulte une inhibition de la voie intrinséque de I'apoptose.
APAF-1 : apoptotic protease activated factor 1 ; Bad : Bcl2 asscociated death promoted ; Bax : Bcl-2 associated X
protein; Bcl-2: B-cell lymphoma 2; Cyto c: cytochrome c; JNK: c-jun NH2-terminal kinases; PI3K:
phosphoinositol-3 kinase. Ligne pleine : mécanisme direct ; Ligne hachuré : mécanisme indirect. Tiré de (Lanoix et

al., 2012c)
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1.2.6 Mélatonine et stress du RE

Le stress oxydatif contribue a I'activation de la réponse UPR (Brown et al., 2010). Il a été
suggéré que l'effet antioxydant de la mélatonine permettrait d’améliorer la viabilité cellulaire en
modulant le stress du RE (Brown et al., 2010). Par contre, peu d’études ont été réalisées sur
'effet de la mélatonine sur la modulation du stress du RE. Or, la mélatonine réduit les
marqueurs du stress du RE et I'apoptose mitochondriale dans des pathologies neurologiques
induit par différents inducteurs tels que la roténone, I'ischémie, la cyclosporine A, etc. (Carloni
et al.,, 2014, Goswami et al., 2016, Yoo et al., 2010). De méme que dans la maladie de
Parkinson ou I'agrégation d’a-synucléine entraine une activation de la voie UPR, la mélatonine
renverse ces effets en induisant une diminution de I'expression de ATF4, CHOP, XBP1 et
GRP78 (Chung et al., 2013, Colla et al., 2012, Holtz et al., 2003). De plus, la mélatonine
diminue I'expression d’ATF6, CHOP et le relachement du cytochrome C suite a l'induction du
stress du RE par I'arsénite de sodium dans le cerveau de rat (Anya MY Lin et al., 2009). Ceci
suggére que la mélatonine diminue l'apoptose induit par le stress du RE et la voie
mitochondriale. En effet, il a été montré que la mélatonine serait capable de réduire les
marqueurs du RE et aurait un effet protecteur dans différentes pathologies. Dans une
insuffisance hépatique aigué, I'apoptose hépatique induit par le stress du RE, joue un rble
important. Suite a une infection par une maladie hémorragique virale dans un modéle de lapin
avec une insuffisance hépatique aigué, une élévation de PERK, ATF6, IRE1, sXBP1, CHOP et
de caspase 3 clivé a été observé dans le foie. Un traitement a la mélatonine prévient
laugmentation de ces facteurs (Tufion et al., 2013). De plus, dans le méme modele, les
facteurs de l'autophagie sont augmentés et I'administration de mélatonine diminue beclin-1,
p62, le complexe Atg5/12/16L1 et le ratio LC3II/LC3I (San-Miguel et al., 2015). Ceci montre que
la mélatonine a un effet régulateur sur le stress du RE. D’autres études ont montré I'implication
de la mélatonine dans la régulation du stress du RE, du stress oxydatif, de 'autophagie et de
'apoptose. Le lipopolysaccharide (LPS) induit la mort foetale et un RCIU chez la souris.
L’administration de LPS induit le stress du RE par une augmentation de p-elF2a, JNK, CHOP et
HO-1 (lié a 'augmentation du stress oxydatif) et une diminution du niveau de glutathion (GSH)
et une augmentation des enzymes antioxydants (Hua Wang et al., 2011). L’administration de
mélatonine renverse tous ces effets du LPS (Hua Wang et al., 2011, C Zhang et al., 2007).
Dans le cas d'un diabéte de type 2, I'hyperglycémie entraine un stress oxydatif et un stress du
RE dans les cellules béta du pancréas, menant aux différentes complications du diabéte (Zephy

et al., 2015). Il a été montré que la mélatonine diminue les ROS et les protéines pro-
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apoptotiques, p38 et JNK ainsi que la caspase 3, ce qui conduit a une amélioration de la

viabilité des cellules insulino-résistantes INS-1 de rat (Jae-Hyung Park et al., 2014). Toutes ces

observations suggérent que la mélatonine pourrait étre un bon traitement thérapeutique pour

réguler le stress oxydatif, le stress du RE, l'autophagie et 'apoptose dans le placenta.
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CHAPITRE 2 : HYPOTHESE ET OBJECTIFS

La PE précoce ou séveére est une pathologie de la grossesse associée a un défaut de
remodelage des artéres spiralées maternelles, qui entraine une perfusion pulsatile avec un taux
en oxygéne oscillant, conduisant & un état d’'ischémie/reperfusion au niveau de la chambre
intervilleuse (Jauniaux et al., 1994, Jauniaux et al., 2000). Ceci entraine un stress oxydatif et
'apoptose au niveau des vCTB et du STB (Burton et al., 2001). L’apparition des signes
cliniques de la PE est le résultat d’'un stress inflammatoire systémique suite a une libération de
cytokines pro-oxydantes, de facteurs pro-inflammatoires et de facteurs placentaires libérés lors
de la mort des STB (Cindrova-Davies, 2009). Il a été montré que le stress du RE pourrait étre
impliqué dans 'augmentation d’apoptose du STB observé dans la PE (Burton et al., 2011). La
mélatonine est une hormone a large spectre d’activité biologique. En effet, elle posséde une
puissante action cytoprotectrice et antioxydante (Reiter et al., 2003). La présence de mélatonine
et de ses récepteurs (MT1 et MT2) ainsi que de ses enzymes de synthéses (ANAAT et HIOMT)
a été démontrée dans les trophoblastes humains et les lignées cellulaires de choriocarcinome
placentaire, JEG-3 et BeWo (Lanoix et al., 2008). Il a aussi démontré que la mélatonine a une
action paracrine et autocrine sur les fonctions du placenta et un effet protecteur contre le stress
oxydatif (Lanoix et al., 2008). Dans les placentas provenant de grossesse avec PE, la
concentration de mélatonine est diminuée ainsi que I'expression d’ANAAT et des récepteurs
MT1 et MT2 comparée aux grossesses normotensives (Lanoix et al., 2012a). L’augmentation
du stress oxydatif, du stress du RE et de l'apoptose pourrait étre la conséquence d’une
altération du systéme mélatonine dans les placentas prééclamptiques. En effet, in vitro, le
traitement a la mélatonine renverse 'augmentation du stress oxydatif et de I'apoptose induite
par une H/R dans les primocultures de trophoblastes villeux (Lanoix et al., 2013). Des études
ont montré que la mélatonine est capable d’améliorer la viabilité cellulaire en modulant le stress
du RE dans le foie (San-Miguel et al., 2015, Tundén et al, 2013) et les maladies
neurodégenératives (Carloni et al., 2014, Goswami et al., 2016). Actuellement, I'effet de la
mélatonine sur le stress du RE induit par une H/R dans les trophoblastes villeux n’a jamais été
étudié. Notre hypothése est que la mélatonine protége les cellules trophoblastiques du stress
du RE induit par une H/R. Les objectifs spécifiques sont: (1) Déterminer si I'H/R active le
stress du RE et les voies de signalisations PERK et IRE1a. dans un modéle de trophoblaste
villeux humain, les cellules BeWo ; (2) Déterminer si la mélatonine renverse les effets de 'H/R

sur le stress du RE et les voies de signalisations PERK et IRE1a dans les cellules BeWo.
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CHAPITRE 3 : METHODOLOGIE

3.1 Matériels

La mélatonine (M5250) et le MEM/F-12 HAM sans rouge de phénol ont été achetés
chez Sigma-Aldrich (Oakville, ON). Le sérum bovin foetal (FBS) inactif provient de chez Hyclone
Laboratories (Logan, UT). Le TrypLE™ a été acheté chez Life technologies (Carlsbad, CA). Les
flasques T-75 cm? et les plaques de 6 puits ont été achetés chez Corning Life Science (Thermo
Fisher Scientific, Mississauga, ON). Le Micro BCA Protein Assay kit a été obtenu chez Pierce
Biotechnology. L’anticorps secondaire horseradish peroxidase (HRP)-conjugated et le Re-Blot
plus Mild Antibody Stripping solution a été obtenu chez Millipore (Thermo Fisher Scientific). Les
anticorps dirigés contre BIP/GRP78 (# 3177), IRE1a (# 3294), PERK (# 5683), elF2a (# 9722),
phospho-elF2a (Ser51 —# 9721), ATF-4 (# 11815), IxkBa (# 9242) ont été achetés chez Cell
Signaling (Beverly, MA). Les anticorps monoclonaux contre phospho-IRE1a (S724 —#
ab48187), CHOP (# ab179823), p38 (# ab27986), p-p38 (# ab4822) et TRAF2 (# ab126758) ont
été achetés chez Abcam (Toronto, ON). L’anticorps monoclonal contre phospho-PERK (Thr981
—# sc-32577) a été acheté chez Santa Cruz Biotech (Dallas, Tx). L'anticorps polyclonal contre
NFxB (# 06-418) provient de Millipore. Le kit de coloration MemCode™ Rerversible Protein, le
cocktail inhibiteur de protéases et le cocktail Inhibiteur Halt Phosphatase ont été acheté Thermo
Fischer Scientific. Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDF membranes et le Clarity Max™ Western ECL

substrat proviennent de Bio-Rad Laboratories (Mississauga, ON).

3.2 Culture des cellules BeWo

La lignée cellulaire de choriocarcinome placentaire humain, BeWo, a été obtenue chez
American Type Culture Collection (ATCC ; Rockville, MD). Les cellules BeWo ont été cultivées
dans du milieu MEM/F12 HAM sans rouge de phénol avec 0,6 % de bicarbonate de sodium
(Sigma Aldrich) et 10 % de FBS (Hyclone) dans des flasques T-75 cm? dans une atmosphére
humidifiée a 5 % de CO, a 37 °C. Les cellules ont été passées lorsqu’elles ont atteint 90% de

confluence avec du TrypLE™.
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3.3 Traitement (Fig.3.1)

Pour étudier I'effet de I'H/R et de la mélatonine sur le stress du RE, les cellules BeWo
ont été cultivées dans du milieu MEM/F-12 HAM avec 10 % de FBS en conditions de normoxie
ou d’H/R dans des Modular Incubateur Chambers (Billups-Rothenberg, Del Mar, CA). Les
cellules ont été cultivées a une densité de 4,5 x 10° cellules/cm? et incubées 24 h en condition
de normoxie (8 % O3, 5 % CO,, 87 % N,) afin de permettre aux cellules d’adhérer a la plaque.
Par la suite, les cellules ont été traitées avec des concentrations croissantes de mélatonine (1
nM, 1 uM et 1 mM), ou le véhicule (DMSO 0,1 %) ou de la tunicamycine a 3,5 ug/ml (contrdle
positif) et cultivées en normoxie (8 % O, 5 % CO,, 87 % Nz) ou en H/R (hypoxie (0,5 % Oz, 5 %
COy, 94,5 % N,) pendant 4 h suivie d’'une réoxygénation (8 % O,, 5 % CO,, 87 % N3)) pendant
0 min, 2 h, 4 h, 6 h ou 24 h. La solution mére de mélatonine diluée dans 0,1% de DMSO a été

fraichement préparée le jour de I'expérience.

3.4 Immunobuvardage de type western (Fig.3.1)

Les protéines totales ont été extraites comme suit : les cellules BeWo ont été rincées
avec du tampon phosphate salin froid (PBS), puis décoller avec 100 pyL de tampon
radioimmunoprécipitation RIPA (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, NP-40 1
%, Na-deoxycholate 0,25 %) contenant des inhibiteurs de protéases et de phosphatases. Les
lysats ont été meélangés par vortex toutes les 5 min pendant 30 min et maintenus sur glace. Par
la suite, les lysats ont subi 2 sonifications de 5 s espacées de 30 s afin de solubiliser les
protéines. Les homogénats ont été centrifugés 15 min a 14000 x g a 4 °C et les surnageants
transférés dans des Eppendorfs de 1,5 mL. La concentration de protéines pour chaque
échantillon a été déterminée par quantification spectrophotométrique (SpectracMax M5 avec le
programme SoftMax Pro v5, Molecular Device, CA) en utilisant le kit Micro BCA Protein Assay
kit (Pierce Biotechnologie, Thermo Fisher Scientific). Les protéines ont été conservé a -20 °C
jusqu’a 'analyse par immunobuvardage de type western.

Les protéines ont été solubilisé dans du tampon Laemmli (100 mM Tris-HCI, pH 6,8, 200
mM B-mercaptoethanole, 20% glycérole, 4% dodécylsulfate de sodium (SDS) et 0,2 % de bleu
de bromophénol) et chauffé a 95 °C pendant 7 min. Les protéines (40 ug) ont par la suite été
séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide contenant du SDS (gel de tassement
4% et gel séparation variant selon la taille des protéines), puis transférées sur une membrane

de nitrocellulose a l'aide du Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad). Les membranes ont
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été bloquées avec 5 % de lait en poudre écrémé (w/v) ou 5% de BSA (w/w) (pour les protéines
phosphorylées) dans du tampon Tris salin (TBS) (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl)
pendant 1 h a température ambiante afin d’éviter des liaisons non spécifiques. Par la suite les
membranes ont été incubées pour la nuit a 4 °C avec les anticorps primaires ; I'anti-BIP/GRP78
(1:1000), I'anti-IRE1a (1:1000), I'anti-PERK (1:1000), I'anti-CHOP (1:500), I'anti-elF2a (1:1000),
I'anti-phospho-elF2a. (1:500), I'anti-ATF-4 (1:500), I'anti-NFxB (1:500), I'anti-lkBa. (1:1000),
'anti-TRAF2 (1 :1000), I'anti-p38 (1:1000) ou l'anti-p-p38 (1:500). Les membranes ont été
lavées 3 x 5 min avec du TBS contenant 0,1 % de Tween (TBS-T). Cette étape a été suivie
d’'une incubation avec l'anticorps secondaire anti-lapin ou anti-souris conjuguées a une
peroxydase horseradish pendant 1 h a température ambiante. Les membranes ont été lavées 3
x 5 min avec du TBS-T et mises en contact avec le Clarity™ Western ECL substrat (Bio-Rad).
Les bandes associées aux protéines d’intéréts ont été révélées en utilisant le ChemiDoc™
XRS+ system (Bio-Rad) et I'intensité des bandes a été quantifiée par analyse densitométrique
avec le programme Image Lab 5.2 (Bio-Rad). La normalisation sur les protéines totales a été
réalisée avec le MemCode™ Reversible Protein Stain Kit (Thermo Fisher Scientific) suivant le
protocole du fournisseur. Les protéines sont exprimées en pourcentage du véhicule témoin
(DMSO normoxie).

3.5 Analyse statistique

Toutes les analyses ont été réalisées sur au moins quatre passages différents de
cellules BeWo (n = 4). Les différences statistiques significatives (P < 0,05) ont été déterminées
par le test Kruskal-Wallis suivi d’'un test post-hoc Dunn’s ou un test-t a partir du logiciel
GraphPrism v.5.0a, GraphPad Software, San Diego, CA.
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Figure 3.1: Représentation schématique du protocole expérimentale. Les cellules BeWo ont été ont été traitées
avec des concentrations croissantes de mélatonine (1 nM, 1 uM et 1 mM) ou le véhicule (DMSO 0,1 %) ou de la
tunicamycine a 3,5 ug/ml (contréle positif), puis cultivées en normoxie (8 % O2, 5 % CO2, 87 % Nz) ou en H/R
(hypoxie (0,5 % O2, 5 % COg2, 94,5 % Nz) pendant 4 h suivie d’une réoxygénation (8 % Oz, 5 % CO2, 87 % N2))
pendant 0 min, 2 h, 4 h, 6 h et/ou 20 h, tel décrit a la section 3.3. Les protéines ont été extraites et dosées avec la
trousse BCA, les marqueurs du stress du RE GRP78, PERK, IRE1a, ATF4, elF2a, CHOP, TRAF2, NFxB et kB ont
été analysées par immunobuvardage de type western tel que décrit a la section 3.4.
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CHAPITRE 4 : RESULTATS

4.1 Effet de I'’hypoxie/réoxygénation (H/R) et de la mélatonine sur
I’expression des protéines GRP78, PERK et IRE1a de la voie UPR

Les analyses d'immunobuvardage de type western ont montré dans les cellules BeWo
cultivées 24 h en condition d’H/R une augmentation significative de I'expression protéique de
GRP78 (537,1% ; P = 0,0172), PERK (249,5% ; P = 0,0379) et IRE1a (259,1% ; P = 0,0293)
par rapport aux cellules maintenues en normoxie (Fig.4.1A, 4.2A et 4.3A). La mélatonine en
condition de normoxie et d’H/R a augmenté de maniére concentration-dépendante, avec un
effet maximal a 1 mM mélatonine, I'expression protéique de GRP78, PERK, IRE1a par rapport
au vehicule-témoin (Fig.4.1B, 4.2B, 4.3B). La concentration de 1 mM mélatonine a donc été
choisie pour les analyses subséquentes. En condition de normoxie la mélatonine (1 mM) a
augmenté de maniére significative I'expression de GRP78 (499,4% ; P = 0,0510), PERK
(289,5% ; P = 0,0094), IRE1a (357,0% ; P = 0,0514) par rapport au véhicule-témoin (Fig.4.1C,
4.2C, 4.3C). Le traitement avec 1 mM la mélatonine en condition d’'H/R a montré une
augmentation significative de GRP78 (756,2%, P = 0,0373), PERK (336,0%, P = 0,0345) et
IRE1a (534,6%, P = 0,0115) par rapport aux cellules maintenues en normoxie (Fig.4.1C, 4.2C,
4.3C). Ces résultats suggerent que I'H/R et la mélatonine activent la voie UPR dans les cellules
BeWo.
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Figure 4.1: Effet de I’hypoxie/réoxygénation et de la mélatonine sur I’expression de la protéine GRP78. Les
cellules BeWo ont été traitées avec de la mélatonine a 1 nM, 1 uM et 1 mM ou le véhicule témoin (0,1% DMSO) ou la
tunicamycine (3,5 pg/ml ; contréle positif) en condition de normoxie ou H/R pendant 24 h. Les lysats de protéines ont
été séparés par électrophorése sur gel SDS-PAGE (12%) puis transférés sur membrane de nitrocellulose et détectés
avec I'anticorps anti-GRP78, tel que décrit dans la section méthodologie. Analyse semi-quantitative par densitométrie
de I'expression de la protéine de GRP78 normalisée avec la coloration des protéines totales par MemCode et photo
représentative d’'un immunobuvardage obtenue (A) en condition de normoxie vs H/R et (B) en condition de normoxie
ou H/R en présence de concentrations croissantes de mélatonine. (C) Analyse semi-quantitative par densitométrie de
l'effet de 1 mM de mélatonine en condition de normoxie et d’'H/R sur I'expression de la protéine de GRP78
normalisée avec la coloration des protéines totales par MemCode. Les valeurs densitométriques sont exprimées en
pourcentage du véhicule-témoin (DMSO en normoxie a 24 h ; valeur arbitraire de 100%). Les résultats représentent
la moyenne (+ SEM) de 4 expériences indépendantes. L’analyse statistique comparativement aux véhicules-témoins
a été réalisée par le test Kruskal-Wallis suivie du test post-hoc Dunn’s (*P < 0,05, **P < 0,01) ou le test-t (##P <0,01).
Les résultats du contrdle positifs n’ont pas été inclus dans les analyses statistiques. Bleu : normoxie ; Rouge : H/R ;
Vert : contréle positif (tunicamycine) ; Colonne vide : DMSO ; Colonne hachurée : 1 mM mélatonine.
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Figure 4.2: Effet de I’hypoxie/réoxygénation et de la mélatonine sur I’expression de la protéine PERK. Les
cellules BeWo ont été traitées avec de la mélatonine a 1 nM, 1 yM et 1 mM ou le véhicule témoin (0,1% DMSO) ou la
tunicamycine (3,5 pg/ml ; contréle positif) en condition de normoxie ou H/R pendant 24 h. Les lysats de protéines ont
été séparés par électrophorése sur gel SDS-PAGE (12%) puis transférés sur membrane de nitrocellulose et détectés
avec I'anticorps anti-PERK, tel que décrit dans la section méthodologie. Analyse semi-quantitative par densitométrie
de I'expression de la protéine de PERK normalisée avec la coloration des protéines totales par MemCode et photo
représentative d’'un immunobuvardage obtenue (A) en condition de normoxie vs H/R et (B) en condition de normoxie
ou H/R en présence de concentrations croissantes de mélatonine. (C) Analyse semi-quantitative par densitométrie de
l'effet de 1 mM de mélatonine en condition de normoxie et d’'H/R sur I'expression de la protéine de GRP78
normalisée avec la coloration des protéines totales par MemCode. Les valeurs densitométriques sont exprimées en
pourcentage du véhicule-témoin (DMSO en normoxie a 24 h ; valeur arbitraire de 100%). Les résultats représentent
la moyenne (+ SEM) de 4 expériences indépendantes. L’analyse statistique comparativement aux véhicules-témoins
a été réalisée par le test Kruskal-Wallis suivie du test post-hoc Dunn’s (*P < 0,05) ou le test-t (#P < 0,05). Les
résultats du contréle positifs n'ont pas été inclus dans les analyses statistiques. Bleu : normoxie ; Rouge : H/R ; Vert :
contréle positif (tunicamycine) ; Colonne vide : DMSO ; Colonne hachurée : 1 mM mélatonine.
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Figure 4.3: Effet de I'hypoxie/réoxygénation et de la mélatonine sur I’expression de la protéine IRE1a. Les
cellules BeWo ont été traitées avec de la mélatonine a 1 nM, 1 uM et 1 mM ou le véhicule témoin (0,1% DMSO) ou la
tunicamycine (3,5 pg/ml ; contréle positif) en condition de normoxie ou H/R pendant 24 h. Les lysats de protéines ont
été séparés par électrophorése sur gel SDS-PAGE (12%) puis transférés sur membrane de nitrocellulose et détectés
avec l'anticorps anti-IRE1a., tel que décrit dans la section méthodologie. Analyse semi-quantitative par densitométrie
de I'expression de la protéine de IRE1a. normalisée avec la coloration des protéines totales par MemCode et photo
représentative d’'un immunobuvardage obtenue (A) en condition de normoxie vs H/R et (B) en condition de normoxie
ou H/R en présence de concentrations croissantes de mélatonine. (C) Analyse semi-quantitative par densitométrie de
l'effet de 1 mM de mélatonine en condition de normoxie et d’H/R sur I'expression de la protéine de GRP78
normalisée avec la coloration des protéines totales par MemCode. Les valeurs densitométriques sont exprimées en
pourcentage du véhicule-témoin (DMSO en normoxie a 24 h ; valeur arbitraire de 100%). Les résultats représentent
la moyenne (+ SEM) de 4 expériences indépendantes. L’analyse statistique comparativement aux véhicules-témoins
a été réalisée par le test Kruskal-Wallis suivie du test post-hoc Dunn’s (*P < 0,05) ou le test-t (*P < 0,05). Les
résultats du contrble positifs n'ont pas été inclus dans les analyses statistiques. Bleu : normoxie ; Rouge : H/R ; Vert :
contréle positif (tunicamycine) ; Colonne vide : DMSO ; Colonne hachurée : 1 mM mélatonine.
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4.2 Effet de I'H/R et de la mélatonine sur la voie de signalisation
PERK

Pour confirmer si la voie PERK est activée par I'H/R et la mélatonine, les protéines en
aval elF2a, ATF4 et CHOP ont été analysées. Dans un premier temps, pour déterminer I'effet
de I'H/R et de la mélatonine (1 mM) sur la voie PERK, des traitements temps-dépendants de 0,
2,4, 6 et 24 h ont été réalisés. Les résultats ont montré que I'expression protéique d’elF2a
phosphorylée sur elF2a totale (p-elF2a/elF2a) et CHOP ne varie pas de 0 a 24 h en condition
de normoxie dans les cellules BeWo (Annexe Fig. | et Il). En condition d’H/R, il n’'y a pas de
variation de 0 a 24 h de I'expression protéique pour le ratio p-elF2a/elF2a tandis qu’a 24 hiily a
une augmentation significative de CHOP (180,5% ; P = 0,0319) par rapport au véhicule-témoin
(Fig. 4.4A et C). En normoxie, 1 mM de mélatonine augmente le ratio p-elF2a/elF2a de
maniére temps-dépendant pour atteindre un maximum significatif d’expression protéique a 24 h
(208,8%, P = 0,0471 ; Fig.4.4A ; annexe Fig. ) par rapport a 0 h, tandis qu’en H/R, aucun effet
de la mélatonine n’est observé. La mélatonine (1 mM) n’a pas d’effet sur I'expression protéique
de CHOP en condition de normoxie et H/R par rapport au témoin-DMSO, tandis qu’en H/R, elle
augmente significativement (224,8 % ; P = 0,0330) par rapport au témoin-DMSO en normoxie
(Fig.4.4C et annexe Fig. Il). L’'H/R induit, dans les cellules BeWo, une augmentation significative
de [l'expression protéique d’'ATF4 (362,2% P = 0,0479) comparativement aux cellules
maintenues en normoxie (Fig. 4.4 B). L’expression protéique d’ATF4 est également
significativement augmentée par 1 mM de mélatonine en condition de normoxie (185,3% ; P =
0,0060) et d’H/R (866,1%, P = 0,0510 ; Fig.4.4 B) par rapport au véhicule-témoin. Ces résultats
suggeérent que I'H/R et la mélatonine induisent la voie PERK par l'activation d’elF2a, d’ATF4 et
CHOP dans les cellules BeWo.
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Figure 4.4: Effet de I’hypoxie/réoxygénation (H/R) et de la mélatonine sur I’expression des protéines elF2q,
ATF4 et CHOP de la voie PERK. Les cellules BeWo ont été traitées avec de la mélatonine a 1 mM ou le véhicule
témoin (DMSO a 0,1%) ou de la tunicamycine (3,5 pg/ml; contréle positif) en condition de normoxie ou d’H/R
pendant 24 h. Les lysats de protéines ont été séparés par électrophorése sur gel SDS-PAGE (12%) puis transférés
sur membrane de nitrocellulose et détectés avec les anticorps anti-p-elF2q, anti-elF2a., anti-ATF4, anti-CHOP tel que
décrit dans la section méthodologie. Analyse semi-quantitative par densitométrie de I'expression de la protéine A) p-
elF2a/elF2a, B) ATF4 et C) CHOP normalisée avec la coloration des protéines totales par MemCode. Les valeurs
densitométriques sont exprimées en pourcentage du véhicule-témoin (DMSO en normoxie a 24 h ; valeur arbitraire
de 100%). Les résultats représentent la moyenne (+ SEM) de 4 a 5 expériences indépendantes. L’analyse statistique
comparativement aux véhicules-témoins a été réalisée par le test Kruskal-Wallis suivie du test post-hoc Dunn’s (*P <
0,05, **P < 0,01) ou le test-t (##P < 0,01). Les résultats du contréle positifs n'ont pas été inclus dans les analyses
statistiques. Bleu : normoxie ; Rouge : H/R ; Vert : contréle positif (tunicamycine) ; Colonne vide : DMSO ; Colonne
hachurée : 1 mM mélatonine. Voir les annexes Fig. I, Il et lll, pour les analyses temps- et concentrations-
dépendantes.
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4.3 Effet de 'H/R et de la mélatonine sur la voie de signalisation
IRE1a

Pour vérifier si la voie IRE1a est activée, des traitements temps dépendants a 0, 2, 4, 6
et 24 h en condition de normoxie et d’H/R, sans ou avec 1 mM mélatonine, ont été réalisés pour
les protéines TRAF2, NF«B et IkB (Annexe Fig. IV et V). Les résultats ont montré en condition
de normoxie que I'expression protéique de TRAF2 ne varie pas de 0 a 24 h (Annexe Fig. IV).
En condition d’H/R, I'expression protéique de TRAF2 ne varie pas de 0 a 6 h par contre a 24 h,
il y a une augmentation significative (248,0% ; P = 0,0130 Fig.4.5 A) par rapport au cellules
cultivées en normoxie. L’ajout de 1 mM de mélatonine, en condition de normoxie et H/R
n’'affecte pas I'expression protéique de TRAF2 comparativement au véhicule-témoin. Par
contre, la mélatonine (1 mM), en condition d’'H/R augmente significativement (275,4% ; P =
0,0006) I'expression de TRAF2 comparativement au véhicule-témoin en normoxie (Fig.4.4A).
Ces résultats suggérent que I'H/R active TRAF2. Les protéines en aval NF«xB et IxB impliquées
dans la régulation de I'inflammation ont également été analysées. Les résultats ont montré que
I'expression protéique de NFxB ne varie pas suite au traitement avec 1 mM de mélatonine en
condition de normoxie et dH/R de 0 a 24 h (Annexe Fig.V A et B ; Fig.4.5C). Les résultats ont
montré, qu’en condition de normoxie 1 mM de mélatonine n’affecte pas I'expression protéique
de IkB (Annexe Fig.V C et D). En condition d’H/R, I'expression protéique kB ne varie pas de 0
h a 6 h mais a 24 h, il y a une augmentation significative (565,7% ; P = 0,0352) par rapport a la
normoxie tandis qu’en condition de normoxie et d’'H/R, la mélatonine n’a pas d’effet (Annexe
Fig.V C et D, Fig.4.5D). Le ratio de NFxB sur IxB (NFxB/IxB) montre que les traitements avec
ou sans mélatonine en condition de normoxie ou d’H/R, n‘ont pas d’effet (Fig.4.5B). Ces
résultats suggerent que I'H/R active de maniére significative TRAF2, mais que la voie de

'inflammation NFxB n’est pas affecté ni par I'H/R ni par la mélatonine.
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Figure 4.5: Effet de I’hypoxie/réoxygénation (H/R) et de la mélatonine sur I’expression des protéines TRAF2,
NF«B et IkB de la voie IRE1a. Les cellules BeWo ont été traitées avec de la mélatonine a 1 mM ou le véhicule
témoin (DMSO a 0,1%) ou de la tunicamycine (3,5 pg/ml; contréle positif) en condition de normoxie ou d’H/R
pendant 24 h. Les lysats de protéines ont été séparés par électrophorése sur gel SDS-PAGE (12%) puis transférés
sur membrane de nitrocellulose et détectés avec les anticorps anti-TRAF2, anti-NF«B, anti-IkB tel que décrit dans la
section méthodologie. Analyse semi-quantitative par densitométrie de I'expression de la protéine A) TRAF2, B) NFxB
et C) IkB normalisée avec la coloration des protéines totales par MemCode. Les valeurs densitométriques sont
exprimées en pourcentage du véhicule-témoin (DMSO en normoxie a 24 h ; valeur arbitraire de 100%). Les résultats
représentent la moyenne (+ SEM) de 4 a 5 expériences indépendantes. L’analyse statistique comparativement aux
véhicules-témoins a été réalisée par le test Kruskal-Wallis suivie du test post-hoc Dunn’s ou le test-t (#P < 0,05). Les
résultats du contréle positifs n'ont pas été inclus dans les analyses statistiques. Bleu : normoxie ; Rouge : H/R ; Vert :
contréle positif (tunicamycine) ; Colonne vide : DMSO ; Colonne hachurée : 1 mM mélatonine. Voir les annexes.Fig.
IV et V, pour les analyses temps-dépendantes.
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CHAPITRE 5 : DISCUSSION

Le premier objectif de cette étude était de démontrer si I'H/R induit le stress du RE dans
un modéle de trophoblaste villeux humain, les cellules BeWo. Nos résultats ont montré que
I'H/R induit le stress du RE par une augmentation significative de la voie UPR (expression
protéique de GRP78, PERK et IRE1a). Ces résultats sont en accord avec les données de la
littérature démontrant qu’'une H/R sévére (1/20% O,) augmente I'expression de GRP78 dans les
cellules BeWo (Yung et al.,, 2014). Lors d’un stress du RE, linduction de GRP78 permet
d’augmenter la capacité de repliement des protéines afin de rétablir 'homéostasie cellulaire
(Xu et al.,, 2005). De plus, des études ont montré la présence de GRP78 a la membrane
plasmique du trophoblaste villeux, suggérant que cette protéine joue un rdle important dans la
syncytialisation (Arnaudeau et al., 2009, Fradet et al., 2012). Dans ce sens une diminution de la
fusion suite a une inhibition de GRP78 dans les cellules BeWo a été décrite (Fradet et al.,
2012). Une diminution de GRP78 a la surface des vCTB issues de grossesses prééclamptiques
vs normotensives a également été décrite, suggeérant que la relocalisation de GRP78 du RE a la
membrane plasmique est altérée dans les trophoblastes villeux prééclamptiques (Fradet et al.,
2012). Les auteurs suggérent qu’une altération de I'expression de GRP78 ou de sa
translocation a la membrane plasmique entraine un défaut de syncytialisation menant aux
symptdmes de PE (Fradet et al., 2012). Des études ont également montré que la GRP78 est
transloquée a la membrane plasmique lorsque le stress du RE est activé dans les
cellules tumorales et normales (Li et al., 2006, Pfaffenbach et al., 2011). Au vu de ces résultats,
nous proposons que l'induction de GRP78 par I'H/R est associée a une augmentation du taux
de fusion qui induit une altération de 'homéostasie du trophoblaste villeux, contribuant aux
symptdmes de PE. Pour vérifier cette hypothése des analyses de syncytialisation par I'analyse
de la sécrétion d’hCG et de fusion en condition d’H/R dans les BeWo devront étre réalisées.

L’analyse des protéines en aval de la voie PERK a montré que I'H/R induit une
augmentation d’ATF4 et CHOP sans affecter I'activation de p-elF2a. En outre, il a été montré
que CHOP active directement GADD34, qui induit la biosynthése de protéine par une
déphosphorylation de la sérine 51 de la sous unité alpha delF2 dans des cellules
fibroblastiques d’embryon de souris traitées avec du DTT (Marciniak et al., 2004). Etant donné
que nos résultats ne montrent pas d’induction de p-elF2a en condition d’H/R, il serait
intéressant de vérifier 'activation de GADD34 par immunobuvardage de type western. D’autre

part, nos données montrent que la voie PERK est activée et induit 'apoptose en condition d’H/R
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dans les cellules BeWo. Des tests de TUNEL et analyse de caspases seront réalisés afin de
confirmer si 'apoptose est activé par les voies intrinséque et/ou extrinséque. Pour confirmer
I'activation de PERK par 'H/R, étant donné que les analyses d'immunobuvardages avec l'anti-
p-PERK n’ont pas été concluantes, des études d’immunoprécipitations devront étre réalisées.
Nos résultats sont en accord avec la littérature ou une augmentation de p-elF2a, GRP78 et
CHOP a été observé dans des placentas de grossesses compliquées par une PE associées a
un RCIU comparativement aux placentas de grossesses normotensives (Hong-wa Yung et al.,
2008).

Des études ont montré I'implication de la protéine ATF4 dans I'induction de I'autophagie
pour permettre la survie ou la mort cellulaire, dépendamment de la durée et l'intensité du stress
du RE (B'Chir et al.,, 2013, Deegan et al., 2015, Deegan et al., 2013). Une activation de
'autophagie par une augmentation des marqueurs LC3-1l, LAMP-2 et beclin-1 dans des
placentas de grossesses compliquées par un RCIU avec ou sans PE ainsi que dans des
primocultures de trophoblastes villeux cultivés sous hypoxie a été décrite (Curtis et al., 2013,
Hung et al., 2012). Au vu de ces observations, nous émettons I'’hypothése que I'induction de la
protéine ATF4 en condition d’H/R pourrait induire I'autophagie dans les cellules BeWo. Dans ce
sens, des études préliminaires réalisées dans notre laboratoire ont montré une augmentation de
beclin-1 (responsable de la premiére étape de I'autophagie), I’ATG7 (activateur principal de
'autophagie) et de LC3-1l suite au traitement avec 1 mM de mélatonine en condition d’H/R dans
les cellules BeWo (Fagundes et al., 2015). Des études supplémentaires, sont nécessaires pour
confirmer ou infirmer I'implication d’ATF4 dans l'induction de 'autophagie.

La protéine IRE1a contient un domaine endoribonucléase qui clive TARNm XBP1 et
permet de générer son facteur de transcription qui est impliqué dans I'induction des protéines
chaperonnes et la dégradation des protéines par le systtme ERAD afin de rétablir
’homéostasie. De plus, IRE1a active les voies pro-inflammatoires par son domaine kinase. Il a
été démontré que cette protéine peut stimuler les voies JNK, p38 et NFkB par I'activation des
protéines TRAF2 et ASK1 (Burton et al., 2009). L'H/R (in vitro) et I'ischémie/reperfusion (in vivo)
stimule la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de facteurs angiogéniques qui sont
impliqués dans la PE dans des explants villositaires (Cindrova-Davies et al., 2007a, Hung et al.,
2004). Nos résultats ont montré que I’'H/R augmente significativement TRAF2 et kB, sans effet
sur NFxB. De plus, le ratio NFxB/IxB, similaire a I'effet de la tunicamycine, n’est pas affecté par
I'H/R suggérant que l'inflammation n’est pas activée par 'H/R dans les cellules BeWo. Etant
donné que nos résultats ne montrent pas d’induction de NFxB, mais une augmentation de

TRAF2 en condition d’'H/R, nous avons regardé la voie p38, qui en situation de stress du RE est
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activée par la voie TRAF2-ASK1 (Fig. 5.1). Les résultats préliminaires ont montré que I'H/R n’a
aucun effet sur le ratio P-p38/p38 totale aprés 0, 2, 4, 6 et 24 h de traitement comparé a la
normoxie (annexe Fig. V). Une étude a démontré que p38 atteint son maximum d’activation
(phosphorylation) rapidement (30 min) puis retourne a un niveau basal au bout de 1 h suite au
traitement avec le 8-isoprostane dans des macrophages humains (Scholz et al., 2003). Il serait
intéressant de réaliser un traitement temps dépendant a 0, 15, 30 et 60 min en condition H/R
afin de déterminer s’il y a une activation de p38 et ASK1/JNK dans les cellules BeWo. De plus,
il reste a confirmer I'activation de la voie IRE1a par la détection de TARNm XBP1 par RT-qPCR
en condition d’H/R dans les cellules BeWo.

Une étude a montré I'implication de la voie PERK dans l'induction de l'inflammation dans
des cellules neuronales et de carcinomes rénaux (Tam et al., 2012). En effet, P-elF2a inhibe
IxB et permet la translocation de NFxB au noyau afin d’induire les génes d’inflammation. Il reste
a étudier si 'activation de la voie PERK par 'H/R et 1 mM de mélatonine observée dans notre
étude induit de linflammation. La protéine ATF6 aussi est capable d’induire NFxB par la
phosphorylation d’AKT (Nakajima et al., 2011, Yamazaki et al., 2009). Il sera important dans
une étude future de déterminer si 'H/R et la mélatonine affect la voie ATF6 dans les cellules
BeWo.

La mélatonine posséde un grand pouvoir antioxydant (voir section 1.2.5). In vitro, la
mélatonine renverse 'augmentation de stress oxydatif et I'apoptose induite par une H/R dans
les primocultures de trophoblastes villeux (Lanoix et al., 2013). Des études ont montré que la
mélatonine est capable également de favoriser la survie cellulaire en modulant le stress du RE
dans les maladies du foie dans un modeéle de lapin (San-Miguel et al., 2015, Tufiédn et al., 2013)
et les maladies neurodégénératives dans un modéle de rat et souris (Carloni et al., 2014,
Goswami et al., 2016). La mélatonine induit le stress du RE et la réponse UPR par une
augmentation significative de GRP78, PERK, IRE1a, p-elF2a et ATF4 et n’affecte pas NFxB en
condition de normoxie et mime ainsi les effets de 'H/R. Ces résultats, contrairement a ce que
nous avons proposé (voir section 1.2.6), montrent que la mélatonine ne renverse pas, mais
plutét mime les effets de I'H/R sur la voie UPR et le stress du RE dans les cellules BeWo. En
effet, nos données sont en accord avec la littérature qui démontre que la mélatonine exerce des
effets contraires dans les cellules normales vs tumorales. Ces résultats sont également en
accord avec les données obtenues dans notre laboratoire démontrant que la mélatonine stimule
I'apoptose en induisant une perte du potentiel de la membrane mitochondriale (Lanoix et al.,
2012c) et augmente PARP clivée dans les cellules BeWo (Fagundes et al., 2015) contrairement

aux primocultures de trophoblastes villeux ou la mélatonine inhibe I'apoptose. Dans les
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primocultures de trophoblastes, la mélatonine permet la survie cellulaire en diminuant le stress
oxydatif, I'inflammation et I'apoptose intrinséque induite par une H/R (Lanoix et al., 2013). Il a
été montré que lors d’'un stress environnemental, les cellules tumorales induisent la réponse
UPR afin de favoriser la survie et la croissance cellulaire mais dans le cas d'un stress
chronique, il y a I'induction de I'apoptose (Rouschop et al., 2013, Rzymski et al., 2009, Schewe
et al., 2008), suggérant que le traitement de I'H/R couplé a la mélatonine induit un stress sévére
menant a 'apoptose. Ces résultats mettent en évidence que les BeWo ne se comportent pas de
la méme facon que les trophoblastes primaires et sont en accord avec la littérature qui montre
que la mélatonine exerce des effets différents sur les cellules non-tumorales vs. tumorales. En
outre, il a été démontré dans que la mélatonine a un effet pro-oxydant dans plusieurs types de
cellules tumorales tandis qu’elle a un effet antioxydant dans les cellules normales (Bejarano et
al., 2011a, Koh et al., 2011, L. Xu et al., 2014, L. Xu et al., 2013). Plusieurs études démontrent
que la mélatonine induit 'apoptose par la modulation de la production des ROS dans les
tumeurs, tels que la lignée leucémie humaine HL-60, le mégacaryoblastique CMK, les cellules
Jurkat et Molt-4, 'adénocarcinome de prostate LNCap, 'adénocarcinome du célon HT-29 et le
carcinome gastrique murin (Bejarano et al., 2011a, Bejarano et al., 2011b, Joo et al., 2009, Koh
et al., 2011, Paternoster et al., 2009, L. Xu et al.,, 2014, L. Xu et al., 2013), tandis qu’elle
diminue les ROS, l'inflammation et I'apoptose dans les cellules normales, telles que les cellules
pancréatiques et cardiaques de rat, neurales, musculaires (Antolin et al., 2002, Ebelt et al.,
2000, Karimfar et al., 2015, J. H. Park et al., 2013, Shang et al., 2016). Il y a peu d’étude qui ont
été réalisées sur la modulation du stress du RE par la mélatonine dans les cellules
cancéreuses. Une étude a montré que la mélatonine induit la mort des cellules de mélanome
B16F10 par la voie UPR et PI3K/Akt/mTOR (régulateur de la prolifération cellulaire). Le co-
traitement tunicamycine/mélatonine diminue significativement la voie PI3K/Akt/mTOR et le ratio
Bcl2/Bax tandis qu’il augmente les protéines du stress du RE, p-PERK et p-elF2a. Il en résulte
une diminution de la viabilité cellulaire (Kim et al., 2014). Ces résultats montrent que la
mélatonine combinée a la tunicamycine diminue la survie en inhibant la voie PI3K/Akt/mTOR
via l'activation de la voie du stress du RE dans les cellules cancéreuses. Or dans les cellules
normales, la mélatonine améliore la viabilité cellulaire en diminuant le stress oxydatif, le stress
du RE et I'apoptose telle que décrite dans la section 1.2.5. Toutes ces observations montrent
que la mélatonine a des effets opposés en améliorant la survie cellulaire dans des cellules
normales, mais entrainant la mort par apoptose dans les cellules tumorales.

A court terme, il reste & confirmer 'activation des protéines PERK et IRE1a et I'apoptose

ainsi que de déterminer si les protéines JNK, p38, XBP1BP et ATF6 sont induites en condition
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d’H/R et avec la mélatonine dans les cellules BeWo (Fig.5.1). Si I'induction du stress du RE par
la mélatonine est récepteur dépendant et/ou indépendant reste également a étudier, en utilisant
des antagonistes sélectifs ou une approche de siARN contre MT1 et MT2. Afin de déterminer si
la mélatonine a des effets différents sur le stress du RE dans les cellules trophoblastiques
normales et physiopathologiques (tumorales, PE, etc.), des études devront étre réalisé sur les
primocultures de trophoblastes villeux tel que décrit par notre équipe (Sagrillo-Fagundes et al.,
2016)
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Figure 5.1: Schéma récapitulatif des voies de I'UPR activées suite au traitement en hypoxie/réoxygénation
(H/R) et avec de la mélatonine dans les cellules BeWo. L'H/R et la mélatonine induit GRP78, PERK, IRE1a, ATF4
et CHOP. Il reste a étudier si les protéines PERK et IRE1a sont activées (phosphorylées). L'H/R et la mélatonine
n’ont pas d’effet sur la voie de I'inflammation NF«kB et IkB. Il reste a étudier I'effet de 'H/R et de la mélatonine sur les
protéines ATF6, p38, JNK et TARNm XBP1. Cercle rouge : confirmé ; Cercle rouge hachuré : reste a confirmer ;
Cercle vert : reste a étudier.
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CHAPITRE 6 : CONCLUSION

Cette étude démontre pour la premiére fois que I'H/R et la mélatonine active de maniére
similaire le stress du RE dans les cellules de choriocarcinome placentaire humaine BeWo,
activant majoritairement la voie PERK et I'apoptose, sans effet sur la voie de l'inflammation
IRE1a (Fig.6.1). Ces données combinées a nos résultats précédents suggérent que la
mélatonine favorise la survie cellulaire des cellules normales, en diminuant le stress oxydatif, le
stress du RE et les voies apoptotiques tandis que dans les cellules tumorales (BeWo), elle a un
effet pro-oxydant en augmentant I'apoptose par le stress oxydatif, le stress du RE et une
diminution des enzymes antioxydantes (Fig.6.2). En conclusion, cette étude suggére que les
cellules BeWo ne sont pas un bon modéle pour étudier 'effet protecteur de la mélatonine dans
les cellules trophoblastiques normales en condition d’H/R, mais elles sont un bon modéle pour

étudier I'effet thérapeutique de la mélatonine dans les cancers placentaires.
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Figure 6.1: Schémas récapitulatif de I'effet de ’H/R et la mélatonine sur le stress du RE dans les cellules
BeWo. Le traitement en H/R augmente I'expression protéique de GRP78, PERK, ATF4, CHOP, IRE1a, p-elF2a et
CHORP. Le traitement a 1 mM de mélatonine en condition de normoxie augmente I'expression protéique de GRP78,
PERK, p-elF2a, ATF4, IRE1a. et TRAF2. Le traitement avec 1 mM en condition d’H/R augmente I'expression des
protéines GRP78, PERK p-elF2a. et CHOP et amplifie I'effet de I'H/R sur I'expression protéique de GRP78, PERK
ATF4 et IRE1a. Fleche bleu : Induction a 1 mM de mélatonine en normoxie; Fléche rouge : Induction a 1 mM de

mélatonine en H/R ;
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» Cellules non-tumorales J VS » Cellules tumorales
» Favorise survie cellulaire » Diminue la prolifération cellulaire
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« Augmente les enzymes antioxydantes » Diminue les enzymes antioxydantes
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* Inhibe les voies apoptotiques » Active les voies apoptotiques

Figure 6.2 : Effet de la mélatonine dans les cellules non tumorales versus les cellules tumorales. La
mélatonine favorise la survie dans les cellules non tumorales, en diminuant les ROS et les voies apoptotique, le
stress du RE et augmentes les enzymes antioxydantes tandis que dans les cellules tumorales, la mélatonine diminue
la prolifération cellulaire ainsi que les enzymes antioxydantes et augmente les ROS, le stress du RE et les voies
apoptotiques.
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Figure |: Effet de la mélatonine sur I’expression la protéine elF2a en condition de normoxie ou H/R de
maniére temps-dépendant. Les cellules BeWo ont été traitées avec de la mélatonine a 1 mM ou le véhicule témoin
(DMSO a 0,1%) ou de la tunicamycine (3,5 pg/ml; contréle positif) en condition de normoxie (A) ou d’H/R (B)
pendant 0, 2, 4, 6 et 24 h. Les lysats de protéines ont été séparés par électrophorése sur gel SDS-PAGE (12%) puis
transférés sur membrane de nitrocellulose et détectés avec les anticorps anti-p-elF2 et anti-elF2a tel que décrit dans
la section méthodologie. Analyse semi-quantitative par densitométrie de I'expression de la protéine p-elF2o/elF2a
normalisée avec la coloration des protéines totales par MemCode. Les valeurs densitométriques sont exprimées en
pourcentage du véhicule-témoin (DMSO en normoxie a 0 h ; valeur arbitraire de 100%). Les résultats représentent la
moyenne (+ SEM) de 3 expériences indépendantes. L’analyse statistique comparativement aux véhicules-témoins a
été réalisée par le test Kruskal-Wallis suivie du test post-hoc Dunn’s. Les résultats du contréle positifs n’ont pas été
inclus dans les analyses statistiques. Bleu : normoxie ; Rouge : H/R ; Vert : contréle positif (tunicamycine) ; Colonne
vide : DMSO ; Colonne hachurée : 1 mM mélatonine. Voir les annexes.
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Figure Il : Effet de la mélatonine sur I'expression la protéine CHOP en condition de normoxie ou H/R de
maniére temps-dépendant. Les cellules BeWo ont été traitées avec de la mélatonine a 1 mM ou le véhicule témoin
(DMSO a 0,1%) ou de la tunicamycine (3,5 pg/ml; contréle positif) en condition de normoxie (A) ou d’H/R (B)
pendant 0, 2, 4, 6 et 24 h. Les lysats de protéines ont été séparés par électrophorése sur gel SDS-PAGE (12%) puis
transférés sur membrane de nitrocellulose et détectés avec les anticorps anti-CHOP tel que décrit dans la section
méthodologie. Analyse semi-quantitative par densitométrie de I'expression de la protéine CHOP normalisée avec la
coloration des protéines totales par MemCode. Les valeurs densitométriques sont exprimées en pourcentage du
véhicule-témoin (DMSO en normoxie a 0 h ; valeur arbitraire de 100%). Les résultats représentent la moyenne (+
SEM) de 2 a 3 expériences indépendantes. L’analyse statistique comparativement aux véhicules-témoins a été
réalisée par le test Kruskal-Wallis suivie du test post-hoc Dunn’s. Les résultats du controle positifs n'ont pas été
inclus dans les analyses statistiques. Bleu : normoxie ; Rouge : H/R ; Vert : contréle positif (tunicamycine) ; Colonne
vide : DMSO ; Colonne hachurée : 1 mM mélatonine.
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Figure Il : Effet de I’hypoxie/réoxygénation et d’une concentration croissante mélatonine sur I’expression de
la protéine ATF4. Les cellules BeWo ont été traitées avec de la mélatonine a 1 nM, 1 yM et 1 mM ou le véhicule
témoin (0,1% DMSO) ou la tunicamycine (3,5 pg/ml ; contréle positif) en condition de normoxie ou H/R pendant 24 h.
Les lysats de protéines ont été séparés par électrophorese sur gel SDS-PAGE (12%) puis transférés sur membrane
de nitrocellulose et détectés avec I'anticorps anti-ATF4, tel que décrit dans la section méthodologie. Analyse semi-
quantitative par densitométrie de I'expression de la protéine de GRP78 normalisée avec la coloration des protéines
totales par MemCode et photo représentative d’'un immunobuvardage obtenue (A) en condition de normoxie vs H/R
et (B) en condition de normoxie ou H/R en présence de concentrations-croissante de mélatonine. Les valeurs
densitométriques sont exprimées en pourcentage du véhicule-témoin (DMSO en normoxie a 24 h ; valeur arbitraire
de 100%). Les résultats représentent la moyenne (+ SEM) de 3 expériences indépendantes. L’analyse statistique
comparativement aux véhicules-témoins a été réalisée par le test Kruskal-Wallis suivie du test post-hoc Dunn’s (*P <
0,05) ou le test-t (##P < 0,01). Les résultats du controle positifs n’ont pas été inclus dans les analyses statistiques.

Bleu : normoxie ; Rouge : H/R ; Vert : contrdle positif (tunicamycine) ; Colonne vide : DMSO ; Colonne hachurée : 1
mM mélatonine.
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Figure IV : Effet de la mélatonine sur I’expression la protéine TRAF2 en condition de normoxie ou H/R de
maniére temps-dépendant. Les cellules BeWo ont été traitées avec de la mélatonine a 1 mM ou le véhicule témoin
(DMSO a 0,1%) ou de la tunicamycine (3,5 pg/ml; contréle positif) en condition de normoxie (A) ou d’H/R (B)
pendant 0, 2, 4, 6 et 24 h. Les lysats de protéines ont été séparés par électrophorése sur gel SDS-PAGE (12%) puis
transférés sur membrane de nitrocellulose et détectés avec les anticorps anti-TRAF2 tel que décrit dans la section
méthodologie. Analyse semi-quantitative par densitométrie de I'expression de la protéine TRAF2 normalisée avec la
coloration des protéines totales par MemCode. Les valeurs densitométriques sont exprimées en pourcentage du
véhicule-témoin (DMSO en normoxie a 0 h ; valeur arbitraire de 100%). Les résultats représentent la moyenne (+
SEM) de 3 expériences indépendantes. L’analyse statistique comparativement aux véhicules-témoins a été réalisée
par le test Kruskal-Wallis suivie du test post-hoc Dunn’s. Les résultats du contrdle positifs n'ont pas été inclus dans
les analyses statistiques. Bleu: normoxie ; Rouge : H/R; Vert: contréle positif (tunicamycine); Colonne vide :
DMSO ; Colonne hachurée : 1 mM mélatonine.
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Figure V : Effet de la mélatonine sur I'’expression des protéines NF«xB et IxB en condition de normoxie ou H/R
de maniére temps-dépendant. Les cellules BeWo ont été traitées avec de la mélatonine a 1 mM ou le véhicule
témoin (DMSO a 0,1%) ou de la tunicamycine (3,5 pg/ml ; contréle positif) en condition de normoxie (A et B) ou d’'H/R
(C et D) pendant 0, 2, 4, 6 et 24 h. Les lysats de protéines ont été séparés par électrophorese sur gel SDS-PAGE
(12%) puis transférés sur membrane de nitrocellulose et détectés avec les anticorps anti-p-p38 et anti-p38 tel que
décrit dans la section méthodologie. Analyse semi-quantitative par densitométrie de I'expression de la protéine p-
p38/p38 normalisée avec la coloration des protéines totales par MemCode. Les valeurs densitométriques sont
exprimées en pourcentage du véhicule-témoin (DMSO en normoxie a 0 h ; valeur arbitraire de 100%). Les résultats
représentent la moyenne (+ SEM) de 3 expériences indépendantes. L’analyse statistique comparativement aux
véhicules-témoins a été réalisée par le test Kruskal-Wallis suivie du test post-hoc Dunn’s. Les résultats du contrdle
positifs nont pas été inclus dans les analyses statistiques. Bleu : normoxie ; Rouge : H/R ; Vert: contréle positif
(tunicamycine) ; Colonne vide : DMSO ; Colonne hachurée : 1 mM mélatonine.
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Figure VI: Effet de la mélatonine sur I'expression la protéine p38 en condition de normoxie ou H/R de
maniére temps-dépendant. Les cellules BeWo ont été traitées avec de la mélatonine a 1 mM ou le véhicule témoin
(DMSO a 0,1%) ou de la tunicamycine (3,5 pg/ml; contréle positif) en condition de normoxie (A) ou d’H/R (B)
pendant 0, 2, 4, 6 et 24 h. Les lysats de protéines ont été séparés par électrophorése sur gel SDS-PAGE (12%) puis
transférés sur membrane de nitrocellulose et détectés avec les anticorps anti-p-p38 et anti-p38 tel que décrit dans la
section méthodologie. Analyse semi-quantitative par densitométrie de I'expression de la protéine p-p38/p38
normalisée avec la coloration des protéines totales par MemCode. Les valeurs densitométriques sont exprimées en
pourcentage du véhicule-témoin (DMSO en normoxie a 0 h ; valeur arbitraire de 100%). Les résultats représentent la
moyenne (= SEM) de 1 expérience indépendante. L’analyse statistique comparativement aux véhicules-témoins a été
réalisée par le test Kruskal-Wallis suivie du test post-hoc Dunn’s. Les résultats du controle positifs n'ont pas été
inclus dans les analyses statistiques. Bleu : normoxie ; Rouge : H/R ; Vert : contréle positif (tunicamycine) ; Colonne
vide : DMSO ; Colonne hachurée : 1 mM mélatonine.
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