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RESUME

L'implantation de I'embryon et la formation du placenta (placentation) sont des étapes
essentielles en début de grossesse. Dés les premiers stades de la placentation, le
trophoblaste humain, a I'origine du placenta, s'engage dans deux voies de différenciation :
1) la voie du trophoblaste villeux (vCTB) qui constitue la cellule endocrine du placenta et
2) la voie du trophoblaste extravilleux (evCTB) qui, par ses capacités invasives et
migratoires, assure I'ancrage du placenta dans le myomeétre et la formation de l'unité feeto-
maternelle. En outre, le trophoblaste extravilleux sécrete les métalloprotéases -9 et -2
capables de dégrader la matrice extracellulaire des tissus utérins. Dés I'implantation, le
développement et la fonction du trophoblaste se trouve régulée par des hormones, des
cytokines et des facteurs de croissance produits par le placenta et les différents tissus
maternels. La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) est une monoamine servant de
neurotransmetteur dans le systeme nerveux central (SNC). Cette hormone est également
synthétiser dans plusieurs tissus périphériques ou elle exerce des effets prolifératif, pro-
invasif et pro-différenciation. La sérotonine exerce ses effets via I’activation de plusieurs
types de récepteurs, incluant les récepteurs de type »a (5-HT2a). Ce dernier fait partie des
récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a une protéine de type Gga1
(RCPGgy11) et est connu pour activer les voies PLC-PKC, MEK/ERK1/2 et
JAK2/STAT3. Ces voies de signalisation sont impliquées dans la régulation de la
prolifération, la migration et l'invasion de trophoblaste. Au niveau placentaire, le
récepteur 5-HT,a est exprimé dans les primocultures de trophoblaste humain de
grossesse normale a terme et dans les lignées cellulaires de choriocarcinomes JEG-3 et
BeWo (modeles in vitro du trophoblaste placentaire). Bien que la sérotonine et de son
récepteur 5-HT,5 soient présents au niveau de I’interface feeto-maternelle, son role
potentiel dans le développement et les fonctions du trophoblaste n’ont jamais été étudié.
L hypothése de recherche de cette thése de doctorat est que le récepteur 5-HTa, via
I'activation des voies de signalisation JAK2/STAT3 et MEK/ERK1/2, stimule les
capacités prolifératives, migratoires et invasives du trophoblaste. Pour vérifier cette
hypothese, les objectifs spécifiques sont: (1) Déterminer le r6le du récepteur 5-HTa
placentaire dans la régulation de la prolifération et la croissance des cellules
trophoblastiques; (2) Déterminer le mécanisme moléculaire impliqué dans [I’effet
mitogénique du récepteur 5-HT,a dans les cellules trophoblastiques; (3) Déterminer le
role du récepteur 5-HT,a dans I’invasion des cellules trophoblastiques et le mécanisme
moléculaire impliqué. Les résultats de cette thése démontrent que I’activation spécifique
du recepteur 5-HT,a exerce des effets prolifératifs, pro-migratoires et pro-invasifs sur les
cellules trophoblastiques. Plus spécifiquement: le DOI ((x)-2,5-Diméthoxy-4-
iodoamphetamine hydrochloride), agoniste sélectif du récepteur 5-HTa . (i) stimule la
croissance et la prolifération des lignées trophoblastiques JEG-3 et BeWo; (ii) augmente
le nombre de cellules en phase S et en phase G2/M du cycle cellulaire dans les cellules
BeWo et JEG-3, respectivement; (iii) active les voies de signalisation JAK2/STATS3 et
MEK/ERK1/2, (iv) augmente la prolifération des cellules JEG-3 via la stimulation des
voies de signalisation JAK2/STAT3 et PLC/PKC/ERK1/2; (v) L'activité de ERK1/2
induit par le DOI nécessite I'activation de la voie JAK2/STAT3 et la voie PLC/PKC/Ras;
(vi) stimule la croissance, la migration et I’invasion du trophoblaste extravilleux
(primocultures et les lignées cellulaires JEG-3 et HTR-8/SVneo et (vii) augmente



I’expression et I’activité des métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 dans les lignées
trophoblastiques JEG-3 et HTR-8/SVneo via I’activation de la voie de signalisation
JAK2/STAT3. L’ensemble de ces résultats montre que le récepteur 5-HT,a, Vvia
I’activation de la voie de signalisation JAK2/STATS3 induit la prolifération, la migration
et I’invasion des cellules trophoblastiques. Ces travaux suggerent que la sérotonine
(d’origine maternelle et/ou trophoblastique), via ses récepteurs 5-HT,a placentaires,
pourrait réguler le développement précoce du trophoblaste et, par conséquence, le bon
déroulement de la grossesse.

Mots clés : sérotonine, récepteur de la sérotonine de type ,a (5-HTa), trophoblaste
extravilleux, prolifération, invasion, JAK2/STATS, MEK1/2, ERK1/2,
métalloprotéinases-2 et -9 (MMP-2, MMP-9).



ABSTRACT

The implantation of the embryo and the formation of placenta (placentation) are
necessary steps in early pregnancy. During early stages of placentation, human placental
trophoblast, which forms placenta, engages in two differentiation pathways: 1) the path of
villous trophoblast (vCTB) which constitutes the endocrine cells of the placenta and 2)
way of extra-villous trophoblast (evCTB), which by its invasive and migratory abilities,
ensures the attachment of the placenta into the myometrium and the formation of the feto-
maternal unit. The extravillous trophoblast secretes metalloproteinases -2 and -9 capable
of degrading the extracellular matrix of the uterine tissues. In the early phase of
implantation, the development and function of the trophoblast is regulated by hormones,
cytokines and growth factors produced both by the placenta and the maternal tissues.
Serotonin or 5-hydroxytryptamine (5-HT) is a monoamine serving as neurotransmitter in
the central nervous system (CNS). This hormone is also synthesized in several peripheral
tissues where it exerts its proliferative, pro-invasive and pro-differentiating effects.
Serotonin exerts its effects via the activation of several types of receptors, including
receptor type 2A (5-HTa). The latter belong to the seven transmembrane domains Gg11-
coupled receptors (RCPGg/11) known to stimulate MEK/ERK1/2 and JAK2/STATS.
These signalling pathways are involved in the regulation of proliferation, migration and
invasion of trophoblasts. In placental, the 5-HT 4 receptor is expressed in normal human
term placental tissue, and choriocarcinoma cell lines JEG-3 and BeWo (in vitro models of
placental trophoblast). Although serotonin and its 5-HT,a receptor are present at the feto-
maternal- interface, their direct effects on the invasive trophoblast function remains
unknown. The hypothesis is that 5-HT,a receptor, and via activation of signalling
pathways JAK2/ STAT3 and MEK/ERK1/2 stimulates proliferative, migratory and
invasive capacities of trophoblasts. To test this hypothesis, the specific objectives are: (1)
To determine the role of the 5-HT,a receptor placenta in regulating proliferation and
growth of trophoblastic cells; (2) To determine the molecular mechanism involved in the
mitogenic effect of 5-HT 4 receptor in trophoblast cells; (3) To determine the role of the
5-HT,a receptor in the invasion of trophoblastic cells and the molecular mechanisms
involved. In this thesis, we have shown that specific activation of 5-HT,a receptor exerts
proliferative effects, pro-migratory and pro-invasive on the trophoblast cells. Specifically,
we demonstrated that: (i) activation of 5-HT,a receptor by its selective agonist DOI ((£) -
2,5-Dimethoxy-4-iodoamphetamine hydrochloride) stimulates growth and proliferation of
trophoblastic cell lines JEG-3 and BeWo, (ii) DOI increases the number of cells in S
phase and G2/M phase of the cell cycle for BeWo and JEG-3, iii) DOI activates
JAK2/STAT3 and MEK/ERK1/2 signalling pathways; cells, respectively; (iv) DOI
increases the proliferation of JEG-3 cells via stimulation of JAK2/STAT3 and
PLC/PKC/ERK1/2 signalling pathways; (v) DOl-activated ERK1/2 requires both
activation of JAK2/STAT3 and PLC/PKC/Ras signalling pathway, (vi) DOI stimulates
growth,, migration and invasion of extravillous trophoblast (primocultures and cell JEG-3
and HTR-8/SVneo) and (vii) the DOI increases the expression and activity of
metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 in the trophoblastic cell lines JEG-3 cell lines
and HTR-8/SVneo, via activation of the JAK2/STATS3 signalling pathway. All together,
these results show that the 5-HT 4 receptor, via the activation of JAK2/STAT3 signalling
pathway, induces proliferation, migration and invasion of trophoblast. These findings



suggest that serotonin (of maternal and/or trophoblast origin), via its 5-HT,a receptors
placenta, may regulate early development of the trophoblast and, consequently, the
progress of pregnancy.

Keywords: serotonin, serotonin receptor type 2A (5-HT,a), extravillous trophoblast,
proliferation, invasion, JAK2/STAT3, MEK1/2, ERK1/2, metalloproteinases -2 and -9
(MMP-2, MMP-9)
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INTRODUCTION



1) SEROTONINE

La sérotonine est une molécule qui fut décrite pour la premiére fois dans les années 1930
(pour revue, (Green et al.,, 2006, Whitaker-Azmitia et al;, 1999) par Vittorio Erspamer pour ses
propriétés vasoconstrictrices sur les muscles lisses et en particulier les muscles utérins. Cette
substance a été appelée ‘enteramine’ (Erspamer et al., 1953). Le nom de sérotonine dérivé de
séro (serum) et tonin (tonus) est proposé par le chimiste Maurice Rapport et ses collegues en
1947 suite a la purification de cette substance présente dans le sang coagulé et qu’ils ont baptisée
5-hydroxytryptamine (5-HT) (Rapport et al., 1947). La découverte de la présence de la
sérotonine dans le cerveau des mammiféres par Twarog en 1953 (Twarog et al., 1953) et de la
similarité entre les structures de la sérotonine et du LSD (d-lysergic acid diethylamide) doté de
propriétés hallucinogénes confirma le réle de la sérotonine comme neurotransmetteur (Woolley
et al., 1954; Woolley et al., 1963).

1.1) Métabolisme de la sérotonine
Biosynthese et entreposage de la sérotonine

La sérotonine est synthétisée a partir de I'acide aminé essentiel le L-tryptophane (L-trp).
Le L-trp subit successivement une hydroxylation par I'enzyme tryptophane hydroxylase (TPH)
en 5-hydroxytryptophane (5-HTP), qui est par la suite décarboxylé en 5-hydroxytryptamine (5-
HT) ou serotonine par une enzyme ubiquitaire, la décarboxylase des acides aminés aromatiques
(AADC : Aromatic Amino acid Decarboxylase) (Fig. 1). L’hydroxylation du L-trp par la TPH est
I’étape limitante de cette biosynthése. Deux isoformes, ayant une activité d'hydroxylation du
tryptophane, ont été identifiés : laTPHL1 et la TPH2 (Walther et al., 2003). Il a été rapporté que
les transcrits de la TPH2 sont préeférentiellement exprimeés dans le cerveau; en revanche, ceux de
la TPH1, a peine détectables dans le cerveau, sont exprimés principalement dans la glande
pinéale et en périphérie (Walther et al., 2003). Ainsi, la vitesse de synthése de la sérotonine est
dépendante de la biodisponibilité du L-trp et de I’activité de la TPH (Tyce, 1990). Quatre-vingt-
dix pour cent de la totalité de la serotonine synthétisée dans tout l'organisme provient de la
périphérie dont 5% est synthétisee dans les neurones sérotoninergiques myentériques et 95%
synthétisée dans les cellules entérochromaffines du tractus gastro-intestinal.



Tryptophane > Synthése protéique

TPH1 |TPH2 Do
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5-hydroxytryptophane
IDO
AADC
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Figure 1 : Schéma général des voies de synthése et de dégradation de la sérotonine. Le tryptophane fournit
par I'alimentation est hydroxylé en 5 Hydroxytryptophane par la tryptophane hydroxylase (TPH1 et TPH2) qui,
a son tours, subit une décarboxylation par une décaroxylase des acides aminés aromatiques (AADC) pour donner la
sérotonine. La sérotonine peut étre, elle-méme, métabolisé en sérotonine en mélatonine par l'action succéssive de la
N-acétyltransférase des acides aminés aromatiques (AANAT) et de la hydroxyindol-O-methyltransférase (HIOMT).
La sérotonine peut étre dégradée en I’acide 5-hydroxy-indol-acétique (5-HIAA) par l'action de la monoamine
oxydase (MAO) suivie de l'aldéhyde déshydrogénase (ALDH). Enfin, il faut noter que la majeure partie du
tryptophane est utilisé dans la synthése protéique et des cynurénine. Pour obtenir les cynurénine, le tryptophane est
transformé par la voie des indoleamine-2,3-dioxygénases (voie TDO) ou la voie des Tryptophane 2,3-dioxygénases
(IDO).

La voie de synthese de la sérotonine ne constitue pas la voie majoritaire du métabolisme du L-trp
puisque 95% du L-trp fournit par I’alimentation est utilisé pour la synthése du squelette
polypeptidique des protéines et des Cynurénines (Fig. 1). Ces dernieres sont transformees en
acide xanthurénique et en acide nicotinique par le biais des enzymes tryptophane-2-3
dioxygénase (voie TDO) et indoleamine-2-3 dioxygénase (voie IDO) (Fig. 1). Le devenir de la
sérotonine va dépendre de sa localisation. Dans le systeme nerveux central (SNC), la sérotonine
est accumulée dans des vésicules synaptiques d’entreposage grace a un systéme de transport
antiport proton/sérotonine commun aux monoamines assuré par le transporteur vésiculaire des

monoamines (VMAT). Ce dernier transporte la sérotonine grace au gradient électrochimique de



protons produit par une ATPase localisée dans la membrane des vesicules synaptiques (Erickson
et al., 1992). Au niveau de la glande pinéale, glande endocrine impliquée dans les phénomeénes
d’adaptation aux changements de la photopériode, la sérotonine est transformée en mélatonine,
molécule clef dans la régulation du rythme circadien. En effet, la sérotonine est d’abord
transformée en N-acétylsérotonine par I’enzyme N-acétyltransférase (AANAT), puis en
mélatonine par I’enzyme hydroxyindol-O-méthyltransférase (HIOMT) (Fig. 1). La
transformation de la sérotonine en mélatonine ne peut étre considérée comme une dégradation de
la sérotonine, puisque la mélatonine est une molécule active. Enfin, la sérotonine néo-synthétisée
en périphérie est libérée dans la circulation sanguine et entreposée dans les plaquettes sanguines
qui constituent le réservoir principal de cette monoamine. La demi-vie de la serotonine (temps au
bout duquel 50% de la sérotonine a été renouvelée ou turnover) est longue dans les plaquettes et
I'intestin, soit de quelques jours, et tres courte dans le cerveau, soit quelques minutes (Udenfriend
et al., 1958).

Dégradation de la sérotonine

Compte tenu des effets biologiques multiples et importants que la sérotonine puisse
exercer, sa concentration dans I’organisme doit étre finement régulée d’une fagon spatio-
temporelle. Trois mécanismes sont connus pour assurer le contréle de la concentration de cette

monoamine : la recapture, la dégradation enzymatique et la transformation.
Recapture de la sérotonine : Transporteur de la sérotonine

Le transport actif de la sérotonine est possible grace a la présence sur les membranes
cellulaires d’un transporteur de la serotonine (SERT ou 5-HTT). Une fois a I’intérieur du
compartiment intracellulaire, la sérotonine peut étre soit dégradee, ou recyclée dans les vésicules
de sécrétion (vésicules synaptiques des terminaisons sérotoninergiques ou granules denses de
sécrétion des plaquettes sanguines). Le transporteur de la SERT est une protéine a 12 domaines
transmembranaires appartenant a la famille des transporteurs Na*/CI” dépendants. Le transport de
la 5-HT, en méme temps que celui des ions Na* et CI', nécessite la liaison des trois composés au
SERT (Fig. 2 (1)). Le SERT subit ensuite une serie de changements de conformation qui
empéche I’entrée de molécules supplémentaires et expose le site de liaison au cytoplasme (Fig. 2
(2)). Apres la libération des ions et de la sérotonine a I’intérieur de la cellule (Fig. 3 (3)), les ions

K" intracellulaires sont capables de se lier au SERT (Fig. 2 (4)). Le SERT subit de nouveaux



changements de conformation qui empéchent la liaison d’ions K* supplémentaires et qui
exposent le site de liaison au milieu extracellulaire. La libération du K dans le milieu

extracellulaire termine le cycle (Fig. 2 (5)).

Cl@ NaO KM . 5-AT

Figure 2 : Mécanisme du transport de la sérotonine par le transporteur de la sérotonine (SERT). Selon le
modéle actuel décrivant la fonction du SERT, la premiére étape se produit lors de la liaison des ions sodium (Na*) a
la protéine SERT. Par la suite, la sérotonine, sous sa forme protonée (5HT™), se lie au SERT suivie par les ions
chlorures (CI") (1). Ces derniers ne sont pas nécessaires a la liaison du 5HT" & son transporteur, mais leur présence
est primordiale pour que le transport de la sérotonine puisse avoir lieu. Le complexe formé par la sérotonine, Na” et
CI crée un changement dans la conformation du SERT (2). Le SERT, qui tout d'abord est tournée vers l'extérieur de
la cellule, se place dans une position vers I’intérieure et libére la sérotonine et les ions dans le cytoplasme (3). Le
potassium intracellulaire (K *) intracellulaire se lie alors au SERT provoquant la réorientation vers I'extérieur (4).
Enfin, I'ion K * est libéré & I'extérieur de la cellule, le site de liaison devient alors inoccupé et prét pour un autre
cycle de transport (5). Ext. : milieu extracellulaire. Int. : cytoplasme.



Dégradation enzymatique de la sérotonine : les monoamines oxydases (MAOSs)

La degradation enzymatique de la sérotonine est effectuée par les monoamines oxydases
(MAO) qui sont de deux types, MAO-A et MAO-B. Ces deux enzymes sont présentes au niveau
de la membrane externe des mitochondries, dans plusieurs types cellulaires (neurones, astrocytes,
cellules endothéliales, plaquettes sanguines, cellules trophoblastiques), a la fois dans le SNC et
en périphérie (Shih, et al., 1999 ;Shih et al.,1999;Sivasubramaniam et al., 2002;Westlund et al.,
1988). Elles sont responsables de la désamination oxydative des amines biogenes, dont la
sérotonine, et conduisent a la production de 5-hydroxyindole acétaldéhyde. Ce dernier est oxydé
par une aldéhyde déshydrogénase pour former I’acide 5-hydroxy-indol-acétique (5-HIAA),
métabolite principal et inactif de la sérotonine éliminé dans les urines (Fig. 1). Les MAOs
présentent des affinités spécifiques différentes dépendamment de leurs substrats et de leurs
localisations. Dans le SNC, la MAO de type A (MAO-A) dégrade la sérotonine, la noradrénaline
et I’adrénaline, alors que la MAO de type B (MAO-B) désamine préferentiellement la dopamine,

la B-phenyléthylamine et la benzylamine (Yamada et al., 2004, Youdim et al., 2006).

Dans les tissus periphériques, les MAOs désaminent les monoamines qui agissent de facon
endocrine ou paracrine. Elles peuvent étre exprimées spécifiqguement dans un tissu comme c’est
le cas de la MAO-A dans le placenta et la MAO-B dans les plaquettes sanguines. Les MAO-A et
—B peuvent étre co-exprimées dans d’autres tissus tels que le foie humain, les poumons et les
intestins ou elles peuvent agir également comme enzyme de détoxification (Nicotra et al., 2004,
Youdim et al., 1988).

1.2) Réles physiologiques et physiopathologiques de la sérotonine

La sérotonine joue un réle biologique trés important dans pratiguement toutes les
fonctions physiologiques que ce soit dans le SNC ou en périphérie. Dans le SNC, cette pluralité
fonctionnelle s'explique non seulement par la trés large innervation de I'ensemble du SNC par les
projections sérotoninergiques, mais également par I'existence d'au moins 14 récepteurs distincts
de ce neuromédiateur. Au niveau du SNC, la sérotonine est impliquée dans de nombreuses
fonctions vitales comme le contrdle du cycle veille/sommeil (Jouvet, 1999), l'activité motrice
(Jacobs et al., 1999), le stress (Chaouloff, 2000), la neurogenese (Banasr et al., 2004), la
thermoregulation (Bruck et al., 1980), la prise alimentaire (Curzon, 1990), la nociception (Sufka

et al., 1992), les régulations endocrines (Cowen et al., 1990) et neurovégétatives telles que le



contréle du rythme cardiaque et de la pression artérielle (Ni et al.,, 2006), ainsi que le
comportement sexuel (Ahlenius et al., 1980) et la cognition (Decker et al., 1991). En périphérie,
la sérotonine joue un réle majeur dans I'noméostasie plaquettaire, les fonctions cardiovasculaires,
la régulation de la pression artérielle et la motilité digestive (pour revue, (Wilkinson et al.,
1991)). En terme d’évolution, la sérotonine est I’un des plus anciens neurotransmetteurs et parmi
eux, probablement celui impliqué dans le plus grand nombre de pathologies, surtout en relation
avec le SNC, telles que l'anxiété, la dépression, les troubles obsessifs-compulsifs, la
schizophrénie, la phobie sociale, les troubles paniques, les comportements alimentaires
anormaux et la douleur. En peériphérie, la sérotonine est associée a I'hypertension artérielle
systémique et pulmonaire, au syndrome de I’intestin irritable et aux tumeurs carcinoides (pour
revue, (Hoyer et al., 2002)). La section 1.3.2.1.2 aborde plus en détail la physiologie et le réle de
la sérotonine et de son récepteur 5-HT 4 dans le SNC et en périphérie.

1.3) Récepteurs de la serotonine

A la fin des années 1950, Gaddum et Picarelli ont identifié I’existence de deux récepteurs
pour la sérotonine qu’ils ont nommé 5-HT-D et 5-HT-M (Gaddum et al., 1957). Cette
classification se basait sur la sensibilité de contraction de I'iléon du cochon d'Inde, en réponse a
differentes drogues (Gaddum et al., 1957). La réponse contractile de I'iléon pouvait étre bloquée
en partie par la morphine (faisant intervenir les récepteurs de type M) et en partie par la
dibenzyline (faisant intervenir les récepteurs de type D). L’existence de plusieurs récepteurs
sérotoninergiques a été admise, au départ pour la périphérie, mais contestée dans le SNC (pour
revue, voir Green et al.,, 2006)). En 1979, les études de liaison ont permis de démontrer
I'existence de deux sites distincts de fixation pour la sérotonine (Peroutka et al., 1979). Les deux
types de récepteurs seront alors appelés récepteurs 5-HT; et 5-HT,. Par la suite, Bradley et ses
collaborateurs proposérent en 1986 une classification en trois groupes: 5-HT;-like, 5-HT; et 5-
HT; (Peroutka et al., 1979). Dans les années 1980, la venue de la biologie moléculaire permit
une avancée dans I’isolement et le clonage des genes suivie de la caractérisation du premier
récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé aux protéines G, le récepteur ,-adrénergique
(Dixon et al., 1986). Le récepteur sérotoninergique 5-HT 14 a été ensuite isolé et caractérise par
homologie de séquence en 1988 (Fargin et al., 1988). La majorité des 13 autres récepteurs
sérotoninergiques a éeté clonée entre 1988 et 1992 (Hoyer et al., 1994, Hoyer et al., 2002); et
depuis 1997, année de I’isolement et de la caractérisation du gene codant pour le récepteur 5-



HT; (Eglen et al., 1997), aucun nouveau récepteur serotoninergique n'a été identifie. Sur la base
de leurs homologies de séquences protéiques et de structures tertiaires, 7 classes de récepteurs de
la sérotonine ont été définies (5-HT; a 5-HT7), représentant ainsi l'une des familles les plus

complexes de récepteurs aux neurotransmetteurs.

A I’exception du récepteur de la classe 3 qui est un canal ionotropique, les récepteurs des six
autres classes sont tous des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a une protéine
G. Selon le second messager activé, ces récepteurs peuvent étre classes en 4 groupes (Fig. 3) : les
récepteurs couplés aux protéines de type Gio, qui inhibent I'adénylate cyclase (5-HT;); les
récepteurs couplés aux protéines de type Gg, qui activent la phospholipase C (5-HT>), et les
récepteurs couplés aux protéines Gs, qui activent l'adénylate cyclase (5-HT4s/7). En ce qui
concerne les récepteurs 5-HTs, le couplage reste encore un sujet de débat puisque certaines
études ont penché pour un rdle activateur de I'adénylate cyclase (AC), alors que d’autres études
suggerent un rdle inhibiteur de I’adénylate cyclase (Francken et al., 1998, Wisden et al., 1993).
Actuellement, il est admis que le mécanisme de couplage principal du récepteur 5-HTs est
d'inhiber I'AC dans les cellules humaines (Francken et al., 2001;Thomas et al., 2006;Nelson et
al., 2004).

1.3.1) Structure et mode de transduction du signal des récepteurs couplés aux protéines G
(RCPGs)

Structure des RGPGs

De 3 a 6 % des genes d’un organisme codent pour des RCPGs ce qui en fait la plus
grande famille de récepteurs répertoriés a ce jour. Ces récepteurs constituent pour la majeure
partie des récepteurs aux hormones, aux cytokines et a certains facteurs de croissance.
L'activation des RCPGs par leurs ligands provoque plusieurs processus biologiques et
physiopathologiques et la compréhension de leur mode d’action semble étre compliquée par la

diversité des voies de signalisation activées.
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Figure 3 : Classification actuelle des récepteurs de la sérotonine. La fonction des récepteurs de la sérotonine
représentés sur fond bleu n'a pas encore été clairement identifiée dans un systéme natif.
—: couplage négatif, + : couplage positif.

Les RCPGs sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires avec trois boucles
intracellulaires et trois boucles extracellulaires (Fig. 4). Le nombre de domaines
transmembranaires impair force la structure du récepteur a exposer son extrémité N-terminale a
I’extérieur de la cellule, site de glycosylation et de fixation du ligand, et I’extrémité C-terminale
a I’intérieur de la cellule, accessible pour la phosphorylation et I’initiation de la cascade de
signalisation. La partie C-terminale peut subir également une modification post-traductionnelle
par palmitoylation conduisant a la désensibilisation et a I’internalisation du récepteur. Dans le
cas des RCPGs en général et les RCPGs pour les amines biogenes, tels que la sérotonine en
particulier, il est suggéré que le domaine transmembranaire 3 soit le site de fixation du ligand,



tandis que les domaines transmembranaires 5 et 6 joueraient un réle dans la transduction du
signal (Ji etal., 1998).

2 Récepteur

"'E'%I‘I‘i'i'i'

COOH

Extérieur

Intérieur

Protéine G

Figure 4 : Structure générale d’un récepteur couplé a une protéine G (RCPG). Les RCPG sont constitués de
sept segments transmembranaires. De part cette structure, la partie N terminal est extracellulaire alors que le groupe
carboxyle (C) terminal est intracellulaire. La boucle intracellulaire entre les domaines 5 et 6, plus grande que le reste
des boucles, interagit avec la protéine-G. Cette derniere est constituée de trois sous-unités protéiques, o, B et y de
sorte que la sous-unité By sert a ancrer la protéine dans la membrane.

Initiation de la signalisation par les RCPGs

La voie de signalisation commune aux RCPGs débute par I’initiation du signal produit
par la fixation d’un ligand sur son récepteur. Suite a cette fixation, il y a changement de la
conformation du récepteur vers une conformation active. Ce changement de conformation va
permettre la liaison du récepteur a sa protéine trimérique G (afy) et la stimuler en catalysant
I’échange d’un GDP pour un GTP a un site spécifique de liaison des nucléotides guanylés sur la
sous-unité Ga. Une fois activée, la protéine G se dissocie en une sous-unité a liée au GTP et un
dimére By. Ces deux entités peuvent interagir avec différents effecteurs qui, a leur tour, vont
moduler la production de seconds messagers dépendamment du type de la protéine G activée (Ji
et al., 1998). Il s’ensuit une cascade de transduction du signal via des kinases qui vont activer
d’autres protéines menant ainsi a une amplification du signal jusqu’a la réponse physiologique.
Le signal propagé par la protéine G est transitoire. Il est interrompu lorsque le GTP est hydrolysé

en GDP grace a I’activité enzymatique intrinseque de la sous-unit¢ Go, entrainant la
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réassociation 1’hétérotrimére By inactif portant une molécule de GDP et ramenant le systeme a
son état basal (Ji et al., 1998) (Fig. 5).
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Figure 5 : (A) Le cycle des GTPase commun aux protéines G. (B) Signalisation en aval des récepteurs couplés
a des protéines G (RCPGs).
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Désensibilisation des RCPGs

La désensibilisation d'un RCPG peut étre décrite comme la perte de la réponse
signalétique du récepteur a la suite de l'administration prolongée ou répétée d'un agoniste
(Aghajanian et al., 1999). Expérimentalement, le terme «prolongée» peut s’avérer inapproprié
puisque I’activation des RCPGs peut durer quelques secondes ou quelques heures, voire des
jours. L’un des mécanismes majeur de désensibilisation est la phosphorylation des RCPGs
(Krupnick et al., 1998, Pitcher et al., 1998).

Jusqu'au milieu des années 80, la phosphorylation des RCPGs par des protéines kinases telles
que la protéine kinase A (PKA) et la protéine kinase C (PKC) a été considérée comme le
principal mécanisme de désensibilisation des RCPGs (Benovic et al., 1985). L'observation que le
récepteur B-adrénergique (B-AR) puisse étre phosphorylé et désensibilisé dans des cellules
dépourvues de PKA fonctionnelle (Strasser et al., 1986a, Strasser et al., 1986b) a suggéré que
d'autres kinases pourraient phosphoryler les RCPGs. L'identification d'une nouvelle protéine
kinase capable de phosphoryler le récepteur B-AR activé par son agoniste, a marqué un tournant
dans la biologie des RCPGs (Benovic et al., 1985). Cette kinase, a l'origine appelée pB-
adrénergique kinase (B-ARK), fait partie d'une famille de kinases appelée plus tard les kinases
des récepteurs couplés a la protéine G (GRK). Les GRKs jouent un role central dans la
phosphorylation des RCPGs induite par I'agoniste et la désensibilisation de nombreuses réponses
générées par les RCPGs (Premont et al.,, 2007). Cependant, il a été reporté que la
phosphorylation des RCPGs par les GRKs ou par autophosphorylation était insuffisante pour
produire une vaste désensibilisation de la reponse du récepteur (Pitcher et al., 1998). Une autre
famille de protéines régulatrices appelées arrestines a été identifiee (Lohse et al., 1990). Ces
arrestines lient avec une forte affinité le complexe agoniste-GPCR phosphorylé-GRK,
provoquant le découplage de la protéine G activée du complexe et induit une désensibilisation de

la réponse générée par le récepteur.

En plus de leur réle dans la désensibilisation de la réponse genérée par les RCPGs, les arrestines
sont également impliquées dans I’adressage cellulaire des RCPGs (Fig. 6). En fait, le complexe
RCPG phosphorylé-arrestines est destiné aux vésicules recouvertes de clathrine et dans
lesquelles les RCPGs sont internalisés et peuvent étre soit déphosphorylées et recyclées a la

membrane plasmique, soit ciblés vers les lysosomes pour étre dégradés (Krupnick et al., 1998,
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Pitcher et al., 1998). Le fait qu’un RCPG désensibilisée et internalisée soit recyclé ou soit regulé
a la baisse (dégradée) va dépendre souvent de la durée du traitement par l'agoniste. Avec de
nombreux récepteurs RCPGs, une régulation négative significative apparait seulement aprés des
heures de traitement par l'agoniste. En revanche, certains RCPGs tels que les récepteurs aux
opioides-6 sont régulés a la baisse relativement rapidement aprés l'addition d’agoniste (Tsao et
al., 2000a, Tsao et al., 2000b). En conclusion, la désensibilisation est un processus trés important
dans la signalisation initiée par les RCPGs et dont le but est de prévenir une activation prolongée
de ces récepteurs. En général, le modeéle classique de la désensiblisation se fait selon trois
mécanismes : 1) par la phosphorylation du recepteur qui va provoquer la dissociation de la
protéine G; 2) par adressage du récepteur vers des compartiments intracellulaires pour recyclage
ou dégradation; 3) par une diminution du nombre de récepteurs au niveau membranaire due a
une diminution du nombre de transcrits (ARNm) du récepteur et donc de I’expression protéique

du récepteur (Fig. 6).
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Figure 6 : Modeéle classique de la régulation de I’activité des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) par
les kinases des récepteurs couplés aux protéines G (GRK) et les arrestines. Le GPCR est activé par I'agoniste (1)
conduisant au couplage de la protéine G au récepteur (2) et la modulation des effecteurs. Par la suite, le RCPG
occupé par I'agoniste est phosphorylé par les GRK (3), ce qui permet a I’arrestine de se lier au GPCR phosphorylé et
conduit a une désensibilisation du récepteur (4), l'internalisation (5), la déphosphorylation (6) et le recyclage du
RCPG (7). Dans le cas d’un traitement prolongé par des agonistes, le RCPG «endocyté» peut également étre la cible
d’une dégradation (d’apres (Kelly et al., 2008)).
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1.3.2) Récepteurs de la sérotonine de la classe 2 (5-HT )

La classe des recepteurs 5-HT, comprend trois sous-types codés par trois genes différents
nommeés 5-HT,a, 5-HT g et 5-HT,c. Le récepteur 5-HT,a est le récepteur décrit par Gaddum et
Picarelli comme étant le récepteur 5-HTy, alors que le récepteur de type 2B fait référence aux
récepteurs identifiés précédemment comme étant le récepteur 5-HT,: (ou SRL pour Serotonin
Receptor-Like). Le récepteur de sous-type 5-HT,¢ était anciennement nommé 5-HTc. Ces trois
sous-types de récepteurs présentent une forte homologie de séquence (environ 70% a 80%
d’homologie de séquence) (Bjorn et al., 2000, Kursar et al., 1992) et sont couplés a une protéine
G de type Gq. lIs activent preférentiellement la phospholipase C (PLC) comme second messager
et induisent une accumulation des inositol triphosphates (IP3) et du calcium intracellulaire (Roth
et al., 2006).

1.3.2.1) Récepteurs de la sérotonine de type 24 (5-HT2a)
1.3.2.1.1) Localisation et pharmacologie des récepteurs 5-HT

Le récepteur 5-HT,a (anciennement appelé 5-HT,) a été cloné a partir de diverses
especes, y compris I’humain, et présente une trés forte homologie de séquence entre les especes
(> 90%). Les études de clonages ont permis également d’identifier deux récepteurs 5-HT g et 5-
HT,c présentant une forte homologie de séquence dans les parties transmembranaires avec les
récepteurs 5-HT,a. En effet, le récepteur 5-HT,n montre, respectivement, 78% et 70%
d’homologie de séquence avec les récepteur 5-HT ¢ et 5-HT g (Roth et al., 1998, Sanders-Bush
et al., 2003). Les récepteurs 5-HT 4 sont largement exprimés dans plusieurs régions du cerveau
incluant le cortex, le noyau caudé, I’hippocampe, le noyau accumbens et le tubercule olfactif
(Pazos et al., 1985a, Pazos et al., 1985b). A la périphérie, les récepteurs 5-HT,a sont exprimés
dans plusieurs tissus tels que les reins (Garnovskaya et al., 1995), les muscles squelettiques
(Guillet-Deniau et al., 1997), les muscles lisses vasculaires urinaires et gastro-intestinaux
(Kennett et al., 1997), les plaquettes sanguines (Cook et al., 1994) et le placenta (Sonier et al.,
2005; et al., 2009).

Sur le plan pharmacologique, il n’existe aucun agent de synthése spécifique pouvant étre utilisé
pour étudier la fonction des récepteurs 5-HT,a (Tableau 1). Les différents ligands de synthese
(antagonistes et agonistes) connus pour avoir une spécificité relative pour les récepteurs 5-HTa

font partie de la classe des N-alkylpiperdines. Entre autres, la kétansérine et la spipérone sont des
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antagonistes 70 et 100 fois plus sélectifs respectivement pour les récepteurs 5-HT,a que les
récepteurs 5-HT,g et 5-HT,c. Le spipérone constitue 1’une des premiéres molécules ayant des
propriétés antagonistes des récepteurs 5-HT,a. Cet antagoniste présente également une affinité
pour les récepteurs dopaminergiques de type D, ainsi que pour les récepteurs de la sérotonine 5-
HT1a et 5-HT7 (Glennon et al., 2000). Parmi les antagonistes spécifiques aux récepteurs 5-HT 24,
la kétansérine constitue la molécule fréquemment utilisée dans le milieu de la recherche, bien
que cette molécule montre également une affinité pour les récepteurs 5-HT,g, 5-HT ¢ et les
récepteurs B-adrénergiques. D’autres antagonistes, dérivés de la kétansérine, ont été désignés
pour lier spécifiqguement les récepteurs 5-HT,a dont la ritansérine. Cette molécule présente une
grande affinité pour les récepteurs 5-HT,n mais comme beaucoup d’antagonistes
pharmacologiques des récepteurs 5-HTa la ritansérine a aussi une affinité pour les récepteurs 5-
HT2g, 5-HTg et 5-HT; (Glennon et al., 2000).

Plusieurs agonistes connus pour leurs spécificités pour les récepteurs 5-HT,a ont été décrits. La
plupart de ces molécules sont de la classe des phénylalkylamines et sont pour le moment les plus
utilisés. A titre d’exemple, le (¥)-2,5 dimethoxy-4-iodoamphetamine (DOI) a une trés faible
affinité pour les récepteurs qui ne sont pas de la classe 5-HT, mais par contre, il démontre une
faible sélectivité entre les différents sous-types des récepteurs de la classe 5-HT, (Glennon et al.,
2000). A ce jour, le DOI reste I’agoniste pharmacologique de choix pour étudier le role des
récepteurs 5-HT,a dans les différents processus physiologiques que ce soit au niveau du SNC ou
en périphérie (Tableau 1).
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Tableau 1 : Affinités (pKi/pKd) des ligands sélectifs aux récepteurs 5-HT, (d’aprés (Baxter et al., 1995)).

Ligands selon leur sélectivité S-HT2A S-HT2B S-HT2C
Récepteur S-HT2A
Spiperone (antagoniste) 8.8 5.5 5.9
MDL100907 (antagoniste) 9.4 7,04 6.9
Ketanserin (antagoniste) 8.9 5.4 7
nd 7.26 (H) nd
Amperozide 7.8 nd 5.9
Risperidone 9.7 nd 7.5
Récepteur S-HT2B
lisuride nd 8.98 (H) nd
S-methoxytryptamin (agoniste) 7.4 8.8 6.2
a-methyl-5-HT (agoniste) 6.1 8.4 7.3
SB204741 (antagoniste) <5.3 7.9 <6,0
<53 (H) 7.13 (H) <6,0H)
BW723C86 (agoniste partiel) <54 7.9 <6.9
7.0 (H) 7.9 (H) 6.3 (H)
LY 266097 (antagoniste) nd 9.62 (H) nd
LY 272015 (antagoniste) 7.6 9.9 7.9
SB 215505 (antagoniste) 6.8 83 7.7
nd 8.93 (H) nd
RS 127445 / MIT-500 (antagoniste) 6.3 9.5 6.4
EGIS-7625 (antagoniste) 6.2 9 7.7
Récepteurs 5-HT2B et S-HT2C
SB200646A (antagoniste) 5.2 7.5 6.9
<53 (H) nd 7.0 (H)
In—chllo1'0phep_\'lpipernzine (mCPP) 6.7 209 -
(agoniste partiel) ’
7.2 (H) nd 7.3 (H)
MK212 (agoniste) 4.8 5.9 6.2
nd 6.82 (H) nd
Ligands non-selectifs
LY53857 (antagoniste) 7.3 8.2 8.1
ICT170809 (antagoniste) 9.1 nd 8.3
Ritanserin (antagoniste, agoniste inverse) 8.8 8.3 8.9
Mianserin (antagoniste) 8.1 7.3 8
DOI (agoniste) 7.3 7.4 7.8

nd : non déterminé.
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1.3.2.1.2) Physiologiques de la sérotonine : focus sur I’action médiée par 5-HT ,a

La sérotonine exerce plusieurs effets physiologiques dans le corps humain, étant donné
que ses récepteurs sont exprimés presque d'une fagon ubiquitaire. La sérotonine a un réle établi
dans l'agrégation plaquettaire et dans la régulation du muscle lisse, dans le systeme cardio-
vasculaire et dans le systeme gastro-intestinal (Azmitia et al., 1996). En tant que
neurotransmetteur central, il est impliqué dans une variété de troubles du comportement, y
compris la dépression et I'anxiété (Bellivier,et al., 1998; Lucki et al., 1998, Mann et al., 2001).
D'autres études ont démontré le r6le de la sérotonine dans la croissance et la différenciation
cellulaire (Tecott, Shtrom et al. 1995), le développement neuronal et dans les voies de
signalisation neuronale (Eaton et al., 1995). Des données récentes impliquent la sérotonine dans
la régulation de la concentration de glucose dans le sang et le métabolisme de l'os, sans que le

mécanisme d'action soit élucidé.
Au niveau du SNC

Au niveau du SNC, la sérotonine est impliquée dans de nombreuses fonctions vitales
comme le contrdle du cycle veille/sommeil (Jouvet et al.,, 1999), I'activité motrice (Jacobs et al.,
1999), le stress (Chaouloff et al.,, 2000), la neurogenése (Banasr et al., 2004), la
thermoregulation (Bruck et al., 1980), la prise alimentaire (Curzon et al., 1990), la nociception
(Sufka et al., 1992), les régulations endocrines (Cowen et al., 1990) et neurovégeétatives telles
que le contr6le du rythme cardiaque et de la pression artérielle (Ni et al., 2006), ainsi que le
comportement sexuel (Ahlenius et al., 1980) et la cognition (Decker et al., 1991).

En périphérie
Plaquettes sanguines

La quasi-totalité de la sérotonine circulatoire est transporté dans les granules denses des
plaquettes (Maurer-Spurej, Pittendreigh et al. 2004). La sérotonine est libérée en réponse a des
signaux dont tels que I'endothélium endommage, l'ischémie et les agonistes des récepteurs 5-
HT,. la sérotonine, via les récepteurs 5-HT,a semblee jouer un rdle dans l'agrégation
plaquettaire et la perméabilité capillaire médié par la sérotonine mais ce pendant, la kétanserine
n'a aucun effet sur l'activation des plaquettes par des stimulis physiologiques (ex. : thrombine,
collagene) (Bampalis et al., 2011)
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Physiologie cardiovasculaire

La sérotonine exerce ses effets centraux de neurotransmetteurs sur le systeme cardio-
vasculaire par l'intermédiaire des neurones des noyaux du raphé. En activant les voies
parasympathiques et sympathiques, la sérotonine exerce un effet chronotrope et inotrope sur le
systeme cardiovasculaire (Cote, Thevenot et al. 2003, Cote, Fligny et al. 2004, Cote, Fligny et al.
2004). Ces effets sont vehiculés par l'intermédiaire des récepteurs 5-HT, 5-HT, et les 5-HT3
(Cote et al., 2004, Cote et al., 2004).

Récemment, une étude vient pour la premiére d'identifier un role des récepteurs 5-HT 4 dans le
remodelage cardiaque in vivo. Cette étude a démontré que le blocage sélectif des récepteurs 5-
HT,a a un effet bénéfique dans le developpement de I'hypertrophie cardiaque. Cette amélioration
est associée & une diminution de Il'activation de la calmoduline kinase (CaMKII), marqueur de
I'nypertrophie cardiaque, et I'état de phosphorylation de son substrat I'nistone déacétylase 4
(HDACA4) (Lairez et al., 2013).

Métabolisme du glucose

Bien que certains études ont assigné a la sérotonine un effet hyperglycémiant (Wozniak
and Linnoila 1991), plusieurs évidences relévent son effet hypoglycémiant (Furman and Wilson
1980, Yamada, Sugimoto et al. 1989). Le méecanisme expliquant cet effet hypoglycémiant de la
sérotonine n'est pas bien compris, mais des données suggérent lI'implication des récepteurs 5-
HT,a. L'activation de ces récepteurs par la sérotonine induit une absorption rapide du glucose
musculaire (Hajduch, Rencurel et al. 1999), due a une augmentation de l'expression et du
recrutement des transporteurs de glucose a la surface des myotubules du muscle squelettique
(Guillet-Deniau et al., 1997). L'étude du mécanisme moléculaire montre I'implication de la voie
de signalisation JAK2/STAT3 (Guillet-Deniau et al., 1997), indépendamment de la voie PI3-
K/PKB (Hajduch, Rencurel et al., 1999).

Métabolisme osseux

La sérotonine joue un rdle dans la régulation de la différenciation des cellules osseuses
(ostéoblastes, ostéocytes et ostéoclastes) (Bliziotes et al., 2001, Westbroek et al., 2001,
Battaglino et al., 2004, Bliziotes et al., 2006, Gustafsson et al., 2006, Gustafsson et al., 2006).

Des études in vitro suggérent un effet stimulant direct de la sérotonine, via ses récépteurs 5-HT 4
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sur la formation de I'os (Westbroek et al., 2001, Locker et al., 2006), tandis que d'autres ont
trouvé des effets inhibiteurs (Westbroek et al., 2001, Yadav et al., 2008). De la méme facon, des
effets contradictoires de la sérotonine sur les voies de la résorption osseuse ont été observés
(Battaglino et al., 2004, Gustafsson et al., 2006, Gustafsson et al., 2006).

Tractus gastro-intestinal

La sérotonine active les réflexes nerveux et joue un role essentiel dans la secrétion
intestinale, la sensation, et le péristaltisme. Le r6le précis de la sérotonine dans la physiologie
gastro-intestinale normale est encore mal compris. Entre autre, le réle de la sérotonine dans la
physiopathologie des troubles gastro-intestinaux tels que la maladie intestinale inflammatoire et
le syndrome du célon irritable est controversée et représente actuellement un domaine de
recherche trés étudié. La sérotonine a été impliquée dans le syndrome carcinoide du systeme
gastro-intestinal caractérisée par une hypersécrétion de la sérotonine (Thorson et al., 1958,
Grahame-Smith et al., 1967). Les observations utilisant des souris invalidées pour le géne
codant pour le récepteur 5-HT,a (5-HT24"") ont démontré que la sérotonine via ce récepteur joue
un roéle important dans le maintien et/ou le développement des muscles lisses et les cellules

épithéliales de I'intestin (Fiorica-Howells et al., 2002)
1.3.2.1.3) Voies de signalisation activees par les récepteurs 5-HT 2a

L activation du récepteur 5-HT,a par son ligand provoque I’activation et la dissociation
de la sous-unité a de la sous-unité By du complexe trimérique formant la protéine Gq. La sous-
unité aq activée stimule la phospholipase C de type B (PLC-B) et entraine I’hydrolyse du
phosphatidylinositol biphosphate membranaire (PIP;) en IP3 et en diacylglycérol (DAG). L’IP;
va cibler des récepteurs des canaux calciques situés sur les membranes du réticulum
endoplasmique provoquant la libération et I’augmentation du taux de calcium dans le cytosol et
I’activation de protéines dépendantes du calcium comme la calmoduline (CaM), les canaux
calciques et la PKC (Florian et al., 1998, Turner et al., 2005).

En plus de la voie de signalisation principale impliquant les protéines kinases PLCP et la PKC,
d’autres effecteurs peuvent étre activées par le récepteur 5-HT,a telles que la voie de la
phospholipase A2 (PLA;) et la phospholipase D (PLD) (Kurrasch-Orbaugh et al., 2003a,
Kurrasch-Orbaugh et al., 2003b). Cependant, I’effet du 5-HT,a sur la PLD semble étre

spécifique du type cellulaire utilisé puisque I’activation du récepteur 5-HT 4 active la PLD dans
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les cellules mésangiales du rein chez le rat, cependant, cette activation n’a aucun effet sur la PLD
dans les cellules de la trachée du porc (Kurrasch-Orbaugh et al., 2003a, Kurrasch-Orbaugh et al.,
2003b; Cox et al., 1996). Le mécanisme d’activation de la PLD par le récepteur 5-HT, fait
intervenir les petites protéines G (GTPases) telles que le facteur de ribosylation-ADP-1 (ARF-1
pour ADP-ribosylating factor-1) et RhoA (Johnson et al., 2006). Dans les cellules gliales C6 et
les cellules souches neuroectodermiques embryonnaires 1C11, I’activation du récepteur 5-HT ,a
provoque I’activation de la PLA; et la libération de I’acide arachidonique (Garcia et al., 1997).
Le récepteur 5-HT,a peut réguler la production de I’adénosine monophosphate cyclique (AMPCc)
bien que ce mécanisme dépende du type cellulaire étudié. Par exemple, dans les cellules
mésangiales du rein chez le rat, les récepteurs 5-HT,a inhibent la formation de I’AMPc par
I’intermédiaire d’une interaction directe avec la protéine G de type Gi/o probablement via le
complexe By (Garnovskaya et al., 1995). En revanche, le récepteur 5-HT 4 stimule la production
de P’AMPc dans les cellules du carcinome médullaire de la thyroide de rat FRTL-5 par un
mécanisme impliquant la protéine Gs sensible (Tamir et al., 1992). Dans les lignées du cortex
embryonnaire de rat AL1A1, l'activation du récepteur 5-HT,5 amplifie la formation d'AMPc par
deux voies distinctes couplées a I'hydrolyse des inositol phosphates, la PKC et le calcium/ CaM
(Berg et al., 1994). Enfin, le récepteur 5-HT,a active principalement les voies de signalisation
MAPK (mitogen-activated protein kinases) et JAK/STAT (Janus kinase/signal transducers and
activators of transcription) (Greene et al., 2000, Grewal et al., 1999, Guillet-Deniau et al.,
1997).

Voie des MAPKs (kinases activees par les mitogenes)

La famille des MAPKSs constitue un groupe de protéines kinases qui sont activées par
différents stimuli extracellulaires et qui empruntent diverses voies de signalisation pour générer
une réponse cellulaire adaptée. Chez les mammiferes, les MAPKSs sont classifiées en trois sous-
familles: les ERK1/2 (extra-cellular regulated protein kinases), le JNK (c-jun N-terminal
kinases) et les p38 (pour revue, voir (Kyriakis et al., 2001)). Les ERK1/2 sont activees par les
facteurs de croissance et les hormones, alors que les voies JNK et p-38 sont principalement

activées par les stress environnementaux et les cytokines.

Les MAPKSs sont regulées par un réseau complexe de kinases via la phosphorylation séquentielle

sur des résidus tyrosines, sérines et thréonines. En général, cette régulation des MAPKSs se fait au
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sein d’un module de signalisation principale (Core signaling module) et nécessite I’activation
séquentielle de trois kinases. Les premiéres kinases de ce module sont représentées par la famille
des MAPK kinase kinase (MAPKKK) comprenant les membres raf, MEKK, MLK et ASK1. Ces
MAPKKK sont des kinases sérine/thréonine et, une fois activées, elles phosphorylent les MAPK
kinase (MAPKK), MEK1, MEK2 (cibles de Raf), MKK2, MKK3, MEK5, MKK?7 (cibles de
MEKK), MKK3, MKK4, MKK7 (cibles de MLK) et MKK3, MKK4, MKK®6 (cibles de ASK1).
Les MAPKK reconnaissent et phosphorylent le motif conservé Thr-X-Tyr (Thréonine-X-
Tyrosine) présent dans la boucle d'activation des MAPKSs, ce qui définit les MAPKK comme
kinase de double spécificité. Les MAPKSs sont les kinases finales du module et, une fois activeées,
elles iront phosphoryler les résidus serine et thréonine présents dans leurs substrats. Ces derniers
constituent les quatre familles de la grande voie des MAPKS, i.e. ERK1 et 2 (cibles de MEK1,
MEK2), ERKS5 (cibles de MEKS5), JNKs (cibles de MKK4 et MKK7) et p38 MAPK (cibles de
MKK3 et MKK®6) (Kyriakis et al., 2001, Mordret, 1993, Widmann et al., 1999).

La forme non activée d’ERK1/2 montre une distribution cytoplasmique et se translocalise d’une
facon tres rapide dans le compartiment nucléaire une fois activée (p-ERK1/2). La localisation
subcellulaire d'ERK1/2 joue un role important dans la spécificité de la réponse au signal
cellulaire (Khokhlatchev et al., 1998). Une fois activée, ERK1/2 peut induire dans les
compartiments cellulaires la phosphorylation de plusieurs substrats comme les protéines
membranaires (CD 120a, Syk et calnexine), des substrats nucléaires (SRC-1, Pax6, NFAT, Elk-
1, MEF2, c-Fos et c-Myc) et des protéines du cytosquelette (neurofilaments et paxiline) (Roux et
al., 2004).

La dérégulation des voies MAPKs et plus particulierement la voie Raf-MEK1/2-ERK1/2 est
fortement associée au développement et a la progression du cancer (Dhillon et al., 2007). En
effet, la voie ERK1/2 est dérégulée dans pratiquement le tiers des néoplasies. Brievement, la voie
ERK1/2 est classiquement stimulée par I’interaction des ligands et de leurs RTKSs via une voie
bien définie impliquant la dimérisation et une autophosphorylation mutuelle des RTKs créant
ainsi des sites de fixation pour le complexe des molécules adaptatrices Grb2-Sos et I’activation
de la protéine Ras. Cette derniere va phosphoryler a son tour la protéine Raf-1 qui va activer
MEK1/2. ERK1/2, le substrat spécifique de MEK1/2, une fois activé se dimérise et transloque
dans le noyau ou avec d’autres facteurs de transcription il regule I’expression de plusieurs génes

impliqués dans divers processus cellulaires (Fig. 7) (pour revue,voir Roux et al., 2004).
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L’activation de ERK1/2 via la stimulation d’un RCPG est complexe et peut avoir lieu par : (1)
transactivation avec un RTK, (2) I’activation de la voie de signalisation impliquant la PLC et la
PKC, et (3) I’activation de la voie AMPc/PKA. L’exemple le plus connu est le potentiel de
transactivation des récepteurs a I’EGF par I’endothéline, la lipoprotéine Al (LPA) et la
thrombine dans les fibroblastes de rat menant a une activation rapide de ERK1/2 (Daub et al.,
1996) qui nécessite I’activation de metalloprotéiases membranaires (lvey et al., 2008, Liebmann,
2001, Prenzel et al., 1999). L’activation de ces métalloprotéinases permet le clivage de HB-EGF
(Heparin-binding-EGF) et la libération de sa partie active, liée a un domaine transmembranaire
(Fig. 8). Les protéases impliquées dans ce phénomeéne demeurent mal connus bien que des
études aient suggére I’implication de métalloprotéinases de la sous-famille ADAM (A
Disintegrin and Metalloproteinase) (Black et al., 1997, Izumi et al., 1998, Moss et al., 1997).
L’ activation d’ERK1/2 via la transactivation des RTKs peut aussi avoir lieu sans clivage des
récepteurs a I’EGF. En effet, le récepteur a I’'EGF (EGFR) peut étre phosphorylé par le biais des
protéines Kinases Src et Pyk2 activées en aval des RCPGs apreés fixation de leurs ligands (Fig. 8)
(Andreev et al., 2001). Cependant, les protéines Src et Pyk2 ne sont pas absolument requises
pour I’activation de la voie ERK1/2, ce qui démontre la fragilité du lien entre la phosphorylation
des RTKs et I’activation ERK1/2 (Biscardi et al., 1999, Keely et al., 2000, Luttrell et al., 1996).
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cytokines,
stress,

Facteurs de
croissance et
cytokines stress,
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Figure 7 : Voie de signalisation des kinases activées par les mitogénes (MAPKS)
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Plusieurs études ont démontré que le récepteur 5-HT,a soit capable de stimuler la voie ERK1/2
bien que le mécanisme impliqué demeure mal connu (Banes et al., 1999, Greene et al., 2000,
Grewal et al., 1999). Dans les cellules mésangiales rénales du rat, I’activation de la voie ERK1/2
implique la stimulation de la PKC et la production des especes réactives de I’oxygéne (ROS) via
I’activation de I’enzyme NAD(P)H oxydase (NAD(P)H oxydase-like enzyme). En revanche, la
stimulation de la voie ERK1/2 par la I’activation du 5-HT,a dans les cellules du muscle lisse
vasculaire nécessite I’activation de la protéine Src, indépendamment des PKCs et PI3Ks ou de la
transactivation du EGFR (Banes et al., 1999)(Watts et al., 2001). La signification biologique
ainsi que le type de réponse physiologique résultant de I’activation de la voie ERK1/2 via le
récepteur 5-HT ,a est spécifique du type cellulaire. Ainsi, la stimulation de la voie ERK1/2 via le
récepteur 5-HT, dans les cellules du muscle lisse vasculaire provoque la contraction musculaire
(Watts et al., 2002), alors que dans les cellules mésangiales du rat, cette stimulation induit la

prolifération et la production du facteur de croissance tumorale-p (TGF-B) (Grewal et al., 1999).
Voie JAK/STAT

La famille des JAKs sont des tyrosines kinases cytoplasmiques comprenant quatre
membres : JAK1, JAK2, TYK2 et JAK3. A I’exception de la tyrosine kinase JAK3 qui est
uniquement exprimée dans les cellules hématopoiétiques (lignée myéloide et lymphoide), les
autres kinases sont exprimées de facon ubiquitaire. Les JAKSs lorsqu’elles sont activées
phosphorylent a leur tour une famille de facteurs de transcription ; les STATSs (signal transducers
ans activators of transcription). Cette famille comprend sept membres (STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et STAT6). La voie de JAK/STAT, classiquement activee
par les médiateurs inflammatoires (cytokines) et des récepteurs aux facteurs de croissance, est
impliquée dans des processus physiologiques tels que la réponse immunitaire, la différenciation,
la prolifération et la survie cellulaire, et dans I’oncogenése. Le mécanisme d’activation de la voie
JAK/STAT par les cytokines est bien documenté. Brievement, la fixation des cytokines (ligands)
sur leurs récepteurs provoque la dimérisation de ces derniers et une trans-phosphorylation des
tyrosines kinases JAKs. Les JAKSs activées vont a leur tour phosphoryler des résidus tyrosines
présents au niveau du domaine cytoplasmique des récepteurs sur lesquelles les les STATS vont se
fixer. Les JAKs activées vont a leur tour phosphoryler des résidus tyrosines présents au niveau
du domaine cytoplasmique des récepteurs et sur lesquelles les STATSs vont se fixer. La formation

du complexe récepteurs-JAK-STAT situé au niveau de la membrane va permettre aux protéines
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JAKSs de phosphoryler les STATs provoquant, ainsi, leur dimérisation et leur translocation dans
le noyau ou ils vont se fixer sur des séquences spécifiques au niveau des promoteurs des genes
cibles et moduler leurs expressions (Fig. 9) (pour revue, voir Leonard et al., 1998, Rawlings et
al., 2004). Les STATs vont se fixer. Au niveau du complexe récepteurs-JAK-STAT situé au
niveau de la membrane, les JAKs vont phosphoryler les STATs provoquant leur dimérisation et
translocation dans le noyau ou ils vont se fixer (avec d’autres facteurs de transcription) sur des
séquences spécifiques au niveau des promoteurs des genes cibles et moduler leurs expressions

(Fig. 9) (pour revue, voir (Leonard et al., 1998, Rawlings et al., 2004).

- MEK1/2 — ERK1/2

Figure 8 : Activation de la voie de signalisation des MAPKSs par les récepteurs couplés aux protéines G
(RCPGs). Exemple du récepteur a I’endothéline-1 (ETRa) dans les cellules vasculaires du muscle lisse. La
stimulation du récepteurs ETR 4 couplé a une protéine de type Gq par son ligand ET-1 conduit a I'activation de la
phospholipase C (PLC) et la formation de I'inositol (1,4,5) triphosphate (IP3) a partir du phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP2) et du diacylglycérol (DAG). Ce dernier active la protéine kinase C (PKC), qui phosphoryle la
protéine kinase activée par les mitogénes ERK1/2 via les protéines Raf et MEK1/2. IP3 stimule la libération de Ca**
par le réticulum endoplasmique. ET-1 peut également activer, via la stimulation de I'adénylate cyclase (AC),
I'adénosine 3,5 -monophosphate cyclique (AMPCc) qui a son tours stimule la protéine kinase A (PKA). ET-1 active
les voies des MAPKS via une tyrosine kinase et d'une métalloprotéinase qui clive la forme pro-active des facteurs de
croissance (HB-EGF). La forme active de ces derniers se lie aux récepteurs de la tyrosine kinase (EGFR),
conduisant & l'activation de la cascade de MAPKSs. Parallélement, une augmentation des concentrations du Ca®* peut
activer les tyrosines kinases sensibles au Ca®* tels que la tyrosine kinase riche en proline -2 (PYK2), qui en formant
un complexe de signalisation avec des protéines adaptatrices SHC, GRB et SOS, active les kinases Ras et Raf. ET-1
active également la voie des phosphoinositol-3-kinase (P13-kinase) par I'intermédiaire de I'activation de Ras.
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La voie JAK/STAT peut aussi étre stimulée par I’activation de RCPG de type Gg, mais le
mécanisme mis en jeu demeure mal connu. Plusieurs exemples illustrant I’activation des
JAK/STAT par les RCPGq ont été répertoriés (Tableau 2). Par exemple, la gastrine via
I’activation de son récepteur a 7 domaines transmembranaire (RCCK-2) active la voie
JAK2/STAT3 dans les différentes lignées cellulaires tumorales du pancréas in vitro et in vivo
dans des modéles de souris transgeniques. Le mécanisme d’activation de JAK2 nécessite a la fois
I’association physique entre la protéine JAK2 et une séquence NPXXY situé sur le septieme
domaine transmembranaire du recepteur RCCK-2 et I’activation de la sous-unité a de la protéine
Gq. L’activation de cette voie par la liaison de la gastrine a son récepteur induit des processus
physiologiques fondamentaux tels que la croissance cellulaire et la modulation de I’adhésion
cellule-cellule (Ferrand et al., 2005). Un autre exemple est illustré par I’activation du récepteur
AT1 (RCPG de type Gq) par son ligand I’angiotensine Il qui provoque la phosphorylation de
JAK2 et STAT3 dans les cellules du muscle lisse de I’aorte chez le rat (Marrero et al., 1995).
L’association physique entre JAK2 phosphorylé et le récepteur AT1 se fait dans un complexe
impliquant la sous-unité G de la protéine Gq, le récepteur AT1 et une protéine de connexion
SHC (sequence homology of collagen) (Luchtefeld et al., 2003). Enfin, Des études proposent que
le recrutement des STATSs au niveau du complexe récepteur-JAK2 serait lié a la présence d’un
motif (YXXQ) sur certains RCPGs, tels que le récepteur au TSH, le récepteur a-adrénergiques et
le récepteur a I’endothéline-1, tous capables de lier les protéines STAT3 (Dostal et al., 1997,
Park et al., 2000).

La chronologie des événements et la réponse cellulaire résultant de I’association entre JAK2 et
les RCPGq ne se déroule pas de la méme facon pour tous les RCPGq. Par exemple, la protéine
JAK2 doit subir une autophosphorylation préalable avant d’étre recruté au niveau du récepteur
AT1 puisque P’inhibition de JAK2 affecte sa liaison au au récepteur AT1 et inhibe la
prolifération cellulaire. En revanche, cette activation préalable de JAK2 n’est pas nécessaire pour
les récepteurs aux chimiokines (CXCR4), puisque I’inhibition ou la mutation de JAK2 n’affecte
pas son association au récepteur CXCR4, cependant, la capacité migratoire des cellules en
réponse aux chimiokines est diminuée ce qui montre tout de méme I’importance de la voie JAK2

dans la réponse cellulaire induite par ce RCPGq (Soriano et al., 2003).
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Figure 9 : Voie de signalisation JAK/STAT. La fixation du ligand (cytokines) sur son récepteur va provoquer la
phosphorylation de la protéine kinase JAK et du domaine cytoplasmique du récepteur (1). Les protéines STAT sous
forme monomeres, recrutées au niveau du complexe JAK-récepteur, subissent une phosphorylation au niveau des
résidus tyrosines, se dimérisent (2) et migrent vers le noyau (3) pour se fixer au promoteur des génes cibles. La
déphosphorylation des protéines STATs va provoquer leur dissociation et par conséquent leur expulsion dans le
cytoplasme (4).

Le mode de régulation de la signalisation dépendante de la voie JAK/STAT par les protéines G
reste encore obscur. D’ailleurs, ces mécanismes de régulation sont communs aux RCPGs et aux
récepteurs des cytokines et des facteurs de croissance. Par exemple, la phosphatase SHP-1 (Src
homology phosphatase-1), qui grace a son domaine SH2, peut étre recrutée a la fois au niveau du
complexe récepteur aux chimiokines CXCR4-JAK-STAT et au niveau du complexe récepteur a
I’angiotensine 1l AT1-JAK-STAT et inhibe la translocation nucléaire des protéines STATS
(Marrero et al., 1995, Vila-Coro et al., 1999). Dans le cas de I’angiotensine, I’expression de
SOCS augmente trés rapidement en réponse a I’activation des protéines STAT3 pour exercer une
rétroaction négative sur la phosphorylation de JAK2, atténuant ainsi I’intensité du signal et de la
réponse cellulaire (Hernandez-Vargas et al., 2005). La famille des protéines SOCS (pour
Suppressors of cytokine signaling) est considérée comme des senseurs, a plusieurs niveaux, de la

signalisation dépendante des STATs. Enfin, les protéines PIAS (pour protein inhibitor of
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activated STATS) sont capables d’interagir avec les STATS en inhibant leur liaison a I’ADN. En
revanche, leur implication dans la voie de transduction du signal dépendante de STATS activées

par les RCPGq n’a pas été démontrée.

Tableau 2 : Sommaire des différents membres de la famille JAK et STAT activés par les récepteurs couplés a
une protéine G de type G4 (RCPG,)

Récepteurs (ligands) JAK STAT Références

AT1 (angiotensine) 2 1,3,5,6 (Ali et al., 1997, El-Adawi et al.,
2003, Marrero et al., 1995)

PARs (thrombine) 2 1,3 (Huang et al., 2000)

LHR (LH) 2 1,5 (Carvalho et al., 2003)

TSHR (TSH) 1,2 3 (Park et al., 2000)

BKR2 (bradykinine) Tyk2 3 (Ju et al., 2000)

5-HT 4 (sérotonine) 2 3 (Guillet-Deniau et al., 1997)

CCR2 (CCL2) 1,2 2,3,5 (Biswas et al., 2002)

CCR5 (CCL5) 1,2,3 1,2,3,5 (Wong et al., 1998)

CXCR4 (CXCL12) 1,2,3, Tyk2 | 1,2,3,4,5 | (Vila-Coroetal., 1999)

CCR7 (CCL21) 2 - (Stein et al., 2003)

ORL(2) (orphelin) - 3 (Wu et al., 2003)

FMLPR (N-formyl - 3 (Sasaguri et al., 2000, Wu et al.,

peptides) 2003)

é;géﬁg?;?‘i?#:gl 2, Tyk2 1 (Sasaguri et al., 2000)

1.3.2.1.4) Role mitogéne de la sérotonine et du récepteur 5-HT ,a
Au niveau hépatique

Le foie peut régénérer son volume apres la perte de tissu majeur. Une étude intéressante
parue dans le journal Sciences, a démontré que la sérotonine d'origine plaquettaire, via les
récepteurs 5-HT,a, est impliquée dans l'initiation de la régénération du foie. Dans cette étude,
Chez des souris (C57BL), souris modeles pour I'étude de la régenération du foie, une déficience
de l'activité des plaquettes (thrombocytopénie) conduit a lI'absence de la prolifération cellulaire
dans le foie. Chez ces souris, l'utilisation prolongée d'un agoniste des récepteurs 5-HT ,a restitue

la prolifération du foie d'une maniere significative. Chez des souris ayant subi une hépatectomie
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partielle, provoque une augmentation significative des niveaux d'expression de 5-HT,a dans le
foie associé a une regeneration a été observée (Lesurtel et al., 2006). Papadimas et collaborateurs
ont réussi a blogquer que cette regéneration par la kétansérine. Cependant I'effet de la kétanserine
n'est efficace que si elle est administrée pendant la phase de transition G1-S du cycle cellulaire,
ce qui montre I'implication de la la sérotonine, via son récepteur 5-HT,4 comme co-facteur dans
la synthése de I'ADN pendant le processus de la regéneration des cellules du foie (Papadimas et
al., 2006)

Au niveau rénal

La sérotonine exerce un effet mitogene puissant sur les cellules mésangiales (Takuwa,
Ganz et al. 1989, Montero, Rodriguez-Lopez et al. 1995, Fanburg and Lee 1997), et cette activité
mitogene est impliquée dans le développement de glomérulonéphrite. L'activité mitogene de la
sérotonine dépend de I’activation du récepteur 5-HT 4 et fait intervenir la voie PLC/PKC, une
augmentation de la production des especes reactives de I'oxygene (ROS), et une accumulation de
la cytokine fibrosante TGF-f (Grewal, Mukhin et al. 1999).

Au niveau du sein

Les récepteurs 5-HT,a est présent dans les cellules du cancer du sein MCF-7. La
sérotonine exerce un effet mitogenique bien que le mécanisme impliqué n'a pas été étudié
(Sonier et al., 2006).
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I1) PLACENTA HUMAIN

Le placenta est un organe multifonctionnel (production hormonale, échanges mere-feetus,
immunomodulation) jouant un réle essentiel dans le déroulement de la grossesse et dans la
croissance fcetale chez les mammiferes. Bien que ses fonctions soient essentielles, le placenta est
un organe dont le fonctionnement et le développement sont peu connus. Chez les mammiféres, le
placenta est I’organe dont la structure et le fonctionnement divergent le plus d’une espéce a
I’autre en raison des différences de besoins nutritionnels, du nombre de rejetons et de la durée de
la période de gestation. Une importante activité endocrinienne et une placentation de type

hémomonochoriale sont propres a I’humain (Malassine et al., 2003).

La villosité choriale (ou villosité placentaire) constitue I’unité structurale et fonctionnelle du
placenta humain (Alsat et al., 1998). Elle baigne directement dans le sang maternel, apporté par
les artéres utérines. Cette villosité est a la fois ancrée dans I’utérus maternel et appelée villosité
crampon, ou elle favorise I'implantation et I’invasion, et flottante (ou libre) dans la chambre
intervilleuse favorisant le développement placentaire et les échanges bidirectionnels entre la

meére et le feetus (Fig. 10).

vCTB
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+«—— Espace intervilleux

Villosité flottante
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Figure 10: Villosité placentaire ancrée a I’interface foeto-maternelle. ST : syncytiotrophoblaste ; vCT :
cytotrophoblaste villeux ; evCTB : cytotrophoblaste extravilleux. Figure offerte par Dr Thierry Fournier (INSERM
U767, Paris, France) et modifiée avec autorisation par Talal Oufkir.
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11.1) Développement du placenta humain

Le développement du placenta se fait a partir des cellules souches trophoblastiques qui
s’engagent dans deux voies : celle du trophoblaste villeux (vCTB), assurant le développement
placentaire et celle du cytotrophoblaste extravilleux (evCTB) assurant I’implantation de

I’embryon dans les tissus utérins maternels (Fig. 11).
11.1.1) Différenciation du trophoblaste villeux.

La villosité flottante est composée par deux types cellulaires, une assise cellulaire
mononuclée le cytotrophoblaste villeux (vCTB), recouverte d’une couche cellulaire plurinucléée
appelée le syncytiotrophoblaste (STB) et qui résulte de la fusion avec les vCTB sous-jacents

(Fig. 11) (Aplin, 1991). Ce phénomeéne de differenciation cellulaire est appelé syncytialisation.

Le cytotrophoblaste (CTB)
|
- [ } n
evCTB prolifératif vCTB o
| | 4
Migration Agrégation / Fusion g
¢ 3
& evCTB invasif STB %
B | \ T
E Invasion Fonctions : 3
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g - endocrines 3
= | | - échanges 2
Décidue Artéres spiralées - endotheliales @
} b -
Cellules evCTB
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Figure 11 : Représentation des deux voies de différenciation du cytotrophoblaste humain. Le cytotrophoblaste
villeux (CTV) fusionne et forme le syncytiotrophoblaste (ST). Le cytotrophoblaste extravilleux (evCTB) prolifére
puis devient invasif et migre dans la décidue et le myometre. Il colonise les vaisseaux maternels (evCTB

endovasculaire) ou se différencie en cellules géantes plurinucléées.

Le phénomeéne de syncytialisation est un processus trés rare. Chez I’humain, trois types de tissus
seulement résultent de fusions syncytiales : le syncytiotrophoblaste, les fibres musculaires striées
et les ostéoclastes (Huppertz et al., 2001, Vignery et al., 2000).Un quatrieme type plus rare de
tissus multinucléés peut étre formé par le processus de syncytialisation cellulaire. 1l s'agit des
grandes cellules géantes multinucléées (MGC) qui proviennent de la fusion des cellules de la
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lignée monocytes/macrophages. La fusion des macrophages est caracteristique de la
différenciation des ostéoclastes et la formation de granulomes de corps étranger, ou les
macrophages fusionnées assurent la dégradation optimale des os et les matieres étrangeres,
respectivement (Anderson et al., 2000, Vignery et al., 2000).

La compréhension des mécanismes impliqués dans la différenciation du trophoblaste villeux est
beaucoup étudiée en raison de la possibilité d’isoler, de purifier et de maintenir ces cellules en
culture (Kliman et al., 1986). En effet, in vitro, le syncytiotrophoblaste se forme a partir de
I’agrégation puis de la fusion cellulaire des cytotrophoblastes villeux. Cette différenciation
morphologique est accompagnee d’une différenciation fonctionnelle caractérisée par I’activation
de certains genes exprimes spécifiguement dans le syncytiotrophoblaste et codant a titre
d’exemple pour des hormones sécrétées, telles I’hormone gonadotrophine chorionique (hCG),
I’hormone lactogéne placentaire (hPL), I’hormone de croissance placentaire (pGH), et la leptine
(Chardonnens et al., 1999, Jacquemin et al., 1998, Morrish et al., 1987). Ce processus de fusion
cellulaire n’est encore entierement élucidé. La présence dans le syncytiotrophoblaste de deux
génes codant pour des protéines membranaires rétrovirales semble impliquée celles-ci dans ce
processus de fusion. Ces protéines appelées syncytines, nommées syncytine-1 et -2 semblent agir
d’une maniere concertée pour induire une action fusogene in vitro (Mi et al., 2000). La fonction
de la syncytine-1 serait d’initier les étapes précoces de la fusion cellulaire entre les cellules
cytotrophoblastiques, alors que la syncytine-2 semble intervenir dans le processus fusogénique
proprement dit (Vargas et al., 2009). Le processus de fusion cellulaire implique également la
communication intercellulaire. En effet, la présence de jonctions communicantes fonctionnelles,
impliquant la connexin 43, est indispensable a la formation du syncytiotrophoblaste (Malassine
et al., 2005). Par ailleurs, la formation du syncytiotrophoblaste est stimulée par I’AMPc (Keryer
et al., 1998), par certains facteurs de croissance, comme le EGF (Morrish et al., 1987), par des
hormones polypeptidiques dont la hCG et par des agents de synthése steroidiens tel que la
déxaméthasone (Malassine et al., 2002). A I’inverse, cette formation syncytiale est inhibée par le
facteur de croissance tumoral-B (TGF-B) (Morrish et al., 1991), par le facteur inhibant la
leucémie (LIF) (Nachtigall et al., 1996) et par I’hypoxie (Alsat et al., 1996)..
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11.1.2) Différenciation du trophoblaste extravilleux

Les cytotrophoblastes extravilleux (evCTB) des colonnes a la base de la villosité
crampon, sont capables de proliférer puis de migrer dans I’endometre décidualisé. Ces
cytotrophoblastes vont alors persister dans la paroi utérine et elles migrent vers les artéres
spiralées utérines pour devenir des cellules endovasculaires (phénotype des cellules
endotheliales) ou se differencier, de facon terminale, en cellules géantes bi- ou
trinucléées(Kaufmann et al., 2003, Redman et al., 2003, Zhou et al., 1997b).

A la base de la villosité crampon, les cytotrophoblastes extravilleux vont passer d’un phénotype
épithélial polarisé vers un phénotype prolifératif. Ces cellules vont perdre leur capacité
proliférative puis vont migrer pour envahir I’endométre maternel en interagissant avec les
cellules déciduales et les cellules immunocompétentes de la décidue. Ces cellules invasives vont
progresser dans la décidue et vont se diriger préférentiellement vers les artéres spiralées du
muscle uterin pour éroder les cellules endothéliales jusqu’au premier tiers du myomeétre. Ces
cytotrophoblastes extravilleux vont remplacer les cellules endothéliales avec I’acquisition d’un
phénotype endovasculaire. Cette invasion des arteres spiralées va les transformer en arteres
atones, hors de tout controle neurovasculaire. Cette transformation implique I’apport d’un grand
flux sanguin pour I’embryon afin de combler les besoins croissants du feetus en nutriments et en
oxygene pour son développement. La plupart de ce que nous connaissons des mécanismes qui
régulent I’invasion trophoblastique a essentiellement été décryptée par immunohistochimie a
partir de I’étude in situ de la zone d’implantation appelée lit placentaire, et par la possibilité
d’isoler et de cultiver in vitro des cellules trophoblastiques extravilleuses (Tarrade et al., 2001).
(Fig. 10).

L’invasion des cytotrophoblastes extravilleux, contrairement & un modele tumoral, est un
processus régulé de maniére spatio-temporelle. Cette régulation est le fruit de I’interaction des
cytotrophoblastes extravilleux avec la matrice extracellulaire (MEC) et d’un certain nombre de

signaux diffusibles.

Lors de la migration dans la décidue et les vaisseaux, le cytotrophoblaste extravilleux acquiert
des phénotypes variés qui se traduisent par un changement graduel des récepteurs aux intégrines
(spécifiques de la laminine) par des récepteurs capables d’interagir avec les composantes de la

matrice extracellulaire (fibronectine et collagéne typel) (Aplin et al., 1993, Burrows et al., 1993,
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Damsky et al., 1992, Zhou et al., 1993). Différentes sous-unités d’intégrines sont observées
selon que le cytotrophoblaste est de type €pithélial (a3bp4, a6bp4), interstitiel (alP3, aSP1) ou
endovasculaire (a1B3, avp3) (Damsky et al., 1992). Leur expression est en rapport avec
I’adhérence des cellules aux constituants de la matrice extracellulaire (a6 : laminine, a5 :
fibronectine, al : collagene). Le répertoire des sous-unités intégrines a été caractérisé et son
importance se traduit par la possibilité de son utilisation, avec d’autres marqueurs, comme

indicateur du pouvoir prolifératif et invasif dans les grossesses normales et pathologiques.

La migration trophoblastique est également modulée par la tension en oxygene dans I’interface
feeto-maternelle (Genbacev et al., 1997). La pression en oxygene dans la chambre intervilleuse
module I’expression de facteur de transcription inductible par I’oxygéne comme le facteur de
transcription d’hypoxie induit par I’hypoxie (HIF pour Hypoxia-inducible factor). Ce dernier va
a son tour moduler I’expression de certains génes codant pour [I'érythropoiétine
(hémodynamique), le VEGF (angiogenese) et certaines enzymes du métabolisme. Le passage des
cytotrophoblastes extravilleux d’un état prolifératif a un état invasif se fait en réponse au TGF-3

produit par la décidue (Xu et al., 2001a).

Comme toute cellule invasive, les cytotrophoblastes extravilleux produisent des protéases pour
dégrader la matrice extracellulaire; les métalloprotéases. Il existe plusieurs types de
métalloprotéases qui jouent un role fondamental dans la destruction des protéines de la matrice
extracellulaire, la progression et la dissémination des tumeurs. Le cytotrophoblaste extravilleux
met en ceuvre des métalloprotéases matricielles (MMPs) synthétisées et activées au cours de la
progression des cellules dans la matrice extracellulaire principalement la gélatinase B (MMP9) et
la gélatinase A (MMP2) (Lala et al., 2002). Pour contrdler cette invasion, une double régulation
s’impose. En effet, des inhibiteurs des métalloprotéases (TIMPs) sont sécrétés a la fois par les
cytotrophoblastes extravilleux (autorégulation) et par la décidue afin d’éviter un processus de
protéolyse excessive (Huppertz et al., 1998). Les TIMP-1 et -2 sont les principaux inhibiteurs
des métalloproteases MMP-2 et -9 respectivement. Ainsi, I’équilibre entre la production des
MMPs et de leurs inhibiteurs les TIMPs va déterminer la capacité des cytotrophoblates
extravilleux a envahir la décidue. Cette derniére sécrete également des facteurs solubles
stimulant ou inhibant I’invasion trophoblastique en modulant la synthése des protéines
matricielles, des protéases et de leurs inhibiteurs. Il faut noter qu’un défaut dans le mécanisme

d’invasion des cytotrophoblastes extravilleux mene a des pathologies de la grossesse comme la
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préeclampsie précoce (Lim et al., 1997). Nous allons consacrer un chapitre détaillé a la
description du systeme MMPs/TIMPs et de son rble dans la régulation de I’invasion

trophoblastique (voir section 11.3.2).
11.3) Systemes modeéles pour les études in vitro du trophoblaste extravilleux
Lignees cellulaires de choriocarcinomes placentaires humains

Afin de comprendre les mécanismes impliqués dans la différenciation placentaire et
d’étudier les fonctions placentaires dans des conditions physiopathologiques, des modéles
animaux, ex vivo et in vitro ont été developpés. Parmi les modéles animaux frequemment utilisés
est le modele murin. Ce dernier, s’appréte a des manipulations génétiques (expression de
transgene et extinction de gene) est a contribué grandement a la comprehension des mécanismes
impliqués dans la formation et la physiologie du placenta in vivo. Cependant, ce modéle souffre
d’un inconvénient majeur du fait que le type de placenta chez la souris différe de celui chez la
femme sur le plan anatomique et fonctionnel. Par ailleurs, I’existence de pathologies uniques au
placenta humain comme la prééclampsie et la restriction de la croissance intra-utérine font que
les processus de placentation observés chez la souris restent peu extrapolables a I’humain (Carter
et al., 2007, Watson et al., 2005).

Un des modeles placentaires les plus utilisés est le modele de cellules de lignée d'origine
trophoblastique (trophoblast-like cells) (Fig 12D). Les premieres lignees de cellules
trophoblastiques endocrines humaines a étre cultivées in vitro ont été les cellules BeWo. Ces
cellules ont été obtenues apres avoir inoculé une tumeur placentaire humaine (choriocarcinome)
a des hamsters. Une fois ces tumeurs produites, elles ont été maintenues durant plusieurs annees,
par passages multiples entre animaux, jusqu'au developpement de trois souches différentes. Une
de ces souches a servi de source pour les cellules de la lignée qui ont ensuite été mises en contact
(coculture) avec les explants de la membrane déciduale humaine. C'est a partir de cette coculture
que les cellules BeWo ont été établies (Hertz et al., 1959, Pattillo et al., 1968a, Wolfe et al.,
2006). Ces cellules sont capables de former des syncytia lorsqu’elles sont stimulées par des
molécules naturelles ou de synthése capables d'augmenter la production de I'AMPc
intracellulaire (Pattillo et al., 1968a, Pattillo et al., 1968b, Pattillo et al., 1979, Prouillac et al.,
2009, Taylor et al., 1991, Yashwanth et al., 2006).

34



Ensuite, les deux autres souches de BeWo isolées ont été utilisées pour produire six clones
dénommées JEG (JEG-1, -2, -3, -4, -7 et -8). Ces clones ont les mémes caractéristiques
morphologiques et de production d'hormones (hCG, hPL, estrogenes, etc.) que les cellules
BeWo. Cependant, elles ne sont pas capables de former des syncytia. De plus, les différentes
lignées de JEG formeées démontraient un taux varié de production de hCG et de progestérone.
Aujourd'hui, la souche JEG la plus utilisée et commercialisée par I'’American Tissue Culture
Collection (ATCC®) est la souche JEG-3. Une troisieme lignée de cellules, les cellules JAR (Jar
ou JAr), qui provenaient directement de la tumeur trophoblastique du placnta et qui posséde
aussi les caracteristiques morphologiques et hormonales du trophoblaste humain a été
développée (Pattillo et al., 1968b, Pattillo et al., 1972, Pattillo et al., 1979).

Les lignées BeWo, JEG-3 et JAR sont aujourd'hui considérées comme des cellules importante
pour I'étude du développement et de la fonction trophoblastique (Dalton et al., 2007, Fisher et
al., 1989, Kudo et al., 2003, Sullivan et al., 2004, Ushigome et al., 2000, Wolfe et al., 2006). Les
avantages connus de ces cellules sont leur homogénéite, leur culture in vitro aisée et leur facilité

a étre clonées et transfectées (Kovo et al., 2008, Sullivan et al., 2004).
Lignées cellulaires de primocultures trophoblastiques immortalisées

Malgré tous leurs avantages, les cellules du choriocarcinome placentaire ne peuvent étre
utilisees dans certaines conditions d’expérimentation. Par exemple, les primoculture de
trophoblaste et les lignées trophoblastiques ne répondent pas de la méme maniére au TGF-p.
Alors que cette cytokine produite localement par I’utérus inhibe la prolifération et I’invasion du
trophoblaste en culture primaire (Graham et al., 1992), certaines lignées trophoblastiques sont
totalement réfractaires au TGF-, bien qu'elles expriment les récepteurs a cette cytokine (Graham
et al., 1994). En 1993, Graham et ses collaborateurs ont crée une nouvelle lignée cellulaire qu’ils
ont nommée HTR-8/SVneo. Cette lignée a été obtenue par transfection des explants de
trophoblaste de premier trimestre de la grossesse (HTR-8) avec un vecteur d’expression codant

pour I’antigéne T du virus simiens 40 (SV40).
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Villosité crampon du premier
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Les lignées du choriocarcinome
BeWo, JEG-3, JAR

Figure 12 : Modeéle cellulaire pour I’étude in vitro de la différenciation du trophoblaste placentaire humain,
d'aprés (Fournier et al., 2011). (A) Les cellules du cytotrophoblaste villeux mononuclée (représenté en jaune sur la
villosité crampon) ont été isolées a partir de la villosité choriale du premier trimestre et cultivées sur plastique
pendant 72h pour une différenciation en syncytiotrophoblastes puis marquées par un anticorps contre la protéine
membranaire  desmoplakine (DSK) et visualisées par immunofluorescence (en vert). Les cellules du
cytotrophoblaste extravilleux (représentée en rouge au niveau de I’interface feeto-maternelle de la villosité crampon)
ont été cultivées sur Matrigel® et immunovisualisées en rouge grace a un anticorps anti-cytokératine 7 (CK7). (B)
Culture d’explants de villosité pour étudier la différenciation du trophoblaste humain. (C) Les différentes lignées
immortalisées de cytotrophoblaste extravilleux du premier trimestre avec un antigene grand T et/ou petit du
ploymavirus SV40 (T/t SV40) et (D) Les lignées BeWo, JEG-3 et JAR issues du choricarcinome placentaire.
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D’autres modeles cellulaires immortalisés issus de primocutlure ont été créés pour étudier
I’invasion du trophoblaste telles que les cellules SGHPL (SGHLP-4 et-5) (Cartwright et al.,
2002a, Choy et al., 2000), HIPEC65 (Pavan et al., 2003), RSVT2 et RSVT2-C (Khoo et al.,
1998), TCL-1 (Lewis et al., 1996), SPA-26 (Logan et al., 1992), TEV-1 (Feng et al., 2005) et
Swan71 (Aplin et al., 2006) (Fig. 12C). Méme si le processus d’immortalisation apporte une
solution pour I’étude de la fonction placentaire, ces lignées souffrent de plusieurs inconvénients ;
a savoir la perte de certaines caractéristiques phénotypiques propres a la souche parentale et une
instabilité dans le temps. Par exemple, il a été démontré récemment que les cellules SGHLP et
HIPEC65 perdent leur capacité de migration a travers une matrice extracellulaire reconstituée
(Matrigel) et entrent dans une phase de sénescence cellulaire apres un certain nombre de
passages (> 25 passages) (Bilban et al., 2010). Par ailleurs, il a été démontré qu’aucune des
lignées trophoblastiques extravilleuses immortalisées testées, n’expriment les molécules HLA de
classe 1 remettant en cause la pertinence de I’utilisation de ces cellules comme modele d’étude
du trophoblaste extravilleux (Apps et al., 2009). Enfin, et contrairement aux primocultures, une
régulation négative de la cytokératine 7 et une induction de la vimentine ont été remarquées dans
toutes les lignées cellulaires du trophoblaste. Toutes ces observations suggerent que la procédure
de sélection a artificiellement converti les primocultures d'un phénotype épithélial métastable a

un phénotype fibroblastoide (Knofler et al.,, 2010).

En général, toutes les cellules citées précédemment se comportent de fagon semblable. Toutefois,
quelques études ont démontré que leur réponse a certains stimuli présente des caractéristiques
propres a chacune. Par exemple, les cellules fusigéniques BeWo sont largement utilisées dans les
études de la fusion trophoblastique (syncytialisation cellulaire), alors que les cellules non
fusigéniques JEG-3 et JAR sont utilisées pour leur comportement invasif (Bahn et al., 1981,
Graham et al., 1993). Ces caractéristiques doivent étre prises en considération au moment de

choisir le modéle cellulaire le mieux adapté aux objectifs d'étude.
Primocultures de trophoblaste extravilleux

Les primoculture de cytotrophoblastes extravilleuses sont obtenues apres une digestion
séquentielle des villosités ancrées du premier trimestre (Fig. 12A). Ces cellules sont récupérées
grace a un gradient de Percoll avant d’étre cultivées sur des matrices de laminine, fibronectine ou
de collagene (Burrows et al., 1993, Handschuh et al., 2006, Tarrade et al., 2001). La pureté de
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ces cytotrophoblastes est confirmée par I’analyse de I’expression de certains marqueurs, entre
autres, la cytokeratine 7 (CK7), le CD9 et I'HLA-G dont la co-expression est la signature

cellulaire du cytotrophoblaste extravilleux (Vettraino et al., 1996).

Outre les analyses de lignées cellulaires, les mécanismes moléculaires contrélant l'invasion du
trophoblaste devraient également étre étudiés dans des modeles appropriés de cellules primaires
(primocultures). Cependant, ces études sont entravées par le fait que le nombre de trophoblastes
primaires est limité et que les cultures sont souvent contaminées par d'autres types de cellules
placentaires telles que les fibroblastes placentaires (Kliman et al., 1986). En outre, ces cellules
primaires cessent rapidement la prolifération en culture et donc sont difficiles a transfecter par

des protocoles standards (Kliman et al., 1986).
Explants de villosités de placenta de premier trimestre de grossesse

La culture d'explants consiste a obtenir a partir d'une villosité choriale du premier
trimestre de grossesse un fragment d'une taille de 1 & 2 mm?® (Fig. 12B). Ce fragment est soit
incubé quelque heures dans des milieux physiologiques ou dans des milieux de culture, soit mis
en culture sur une matrice de Matrigel de collagéne de type | ou au contact d'un fragment de
décidue. La culture d’explants sur une matrice extracellulaire est viable pendant une dizaine de
jours et reproduit le phénotype des villosités ancréees. Des cellules de type épithelial apparaissent
a l'extrémité de la villosité et expriment les marqueurs des cytotrophoblastes extravilleux décrits
in situ telles que HLA-G et intégrines o581 et alp1 (Aplin et al., 1999, Pollheimer et al., 2006,
Vicovac et al., 1995). Ce modéle apporte l'avantage de pouvoir étudier le comportement des
cytotrophoblastes extravilleux dans un environnement proche de celui existant in vivo. Les
explants de villosités ne sont pas sans inconvénient. En effet, les résultats inter-placentaires et
particulierement inter-explants montrent souvent des niveaux élevés de variance, exigeant un
grand nombre de réplicas pour pouvoir obtenir des résultats fiables (Bromberg et al., 1999b).
Parfois, le maintien de I'architecture tissulaire peut compliquer les résultats obtenus puisque les
activités des différents types cellulaires ne peuvent pas étre identifiées individuellement
(Bromberg et al., 1999b). Enfin, ce modele ne permet pas par exemple d’étudier séparément les
différentes composantes de la fonction invasive, a savoir I’adhésion, la prolifération et la

migration / invasion.
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Dans cette these, nous avons utilisees les cellules du choriocarcinome humain JEG-3 et BeWo
pour les études de la prolifération du trophoblaste. Les cellules JEG-3, HTR-8/SVneo et les
primocultures du trophoblaste extravilleux du premier trimestre ont été utilisées pour étudier le

processus de migration et d'invasion trophoblastique.
11.3) Régulation de I’invasion du trophoblaste extravilleux
11.3.1) Métalloprotéinases matricielles (MMPS)

Les MMPs constituent une famille d’endopeptidases impliquées dans les processus cellulaires
nécessaires au développement et dans le remodelage tissulaire via la dégradation protéolytique
de nombreuses protéines de la MEC. Elles sont associées a différentes pathologies telles que
I’arthrite rhumatoide, les maladies cardiovasculaires et dans le développement tumoral. Dans ce
chapitre, nous allons faire un apercu sur les MMPs en géneral, leur régulation et leur mode
d’action. Par la suite, nous allons aborder le réle et la régulation de I’expression et I’activité des

MMPs dans le processus d’invasion trophoblastique.
Classification et structure

Les MMPs sont impliquées dans la dégradation protéolytique de nombreuses protéines de
la MEC mais aussi de protéines non matricielles. Elles peuvent dégrader les composants de la
matrice extracellulaire, les facteurs de croissance et les protéases. Ce clivage de la protéine en
peptides ou en acides aminés, se fait soit au niveau de sites spécifiques, soit a I’une ou I’autre des
extrémités de la chaine protéique faisant passer ces protéines d'une forme latente non active a

une forme active (Page-McCaw et al., 2007).

Selon la spécificité de leur substrat et leur structure, la famille des MMPs compte a ce jour 24
membres classés en 5 sous-familles : les collagénases, les gélatinases, les stromélysines, les
matrilysines et les MMPs de type membranaires (MT-MMPs) (Fig. 13A). Il faut noter que la
spécificité des MMPs pour leurs substrats n’est qu’apparente puisqu’elles peuvent dégrader des
substrats différents et présentent des fonctions redondantes les amenant de facto a dégrader
I’ensemble des composants de la MEC. Pour étre actif, ces enzymes nécessitent la présence
d’ions comme le calcium ou le zinc. En leur absence, les métalloprotéases sont produites mais
restent en état de latence (pour revue, voir Chakraborti et al., 2003, Yan et al., 2007). La

structure primaire des MMPs comporte trois domaines : i) pré-domaine, ii) pro-domaine et iii)
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domaine catalytique. Le prée-domaine, au niveau N-terminal, est un peptide signal nécessaire a la
sécretion des MMPs. Le pro-domaine maintient I’activité enzymatique sous forme latente et est
classiguement constitué d’une séquence peptidique comprenant un résidu cystéine qui interagit
avec I’atome de zinc au niveau du domaine catalytique (Fig. 13B). L’activation des MMPs, qui
consiste au passage d’une configuration latente ou zymogene a un état d’activation, nécessite
I’élimination ou la modification du pro-domaine. Ce dernier subit un clivage protéolytique,
libérant ainsi I’atome de zinc du résidu cystéine et entrainant I’activation du domaine catalytique
qui peut alors se lier a son substrat (Page-McCaw et al., 2007).En plus des domaines cités ci-
dessus, la plupart des MMPs possedent un domaine riche en proline et un domaine C-terminal
contenant une séquence homologue a I’hémopexine ou la vitronectine. Ce dernier domaine
contribue a la reconnaissance du substrat par les MMPs. Certaines MMPs présentent des
particularités de structure et donc de fonction. Par exemple les MMP-2 et MMP-9 disposent a
I’intérieur de leur domaine catalytique un domaine dont la séquence est similaire a celle de la
fibronectine de type Il. 1l semblerait que ce dernier domaine contribue a la forte affinité de la

MMP-2 et MMP-9 pour la gélatine et le collagéne.
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Figure 13 : Métalloprotéases matricielles (A) Selon la structure des domaines spécifiques, les MMPs peuvent étre
constituées, simplement, d'un pro-peptide et un domaine catalytique (MMP-7 et MMP-26). L'addition d'un segment
de liaison ou d’une région charniére a lI'extrémité C-terminale du domaine catalytique permet de relier ce dernier au
domaine hémopexine (MMP-1, MMP-3, MMP-8, MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-18, MMP-19, MMP-20,
MMP-21, MMP-27, et de la MMP-28). Ces domaines supplémentaires sont importants dans la reconnaissance du
substrat et pour la liaison des MMPs. D'autres MMPs sont caractérisées par la présence d'un domaine de fibronectine
de type 1l (MMP-2 et MMP-9), une région transmembranaire et une courte queue cytoplasmique (MMP-14, MMP-
15, MMP-16, et MMP-24), ou ancré a la membrane par le glycosyl phosphatidylinositol (GPI) (MMP-17 et MMP-
25). (B) Activation par clivage du pro-domaine. Toutes les MMPs caractérisées sont synthétisées sous une forme
inactive. Pour devenir active et acquérir une activité protéolytique, les MMPs subissent un clivage du pro-domaine
et de la liaison intramoléculaire Zn” *-cystéine.
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Régulation des MMPs

Compte tenu du rdle que jouent les MMPs dans plusieurs processus biologiques tels que
I’invasion cellulaire, le remodelage tissulaire et la cicatrisation, la régulation de leur activité est
primordiale pour éviter toute protéolyse excessive et un dommage des tissus. La machinerie
permettant la régulation des MMPs comporte plusieurs niveaux de régulation que ce soit au
niveau de I’expression, la sécrétion et la localisation. La régulation des MMPs peut se faire aussi

au par modulation de leur activité (pour revue, voir Sternlicht et al., 2001)..

L’invasion trophoblastique constitue un modele unique qui permet de comprendre la régulation
des MMPs. Bien que la cellule trophoblastique adopte un profil néoplasique. Ce profil n’est que
transitoire (pendant le premier trimestre de la grossesse) et son pouvoir invasif est limité a
I’endomeétre (premier tiers proximal du myomeétre). Cette régulation spatiotemporelle de
I’invasion trophoblastique est le résultat d’une action autocrine des facteurs trophoblastiques
ainsi qu’une action paracrine de facteurs produits par les tissus utérins maternels (décidue).
Plusieurs facteurs régulateurs de I’invasion trophoblastique et produits par le placenta humain
ont été répertoriés ; cytokines, hormones, facteurs de croissance et protéines de la matrice
extracellulaire. Ces facteurs sont impliqués dans la régulation de I’expression, la sécrétion ou
I’activation des MMPs par le biais de deux stratégies : soit en modulant la transcription des genes
a réponse précoce dont les produits vont activer ou réprimer les genes des MMPs, ou en
favorisant I’expression des inhibiteurs des MMPs ; les TIMPs qui vont limiter I’action des
MMPs.

Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle

L’expression des MMPs est normalement faible dans les tissus et est induite lorsque
I’homéostasie tissulaire est affectée. Une large variété de facteurs solubles incluant des facteurs
de croissance et des cytokines produits par le placenta influent sur I’expression des MMPs et par
conséquent sur I’invasion trophoblastique. Il en est de méme pour les protéines de la MEC
notamment les collagénes (Woessner et al., 1991). De plus, des facteurs non solubles tels que les
contacts cellule-cellule et cellule-MEC ainsi que la forme de la cellule modulent I’expression des
MMPs (Nagase et al., 1999, Sternlicht et al., 2001, Woessner et al., 1991). Comme tous les
géenes, I’analyse des promoteurs des différentes MMPs a mis en évidence la présence de

séquences regulatrices capables de fixer plusieurs facteurs de transcription (Fig. 14).
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Figure 14 : Séquences régulatrices dans les promoteurs des métalloprotéinase. A partir de la région 3’ vers la
région 5’, on distingue une séquence TATA-box et la région RCE (retinoblastoma control element) qui lie une
protéine nommée p105 produit de I’oncogéne RB1. Ces promoteurs contiennent d’autres éléments cis régulateurs
tels que la séquence TRE (TPA responsive element), une séquence NIP (capables de lier des protéines nucléaires
inhibitrice), TIE (TGF-B inhibitory element) et une séquence TRE couplé a PEA3 (polyoma enhancer protein) qui
lie les produits de I’oncogéne c-ets. Les éléments TRE-PEA3 forment le complexe TORU (TPA and oncogene
responsive unit). Un site SP-1 lie le facteur de transcription nucléaire Sp-1, et un site NFkB lie p50-p65 (produits par
la famille d’oncogéne c-REL) et la B-caténine. L’expression des génes des MMPs est comme tous les genes dont la
transcription peut étre induite par le promoteur tumoral TPA (ester phorbol), ces génes possédent une séquence
(TGAG/CTCA) dans la région promotrice, appelée site TRE (pour TPA responsive element). Ce site lie le complexe
AP-1 (activator protein-1) qui est un des facteurs de transcription le mieux connu.
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Régulation de la sécrétion des MMPs

Les MMPs sont secrétées par de nombreux types cellulaires tels que les fibroblastes, les
neutrophiles, les macrophages, les cellules épithéliales et les cellules endothéliales (Woessner,
1991). Certains types cellulaires tels que les macrophages et les neutrophiles, dont les MMPs
sont entreposées dans des granules intracytoplasmiques, sont capables de les libérer par les

actions de la plasmine ou de la thrombine (Raza et al., 2000).
Maturation des MMPs

L activation des MMPs dépend de I’élimination ou de la modification de leur pro-
domaine par clivage protéolytique. En général, I’activation des MMPs se fait apres leur sécrétion
de I’espace extracellulaire et implique plusieurs mécanismes. L’un des principaux activateurs des
MMPs est la plasmine produit de la dégradation du plasminogene par le biais de plasminogéne
de type urokinase (UPA) ou de type tissulaire (tPA) (Carmeliet et al., 1997). La plasmine est
connue pour activer plusieurs proMMPs telles que proMMP-1, proMMP-3, proMMP-7,
proMMP-9, proMMP-10 et proMMP-13 (Lijnen, 2001). Les MMPs sont capables, elles-mémes,
d’activer d’autres MMPs. De plus, il a été rapporté que d’autres protéases telles que les
kallikreines, les cathepsines et les chymases permettent la maturation des MMPs (Eeckhout et
al., 1977). Les ROS ont aussi été impliquees dans I’activation des MMPs (Rajagopalan et al.,
1996, Weiss et al., 1985). L’activation de la pro-MMP11 (ou pro-stromélysine 3) et la pro-
MMP14 (ou MT1-MMP) se fait a I’intérieur de la cellule avant leur sécrétion. Le mécanisme
d’activation de ces MMPs fait intervenir une famille de sérine protéases intracellulaires appelées
furines qui ont une affinité pour les MMPs contenant une séquence (RRKR) dans leur pro-
domaine (Chakraborti et al., 2003, Pei et al., 1995). La régulation de la gélatinase-A (MMP-2) a
lieu a la surface de la cellule et impligue un complexe de trois protéines: MMP
transmembranaire, la MT1-MMP et TIMP-2. La forme inactive de la MMP-2 peut se lier a la
fois a la MT1-MMP, ainsi qu'a la TIMP-2 qui agit ici comme une molécule adaptatrice (nous
aborderons les TIMPs a la section suivante). La formation de ce complexe a trois partenaires au
niveau de la surface cellulaire permet a la MT1-MMP de couper le peptide N-terminal de la pro-
MMP-2 et d’activer ainsi la protéase (Strongin et al., 1995). L’activation de la MMP-2 ne se fait
pas exclusivement par le biais de la MT1-MMP puisque d’autres MT-MMPs (& I’exception de
MT4-MMP) sont également capables d’activer MMP-2. Cependant la protéolyse par la MT1-
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MMP reste prédominante (Chakraborti et al., 2003, English et al., 2000). Les MMPs sont
rapidement inactivées suite a une association physique avec des protéines inhibitrices ; les
TIMPs. Ces dernieres vont se fixer directement au niveau du domaine catalytiqgue empéchant
I’acces au substrat.

Protéines inhibitrices des MMPs (TIMPs)

In vivo, les MMPs sont specifiquement inhibées par les TIMPs dans un ratio
stoichiométrique de 1:1 (Gomez et al., 1997). Quatre TIMPs ont été identifiées TIMP-1, -2, -3 et
-4. Ces protéines sont synthétisées par plusieurs types cellulaires tels que les cellules épithéliales,
les fibroblastes, les ostéoblastes, les chondrocytes et les cellules cancéreuses. Les TIMPs sont
des protéines de petits poids moléculaires (21 a 29 kDa). Le domaine N-terminal des TIMPs joue
un réle important dans I’action inhibitrice des MMPs. En liant le domaine catalytique des MMPs,
la partie N-terminal des TIMPs agit comme un substrat des MMPs et blogue I’accés a la poche
contenant I’atome de zinc. Les TIMPs sont des proteines secrétées a I’exception de la TIMP-3
qui peut se retrouver a la surface cellulaire liée a des protéines de la membrane plasmique ou a
des protéines de la MEC comme les glycosaminoglycanes sulfatées (Leco et al., 1994). Les
TIMPs sont capables d’inhiber toutes les MMPs, a I’exception de la TIMP-1 qui serait incapable
d’inhiber la MT1-MMP (Will et al., 1996). Les TIMPs inhibent également d’autres types de
protéases. Par exemple, TIMP-3 inactive les protéases de types ADAMs (ADAM-17 (TACE),
ADAM-10, ADAM-12 et les agrécanases (ADAMTS-4 et ADAMTS-5)) (Amour et al., 2000,
Amour et al., 1998, Kashiwagi et al., 2001, Loechel et al., 2000). L’activité des MMPs et le
degré de la réponse cellulaire qu’elles induisent est le résultat d’un équilibre entre leur activation
et leur inhibition. De I’équilibre de cette balance va dépendre I’homéostasie du renouvellement
de la MEC et le remodelage tissulaire. Si la balance penche du c6té des MMPs, nous aurons une
protéolyse excessive de la MEC, alors qu’une déficience dans le remodelage tissulaire résultera

en une sur-activation des TIMPs.
11.3.2) Role des MMPs et des TIMPs dans I’invasion du trophoblaste extravilleux

Le pouvoir invasif du trophoblaste extravilleux va dépendre de trois facteurs : sa capacité
(1) a se lier, (2) & dégrader et (3) a migrer a travers les protéines de la MEC. Au cours de la
migration, le trophoblaste extravilleux exprime sur sa surface des récepteurs aux protéines de la

MEC, alors que pendant I’invasion de la MEC, il sécréte les MMPs. Vue I’importance de ces
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protéases dans le processus d’invasion cellulaire en général, le contréle de leur activité est
d’autant plus importante dans I’invasion trophoblastique. La décidue maternelle secréte des
TIMPs qui assurent un systeme MMPs/TIMPs en équilibre et I’implantation du trophoblaste
extravilleux dans les tissus utérins. Onze MMPs (MMP-1, -2, -3, -7, -9, -10, -13, -26, -28, MTI-
MMP et MT2-MMP) et quatre TIMPs (TIMP-1 a 4) ont été identifiés dans le placenta humain.
Le trophoblaste extravilleux produit une grande quantité de gélatinases de type IV (MMP-9 et
MMP-2) responsable de la dégradation du collagene type IV (Huppertz et al., 1998, Polette et
al., 1994), de la fibronectine, la lamine, I’élastine, I’entactine, les protéoglycanes et la gélatine
(protéines de la matrice extracellulaire ou de la lame basale) (Woessner et al., 1991). Il produit
également la MMP-1 (collagénase interstitielle) qui dégrade le collagéne type I, Il et Il
abondants dans I'endométre et la MMP-7 (matrilysine) (Huppertz et al., 1998a; Vettraino et al.,
1996) et les MT-MMP-1 et -2 capable de convertir la pro-MMP-2 en sa forme active (Bjorn et
al., 2000, Hurskainen et al., 1998).

L’étude de I’expression de ces MMPs montre une régulation spatio-temporelle spécifique pour le
trophoblaste extravilleux avec une prédominance de I’expression des MMP-9 et MMP-2 au
niveau de I’interface foeto-maternelle pendant les étapes précoces de grossesses. En effet, ces
deux MMPs sont exprimées spécifiquement par le trophoblaste extravilleux pendant le premier
(6 a 8 semaines d’ameénorrhée) et le début du deuxieme trimestre de la grossesse et une
corrélation positive avec le pouvoir invasive du trophoblaste extravilleux a été observéee (Isaka et
al., 2003, Onogi et al., 2011). Cependant, certaines études ont rapporté que la MMP-2 est
exprimée d’une facon constitutive dans le trophoblaste extravilleux, bien que son activité soit
complétement absente dans le placenta humain de troisiéme trimestre et a terme (Isaka et al.,
2003). En outre, une expression aberrante de MMP-2 est impliquée dans des anomalies de
grossesse telles que le retard de croissance intra-utérin et la préeclampsie (Merchant et al.,
2004a, Merchant et al., 2004b, Myers et al., 2005). Au fur et a mesure que la grossesse
progresse, I’expression par le trophoblaste de la pro-MMP-3 et la MMP-13 actif et la MMP-23
est diminuée , tandis que les pro-formes de MMP-8, MMP-19 et MMP-23, des formes actives de
MMP-9, MMP-10, MMP-12, MMP-15, MMP-16, MMP-26, et MMP-28 et les deux formes
proactives de la MMP-14 sont augmentées (Anacker et al., 2011). L expression différentielle de
certaines MMP a également eté démontrée avant et apres le travail (Tsatas et al., 1999). Par

exemple, I’expression de la MMP-13 se trouve subitement et fortement augmentées au cours du
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post-partum, alors que cette MMP n'est pas présente ni au cours de la grossesse ni méme
quelques heures avant la parturition (Shum et al., 2002). L expression de la MMP-13 est induite
suite a I’activation du récepteur 5-HT,a par la sérotonine via un mécanisme impliquant la PLC,
les PKCs et I’activation de la voie ERK1/2 (Shum et al., 2002).

Comme mentionné dans le chapitre précédent, I'activité des MMPs dans un tissu donné est le
résultat de I'expression du gene de cette MMP, de la traduction de son transcrit et de I'action des
différents régulateurs de l'activité des MMPs; principalement les TIMPs. Ces derniers exercent
leurs effets, soit directement par la liaison aux MMPs, soit indirectement par I'activation de
facteurs de transcription nucléaires qui contrélent I'expression des genes des MMPs. Ainsi, une
invasion appropriée des tissus utérins maternels par le trophoblaste nécessite une synergie
fonctionnelle entre les MMPs et les TIMPS. A ce titre, l'invasion trophoblastique peut étre
augmentée soit en régulant a la hausse I'expression des MMPs ou par une régulation négative de
I’expression de leur inhibiteur TIMPs (Moore et al., 2012). Typiquement, les TIMPs inhibent les
MMPs, une fois qu’elles sont actives, par une liaison directe au site de fixation du zinc,
hautement conservée parmi les MMPs. La TIMP-1 est connue pour inhiber préférentiellement la
MMP-9, alors que la MMP-2 est préeférentiellement inhibée par la TIMP-2 (Dilly et al., 2010). In
vitro, les TIMP-1 et -2 inhibent complétement I'invasion du trophoblaste extravilleux (Librach et
al., 1991b). Dans certains cas, les MMPs forment des complexes avec les TIMPs alors qu'elles
sont encore dans leur forme latente. Par exemple, le complexe de pro-MMP-2 et le TIMP-2 sert &
promouvoir I'activation de la pro-MMP-2 a la surface de la cellule par une MMP membranaire;
la MMP-14 (Nishida et al., 2008). Une diminution de I’expression de TIMP-2 conduit a une
réduction de la formation du complexe MMP-2/TIMP-2/MMP-14 et une inhibition de I’invasion
trophoblastique (Onogi et al., 2011). L analyse par reverse transcriptase suivie d’une réaction de
polymérisation en chaine (RT-PCR) a détecté I'expression des transcrits de I'ensemble des quatre
TIMPs dans le cytotrophoblaste de premier trimestre ainsi que dans les cellules du stroma et de
I'endomeétre utérin (Anacker et al., 2011). Cependant, les études fonctionnelles ont demontré que
seules les métalloprotéinases (MMP-1, -2, -7 et -9) et les inhibiteurs des métalloprotéases
(TIMP-1 et -2) sont impliqués dans le processus d'invasion trophoblastique.

Dans le chapitre suivant, nous allons nous intéresser a la régulation du systtme MMPs/TIMPs
par les differentes hormones et les facteurs de croissance endogeénes produits par le placenta lors

du processus d’invasion trophoblastique.
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11.3.3) Régulation de I’expression des MMPs et TIMPs dans I’invasion du trophoblaste

extravilleux

L'invasion du trophoblaste dans le premier trimestre est controlée a la fois
temporellement et spatialement. Cela semble étre mediée a la fois selon un mode autocrine par
des facteurs trophoblastiques et selon un mode paracrine par des facteurs de l'utérus. Un certain
nombre de facteurs, tels que les cytokines, les chimiokines, les facteurs de croissance, les
hormones et la concentration en oxygene, régulent la synthése et I'activation et/ou la sécrétion de
MMPs et des TIMP a l'interface materno-feetal, (Bischof et al., 2000a, Bischof et al., 2000b)
(tableau 3).

Systeme activateur tissulaire du plasminogene (UPA)

Le systéme activateur du plasminogene de type urokinase (UPA), qui comprend I’'uPA, le
récepteur uPA (UPAR) et les deux principaux inhibiteurs uPA (PAI- 1 et PAI- 2), a un large
spectre de substrats et est impliqué principalement dans le remodelage tissulaire. En se liant a
UPAR présent a la surface des cellules, le pro-uPA, via un mécanisme impliquant un pouvoir
redox et une activation de la voie ERK1/2, est clivé en uPA, qui a son tours se lie au
plasminogéne et le convertit en protéase active, la plasmine (Kim et al., 2010). La plasmine agit
a la fois directement comme une enzyme protéolytique pour divers composants de la matrice
extracellulaire et indirectement en transformant les pro-MMPs en MMPs actives. Le PAI-1
inhibe I'activation du plasminogéne en plasmine, et empéche la conversion des pro-MMP en
MMPs actives en se liant directement au complexe uPA/UPAR (Fig. 15). L’uPA et son récepteur
UPAR sont exprimés par les cellules trophoblastiques et semblent favoriser la protéolyse locale
de la matrice lorsque le processus d’invasion trophoblastique commence. Cette activité est
stimulée par les MMPs et inhibée par PAI-1, tous deux produits localement (Hu et al., 1999,
Martinez-Hernandez et al., 2011). Des souris deficientes en PAI-1 présentent une réduction a la
fois de la vascularisation de I’interface feeto-maternelle et une augmentation du nombre de
cellules du trophoblaste (Labied et al., 2011). Une altération de I’expression du PAI-1 a
également été rapporté chez les patients ayant une perte récurrente de grossesse, la prééclampsie
précoce, et le syndrome de HELLP (hémolyse, enzymes hépatiques élevées, faible numération
plaquettaire) (Sartori et al., 2008, Teng et al., 2009, Wikstrom et al., 2009). L’expression et

I'activité de uPA regulent I’invasion trophoblastique via un mécanisme moléculaire impliquant

48


http://fr.wikipedia.org/wiki/Activateur_tissulaire_du_plasminog%C3%A8ne

I’activation de la kinase mTOR, (Mammalian target of rapamycin) un membre de la famille des
P13-K et la phosphorylation de la protéine STAT3 sur son résidu sérine (Busch et al., 2009).

Dégradation de la
fibrine, laminine,

facteur de croissance,
activation des MIVIPs

Migration
invasion

Dégradation des

Transduction du facteur de croissance,
— g activation des MMPs

Figure 15 : Mode d’action et effecteurs du systeme uPA. Le systeme uPA est un systeme enzymatique
extracellulaire surexprimé dans plusieurs types de tumeurs solides trés aggressives. Le systeme uPA est formé de
UPA et de son récepteur uUPAR et des inhibiteurs spécifiques PAI-1 et-2. La liaison du uPA a son récepteur (UPAR)
provoque la conversion du plasminogéne (Plg) en plasmine (PIm), qui a son tour, stimule plusieurs processus
cellulaire incluant la dégradation des protéines de la MEC. Cette dégradation va permettre aux cellules tumorales
d’envahir les tissus adjacents et de se retrouver dans la circulation sanguine. Par ailleurs, uPA et le plasminogéne
activent également des enzymes protéolytiques, qui de concert avec le systeme uPA, induisent les processus
d’invasion tumoral.

Composantes de la matrice extracellulaire (MEC)

Kliman et Feinberg ont été les premiers a démontrer de maniére élégante le réle de la
MEC dans le comportement invasif des cellules trophoblastiques in vitro. Les cytotrophoblastes
mis en contact avec la MEC reconstituée (matrigel) répondent differemment selon I’épaisseur de
la MEC. Pour une épaisseur du matrigel entre 1 et 4 microns, les cytotrophoblastes adhérent,

s'agregent et forment un syncytium, alors que pour une épaisseur entre 4 et 14 microns, les
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cytotrophoblastes demeurent ronds, s'agregent et envahissent le matrigel. Pour une épaisseur de
la matrice du matrigel au dela de 14 microns, les cytotrophoblastes restent des cellules
mononucléaires sans capacité d’invasion de la matrice (Kliman et al., 1990). Toutefois, le
mécanisme a I’origine de ces réponses cellulaires différentes des cytotrophoblastes reste a

élucider.

Les protéines composantes de la MEC influencent le pouvoir invasif des cytotrophoblastes en
modulant I’équilibre entre la production des MMPs et de leurs inhibiteurs, les TIMPs. Les
cytotrophoblastes du premier trimestre de grossesse mis en contact avec la fibronectine, la
vitronectine et la laminine sécrétent beaucoup plus de MMP-9 et de TIMP-1 que les
cytotrophoblastes cultivés sur le collagéne. En revanche, I’expression de MMP-2 et de TIMP-2
par les cytotrophoblastes reste inchangée quelque soit le substrat constituant la matrice (Xu et al.,
2001b).

Hormones placentaires

La progestérone et la hCG a I’interface feeto-maternelle jouent un réle clé dans la
régulation de I’invasion trophoblastique dans la décidue. La progestérone inhibe I’invasion du
cytotrophoblaste extravilleux via I’inhibition au niveau transcriptionnel de I’expression de la
MMP-9. Cette inhibition maximale dans le cytotrophoblaste du premier trimestre est caracterisée
par un pic de production de la progestérone (Shimonovitz et al., 1994). Bien que le gene de la
MMP-9 ne possede pas d’élément de réponse aux hormones stéroidiennes, la progestérone
synthétisée semble exercer son effet par I’intermédiaire des récepteurs PR (récepteurs de la
progestérone). En outre, I’anti-progestin, un antagoniste seléctif des PRs, bloque I’effet de la
progestérone et restaure a la fois I’invasion trophoblastique et I’expression de la MMP-9
(Shimonovitz et al., 1998).

Le role de la hCG dans I’invasion trophoblastique in vitro demeure controversé. L’équipe de
Yagel a montré que la hCG inhibe I’invasion du trophoblaste extravilleux de premier trimestre en
bloquant I’activation de la pro-MMP-9 via I’inhibition de protéases, dont I’'uPA (Milwidsky et
al., 1993, Yagel et al., 1993). A I'opposé, Zygmunt et ses collaborateurs ont observé que la hCG
augmente de maniére significative l'activité des MMPs et I’invasion des cellules JEG-3
(Zygmunt et al., 1998b). Cette contradiction dans le r6le de la hCG peut étre expliquée par la

difference entre les types de cellules utilisés pour les deux études (primoculture vs. lignée). Des
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études cliniques ont démontré une corrélation positive entre les taux plasmatiques de hCG et le
degré d’invasion trophoblastique dans les grossesses extra-utérines. Dans ce type de grossesses
caractérisées par une invasion trophoblastique excessive (au-dela du tiers proximal du
myometre), le dosage de la hCG a démontré des taux plasmatiques maternels trés élevés (Klein
et al., 1995, Oktay et al., 1994). Dans les cellules du trophoblaste extravilleux de premier
trimestre, la hCG stimule I’invasion via une induction de la production de MMP-9 et MMP-2 et
une diminution des TIMP-1, -2 et -3 (Fluhr et al., 2008).

L'hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires appelée aussi gonadolibérine
(GnRH) est capable de réguler MMP-2, MMP-9, TIMP-1 et le systeme de protéase uPA/PAI
dans les cellules du trophoblaste pendant la placentation. A cet égard, I'isoforme GnRH-II
semble étre plus puissant que le GnRH-1 (Rosario et al., 2008). Les deux isoformes GnRH-1 et-II
exercent leurs effets sur I'invasion du trophoblaste par activation des voies de signalisation la
PKC/ERK1/2 et c-Jun N-terminal kinase (Rosario et al., 2008).

Facteurs de croissance et cytokines

L’effet des cytokines et des facteurs de croissance sur la placentation a largement été
étudié. Dans ce chapitre, nous allons nous limiter aux effets des cytokines et des facteurs de

croissances produits par le trophoblaste et par I’endometre.

Les cytokines influencent la sécrétion et/ou I’activité des MMPs. En général, les cytokines pro-
inflammatoires interleukine (IL)-1, -6, -11 et -15 stimulent les MMPs et favorisent I’invasion
alors que la cytokine anti-inflammatoire 1L-10 est inhibitrice (Librach et al., 1994, Zygmunt et
al., 1998, Roth et al.,, 1999, Fitzgerald et al., 2005). L’IL-1 favorise la différenciation
trophoblastique vers la voie invasive. La découverte du role de cette cytokine dans I’invasion
trophoblastique a été demontrée chez la souris. L’administration d’un antagoniste du récepteur a
I’IL-1 (IL-1Ra) a une souris pendant la période préimplantatoire réduit considérablement le
nombre d’embryons implantés (Simon et al., 1994). Chez I’humain, I’IL-1 est produite par les
cellules stromales décidualisees ou pseudo décidualisées et les IL-1Ra sont exprimées par les
cellules stromales et le trophoblaste extravilleux (mais pas le trophoblaste villeux). Il a été
démontré que I’IL-1 stimule I’invasion et I’activité de la MMP-9 dans les primocultures de
trophoblaste extravilleux (Librach et al., 1994, Meisser et al., 1999b). L’IL-6 est une cytokine
exprimée pendant la phase d’implantation dans I’endométre et dans le cytotrophoblaste du
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premier trimestre. Cette cytokine induit I’activité de la MMP-9 et la MMP-2 mais pas leur
synthese (Meisser et al., 1999a). Le mécanisme par lequel I’IL-6 induit la MMP-9 et la MMP-2
semble indirect puisqu’il implique la stimulation de la leptine (Meisser et al., 1999a). Le
placenta est également une importante source d’IL-15 et d’IL-10. Ces cytokines sont produites
par le trophoblaste et sont considérées comme des regulateurs autocrines. L’IL-10 diminue
I’activité de la MMP-9 et I’invasion trophoblastique alors que I’IL-15 stimule la migration et
I’invasion et la production de la MMP-1 sans toutefois modifier la MMP-2 et la MMP-9 (Roth et
al., 1999, Zygmunt et al., 1998a).

Le TNF-a exerce une action soit inhibitrice soit activatrice du processus invasif du trophoblaste
extravilleux in vitro. Par contre la concordance entre le pouvoir invasif du TNF-a et I’activité des
protéases reste mal comprise. En effet, le TNF-a inhibe la migration du cytotrophoblaste
extravilleux d’explants placentaires bien qu’il stimule I’expression de MMP-9 (Bauer et al.,
2004). En fait, la régulation négative du TNF-a sur I’invasion serait le résultat d’un équilibre
entre MMP-9 et I’inhibiteur de I’activateur du plasminogene (PAI) puisque le TNF-a stimule
également la sécrétion du PAI dans le cytotrophoblaste extravilleux (Bauer et al., 2004). Un effet
pro-invasif du TNF-a sur les cytotrophoblastes villeux via la stimulation de la synthése et
I’activité de la MMP-9 (mais pas la MMP-2) a également été montre. Le mécanisme moléculaire
a I’origine de cet effet du TNF-a implique I’activation concomitante des facteurs de transcription
AP-1and NF-«xB (Cohen et al., 2006).

Le LIF (facteur inhibiteur de la leucémie) est une cytokine importante dans la régulation de
I’invasion trophoblastique. Son role a été au départ découvert chez les souris invalidées pour le
géne LIF (LIF-/-) qui montrent une absence d’implantation (Aghajanova et al., 2004). In vitro, le
LIF inhibe Pactivit¢ des MMPs dans les cytotrophoblastes extravilleux qui expriment les
récepteurs des laminines, mais pas dans ceux exprimant les récepteurs des fibronectines (Bischof
et al., 1995a). L’effet du LIF sur I’invasion trophoblastique reste spécifique du modéle comme
du contexte cellulaire. Le LIF induit I’invasion des cellules HTR-8/SVneo par un mécanisme
impliquant I’augmentation de la production des prostaglandines E2 (PGEZ2) et I’expression de
leurs récepteurs (Horita et al., 2007). Dans les cellules JEG-3, le LIF régule positivement la
prolifération et le pouvoir invasif via la diminution de I’expression de TIMP-1 et I’augmentation
de I’expression de la caspase-4 (Fitzgerald et al., 2005b). La TIMP-1 inhibe MMP-9 alors que la
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caspase-4 (connue également sous le nom de IL-1converting enzyme) est responsable du clivage
de la pro-IL-1 en IL-1pB bioactive, indispensable au processus d’implantation (Goldberg et al.,
1992, Kamens et al., 1995, Librach et al., 1991). L'activation de STAT3 par le LIF a aussi été
associée, dans le trophoblaste extravilleux, a l'augmentation de I'expression de TIMP-1, sans
aucun effet sur la sécrétion de MMP-2 et de MMP-9 (Tapia et al., 2008).

Le TGF-B, ’EGF et ’'IGFBP-1 (Insulin-like growth factor-binding protein 1) sont les principaux
facteurs de croissance produits par les cellules déciduales maternelles. In vitro, le TGF-B1 exerce
un effet anti-invasif sur le trophoblaste extravilleux par divers mecanismes dont certains
impliquent les MMPs et les TIMPs. L’effet anti-invasif du TGF-f1 est médié majoritairement
par I’inhibition de la MMP-9 via un mécanisme impliquant a la fois la synthese de TIMP-1
(inhibiteur préférentiel de la MMP-9) et de TIMP-2 et la production de glycoprotéines de la
MEC par les cytotrophoblastes (Karmakar et al., 2002). De plus, en inhibant la production de
I’UPA et en augmentant celle de PAI-1, TGF-B1 bloque I’activation de MMP-9 indéependamment
des TIMPs (Zhao et al., 2006). En revanche, I’effet anti-invasif, de TGF-B1 sur les cellules HTR-
8/SVneo est associé a une augmentation de I’expression de MMP-2, mais non de son activité
(Graham et al., 1993). Il est intéressant de noter que la réponse des cellules trophoblastiques
(primoculture et HTR-8/SVneo) au TGF-B1 est différente de celle des lignées de
choriocarcinome placentaire (JAR et JEG-3). La résistance des lignées de choriocarcinomes
placentaires aux effets antiprolifératifs et anti-invasifs du TGF-B1 est le résultat d’une sous
expression de TIMP-1 et de PAI-1 (Graham et al., 1994).

Dans les cellules cytotrophoblastiques, I’EGF produit par les cellules déciduales stimule la
synthese et I’activation de MMP-9 et de MMP-2. L’EGF, comme d’autres facteurs de croissance
VEGF, FGF-4 (fibroblast growth factor-4) et FGF-10, stimule également I’activité de uPA et de
PAI-1 dans le trophoblaste (Anteby et al., 2004). Les effets et le type d’effecteur relayant le
signal initié par I’EGF est spécifique du type cellulaire. Dans les cellules HTR-8/SVneo, ’'EGF
augmente I’expression de MMP-9 (mais pas MMP-2) et de TIMP-1 par un mécanisme
impliquant les voies de signalisation PI3K/Akt et ERK1/2 (Qiu et al., 2004b), alors que dans les
lignées JAR et les primocultures de trophoblaste extravilleux, ce facteur de croissance stimule
I’expression de MMP-9 et MMP-2 via I’AMPc (Staun-Ram et al., 2004). Un effet stimulateur
d’IGFB-1 sur I’invasion des cellules trophoblastiques impliquant une augmentation de la
sécrétion de TIMP-1 et l'activité gélatinolytique de MMPs autres que MMP-2 et MMP-9
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(Bischof et al., 1998) a été démontré. L’IGFB-1 stimule la migration et I'invasion des cellules
trophoblastiques via un mécanisme impliquant la liaison du domaine RGD (Arg-Gly-Asp) de
I’IGFB-1 aux chaines a5B1 des intégrines (Irving et al., 1995) et I’activation des protéines FAK
(Focal adhesion kinase) et ERK1/2 (Gleeson et al., 2001).

Un nouveau facteur de croissance produit par le placenta a été décrit; I'EG-VEGF (endocrine
gland-derived vascular endothelial growth factor) (Lecouter et al., 2004). L’expression de ce
facteur se limite au syncytium et atteint des taux élevés durant le premier trimestre de grossesse
(Hoffmann et al., 2006). Sur le plan fonctionel, 'EG-VEGF est considéré comme un facteur anti-
invasif. Des résultats in vitro ont démontre ses effets sur la migration et I’invasion d’explants de
premier trimestre et la lignée HTR-8/SVneo cultivée sur des matrices reconstituées. Le pouvoir
anti-invasif de 'EG-VEGF est associé a une baisse drastique de sécrétion et d’activité de MMP-9
et MMP-2 (Hoffmann et al., 2009).

La placentation (prolifération et invasion) du cytotrophoblaste extravilleux est donc un processus
complexe contr6lé par plusieurs régulateurs autocrines ou paracrines décrits ci-dessus. Ces
derniers exercent leur effets récepteurs-dépendants en activant diverses voies de signalisation qui
conduisent & I’expression et/ou a I’activation des facteurs de transcription (STATS3, fos, jun, NF-
kB, AP-1, Sp-1...) et leur fixation sur des éléments de réponse de la région promotrice des genes.
L’instauration d’un équilibre entre la production des MMPs et des TIMPs semble étre

primordiale pour une placentation réussie.
Role de I’oxygene

Le trophoblaste extravilleux invasif joue un réle important dans I’implantation du fcetus
dans la décidue maternelle et dans le maintien de la grossesse. Le trophoblaste extravilleux
envahit les parois des artéres spiralées utérines qui deviennent des vaisseaux atones (sans tonus).
Le remodelage de ces artéres assure un approvisionnement en sang maternel, exigé durant le
deuxiéme et troisieme trimestre de la grossesse, indépendamment de la vasoconstriction des
arteres maternelles (Zhou et al., 1997b). Au début de la grossesse, les trophoblastes extravilleux
invasifs forment des bouchons trophoblastiques qui obstruent les artéres spiralées et empéchent
le sang de la mere d'entrer dans I'espace intervilleux, créant ainsi un environnement hypoxique
physiologique (Burton et al., 2009, Burton et al., 2011, Hustin et al., 1987). De 8 a 10 semaines
de gestation, la pression partielle d'oxygene dans le placenta (17,9 mm Hg) est significativement
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plus faible que I'endomeétre (39,6 mm Hg) (Rodesch et al., 1992). De telles conditions favorables
au développement de I’embryon le protégent du stress oxydatif lié a I’oxygéne hautement
tératogene (Burton, 2009). En outre, de 12 a 13 semaines de gestation, le relachement des
bouchons trophoblastiques fait augmenter la pression en oxygene intraplacentaire qui atteint un
niveau comparable a celui de I’endometre (Jauniaux et al., 2001, Rodesch et al., 1992). Vers la
fin du premier trimestre les bouchons trophoblastiques se résorbent progressivement exposant le
placenta & la circulation sanguine maternelle (Jaffe et al., 1993, Jauniaux et al., 1992, Rodesch et
al., 1992, Jauniaux et al., 1992). Bien qu'il y ait tout un ensemble d'éléments démontrant le role
du bouchon trophoblastique dans I’instauration d’un environnement pauvre en oxygene dans
lequel baigne le trophoblaste au cours du premier trimestre, d’autres faits expérimentaux
viennent contredire ce constat. Des études ont montré que les bouchons trophoblastiques ne sont
pas capables de contenir I'écoulement du sang maternel vers I'espace intervilleux au-dela de 6
semaines de gestation. Par ailleurs, une autre étude montre que la majorité des artéres spiralees
ne sont pas obstruées et que le flux de sang maternel vers la chambre intervilleuse survient tot
dans le premier trimestre (Kurjak et al., 1993a, Kurjak et al., 1993b, Meekins et al., 1997). Ces
contradictions nous poussent a s’interroger sur le role de la pression en oxygeéne dans I’invasion
du trophoblaste du premier trimestre. En d’autres termes, le processus de différenciation invasive
du trophoblaste du premier trimestre serait-il favorisé par un environnement enrichi en oxygeéne
ou plutdt par des conditions d’hypoxie ? Cette question semble Iégitime d’autant plus que les
résultats semblent contradictoires. Des études suggerent que I'hypoxie peut induire la
differenciation du trophoblaste extravilleux vers un phénotype invasif via un mecanisme
impliquant une augmentation de I’expression de I’'uPA. En effet, Graham et ses collaborateurs
ont démontré que les capacités invasives des cellules trophoblastiques HTR-8/SVneo cultivées
dans un environnement hypoxique (1% d'oxygene) sont nettement plus fortes que celles des
cellules HTR-8/SVneo cultivées dans des conditions de 20% d'oxygene. Ces cellules cultivées en
hypoxie montrent une régulation positive des récepteurs uPA et une augmentation de l'activité de
MMP-9 (Choi et al., 2012, Graham et al., 1998). En revanche, des études ont démontré que des
cytotrophoblastes isolés au premier trimestre de la grossesse cultivés en condition d'hypoxie (2%
d’oxygene) n’expriment pas I’intégrine a1 1, un marqueur de 1’acquisition du phénotype invasif
et perdent leur capacité invasive associée a une diminution de I’activité de la MMP-2 (Crocker et

al., 2003, Genbacev et al., 1996, Genbacev et al., 1997). Ces études suggérent que le
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trophoblaste primaire extravilleux nécessite des tensions élevées d'oxygene apporté par le sang

maternel dans I’espace intervilleux afin de s’engager dans la voie de la différenciation invasive.

Tableau 3 : Hormones et cytokines présentes au niveau de I'interface feeto-maternelle et leurs effets sur les
capacités prolifératifs, migratoires et invasives des cellules trophoblastiques humaines, et sur les voies de
transduction du signal.

Cytokineset | Invasion Prolifération | Migration Transduction | Réponse
hormones du signal cellulaire
EGF (Epithelial T T T PI3K Migration

growth factor)
CSF-1 (colony -— 1 ? ? ?
stimulating
factor)
VEGF 1 (TMMP) 1 ! MAPK (JEG3) Invasion
(\Vasoendothelial
growth factor)
PIGF (Placental l 1 l MAPK Vasculogenése
growth factor)
IGF-2 (Insulin- 1 - 1 MAPK Migration
like growth
factor-2)
TGF-B ! ! ! Smad3 ?
(transforming RhoA
growth factor- B) |MMP-9
Décorine ! ! ! Trophoblaste ? ?
Cellules
({MMP-9) endothéliales
PKB
IGF-1 (Insulin 1 1 ? ?
growth factor-1)
GM-CSF 1 1 ? PKC (JEG-3, Production
(granulocyte JAR) d'IFN-y ovin
macrophage-
colony
stimulating
factor)
HGF 1 1 1 MAPK, PI3K Motilité
(Hepatocyte
growth factor)
LIF (Leukemia- i i ? gp130, STAT3 Invasion,
inhibitory factor) prolifération
TNF-a (Tumor l l l NF-xB prostaglandine
necrosis factor-a) | (1PAI-1) (evCTB, HTR- production
8/SVneo)

Leptine 1 (souris), T1(JAR) ? Stat (Oocyte maturation,

T1(MMP?T) murin), MAPK | Prolifération

JAR et BeWo
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IL-10 ! ? ? ? ?
IL-6 1 1 ? Trophoblastes
? Lymphocytes ?
gpl130
IL-1B 1 - 1 Trophoblaste ? ?
MAPK, NF-xB
(décidue du
babouin)
Adiponectine T(HIPEC) | (BeWo et ? MAPK BeWo | Prolifération
TMMP-9, JEG-3) JEG-3 MAPK
TMMP-2,
| TIMP-1 et
2

1 : stimulation ; | : inhibition ; - : pas d'effet ; effet non déterminé.

11.4) Voies de signalisation impliquées dans I’invasion du trophoblaste extravilleux
Voie FAK (Focal adhesion kinase)

FAK est une famille de kinases d’adhérence focale correspondant a des protéines tyrosine
kinases (PTK) cytoplasmiques riches en proline, dépourvues de récepteur membranaire. Cette
famille se compose de deux membres: Pyk2 (proline-rich tyrosine kinase 2) et FAK (focal
adhesion kinase) (pour revue, voir Avraham et al., 2000). Elles sont localisées préférentiellement
prés des intégrines au niveau des complexes d’adhérence (ou d’adhérences focales) et ont été
impliquées dans le contrdle de plusieurs processus cellulaires comme la migration et la survie.
Parmi les autres protéines de ces complexes d’adhérence, on retrouve les protéines du
cytosquelette telles que I’actine, la paxilline, la taline et des protéines participant au remaniement
du cytosquelette telles que la PI3K et la protéine de 130 kDa associée a Crk (P130CAS) (Fig.
16).

FAK a été retrouvée dans de nombreuses lignées cellulaires ainsi que dans la plupart des tissus
étudiés. Elle est notamment exprimée sur toutes les lignées hématopoiétiques en dehors de la
lignée éerythroide (Kume et al., 1997). Les fibroblastes invalidés pour ce gene (FAK-/-) perdent
leur capacité de motilité. FAK est surexprimée dans différentes lignées cancéreuses (Nakagawa
et al., 1998, Weisberg et al., 1997). FAK est une protéine de 125 kDa divisée en trois domaines,

un domaine amino-terminal et un domaine carboxy-terminal délimitant un domaine central
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portant I’activité catalytique (Fig. 16) (Schaller et al., 1992). La région FAT (focal adhesion
targeting), située dans le domaine carboxy-terminal, est nécessaire pour la localisation dans le
complexe d’adhérence par I’intermédiaire de liaisons avec la taline et la paxilline. La taline,
médiateur de I’activation de FAK par les intégrines, permet I’interaction avec le réseau de
filaments d’actine nécessaire pour I’activation de FAK. Le domaine amino-terminal est impliqué
dans les interactions avec les domaines cytoplasmiques des récepteurs transmembranaires
(Schaller et al., 1992).

La protéine FAK activée subit une phosphorylation en cascade de résidus tyrosine. C’est d’abord
I’autophosphorylation du résidu tyrosine 397 (Y397) qui est le témoin de son activation (Schaller
et al., 1994). Ce résidu est important dans I’activité enzymatique de FAK puisqu’une mutation
au niveau de ce résidu provoque I’incapacité pour FAK d’avoir une activité biologique. Cette
phosphorylation libére un site de liaison de forte affinité pour des protéines contenant un
domaine SH2. Les kinases de la famille Src, Fyn et c-Src, vont étre recrutées et activées sur ce
site. Elles vont phosphoryler d’autres résidus tyrosine dans le domaine catalytique (Y407, Y576
et Y577) ainsi que dans la région carboxy-terminale (Y861 et Y925). Les phosphorylations des
tyrosines Y576 et Y577 par c-Src augmentent I’activité enzymatique de FAK et permettent la
création de nouveaux sites de liaison pour d’autres effecteurs (Calalb et al., 1995, Eide et al.,
1995). L’activation de FAK et de c-Src est donc le point central du signal de transduction. Si
I’autophosphorylation du résidu Y397 est reconnue comme le témoin de I’activation de FAK, il a
été décrit dans les cellules épithéliales que FAK pouvait étre sous forme phosphorylée a I’état
basal mais avec une répartition intracellulaire diffuse et non plus focale, sous-membranaire. Si
I’activation de FAK est géneralement liée aux intégrines, il existe d’autres modeéles ou son
activation est réalisée par d’autres mécanismes. Par exemple, dans les plaquettes sanguines, son
activation est indépendante des intégrines et nécessite une régulation par les flux intracellulaires

du calcium et I’activation des PKCs (Achison et al., 2001).

L’invasion du cytotrophoblaste extravilleux est caractérisée par un changement progressif dans
le répertoire des intégrines membranaires (Integrin switch). A ce titre, I’expression de FAK et de
sa forme phosphorylée sur le résidu Y397 est abondante dans le cytotrophoblaste interstitiel
durant les premiéres semaines de grossesse et diminue par la suite. Dans le cytoplasme de ces
cellules, FAK et sa forme active Y397 co-localisent avec d’autres marqueurs exprimés par les

cytotrophoblastes extravilleux comme la MMP-2 et la chaine a5 des intégrines (llic et al., 2001,
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MacPhee et al., 2001). In vitro, la diminution de I’expression de FAK en transfectant des
cytotrophoblastes extravilleux par un adénovirus portant une forme anti-sens de FAK réduit de
facon significative la croissance et I’invasion (llic et al., 2001, MacPhee et al., 2001). Le réle de
FAK a été également montré dans les lignées HTR-8/SVneo. Le traitement de cette lignée par
I’IGFBP-1 induit la migration et I’invasion via la phosphorylation de FAK sur son résidu Y397
(Gleeson et al., 2001). De la méme manieére, la stimulation des cellules trophoblastiques avec de
I’IGF-1 entraine la phosphorylation de FAK et sa co-localisation avec la paxilline et la vinculine
au niveau des complexes d’adhérence et un réarrangement des microfilaments d’actine (Kabir-
Salmani et al., 2002).

®o

Y861 Y925

Y397 Y407 Y576 Y577 B

Domaine
NH2 Bande 4,1 catalytique

- Graf
et ASAP1

Figure 16 : La protéine FAK (Focal adhesion kinase) d'apres Schaller et al., 1992). FAK est divisée en trois
domaines, un domaine amino-terminal et un domaine carboxy-terminal délimitant un domaine central portant
I’activité catalytique. La région FAT (focal adhesion targeting), située dans le domaine carboxy-terminal est
nécessaire pour la localisation dans le complexe d’adhérence par I’intermédiaire de liaisons avec la taline et la
paxilline. FAK posséde de nombreux résidus tyrosines de phosphorylations impliquées soit dans la modulation de
I’activité de FAK soit constituant des sites pour le recrutement des kinases effectrices de la voie de transduction du
signal.
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Voie des petites protéines G (GTPases)
La famille Rho des petites protéines G apparentées a Ras compte plus d’une dizaine de membres
dont Rho (A, B, C), Rac (1,2) et Cdc42 (Fukata et al., 2003). Ces protéines fonctionnent comme
des interrupteurs moléculaires de la signalisation intracellulaire : elles existent sous deux
conformations, la forme active liée au GTP et la forme inactive liée au GDP. La forme inactive
interagit avec des facteurs d’échange (GEFs) qui déplacent le GDP et permettent la fixation du
GTP (Fukata et al., 2003). La forme active stimule des protéines effectrices dont plusieurs
Ser/Thr kinases telles que ROCK ou PKN pour RhoA et PAK pour Rac et Cdc42. Le cycle se
termine par I’hydrolyse du GTP, stimulée par les protéines GAP (Fig. 17) (Jaffe et al., 2005).
Les protéines Rho régulent I’organisation du cytosquelette d’actine et contrélent la formation de
fibres de stress ancrées au niveau de la plaque d’adhésion (Rho), ainsi que les mouvements de la
membrane cellulaire et la migration cellulaire (Rac et Cdc42) (pour revue, voir (Matozaki et al.,
2000, Takai et al., 1995, Van Aelst et al., 1997)). L’activation des protéines Rho induit la
contractilité des filaments d’actine et participe a I’activation de FAK en favorisant I’assemblage
des complexes d’adhérence. En retour, FAK va inhiber Rho via un rétrocontréle négatif, ce qui
va aboutir a un remodelage de la structure des complexes d’adhérence. Ces données suggeérent
que FAK regle le turn-over de I’adhérence focale en modulant I’activité de Rho (Schaller et al.,
2001). FAK, via le complexe FAK-src, régule également I’activité de Rho par la modulation de
la liaison et de la phosphorylation des GAPs et Rho-GEFs (Schlaepfer et al., 2004, Tomar et al.,
2009). Les Rho permettent I’assemblage des filaments d’acto-myosine par deux groupes
d’effecteurs : les ROCK et les Dia (Hall et al., 2005). Les kinases dépendent des Rho (ROCK
sont des serine/thréonine kinases) et jouent un réle dans la formation des fibres de stress et des
points focaux d’adhésion dépendant de RhoA. Deux isoformes ont été identifiées : ROCKI (ou
ROKZp) et ROCKII (ou ROKa) (Nakagawa et al., 1996). Dans le placenta humain, la cascade de
signalisation Rho-ROCK est impliquée dans la migration trophoblastique. Des études in situ ont
détecté une immunoréactivité de ROCK dans le cytotrophoblaste extravilleux et dans le
syncytium, alors que Rho A est exprimé exclusivement dans le cytotrophoblaste extravilleux
(Shiokawa et al., 2002). L’interruption de la voie Rho-ROCK, Rho, Racl, CDC42 et ROCK
inhibe la migration trophoblastique induite par PGE2 et IGF-II (Shiokawa et al., 2002). De la
méme maniére, I’inhibition sélective pharmacologique des activités des protéines Rho et ROCK
dans des fragments d’explants issus de placenta de premier trimestre réduit drastiqguement la
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migration des cellules du trophoblaste extravilleux cultivees sur une matrice de fibronectine
(Shiokawa et al., 2002).

Stimuli extérieur
(facteur croissance, recrutement des intégrines...)

v

o0
o....'q

‘
... Membrane

e .."b..'.. plasmique

active

Inactive

Effecteurs
( Kinases, lipases, protéines, d’échaffaudage.....)

Réponses cellulaires
(Remodelage du cytosquelettes d’actine, progression du
cycle cellulaire, expression des genes.......)

Figure 17 : La régulation des protéines GTPase Rho. Le cycle des GTPase Rho, un état actif (lié au GTP) et
un état inactif (li¢ au GDP). Dans un état de repos, les GDIs séquestrent les GTPases-GDP dans le cytoplasme.
L’interaction des GTPases avec les GEFs va provoquer le déplacement du GDP, permettre la fixation du GTP et par
conséquent la translocation des protéines Rho au niveau de la membrane plasmique. Les GTPases-GTP (actives)
vont activer une panoplie d’effecteurs dont I’activité va moduler plusieurs réponses biologiques. La plupart des
protéines Rho possédent une capacité intrinseque d’hydrolyse du GTP en GDP a travers les protéines GAPs. GEF:
Guanine nucleotide Exchange Factor, GAP: GTPase Activating Protein, GDI: Guanine nucleotide Dissociation
Inhibitor.
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Voie phosphatydylinositol 3-kinase (P13K)

La voie de signalisation PI3K-AKT est impliquée dans une variété de processus
cellulaires, y compris la croissance cellulaire, la prolifération, la migration et la survie (Manning
et al, 2007). La PI3K est un hétérodimére composé de deux sous-unités, une sous-unité
catalytique (P110, PIK3CA) dotée d’une activité lipide kinase, et une-sous-unité régulatrice
(p85, PIK/R1) dotée d’un domaine SH2. L’activation des récepteurs (RTK ou RCPG) a pour
conséquence le recrutement/activation au niveau de la membrane cellulaire des sous-unités p85
et p110 de la PI3K, respectivement (Fig. 18)

PI3K assure la phosphorylation du lipide membranaire phosphatydylinositol-4,5 diphosphate,
pour former le phosphatydylinositol-3,4,5-triphophosphate. Cette action de PI3K est
contrebalancée par une déphosphorylation assurée par la phosphatase PTEN (Phosphatase and
tensin homolog). Cette derniere assure la régulation négative de cette voie de signalisation en
convertissant la PIP3 en PIP2. Le phosphatydylinositol-3,4,5-triphophosphate est reconnu par
des protéines possédant un domaine PH (Pleckstrin-homology domain) en particulier PDK1
(phosphoinositide-dependent kinasel) et AKT (ou protéine kinase B (PKB)). L’ une des cibles de
la kinase AKT est mTOR (Mammalian target of rapamycin) nommée par analogie avec une
protéine de levure inhibée par un produit naturel, la rapamycine. Lors de I’activation de mTOR,
plusieurs protéines en aval de mTOR sont ciblées comme par exemple le facteur de traduction
EIF4E (Eukaryotic translation initiation factor 4 E) qui régule la synthése des protéines et la
protéine kinase p70S6K. Cette derniére a son tour est impliquée dans la phosphorylation de la
protéine S6 des ribosomes (Fig. 18).

L’importance de la voie PI3K dans la migration du trophoblaste extravilleux induite par les
facteurs de croissance a été démontrée par diverses équipes. Par exemple, dans les cellules
SGHPL-5, I’inhibition de la voie PI3K diminue la motilité cellulaire basale et la motilité induite
par le facteur HGF (Cartwright et al., 2002b). Dans les cellules HTR-8/SVneo, EGF induit
I’invasion et la migration cellulaire en activant les voies de signalisation MAPK et PI3K (Qiu et
al., 2004b). Les deux voies semblent avoir la méme importance dans la migration et I’invasion
cellulaire puisque I’inhibition de I'une ou de [Pautre des voies par des inhibiteurs
pharmacologiques renverse I’effet de EGF (Qiu et al., 2004b). Par ailleurs, I’inhibition de mTOR
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par la rapamycine entraine une perte du pouvoir migratoire induit par EGF dans les cellules
HTR-8/SVneo (Qiu et al., 2004a).

Facteurde
croissance

Extérieur

Traduction/
Proliféeration
cellulaire

Figure 18 : Description schématique de la voie PI3K. La voie PI3K est activée par la fixation des facteurs de
croissances a leur récepteurs tyrosine kinases (EGFR, PDGFR...) et I’activation de la kinase clée PKB (appelée aussi
AKT). L’une des cibles de PKB est la kinase mTOR dont I’activation cible le facteur de traduction EIF4E qui peut
exercer ses effets sur la synthése des protéines et la protéine kinase p70S6K et joue ainsi un réle dans la survie et la

prolifération cellulaire.
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Voie des facteurs de transcription Smad

Les protéines de la famille Smad sont les effecteurs de la voie de la superfamille du TGF-
B (TGF-B, activin, les protéines morphogénétiques de I'os) qui contréle plusieurs fonctions
cellulaires telles que la prolifération, la différenciation et la production des protéines de la
matrice extracellulaire. Les premieres protéines Smad ont été identifiees chez la drosophile : les
protéines Mad. Le nom Smad est un condensé entre le géne mad de la Drosophile et son
homologue sma chez C.elegans. Chez I’humain, la protéine Smad4 a été la premiere identifiée
(Miyazono et al., 2000).

Les Smads sont divisées en trois catégories qui différent par leur structure et leur fonction
(Miyazono et al., 2000). 1) Les R-Smads; Smad-1, -2, -3, -5 et -8, phosphorylées par le
récepteur de type | sur un motif en C-terminal, Ser-X-Ser. 2) La Co-Smad (Common-partner
Smad), Smad-4, initialement identifiée comme géne suppresseur de tumeur dans les cancers
pancréatiques sous le nom de DPC4, qui va se lier aux R-Smads phosphorylés afin de les
transloquer au noyau et réguler la transcription de geénes cibles. 3) Les I-Smads (Inhibitory
Smad), Smad-6 et -7 qui inhibent les voies de transduction par compétition avec les R-Smads en
se fixant aux récepteurs ou en empéchant la formation du complexe R-Smad/Co-Smad (Wrana et
al., 2000). Les sous-types de R-Smads sont dépendants du ligand : Smad-2 et -3 sont les
effecteurs du TGF-B, de I’activine et de Nodal, alors que Smad-1, -5 et -8 sont les effecteurs des
BMPs (Bone morphogenetic proteins). Smad-6 inhibe préférentiellement les BMPs alors que
Smad-7 inhibe indifféremment les BMPs et le TGF-p (Hata et al., 1998, Kretzschmar et al.,
1998, Massague et al., 1998).

A I’état basal, les Smads existent sous la forme de monomeére qui naviguent entre le cytoplasme
et le noyau (Hill et al., 2009). Une fois active par le TGF-p, le récepteur de type I phosphoryle
les R-Smads. Les R-Smads activées forment des homo- ou hétéro-dimeéres qui vont recruter
Smad-4 pour former une oligomere au niveau du cytoplasme ou du noyau. Une fois dans le
noyau, ce complexe se lie aux promoteurs des genes cibles et active leur transcription (Fig. 19).
Bien qu’il existe peu de Smads, il y a une trés grande diversité de genes cibles. Cela peut
s’expliquer par les nombreux partenaires protéiques recrutés par le complexe R-Smads/Co-Smad
au niveau des promoteurs. La régulation de la signalisation du TGF-p peut se faire grace a des

protéines telles que les I-Smads, ou par des modifications post-traductionnelles, telles que la
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sumoylation. Smad-7 fait partie des I-Smads, capable d’inhiber la signalisation du TGF-B. Smad-
7 peut contrecarrer la signalisation du TGF- de différentes manicres. Elle peut former un
complexe avec les récepteurs aux TGF-B du groupe I (TPRI), empéchant la phosphorylation des
R-Smads ou recruter des protéines de type ubiquitine ligase comme Smurfl et Smurf2 (Fig. 19).
En s’associant aux TPR-l phosphoryleés, Smad-7 provoque la degradation du récepteur et sa
propre dégradation. Smad-7 joue également un rdole de protéine adaptatrice permettant le
recrutement d’autres ubiquitines ligases dégradant aussi bien TBR-1 que les R-Smads. Enfin,
Smad-7 est impliquée dans de nombreuses voies TGF-B-dépendantes non Smad-dépendantes
(Yan et al., 2009).

Le role des protéines Smads dans I’invasion du trophoblaste extravilleux a été surtout etudié dans
les lignées HTR-8/SVneo et JEG-3. Les cellules HTR-8/SVneo et JEG-3 expriment les Smad-2,
-4 et -7 alors que seules les cellules HTR-8/SVneo expriment Smad-3 (Xu et al., 2001a). Smad-3
est phosphorylée et transloqué aux noyaux des cellules HTR-8/SVneo qui voient leur pouvoir
invasif inhibé suite au traitement avec du TGF-P. En revanche, 1’expression ectopique de Smad-3
dans les lignées de choriocarcinome JAR rend ces cellules réfractaires au traitement par le TGF-
B bien qu’elle restore ’expression de PAI-1 et TIMP-1 (Xu et al., 2001a), ce qui suggeére que
d’autres mécanismes contribuent a la résistance de ces cellules a I’action anti-invasive de la
cytokine TGF-B (Xu et al., 2001a, Xu et al., 2002). La fonctionnalité des protéines Smads
(Smad-2 et Smad-4) dans la signalisation dépendante du TGF-f a également été analysee dans
les cellules JEG-3. En utilisant des constructions contenant un géene rapporteur codant pour la
luciférase sous le contréle de séquence inductible par le TGF-B, Wu a démontré que I’expression
de Smad-2 et -4 stimule I’activité transcriptionnelle du TGF-B1, alors que I’expression de Smad-
7 inhibe cette activité (Wu et al., 2001).

Voie Wingless (Wnt)

Les protéines de la famille Wingless (Wnt), au nhombre de 19 chez les mammiferes, sont
des glycoprotéines agissant localement, par liaison a des corécepteurs membranaires de la
famille Frizzled (Fz) et LRP (Low density lipoprotein Receptor-related Protein) présents a la
surface des cellules cibles. Ces signaux Wnt extracellulaires activent plusieurs cascades de
transduction de signaux intracellulaires : i) la voie dite « canonique », la plus étudiée, régulant

I’activité transcriptionnelle de génes cibles via la B-caténine et ii) des voies « non-canoniques »,

65



indépendantes de la B-caténine, incluant la voie Wnt/PCP (Planar Cell Polarity) et la voie
Wnt/Ca?*. Il existe un pool cytoplasmique de p-caténine dont la concentration, la localisation et

I’activité sont modulées par I’état d’activation de la voie Wnt. En I’absence de signal Wnt

extracellulaire (Fig. 20).

Facteur de transcription 8

Figure 19 : La voie de signalisation Smads activée par le TGF-g. Apreés la liaison du ligand TFG-p au récepteur
de type 11, il s'en suit formation d'un complexe hétérodimere entre le récepteur type Il et de type | et phosphorylation
de ces derniers. La conséquence de cette phosphorylation est I'activation de I'activité kinase du récepteur de type | et
le recrutement et la phosphorylation de Smad 2 ou 3. Ces derniers vont s'associer avec Smad 4 (Co-Smad) et le
complexe Co-Smad/R-Smad vers le noyau. La liaison du complexe Smads a I'ADN, avec d'autres facteurs de
transcription, stimule ou réprime la transcription de génes d'intérét. L'atténuation du signal en réponse au TGF-f se
fait par une augmentation de la transcription de Smad 7 qui prévient le recrutement et la phosphorylation des R-

Smads (Smad2).

66



La B-caténine cytoplasmique est recrutée au sein d’un complexe de destruction assemblé autour
d’une protéine d’échafaudage, I’axine (Axis inhibition protein) (Behrens et al., 1998, Fagotto et
al., 1999). Ce complexe comprend, outre I’axine, le suppresseur de tumeur APC (Adematous
Polyposis Coli) ainsi que les sérine-thréonine kinases GSK3 (Glycogen synthase-3) et CK1
(Casein Kinase-1). Ces deux derniéres phosphorylent la B-caténine sur des résidus serine et
thréonine situés dans son domaine N-terminal, provoquant sa reconnaissance par la protéine [3-
TrCP (p-Transducin repeat Containing Protein), I’'une des composantes du complexe E3-
ubiquitine-ligase. L ubiquitinylation de la B-caténine par ce complexe a comme conséquence la
dégradation rapide par le protéasome et le maintien d’une concentration faible de B-caténine dans
le cytosol (Aberle et al., 1997). L’interaction d’un ligand Wnt avec les domaines extracellulaires
des co-récepteurs Fz et LRP-5/6 initie la cascade de signalisation dont I’'une des étapes est
I’inhibition du complexe de destruction de B-caténine. Ce mécanisme a pour conséquence une
hypophosphorylation de la [-caténine, laquelle échappe au systeme de dégradation du
protéasome et s’accumule sous forme stable dans le cytoplasme, favorisant sa translocation dans
le noyau. La B-caténine nucléaire interagit avec les facteurs de la famille Tcf/Lef (T-cell-specific
transcription factor/Lymphoid enhancer binding factor) pour réguler la transcription de génes
cibles impliqués dans la régulation de la prolifération et de I’invasion cellulaire tels que cyclin
D1, c-myc, MMP-7 et la MT1-MMP (Behrens et al., 1996, Brunner et al., 1997).

L’action de Wnt est soumise a une régulation négative par une variété d’effecteurs qui agissent
soit en modulant I’activité des molécules impliquées dans la signalisation intracellulaire du
récepteur membranaire de Whnt, soit a I’extérieur de la cellule, en contrélant la liaison de Wnt
avec ce récepteur. 1l y a cing familles d’antagonistes connus de la signalisation Wnt, dont celle
des récepteurs solubles (secreted frizzled-related protein, sSFRP) et celle de Dikkopf (DKK)
formée de quatre membres (DKK 1 a 4). Le plus connu de la famille Dickkopf est DKK 1, dont

la liaison avec LRP-5 blogue la signalisation de Wnt (pour revue, voir (Ahn et al., 2011)).

L’importance du réle de la voie de signalisation Wnt/TCF dans le développement placentaire a
été mise en évidence dans des modéles murins. Des mutations ou invalidations des génes Wnt2,
Wnt4, Wnt7 et Tcf/Lef sont associées a des défauts de développements placentaires notamment
un défaut d’implantation (Monkley et al., 1996, Paria et al., 2001, Parr et al., 2001). Chez
I’humain, le placenta exprime 14 des 19 ligands Wnt et 8 des 10 récepteurs FZD. L’étude du
profil d’expression des différents membres de la famille Wnt tout au long de la grossesse et dans
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le trophoblaste montre une distribution variable en fonction des trimestres de grossesse et du type
de trophoblaste étudié (Sonderegger et al., 2007). Ainsi, I’acquisition du phénotype invasif par le
trophoblaste extravilleux est le résultat d’une accumulation du TCF dans le compartiment
nucléaire (Pollheimer et al., 2006). Le pouvoir invasif du trophoblaste dd a I’activation de la voie
Whnt est inhibé par le facteur soluble DKK1 surexprimé par la décidue lors de la phase
d’implantation. Cette régulation négative par le DKK1 semble étre necessaire pour contrdler le

degré d’invasivité du trophoblaste (Pollheimer et al., 2006).

répression transcriptionnelle activation transcriptionnelle

Figure 20 : La voie Wnt canonique ou Wnt/B-caténine, d’aprés (Aberle et al., 1997). A) En I’absence de signal
Wnt, la B-caténine est associée a un complexe multiprotéique de destruction composé de I’axine, I’APC et des
sérine-thréonine kinases CK1 et GSK3a/B. Ces derniéres phosphorylent la p-caténine, laquelle est alors reconnue
par un complexe d’ubiquitinylation comprenant B-TrCP. La [-caténine ubiquitinylée est ensuite rapidement
degradée par le protéasome. Dans le noyau, I’interaction des facteurs Tcf/Lef avec des co-répresseurs
transcriptionnels, notamment Groucho (Grg), inhibe la transcription des génes cibles de la voie Wnt. B) La liaison
du ligand Wnt au complexe de co-récepteurs Frizzled(Fz)/LRP induit la phosphorylation de LRP et le recrutement
de I’axine & la membrane cytoplasmique probablement via I’activation de Dsh. L’inhibition du complexe de
destruction Axine-APC-GSK3 entraine ’accumulation cytosolique de B-caténine libre et sa translocation au niveau
nucléaire. Dans le noyau, la B-caténine déplace Grg pour promouvoir, en partenariat avec les facteurs Tcf/Lef, la
transcription des génes cibles de la voie Wnt. ME, Milieu Extracellulaire ; Cyt, Cytoplasme ; Noy, Noyau.
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Voie des MAPKs

Pour la description de la voie de signalisation des MAPKSs, il faut se référer a la section
1.3.2.1.2. Dans le placenta, le role de la protéine ERK1/2 dans l'invasion trophoblastique a été
démontré indirectement par I'analyse de I'expression et de l'activation de cette protéine durant les
differents trimestres de la grossesse. Plusieurs études suggerent, indirectement, que la voie
ERK1/2 n'est pas impliquée dans la régulation de I’invasion du trophoblaste. Cependant, une
étude récente a démontré par immunohistochimie et hybridation in situ, I'expression et
I'activation de la protéine ERK1/2 dans les cellules du trophoblaste villeux humain (mais pas
dans le syncytiotrophoblaste) durant toute la grossesse (Kita et al., 2003). Par ailleurs, la forme
phosphorylée d’ERK1/2 n’est présente que pendant les 12 premieres semaines de grossesse
correspondant a la période d’implantation du feetus et I’invasion trophoblastique (Kita et al.,
2003). De la méme fagon, les formes phosphorylées et totales d’ERK1/2 ont été détectées dans le
trophoblaste intermédiaire, de phénotype invasif et perdant sa capacité proliférative, ce qui
suggere un lien entre I’activation de ces MAPKs et la capacité invasive du trophoblaste
extravilleux (Ichikawa et al., 1998). L’importance de la protéine ERK1/2 dans la régulation du
processus de migration du trophoblaste a été largement étudiée dans les lignées trophoblastiques.
Les cellules HTR-8/SVneo et SGHPL-4, traitées par les facteurs de croissance (IGF-11, IGFBP-1,
EGF, HGF) et I’endothéline (ligand de RCPGQq) voient leur migration augmentée par I’activation
des protéines ERK1/2 (Bifulco et al., 2003, Chakraborty et al., 2002, Fitzgerald et al., 2005a,
Gleeson et al., 2001, Ino et al., 2003, McKinnon et al., 2001, Qiu et al., 2004a). L’activation
d'ERK1/2 stimule et influence une autre composante du processus d’invasion du trophoblaste, la
prolifération cellulaire. Bien que I’expression et I’activité de ERK1/2 au niveau des
cytotrophoblastes extravilleux primaires n’ont jamais été étudiées, plusieurs facteurs de
croissance (d’origine placentaire ou non) et hormones se sont montrés capables de moduler la
prolifération des lignées d’origine trophoblastique via I’activation de la voie ERK1/2
(Athanassiades et al., 1998, Bifulco et al., 2003, Cauzac et al., 2003, Cha et al., 2001, Lysiak et
al., 1993, Lysiak et al., 1995)

Voie JAK/STAT

Pour la description de la voie de signalisation activée conventionnellement par les

cytokines, il faut se référer a la section 1.C.2.1.2. A ce jour, I’isoforme STAT3 est reconnu
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comme le facteur de transcription clé dans la modulation de I’implantation embryonnaire et dans
I’invasion trophoblastique (Fitzgerald et al., 2005a, Fitzgerald et al., 2005b). Ce réle du facteur
de transcription STAT3 a été mis en évidence dans des modeles murins invalidés pour le géne
STAT3 (Stat3-/-). Chez ces souris, le processus d’implantation fait défaut et les embryons
meurent précocement. L’injection de la protéine STAT3 constitutivement active tres tot pendant
la phase préimplantatoire permet de renverser ce phenomene et d’avoir des souriceaux viables
(Takeda et al., 1997). Les investigations chez I'humain ont démontré une parfaite corrélation
entre I’activité de la protéine STAT3 et le degré d’invasivité du trophoblaste extravilleux.
Corvinus et collaborateurs ont détecté respectivement par Western blot et par retard sur gel une
forte activité de STAT3 et une liaison de STAT3 a I’ADN dans le trophoblaste extravilleux du
premier trimestre, des processus qui sont absents dans les cellules du trophoblaste villeux a terme
(Corvinus et al., 2003). A noter, que le pool de STAT3 constitutivement active est beaucoup plus
important dans les cellules des choriocarcinomes que dans les cellules trophoblastiques primaires
(Corvinus et al., 2003). L’invasion des cellules JEG-3, HTR-8/SVneo et les primocultures de
premier trimestre est stimulée suite a I’activation de la STAT3 (Fitzgerald et al., 2005a, Paiva et
al., 2007, Poehlmann et al., 2005). Par ailleurs, STATS5 est un autre facteur STAT impliqué dans
I'invasion du trophoblaste. L'hormone de croissance placentaire humain (hPGH) stimule I'activité
de liaison STAT5 a I’ADN et l'invasion des primocultures de premier trimestre purifiés d'une

maniére dépendante de la protéine JAK2 (Lacroix et al., 2005).

En conclusion, la compréhension des voies de transduction du signal dans l'invasion du
trophoblaste, et en comparaison avec I’invasion néoplasique, nécessite des investigations
approfondies. D’une part, parce que les données concernant l'invasion du trophoblaste font
défaut. Et d’autre part, du fait de I’expression au niveau de I’interface materno-feetale de
multiples molécules (facteurs de croissances, cytokines et hormones) impliqués dans la
régulation de la migration et de I'invasion du trophoblaste (Fig. 21). La plupart de ces facteurs, et
comme dans d’autres types de cellules, ne stimule pas I’invasion cellulaire via une seule cascade
de signalisation mais a travers plusieurs voies de signalisation. En particulier deux voies de
signalisation, la voie des STAT3 et les MAPKs médiées par ces facteurs, ont été distinguées
comme étant impliquées dans ce processus. Plusieurs études suggérent que ces deux voies
s’entrecoupent au point de modulation, mais les théories exactes ne sont pas facilement

conciliables et invitent plutdt a une exploration plus poussée. La compréhension des mécanismes
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de transduction du signal lors de I’invasion du trophoblaste est également freinée par la
méconnaissance des différents effecteurs en aval de ces voies de signalisation tels que les
facteurs de transcription et de leurs genes cibles. Toutefois, certains de ces facteurs nucléaires,
par exemple, STAT, les récepteurs nucléaires PPAR-y et les génes homéotiques, identifiés sur la
base d’analyses fonctionnelles ou de leur profil d'expression, jouent probablement un réle clé
dans l'invasion du trophoblaste. On peut supposer que ces génes peuvent controler les différents
marqueurs de la différenciation invasive du trophoblaste comme les intégrines, les hormones

spécifiques des cytotrophoblastes extravilleux, et les différents systémes de protéases.

&
,sf“a((@f’ PI3K
‘Qov. co.‘:
Y\ AKT
xoy v
* mTOR

Invasion et/
ou migration

Figure 21: Représentation des différentes voies de signalisation impliquées dans la stimulation de
I’invasion/migration du trophoblaste humain. De nombreux facteurs de croissance solubles exprimées au niveau
de linterface feeto-maternelle exerce, via des récepteurs tyrosine kinase (RTK), des récepteurs couplées aux
protéines G (RCPG), un effet pro-migratoire et pro- invasive sur le trophoblaste en activant des voies de
signalisation telles que la voie MEK/ERK, la voie PI3K/AKT/mTOR, la voie Rho/ROCK , la voie TCF/B-caténine
et la voie JAK/ STAT (en vert). En revanche, peu d'informations sont connus.sur les voies de signalisation
impliquées dans la régulation négative de la migration et de I'invasion du trophoblaste (en rouge).
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I11) SEROTONINE ET GROSSESSE

Le role de la sérotonine dans les premiers stades de développement feetale a eté suggéré
suite a la découverte de la présence de la sérotonine, de ses récepteurs, et de son transporteur
(SERT) dans des embryons de pré-implantation et par la capacité des agents pharmacologiques
antagonistes spécifiques de la serotonine a interférer avec le développement embryonnaire
(Amireault et al., 2013, Cote et al., 2007, Cote et al., 2004). Toutefois, la source de la sérotonine
a échappé a toute identification jusqu'a trés récemment. Pourtant, et avant la découverte d'un
second isoforme de la TPH (TPH2), la présence de la sérotonine et I’activité de I’enzyme
responsable de la synthese de la sérotonine (TPH) ont été détectées dans les zygotes de souris
peu apres la fecondation, ce qui suggére que I'embryon lui-méme a la capacité de produire de la
sérotonine (Walther et al., 1999). Une autre étude est venue contredire cette conclusion en
démontrant que I’embryon n’exprime pas la TPH1 et que la sérotonine présente n'est pas
synthétisée par I'embryon lui-méme, mais capturée a partir du milieu environnant par le SERT
présent et fonctionnel tout au long du développement préimplantatoire (Cote et al., 2007). La
contradiction apparente dans les résultats entre les deux études vient du fait que la TPH présente
dans les zygotes de souris peu apres la fécondation est en réalité I’isoforme 2 de la TPH (TPH2)
et que les transcrits Tph2 sont présents dans les ovocytes et dans les embryons a deux cellules
(Basu et al., 2008). Ces derniers résultats ont été confirmés par des études réalisees par Coté et
ses collaborateurs qui ont montré une émergence d'une activité enzymatique Tph2 croissante et
une capacité de synthése de la sérotonine par I'embryon a deux cellules au stade blastocyste,
alors que la sérotonine produite dans I’utérus et I’oviducte serait lie a I’activité de la TPHL1. Fait
intéressant, les niveaux de sérotonine dérives de la TPH1 s'élévent peu apres la fécondation dans
ces deux tissus impliquant que les embryons préimplantatoires non seulement synthétisent la
sérotonine, mais aussi baignent dans la sérotonine maternelle. Pourtant, la source de cette
sérotonine reste a identifier car aucune activité enzymatique TPH n’a été détectée ni dans
I’oviducte ni dans I’utérus (Amireault et al., 2013, Cote et al., 2007). Pris ensemble, ces résultats
révelent une interaction complexe et une redondance possible des mécanismes de coopération
entre la source embryonnaire et la source maternelle de la sérotonine, afin d'assurer le début du
développement embryonnaire. Il est probable que la sérotonine provenant des tissus maternels

(synthétisée par la TPH1) se combine avec la sérotonine dérivée a partir de I'embryon
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(synthétisée par la TPH2) pour moduler les divisions cellulaires et la viabilité embryonnaire et

I'implantation.

Au cours des étapes de développement post-implantatoire, la sérotonine synthétisée via la TPH1
joue un role dans la régulation de la morphogenése. Etant donné que I’embryon ne dispose pas
d’activité TPH1, il est évident que la source maternelle de la sérotonine est critique pour le
développement murin normale durant les phases de post-implantation bien avant I'apparition des
neurones serotoninergiques (Yavarone et al., 1993). En utilisant des souris invalidées pour la
Tphl (Tphl-/-), Cote et ses collaborateurs ont montré que 1) ces souris donnent naissance a des
souriceaux viables mais plus petits en taille que la progéniture de souris hétérozygotes ou de type
sauvage (WT) (Cote et al., 2007) et 2) une réduction du nombre de nouveau-nés démontrant une
résorption des embryons (Cote et al., 2007) A partir de ces résultats, Cote et ses collégues ont
émis I'nypothése que la sérotonine maternelle circulant dans le sang est indispensable au bon
développement embryonnaire. Récemment, Bonnin et ses collegues ont conteste ces travaux. En
utilisant des souris déficientes pour le gene PET1 (Petl-/-), qui est un facteur essentiel pour le
développement des neurones sérotoninergiques du raphé; et des souris invalidées pour le géne
SERT (SERT-/-), ces auteurs ont démontré que la source exogene de la sérotonine dans le
cerveau postérieur n'est pas d'origine maternelle mais provient du placenta (synthése de novo)
(Bonnin et al., 2011a). Cette sérotonine placentaire serait métabolisée a partir du tryptophane
maternel dans les cellules trophoblastiques exprimant la TPHZ1. Bonnin et ses collégues affirment
que la sérotonine synthétisée par la TPH1 dans le placenta murin et humain se comporte comme
une hormone essentielle dans le développement du cerveau du feetus pour influencer son
comportement plus tard dans la vie (Bonnin et al., 2011a, Bonnin et al., 2011b). Cette capacite
de néo-synthése de la sérotonine a également été observée dans la villosité placentaire humaine a
11 semaines de gestation (Bonnin et al., 2011a).

Quelles que soient les théories avancées, il reste fort probable que la sérotonine placentaire a un
réle local pendant la grossesse puisque le trophoblaste dispose d’un systeme sérotoninergique
complet a savoir, la présence de la sérotonine, du transporteur de la sérotonine, et les récepteurs
de la sérotonine de type 2 (5-HT;). Ce systéme sérotoninergique est également présent dans les
lignées cellulaires du trophoblaste (Balkovetz et al., 1989, Huang et al., 1998, Klempan et al.
2011, Sonier et al., 2005, Viau et al., 2009, Yavarone et al., 1993). En particulier, la sérotonine

d’origine maternelle et/ou placentaire pourrait jouer un role local (autocrine et/ou paracrine) dans
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le développement et la fonction du placenta a travers I'implication du SERT et/ou des récepteurs
5-HT,a dans la différenciation invasive du trophoblaste. Dans des grossesses pathologiques
telles que la prééclampsie, caractérisée par un défaut d’invasion, et le diabete gestationnel, une
altération des niveaux plasmatiques de la sérotonine et de I’expression des récepteurs 5-HTa, a
été observée (Filshie et al., 1992, Viau et al., 2009).
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IV) HYPOTHESE ET OBJECTIFS

La sérotonine stimule la prolifération de plusieurs types cellulaires via I’activation des
récepteurs a la sérotonine ; dont le récepteur 5-HT,a. Ce dernier est exprimé dans le trophoblaste
villeux humain de placenta normal a terme et dans les lignées cellulaires de choriocarcinomes
JEG-3 et BeWo (modeles in vitro du trophoblaste placentaire humain). Le récepteur 5-HT,a est
un récepteur couplé a des protéines G de type Gqg connues pour activer la PLC et stimuler les
voies de signalisation JAK2/STAT3 et MEK/ERK1/2. Ces voies de signalisations sont
impliquées dans la prolifération, la migration et I’invasion cellulaire représentant les trois
composantes du processus de differentiation invasive du trophoblaste extravilleux durant les

étapes précoce du developpement placentaire.

L'hypothese de recherche est que les récepteurs 5-HT,a via I’activation des voies
ERK1/2 et JAK2/STATS, stimulent la prolifération, la migration et I’invasion du trophoblaste

extravilleux

Pour Vérifier cette hypothése, les objectifs spécifiques sont: (1) Déeterminer le réle des
récepteurs 5-HT ,a placentaires dans la régulation de la prolifération des cellules trophoblastiques
et les voies de signalisation activées; (2) Déterminer le mécanisme moléculaire responsable de
I’effet mitogenique du récepteur 5-HT,a sur les cellules du trophoblaste extravilleux; (3)
Déterminer le rble des récepteurs 5-HT,a dans la modulation des capacités invasives et

migratoires du trophoblaste extravilleux et étudier le mécanisme moléculaire impliqué.
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V) RESULTATS
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| - CHAPITRE 1

THE 5-HT,» SEROTONIN RECEPTOR ENHANCES CELL VIABILITY,
AFFECTS CELL CYCLE PROGRESSION AND ACTIVATES MEK-

ERK1/2 AND JAK2-STAT3 SIGNALLING PATHWAYS IN HUMAN
CHORIOCARCINOMA CELL LINES.

Talal Oufkir, Madeleine Arseneault, J. Thomas Sanderson and Cathy Vaillancourt

Placenta 2010, 31:439-447
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Résumeé de I’article en francais

Bien que la sérotonine, via ses récepteurs de type 2A (5-HTa), exerce des effets mitogéniques
sur plusieurs types cellulaires autant neoplasiques que sains, I’effet de I’activation des récepteurs
5-HT,a dans la prolifération du trophoblaste placentaire humain n’a jamais été étudié. Ces
récepteurs sont présents dans le trophoblaste placentaire et dans les lignées du choriocarcinome
placentaire JEG-3 et BeWo, cellules modéles pour I’étude in vitro du trophoblaste. Récemment,
il a été rapporté que le placenta est capable de synthétiser de novo la sérotonine, ce qui suggere
que la sérotonine, via ses récepteurs 5-HT,a, peut moduler la prolifération et donc la fonction du
trophoblaste. Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a I’étude de I’effet de I’activation
des récepteurs 5-HT,a sur 1) la prolifération et la viabilité des cellules JEG-3 et BeWo (test de
viabilit¢ MTT et cytométrie en flux) et 2) I’activation des voies de signalisation JAK2/STAT3 et
MEKZ1/2/ERK1/2 (immunoprécipitation et immunobuvardage de type Western). Les résultats
montrent que I’activation spécifique des récepteurs 5-HT,a par un agoniste sélectif le (x)-2,5-
Dimethoxy-4-iodoamphetamine hydrochloride (DOI) stimule la prolifération des cellules JEG-3
et BeWo. L’effet mitogénique du DOI serait le résultat d’un effet sur la progression du cycle
cellulaire des cellules JEG-3 et BeWo. En effet, les résultats de cytométrie en flux montrent que
le DOI stimule la synthése de I’ADN dans les cellules BeWo tandis qu’il active la division
cellulaire des cellules JEG-3. L’analyse par immunoprécipitation et immunobuvardage de type
Western de la voie de transduction du signal montre que I’activation des récepteurs 5-HT,a
stimule les voies de signalisation MEK/ERK1/2 et JAK2/STAT3. En conclusion, cette étude
démontre que la sérotonine, via I’activation des récepteurs 5-HT,a exerce un effet sur la fonction
proliférative du trophoblaste humain et suggere fortement un réle du systéme sérotoninergique
dans le développement placentaire.

Contribution de I’étudiant

A I’exception des résultats de la prolifération cellulaire (test de viabilité) réalisés par Madeleine
Arsenault, I’étudiant a réalisé toutes les expériences, rédigé le manuscrit, participé au choix de la
revue de publication et effectué toutes les corrections nécessaires pour la version finale de cet

article.
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Previous results fromour group have demonstrated the expression of the 5-HT- receptorand a mitogenic
effect of serotonin in human trophoblast. The objectives of the present study were to investigate the role of
the 5-HT34 receptor in trophoblast cells and to determine the signalling pathways activated by this
receptor, We investigated the effect of (+)-2,5-dimet hoxy-4-iodoamphetamine hydrochloride (DOI),
a selective 5-HTz4 agonist, on cell cycle progression and cell viability in BeWao and JEG-3 cells. We also
investigated, by co-immunoprecipitation and western blot analysis, the involvement of the MEK—ERK1 (2
and JAK2—STATS signalling pathways following activation of the placental 5-HTy, receptor. Our results
showed a concentration-dependent increase of cell viability by DOI, which was reversed by ketanserin,
a selective 5-HT 24 receptor antagonist. Furthermore, activation of the 5-HTaa receptor by DOI increased
cell entry into the G2/M and S phase (DMA synthesis) in BeWo and JEG-3 cells, respectively. In addition,
stimulation of BeWo and JEG-3 cells by DOI activated both the MEK—ERK 1/2 and the JAK2—STAT3 sig-
nalling pathways. This study demonstrated that the 5-HTz4 receptor increases cell viability and affects cell
cycle progression in human trophoblast cell lines as well as activates the MEK—ERK]1 /2 and JAK2—STAT3
intracellular signalling pathways, which are related to survival, differentiation, migration and invasion.
These findings indicate that serotonin through the activation of the 5-HT4, receptoris a key regulator of
placentation and may play a role in the pathophysiology of certain pregnancy disorders associated with

alterations in placental development, such as preeclampsia, gestational diabetes and preterm birth.

Crown Copyright © 2010 Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Serotonin { 5-hydroxytryptamine, 5-HT) is produced and stored
in several tissues, including the central nervous system (CNS),
blood platelets and gastrointestinal enterochromaffin cells [1]. This
monoamine acts as a neurotransmitter, hormone and growth factor
to regulate a wide range of cellular processes, such as cell differ-
entiation, cell growth, cell proliferation, gene expression, apoptosis
and cell survival [2,3]. Serotonin regulates many behavioural and
physiological processes and acts as a developmental signal in early
embryogenesis and regulation of fetal development and pregnancy
well-being [3—6]. Studies have suggested that serotonin is involved
in placental development {placentation) and function [7—10].

Serotonin exerts its biological activities by binding to multiple
serofonin receptor classes. Among these, the 5-HT; class comprises

* Corresponding author, INRS-Institut Armand-Frappier, 531 blvd des Prairies,
Laval, QC H7V 187, Canada. Tel.: +1 450 687 5010 x8812; fax: +1 450 686 5309,
E-mail address: cathyvaillancourt@®ial inrsca (C Vaillancourt).

three subtypes: 5-HTzs, 5-HT2g and 5-HTyc [11]. The 5-HTza
receptor subtype is widely distributed in peripheral tissues,
including the human trophoblast [8]. This serotonin receptor
subtype has been shown to regulate cell differentiation, prolifera-
tion and migration in different cell types including glomerular
mesangial, skeletal muscle and vascular smooth muscle cells
[12—15]. Sumulation of the 5-HT4 receptor may exert its effect via
the janus kinases/signal transducer and activator of transcription
(JAK—STAT) and extracellular signal-regulated kinase 12 (ERK1/2)
pathways [13,14,16]. Direct activation of JAK2—STAT3 through
stimulation of the 5-HTz4 receptor has been demonstrated to
enhance cell differentiation and proliferation in rat skeletal muscle
cells [13]. To date, no study has characterized the signal trans-
duction pathways initiated by serotonin via its 5-HTa4 receptor in
trophoblast cells.

Both the mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and the
JAKJSTAT pathways are implicated in cell proliferation, differentia-
tion, survival, and apoptosis [17,18]. The JAK2-5TAT3 and ERK1/2
(p42/44-MAPK) pathways have been shownto target genesinvolved
in the regulation of cell proliferation and viability in different cell

0143-4004/% — see front matter Crown Copyright & 2010 Published by Elsevier Lud. All rights reserved.

doi: 101016, placenta 2010.02. 019
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types including the trophoblast [19,20]. Moreover, activation of
ERK1/2 promotes villous cytotrophoblast differentiation {syncyti-
alization) [21,22), while STAT3 is involved in extra-villous cyto-
trophoblasts invasion [23,24]. Activation of ERK1/2 pathway has also
been shown to increase extra-villous cytotrophoblast invasion and
migration [25,26). Taken together, these data suggest that the 5-
HTa4 receptor regulates placental trophoblast cellular processes
through the activation of JAK-STAT andfor MAPK pathways.

Previously we demonstrated the expression of the 5-HTza
receptor in human primary villous trophoblast and in BeWo and
JEG-3 wophoblastic-like cell lines [7,8]. In this study, in order to
explore the signalling mechanism and the role of the 5-HTz
receptor in trophoblast cells, we evaluated the effect of (+)-2,5-
dimethoxy-4-iodoamphetamine hydrochloride (DOI) on cell
viability, cell cycle progression and activation of the MEK—ERK1/2
and the JAK2—STAT3 pathways in BeWo and JEG-3 cell lines.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Minimum essential medium Eagle's (MEM Eagle ), nutrient mixture FI12 Ham
Kaighn's modification (Ham's F-12K), MEM/F-12K, antibiotics {penicillin and
streptomycin), sodium pyruvate, trypsin, ethylened b minetetraacetic acid (EDTA),
trypsin |, protease and phosphatase inhibitor mcktails, aoylamide/bis-acrylamide
solution, (£)-2,5-dimethoxy-4-iodoamphe tamine hydrochloride (DO, ketanserin,
and 3-(4 5-dimethylthiazol-2-y1 -2 5-diphe nyltetrazolium bromide (MIT) reagent,
were all purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada ). Fetal bovine serum
(FBS)was obtained from Hyclone Laboratories {Logan, UT, USA) RNase was obtained
from Roche Diagnostics (Laval, OC, Canada . MACS™ separation columns and pMACS
Protein G microbeads were obtained from Miltenyi Biotec (Auburn, CA, USA} Cell-
Bind T75- and T25- flasks and 6- and 96-wells microplites wene purchased from
Corning Life Science (Corning, NY, USA). Bidnchoninic acid (BCA) protein assay
reagent was obtainied from Pierce Biotechnology (Roddord, IL, USA ) Polyvinglidene
difluoride (FVDF) miembranes, horseradish peroxidase (HRP conjugated secondary
antibodies, Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, and Re-Blot Plus
Mild Antibody Stripping Solution wem obtained from Millipore (Mississauga, ON,
Canada). Polydonal antibodies against 5-HTza (H-75), JAK2 (sc-34479) and phos-
pho-MEK1 (2 (sc-7995) for western blot analysis were obtained from Santa Cruz
Biotechnology (CA, USA) while those against MEK1(2 (05-747), phospho-ERK1(2
(05-481), ERK1/2 (06- 182), STAT3 (06-596), and phospho-STAT3 (Tyr-705) (05-485)
wiere purchased from Millipore. Monoclonal antibody against glyderaldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH, MAB374) was purchased from Millipore. All
other reagents and chemicals were purchased from Sigma-Aldrich or Fisher
Sdentific (Ottawa, ON, Canada).

220 Cell culture

BeWo and [EG-3 human placental choriocarcinoma cell lines were obtained
from the American Type Culture Colledion (ATCC) (Rockville, MD, USA) BeWa cells
were maintained in MEM/Ham's F-12K containing 10% FBS, 2 mM -ghitamine,
100 UfmL penicillin and 100 mgml streptomycin, [EG-3 cells were maintained in
MEM Eagle containing 108 FBS, 2mM -glutamine, 1mM sodium pyruvate,
100 UfmL penicillin and 100 mg/mL streptomycin. Cells wemre maintained in 75 et
culture flasks in a humidified atmosphere of 5% C0z at 37 °C. Cells were split when
they reached about 90% confluence, using (5% trypsin.

23, MIT cell viability ossay

The conversion of MTT to formazan, a measure of the mitochondrial reductive
adtivity of the cell was used to determine the effect of serotonin, DO and ketanserin
on human placentz| cell viability, BeWo and [EG-3 cells were seeded in 96-well
plates at a density of 5 = s allsjwell {final volume of 100 plwell) After 24 h, the
cells were reated with increasing concentrations of DOI (0, 5, 10, 15, 20, 25, and
40 pM) or with 01 pM ketanserin (selective 5-HT s antagonist) before addition of
20 pM (BeWo) and 25 pM (JEG-3) DOI or with 10 pM ketanserin before addiion of
20 pM {BeWo) and 40 pM (JEG-3) serotonin. The experiment was realized in pres-
ence of 5% (DOL) or 10% FBS (serotonin) and DOl and serotonin were diluted in
fresh medium containing 0.5% or 10% FBS respectively. After 48 h of incubation at
37°Cin 52C04 the culture medium was removed and 8 pl MTT reagent was added
to 50 pl of fresh culture medium at a final concentration of 0.64 mglmL Cells were
incubated for 4 h at 37 °Cin 5% CO After incubation, medium containing MTT was
removied and the resulting formazan crystals were dissolved in 120 pL of MIT
detergent solution (95% isopropanol, 1% HCL 12 N, and 4% Triton X-100) by pipetting
up and down 30 times. The absorbance was measured spectrophotometrically at
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a wavelength of 570 nm (with a reference wavelength of 690 nm) using a Spec-
raMax M5 with SoftMax Pro w5 software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA USA}L
Each assay included blank wells (culture medium without cells) and control wells
{eulture medium with cells). Cell viability (% of control) was expressed using the
following for mula:

(ﬂ.:jm nm-E0 nm) of each treated thlfﬂ.:jm 680 nm) 4 Ve 388 of control ‘M:“S]

= 100

24 Cell cycle analysis by flow cytometry

BeWo and [EG-3 (25 <107 cells) were transferred to T25 flasks For
synchronization, cells were kept for 24 h in culture medium supplemented with
0.5% FBS and then were incubated with 20 pM (BeWao) and 25 pM ([EG-3) DOI for
48 h. Cells were fixed using ice-cold 70% ethanol [30% PBS for at keast 1 h on ice. Fixed
cells were harvested by centrifugation and resuspended in 800 pl of PBS. After
a second wash in PBS, 20 pl of RNase (10 mg/mL) and 100 pL of propidium iodide
(400 mg/mL) were added. DNA cmntent was then assessed using a Becton Dickinson
EACSCalibur Flow Cytometer (Becton Dickinson Inc Oakville, ON, Canada). Propi-
dium iodide was excited at 488 nm and fluoresoe nee was read at 640 nm. Cells were
gated by measuring forward and orthogonal light scatterand a DNA histogram of el
number against fluoresarnce was obtained. DNA histograms were analyzed using
WinMDI { multiple document interface for windows), Version 2.9 for flow cytometry.

25 Protein extraction

After FBS deprivation (0.5% vs. 10% FBS) for 12 h, BeWo and JEG-3 cells were
stimulated for @, 5, 15, 30, and 60min with 20 pM and 25 pM of DO (diluted in
medium containing 0.5% FBS) respedtively. For total protein extraction, cells were
washed twice with cold PBS, harvested by scraping in 500 pL of wld lysis buffer
(5S0mM Tris~HCl pH 7.4, 175mM NaCl, 1 mM EDTA) cntaining 5 pl Protease
Inhibitor Codetail and 5 pl Phosphatase Halt™ Inhibitor Cocktail and transferred to
amigocentrifuge tube The lysates were agitated for 30 minat 4°C and centrifuged
for 15 min at 21000 = g at 4°C. The supernatants (total proteins) were carefully
remioved and stored at —80 “Cuntil analysis. Protein concentrations were measured
using the BCA protein assay reagent according to the instructions of the man ufscturer.

26 Co-fmmunopredpitation

For the co-immunopredpitation analyses, 100 pg of total protein lysates were
mixed with 3 pl of ant-JAK2 or anti-5-HTza antibodies and 50 pl. of protein
G-conjugated microbeads (Miltenyl Biotech). The lysates were then incubated for
30min on ice and applied o the MACS® separation columns in a magnetic field
(ThermoMACS ™ Separation Unit Miltenyi Biotech). The columns were washed with
high salt selution (500 mM NaCl in lysis buffer ) followed by four washes with low
salt buffer (Tris—HC| 50mM pH 74, 137 mM NaCl, 01% Triton X-100). Bound
proteins were eluted using SDS buffer {50 mM Tris—HCl pH 6.8, 50 mM DTT, 1% 505,
0.005% bromop henol blue, 10 glycerol) pre-heated to 95 <C and stored at —80 =C.

27 Immunoblotting

Total proteins diluted in SDS buffer were heated for 10 min at 95 °C for dena-
wuration. Then, total and immunopredpitated proteins were fractionated by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis on 10% separating and 4% stadking gels, followed
by transfer to PVDF membranes. The membranes were blocked in TBES-T (TBS:
20mM Tris=HCl pH 74, 150 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween 20) containing 5% skim
milk for 1h at room temperature. Membranes were then incubated with the
primary antibody diluted in 5% skim milk in TBS-T as follows: anti-5-HT2A receptor
(1:250 for 3 h at room temperature), anti-MEK1/2 (1:1000 overnight at 4=C), anti-
p-MEK1/2(1:2000 for 2.5 h at room temperature), anti-ERK1/2 (1:1000 overnight at
4=C), anti-p-ERK1/2 (1:1000 overnight at 4-C), ant-JAK2 (1:1000 for 3 h at room
temperature), anti-5TAT3 (1200 for 2h at room temperature ) anti-p-STAT3
(11000 overnight at 4 °C), or anti-GAPDH (1:20 000 for 30 min at room tempera-
ture) Membranes wire washed three times with TBS containing 0.1% Tween 20,
then incubated with HRP-conjugated anti-rabbit 1gG (1:5000) or anti-mouse lgG
(1:5000) as secondary antibodies for 1h at room emperature and then washed
3 dmes with TBS-T 0.05%. Bands we e visualized with Immobilon Western Cheni-
luminescent HRP Substrate and their intensities were quantified by densitometric
analysis using FluorChem HD2 software version 60 (Alpha Innotech, San Leandro,
CA). In certain instances, the PYDF membranes were stripped with Re-Blot plus Mild
splution at room temperature for 15 min, washed twice for 5 min with TBS-T, and
quickly rinsed 5 times in water before reprobing with another antibody.

24 Stotistical onalysis

For the cell viability assays, d ata wiere presented as means +SEM of at least three
separate experiments with 6 replicates. For cell gyde experiments, data were
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presented as means +SEM of at least three separate experiments. For both cell
viability and cell cycle analysis, statistically significant differences were determined
by Student’s t test using Prism version 5.0 (GraphPad, San Diego, CA). For densito-
metric analysis, data were presented as means =+ 5D and statistical significance was
determined by one-way ANOVA followed by Newman—Keuls post-hoc test. A
probability value of P < 0,05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Activation of the 5-HT>4 receptor promotes viability of BeWo
and JEG-3 cells

Cell viability in BeWo and JEG-3 was increased by DOI in
a concentration-dependent manner after 48 h of treatment (Fig. 1A
and B). A maximal increase of 25 + 3% (P<0.001) with 20 uM of

441

DOlin BeWo and of 11 4+-4% (P < 0.05) with 25 uMin JEG-3 cells was
observed, compared to untreated cells under low (0.5% FBS) serum
conditions. Higher concentrations of DOl decreased viability of
BeWo and JEG-3 cells, probably due to receptors down-regulation.
Under conditions with 10% FBS, DOI did not significantly stimulate
cell viability (data not shown). Therefore, we used the conditions of
20 uM of DOI for BeWo, 25 uM of DOI for JEG-3 as well as 0.5% low
serum to characterize the signalling pathways activated by the
placental 5-HT4 receptor.

Pre-treatment with ketanserin (0.1 uM), a selective 5-HTop
receptor antagonist, completely blocked the effect of DOI on cell
viability in both trophoblast-like cell lines (Fig. 1C and D). Increased
cell proliferation by serotonin, which we described previously [7],
was also abolished by 10 uM ketanserin in both cell lines (Fig. 1E
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Fig. 1. Effect of serotonin and 5-HT=, agonist and antagonist on the proliferation of BeWo and JEG-3 cells. (A) BeWo and (B) JEG-3 cells were treated with increasing concentrations
of DOI (selective 5-HT., agonist) and cell proliferation was determined by MTT assay as described in Materials and Methods. Choriocarcinoma cells were treated with 0.1 pM
ketanserin (selective 5-HT24 antagonist) before addition of (C) 20 uM (BeWo) and (D) 25 uM (JEG-3) DOl or with 10 pM ketanserin before addition of (E) 20 uM (BeWo) and (F)
40 uM (JEG-3) serotonin. The experiment was repeated three times with at least six replicates per experimentin presence of 05% (DOI; A—D) or 10% FBS (serotonin; E, F). Data are
expressed as mean + SEM. Statistically significant differences (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001: **'P < 0.0001) were determined by Student's t test.
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and F). Ketanserin alone had no effect on viability of either cell
lines. Cell size and conformation did not change during DOI, sero-
tonin or ketanserin treatment.

3.2. Activation of the 5-HTs4 receptor affects the cell cycle of BeWo
and JEG-3 cells

To characterize the effect of 5-HT-, receptor activation on cell
cycle distribution of BeWo and JEG-3 cells, changes in cell DNA
content were measured by flow cytometry. Forty-eight hours
treatment of BeWo with 20 uM DOI induces a substantial increase
in number of cells in G2/M phase (2119%+1.79P <0.05 vs.
15.96% + 2.56; P < 0.01), while JEG-3 treated with 25 uM DOI were
at a higher proliferative state as indicated by a greater number of
cells in S phase (31.82% + 1.09 vs. 25.28% + 2.71; P < 0.01) (Fig. 2).
Both cell lines treated for 24 h present a similar rate of DNA content
(data not shown). The analysis of cell cycle showed neither
apoptotic nor necrotic cells in the absence (control) and in the
presence of DOL. In addition, the flow cytometry analyses showed
that the viability of BeWo and JEG-3 cells was not affected by DOI
treatment as indicated by the absence of propidium iodide FL2-A's
fluorescence in the sub-G1 phase of cell cycle (Fig. 2).

3.3. Activation of the 5-HT receptor by DOI induces MEK1/2 and
ERK1/2 phosphorylation in BeWo and JEG-3 cells

BeWo and JEG-3 cells treated with DOI significantly increased
the phosphorylation of MEK1/2 in a time-dependent manner
(Fig. 3A and B). Maximal phosphorylation was reached after 15 min
with 20 uM DOI for BeWo (450 4 60% of 0 min; P = 0.05), and at
30 min with 25 uM DOI for JEG-3 (270 + 35% of 0 min; P< 0.001),
DOI had no effect on the expression of the non-phosphorylated
form of MEK1/2.

We further determined the effect of DOI on the phosphorylation
of ERK1/2 (p42/44-MAPK), the target of p-MEK1/2. As expected,
DOl increased the phosphorylation of ERK1/2 in both cell lines in
a time-dependent manner. Similar to what we observed for
p-MEK1/2, the activation of ERK1/2 reached its maximum after
15 min of incubation with 20 uM DOI (410 +47%; P < 0.001) and at
30 min incubation with 25 uM DOl (363 +33%; P<0.0001) in
BeWo and JEG-3 cells, respectively (Fig. 3Cand D). DOI had no effect
on expression of the non-phosphorylated form of ERK1/2.

Involvement of protein kinase C (PKC) in ERK1/2 activation has
been described by others [27,28]. Classically, the 5-HT-, receptor
activates the PLC-B/PKC signalling pathway through a Gy protein
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Fig. 2. Effect of DOl on cell cycle distribution of BeWo and JEG-3 cells. Choriocarcinoma cell lines were incubated with (A) 20 uM (BeWo) and (B) 25 pM (JEG-3) DOI for 48 h. Cells
were stained for DNA content with propidium iodide. The relative percentage (%) of the cells in each cyde's phase is presented in (C). Each value represents the mean + SEM from
three independent experiments with different cell passages. Statistically significant differences for each cell cyde phase from control (*P < 005, **P < 0.01) were determined by
Student’s t test. Y-axis: events or number of cells and X-axis: FL-2A, fluorescence intensity of propidium iodide.
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Fig. 3. Effect of DOI on the activation of MEK—ERK1/2 pathway in BeWo and JEG-3 cells. Choriocarcinoma cells were incubated with (A, C) 20 pM (BeWo) and (B, D) 25 pM (JEG-3)
DOI for 0,5, 15, 30 and 60 min. Cells were then lysed, and proteins were separated by SDS-PAGE and immunoblotted with phosphospecific (p-MER1/2 and p-ERK1/2) and non-
phosphospecific (total MEK1/2 and total ERK1/2) antibodies as described in Materials and Methods. The expression of total MEK1/2, total ERK1/2 and GAPDH were analyzed by
reprobing the membrane with specific antibody after detection of phosphospecific proteins. The lower panel shows the densitometric analysis of band intensities expressed as the
ratio of p-MEK1/2 to MEK1/2 or p-ERK1/2 to ERK1/2, after standardization with GAPDH, relative to the level at 0 min (arbitrarily set at 100%). Densitometric data are average of three
independent experiments expressed as mean + SD. Statistically significant differences vs. 0 min (**P < 0.001; *™*P < 0.0001) were determined by one-way ANOVA followed by

4 Newman—Keul's post-hoc test

[29]. To determine if the placental 5-HT2a receptor activates the
Gg/u protein we determined by co-immunoprecipitation whether
DOI promoted the association of 5-HT2a with Ggn. An increased
interaction between the two proteins was observed in both cell
lines after stimulation with DOI (Fig. 4). A maximal interaction was
observed after 15 min with 20uM DOI in BeWo (3184 11%;
P =0.001), and at 30 min with 25uM DOI in JEG-3 (291 4+ 21%;
P = 0.0001) cells.

3.4. DOI induces the association between 5-HT24 receptor and JAK2
protein in BeWo and JEG-3 cells

As described in smooth muscle [13], another signalling pathway
possibly activated by the 5-HTz4 receptor in trophoblast-like cells is
JAK2—STAT3. To determine whether this occurs in placenta, we first

analyzed by co-immunoprecipitation if DOl promoted the associa-
tion of 5-HT3z4 with JAK2. An increased interaction between the two
proteins was observed in both cell lines after stimulation with DOI
(Fig. 5A and B). A maximal interaction was observed after 15 min
with 20 uM DOl in BeWo (272 4 45%; P < 0.05), and at 30 min with
25 uM DOlin JEG-3 (322 + 26%; P < 0.0001) cells. Furthermore, DOI
induced JAK2 phosphorylation in a time-dependent manner, with
maximal activation after 15 min with 20 uM DOI in BeWo and at
30 minwith 25 uM DOlin JEG-3 cells (Fig. 5Cand D). To determine if
this interaction was due to increased 5-HTz4 or JAK2 expression, the
effect of DOI on the expression of these proteins was determined.
DOI treatment (0—60 min) had no effect on the expression of the
5-HTz4 receptor or JAK2 protein in both cell lines. These results
demonstrated that the increased signal observed in Fig. 5 was due to
an increased 5-HT24—JAK2 protein—protein interaction.
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Fig. 4. Effect of DOl on the association between Gy py protein and 5-HT.4 receptor in BeWo and JEG-3 cells. Choriocarcdinoma cells were incubated with (A) 20 uM (BeWo) and (B)
25 uM (JEG-3) DOI for 0, 5, 15, 30 and 60 min. Cells were then lysed, and proteins subjected to immunoprecipitation with anti-5-HT,, receptor, separated by SDS-PAGE and then
immunoblotted with anti-Gyjyy or anti-5-HT 4 receptor as described in Materials and Methods. The expression of 5-HT24 receptor was analyzed by reprobing the membrane after
detection of Gy protein. The lower panel shows the densitometric analysis of band intensities expressed as the ratio of Gy to 5-HTy4 receptor relative to the level at 0 min
(arbitrarily set at 100%). Densitometric data are the average of three independent experiments and are expressed as mean + SD. Statistically significant differences vs. 0 min
(*P < 0.05; *'P < 0.001; ***P < 0.0001) were determined by one-way ANOVA followed by Newman—Keul's post-hoc test.

3.5. Activation of the 5-HT24 receptor by DOl induces JAK2—STAT3
phosphorylation in BeWo and JEG-3 cells

Activation of JAK2 by DOl increased its association with p-STAT3
in both cells lines (Fig. 6A and B). The interaction was maximal after
15 min with 20 uM DOI in BeWo (195 +18%; P < 0.05), and at

30 min with 25 uM DOI in JEG-3 (230 4+ 15%; P < 0.001) cells. This
suggests that 5-HT2a receptor activation induces the phosphory-
lation of STAT3 proteins in trophoblast cells.

DOI treatment promoted the phosphorylation of STAT3 at
tyrosine 705 in both cell lines (Fig. 6C and D). Similar to JAK2,
phosphorylation of STAT3 was maximal after 15 min with 20 uM
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Fig. 5. Effect of DOI on the assocdiation between 5-HTa4 receptor and JAK2 and on the activation of JAK2 in BeWo and JEG-3 cells. Choriocarcdinoma cells were incubated with (A, C)
20 uM (BeWo) and (B, D) 25 pM (JEG-3) DOI for 0, 5, 15, 30 and 60 min. Cells were then lysed, and proteins subjected to immunoprecipitation with anti-5-HT, receptor, separated
by SDS-PAGE and then immunoblotted with JAK2 and 5-HT34 receptor antibodies (A, B) or immediately separated by SDS-PAGE and immunoblotted with phospho- and non-
phosphospecific JAK2 antibodies (C, D) as described in Materials and Methods. The expression of 5-HT: receptor (A, B) and JAK2 (C, D) was analyzed by reprobing the membrane
after detection of JAK2 and p-JAK2 respectively. The lower panel shows the densitometric analysis of band intensities expressed as the ratio of JAK2 to 5-HTa receptor, relative to
the level at 0 min (arbitrarily set at 100%). Densitometric data are the average of three independent experiments and are expressed as mean + SD. Statistically significant differences
vs. 0 min (*P < 0.05; ***P < 0.0001) were determined by one-way ANOVA followed by Newman—Keul's post-hoc test.
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Fig. 6. Effect of DOI on the activation of JAK2—STAT3 in BeWo and JEG-3 cells. Choriocarcinoma cells were incubated with (A, C) 20 pM {BeWo) and (B, D) 25 uM (JEG-3) DOI for 0, 5,
15, 30 and 60 min and cells lysed. (A, B) Proteins were subjected to immunoprecipitation with anti-JAK2, separated by SDS-PAGE and then immunoblotted with phosphotyrosine-
specific STAT3 (Tyr-705; p-STAT3) and non-phosphospecific JAK2 antibodies as described in Materials and Methods. The expression of JAK2 was analyzed by reprobing the
membrane after detection of p-STAT3 (C, D). Proteins were separated by SDS-PAGE and immunoblotted with p-STAT3 and non-phosphospecific STAT3 antibodies as described in
Materials and Methods. The expression of total STAT3 was analyzed by reprobing the membrane after detection of p-STAT3. The lower panel shows the densitometric analysis of
band intensities expressed as the ratio of p-STAT3 to JAK2 (A, B) or p-STAT3 to STAT3 (C, D), after standardization to GAPDH, relative to the level at 0 min (arbitrarily set at 100%).
Densitometric data are the average of three independent experiments and are expressed as mean + SD. Statistically significant differences vs. 0 min (*P < 0.05; *'P < 0.001;
***pP-0.0001) were determined by one-way ANOVA followed by Newman—Keul's post-hoc test.

DOI in BeWo (220 4 19%; P < 0.001), and at 30 min with 25 uM DOI
in JEG-3 (340 +£28%; P <0.05) cells and declined thereafter. DOI
treatment (0—60 min) had no effect on the expression of STAT3
(non-phosphorylated form) in either cell line, confirming that the
increase in tyrosine phosphorylation was not due to increased
amounts of STAT3 protein.

4. Discussion

In this study, we have demonstrated that the 5-HT2a receptor
improves cell viability, affects cell cycle progression and activates
MEK—ERK1/2 and JAK2—STAT3 intracellular signalling pathways in
trophoblast cancer cell lines.

Serotonin is known to be a mitogenic biogenic amine. It has been
demonstrated that binding of serotonin to its 5-HTza receptor
increases cell proliferation/viability in many cell types [12,14,
30-33]. In accordance with this, we demonstrate here that the
mitogenic effect of serotonin we have previously shown in BeWo
and JEG-3 cells [7] is directly linked to the 5-HT;4 receptor subtype.

Although DOI is known to have some affinity for the 5-HTc receptor,
we have shown that ketanserin, which has 7 times greater affinity
for 5-HT24 than 5-HTc, reversed the effect of DOI and serotonin on
cell viability, thus confirming that this effect is 5-HToa receptor-
mediated. The effect of DOI on cell viability in these trophoblast-like
cells was absent in cells incubated with serum-supplemented
medium (10% instead of 0.5% FBS; data not shown). A similar effect of
DOI has been described in MCF-7 cells [33]. It is unclear why the
proliferative effect of DOI is only present in cells incubated with
culture medium containing very a low concentration of FBS and this
phenomenon requires further study.

Progression through the cell cycle determines the rate of prolif-
eration. Thus, to confirm that the effect of DOI we observed in MTT
assay was due to an increase in cell proliferation, we evaluated the
effect of DOI on the cell cycle of BeWo and JEG-3 cells. Our results
showed that DOl increased the number of BeWo and JEG-3 cells in
the G2/M phase and S phases, respectively. The observed effect in
both cell lines was not a consequence of increased survival or
viability but the result of the progression of cell cycle. Interestingly,
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cell cycle analysis combined with MTT viability assay showed that
DOI induced BeWo cell viability and at the same time decreased the
number of cell that underwent DNA synthesis (S phase). The
differential effects of DOl on BeWo and JEG-3 cells may reflect
certain genetic differences between the cell lines, even though they
are both derived from choriocarcinomas. For example, BeWo are
able to fuse spontaneously [34] causing a blockade of cell cycle
progression, thus counteracting the proliferative effect of DOL. JEG-3
cells, on the other hand, are highly proliferative and invasive and
fuse poorly. Cell proliferation is internally regulated by a balance of
cell cycle activator and inhibitor proteins. We are currently pursuing
detailed studies of the cell cycle to determine which signalling
pathways (e.g. cyclins, cyclin kinases. .. ) are involved in the action of
DOI on cell cycle progression of BeWo and JEG-3 cells. Cyclins are
targeted following ERK1/2 nuclear translocation and appear to be
differentially regulated between BeWo and JEG-3.

BeWo and JEG-3 cells possess different characteristics and do
not always respond similarly to various physiological or pharma-
cological stimuli. One study showed that insulin treatment
increased the expression of endothelin-B receptor in BeWo cells,
but decreased it in JEG-3 [35]. Another study showed that in BeWo
cells, increased invasion was associated with a decrease in cell
differentiation, whereas in JEG-3 cells the opposite occurred [36].
Those findings are in agreement with our results showing differ-
ential concentration- and time-courses for DOl-induced cell
proliferation and activation of signalling cascades in the two cell
lines. The greater mitogenic effect of DOI in BeWo than in JEG-3
cells may be explained by a higher density of 5-HT;, receptors in
BeWo cells. Binding studies could verify this hypothesis.

Our study has demonstrated that 5-HT-4 receptor activation by
DOI stimulates MEK1/2 and ERK1/2 phosphorylation in both
trophoblast-like cell lines. Previous studies have demonstrated the
involvement of PKC in 5-HT;4 receptor activation of ERK1/2 [30,31].
As with the activation of MEK1/2 and ERK1/2, DO promotes the
interaction between 5-HT;4 and Gy in both cell lines, suggesting
that the placental 5-HTos receptor activates MEK1/2—ERK1/2
through the Gg;1-PLC-B-PKC-Ras signalling pathway. The activa-
tion of the MEK1/2—ERK1/2 pathway by the 5-HT24 receptor could
also be the result of a PLC-PKC-independent mechanism, such as
the activation of calmodulin, Src, phosphoinositide-3 kinase (PI3K),
or the epidermal growth factor (EGF) receptor tyrosine kinase
[32,37,38]. This remains open to further investigation.

The ERK1/2 signalling pathway has been shown to induce
villous trophoblast cell differentiation [21,22], and extra-villous
trophoblast migration [25,26]. Our present study suggests that the
5-HT24 receptor is involved in trophoblast development (invasion/
migration, proliferation, and differentiation) through activation of
the ERK1/2 signalling pathway.

The JAK2—STAT3 signalling cascade has been reported to be
coupled to the 5-HT24 receptor in skeletal muscles [13]. We have
presently demonstrated in BeWo and JEG-3 cells that 5-HTza
receptor activation increases the association between JAK2 and
STAT3 leading to the phosphorylation of STAT3 on tyrosine 705.
5-HT24 receptor activation by DOI also increased the phosphoryla-
tion of JAK2. For the immunoprecipitation with JAK2, we used an
antibody that recognized total JAK2 (non- and phosphorylated) [39].
Thus, these results reflect the association of p-JAK2 with STAT3,
since only p-JAK2 would be able to interact with and activate STAT3.
The phosphorylation of this conserved C-terminal tyrosine is
required for STAT3 dimerization and translocation to the nucleus
where it binds to target DNA sequences. Genes regulated by STAT3
include anti-apoptotic and proliferation-associated genes such as
Bcl-xL, Bcl-2, Fas, cyclin D1, survivin, and c-Myc [40]. In addition,
STAT3 has been found to induce angiogenesis, and increase cell
migration and invasion [41]. Our findings suggest that serotonin
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may regulate trophoblast development (invasion/migration, prolif-
eration, and apoptosis) through activation of STAT3. In support of
this, it has been shown that STAT3 activation plays a crucial role in
the invasive phenotype of trophoblast cells [23] and correlates
with choriocarcinoma cell invasiveness [24]. The activation of
JAK2—STAT3 by the 5-HT,4 receptor also appears to be involved in
myogenic differentiation in rat fetal myoblast cells [13].

The MAPK signalling pathway has also been shown to interact
with STAT [42]. JAK2 phosphorylates STAT3 on tyrosine leading to
dimerization and nuclear localization, whereas MAPK phosphory-
lates STAT3 on serine 727, leading to maximal transcriptional
activation of STAT3 [42]. Given that serotonin through its 5-HTs
receptor activates the MAPK pathway, STATs and MAPK may coop-
erate inmediating the proliferative response of BeWo and JEG-3 cells
to 5-HT receptor agonists, although this remains to be studied.

The results of this study are important for a better under-
standing of placental health and pregnancy well-being. A number
of studies suggest that serotonin might be implicated in placental
development and function. We recently showed a decrease in both
5-HT,4 receptor and serotonin transporter expression in human
placental tissues from gestational diabetes vs. normal pregnancy
[8]. Moreover, it has been suggest that serotonin may play a crucial
role in preeclampsia and ketanserin has been described as a drug
that appears to be tailored for treating pregnancy-induced hyper-
tensive disorders [4344], suggesting a role for serotonin and its
5-HT,4 receptor in the pathophysiology of these diseases. For
example, several studies have emphasized the importance of
trophoblast homeostasis in pregnancy health. Specifically, alter-
ations in trophoblast development (differentiation, invasion,
proliferation, apoptosis) are associated with pregnancy disorders,
such as preeclampsia, gestational diabetes, intrauterine growth
restriction and preterm birth [45]. It is important to better under-
stand the mechanisms of 5-HT5, receptor function in the tropho-
blast cell processes, in order to identify its role in placental function,
fetal development and pregnancy well-being.

In summary, this study demonstrated that 5-HTza receptor
improves cell viability and affect cell cycle progression in human
choriocarcinoma cell lines and represents the first report that the
activation of the 5-HTza receptor in trophoblast cells activates
intracellular signal, MEK—ERK1/2 and JAK2—STAT3 pathways, that
can be related to survival, differentiation, migration and invasion.
These findings suggest that serotonin through the activation of the
5-HT4 receptor may be an important regulator of placentation and
play a role in the pathophysiology of pregnancy disorders associ-
ated with alterations in placental development, such as
preeclampsia, gestational diabetes and preterm birth. Further
studies are necessary to better understand and characterize the
signal transduction pathways initiated by serotonin via its placental
5-HT4 receptor and their role in regulating human placentation.
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Résumeé de I’article en francais

Dans I’article précédent nous avons démontré que I’activation spécifique des récepteurs 5-HT,a
stimule la prolifération des cellules trophoblastiques JEG-3 et active les voies de signalisation
JAK2/STAT3 et MEK/ERK1/2. Ces récepteurs couplés a une protéine de type Gg11 sont connus
pour stimuler les voie de transduction du signal impliquant la phospholipase C-p (PLCp) et la
protéine kinase C (PKC). Une activation aberrante de ces deux voies de signalisation est
impliquée dans plusieurs cancers. Le but de cette étude est de 1) déterminer I’implication des
voies JAK2/STAT3 et MEK/ERK1/2 dans le pouvoir mitogéne des récepteurs 5-HT,a sur la
prolifération des cellules trophoblastiques JEG-3 et 2) caractériser les différents effecteurs
impliqués dans la prolifération des cellules JEG-3 et dans I’activation de la protéine ERK1/2. Les
résultats démontrent que les voies de signalisation PLC-B/PKC/ERK1/2 et JAK2/STAT3 sont
impliquées dans I’effet mitogénique du DOI sur les cellules JEG-3. De plus, les résultats
montrent que I’activation de la voie de signalisation ERK1/2 se fait via I’axe PLC-B/PKC et
nécessite la phosphorylation préalable de la protéine JAK2. En conclusion, cette étude démontre
le réle du récepteur 5-HT,a dans la régulation de la fonction proliférative trophoblastique. Cet
effet mitogénique se fait principalement via la modulation des voies de signalisation
JAK2/STAT3 et MEK/ERK1/2 et I’activation des effecteurs dépendants du calcium ; la PLC et
la PKC. Cette étude démontre également le rdle important de I’interaction entre les voies de
signalisation JAK2/STAT3 et MEK/ERK1/2 dans la médiation de I’effet prolifératif du récepteur

5-HT 4 sur le trophoblaste humain.
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Semtonin 5-HT, receptor activation improves viability, increases DNA synthesis and activates JAK2-
STAT3 and MEK1/2-ERK1/2 signalling pathways in JEG-3 human trophoblast choriocarcinoma cells,
The goal of this study was to characterize the signal transduction cascade involved in 5-HT4, receptor-
induced growth of JEG-3 cells. Selective 5-HT2a receptor agonist, DOL, induced JEG-3 cell growth was
inhibited by the inhibitor of JAK2 (AG490), MEK1/2 (U0126), phospholipase C-f (PLC-P; U73122) and
protein kinase C-f { PKC-i; G6976)), whereas the selective phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) inhib-
itor (LY294002) had no effect. Specific inhibitors of PLC-f, PKC-fi and Ras (farnesylthiosalicylic acid)
inhibit activation of ERK1/2, whereas the PKC-{ inhibitor GF109203X had no effect. Interestingly, inhi-
bition of JAKZ prevented DOI-induced phosphorylation of ERK1/2 whereas inhibition of ERK1 (2 pathway
had no effect on DOI-induced activation of STAT3. Taken together, our results demonstrate that both the
JAK2-STAT3 and PLC-f-PKC-[i-Ras-ERK1/2 signalling pathways are involved in the stimulation of JEG-3
cell growth mediated by DOI. Moreover, this study shows that activation of JAKZ by the 5-HTaa
receptor is essential to activate both STAT3 and ERK1/2 signalling pathways as well as to increase JEG-3

choriocaranoma cell growth and survival,

© 2011 Elsevier Litd. All rights reserved.

1. Introduction

Accumulating evidence shows that serotonin (5-hydroxytryp-
tamine 5-HT) regulates cell growth. Serotonin promotes cell growth
through various receptor-mediated pathways, in particular via the
5-HTzs receptor [1-5]. The 5-HTax receptor has been described as
a mitogenic receptor in various cell types, particularly in skeletal and
smooth muscle [5], mesangial [4], breast cancer [2] and choriocard-
noma cells [6].

The 5-HTzx seven-transmembrane receptor is widely distrib-
uted in peripheral tissues [7] and is knows to be coupled to Gug, and
to activate phospholipase C (PLC) and protein kinase C (PKC) sig-
nalling pathway [8]. However, studies have reported JAK2-STAT3 as
another pathway activated by 5-HTz4 receptor [1,6,9]. The 5-HTzp
receptor can activate at least two mitogenic pathways, JAK2-5TAT3
and PKC-Ras-Raf-1-MAPK (mitogen-activated protein kinase) in
several cell types (reviewed in Refs. [10,11]). Several studies suggest

* Corresponding author. Tel: <1450 687 5010 (8812); fax: +1450 686 5309,
E-mail address: cathyvaillanourt@ialinrsca (C Vaillancourt).

014340048 — see front matter © 2011 Elsevier Lid. All rights reserved.
doi: 101016, place nta 201 1.09.005

that placenta may produce and act as target organ for serotonin
[12-14].

A successful pregnancy requires normal placental development,
a complex process in which growth of trophoblast cells is one of
several critical events. Abnormal growth of trophoblast cells leads
to gestational trophoblastic diseases, such as hydatidiform mole or
event choriocarcinoma [15]. Thus, it is essential to understand the
molecular mechanisms that control correct trophoblast cell growth.
Human choriocarcinoma cell lines represent an excellent model to
study trophoblast development (growth, proliferation, differentia-
tion and invasion) and its auto, para- and endocrine functions
[16,17]. These placental cell lines with malignant phenotypes have
also been uwsed to study epithelial tumour progression and to
identify molecular and genetic changes responsible for phenotypic
changes during trophoblastic tumour progression [18].

Studies from our laboratory have demonstrated that JEG-3
cell expresses the 5-HTzu receptor [3,19]. We recently reported
that (+}2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine hydrochloride (DOI),
a selective 5-HTz receptor agonist, stimulated JEG-3 cell viability
and growth as well as the JAK2-STAT3 and MEK1/2-ERK1/2 sig-
nalling pathways [6]. However, the mechanism by which activation
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of the placental 5-HT5, receptor increased JEG-3 cells growth has
never been studied. To goal of the present study is to gain insight
into the signal transduction cascade involved in 5-HT;u receptor-
induced growth of JEG-3 cells.

2. Materials and methods
2.1. Pharmacological compounds/chemicals

DOI, AG490, LY294002 and Wortmannin were purchased from Sigma—Aldrich
(St-Louis, MO). GB6976, GF109203X, U73122, U0126, farnesylthiosalicylic acid (FTS)
were purchased from Tocris Cookson Inc. (Ellisville, MO). All stock solutions were
made in dimethyl sulfoxide (DMSO). Further dilutions were made fresh on the
experimental day and the final concentration of DMSO was <0.1%.

2.2, Cell culture

JEG-3 choriocarcinoma cells were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC; Rockville, MD) and maintained in MEM Eagle (Sigma—Aldrich)
containing 10% fetal bovine serum (FBS; Hyclone Laboratories, Logan, UT), 2 mM
i-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 100 U/mL penicillin and 100 mg/mL
streptomycin. Cells were cultured in 75 cm? cell culture flasks (Corning, Lowell,
MA) in a humidified atmosphere of 5% CO; at 37 °C. Cells underwent a passage
into new flasks when they reached about 90% confluence, using 0.5% trypsin-0.2%
EDTA.

23 Cell growth assay

The effects of pharmacological compounds treamment on cell growth were
determined in 96-well plates (5 = 10° cells/well in 100 pl) using a WST-1 assay kit
(Roche Diagnostics, Laval, QC). After culture under low serum conditions for 24 h
(0.5% FBS), cells were pre-treated for 1 h with selective cell signalling pathways
inhibitors diluted in fresh medium containing 0.5% FBS after which 25 pM of DOlwas
added as previously described [6]. Culture medium was removed after 48 h of
incubation at 37° C in 5%C0; and 10 pl WST-1 reagent added to 100 pl of fresh culture
medium containing 0.5% FBS. Cells were incubated for4 h at 37 °Cin 5% COz and then
absorbance was measured spectrophotometrically at a wavelength of 480 nm (with
a reference wavelength of 650 nm) using a SpectraMax M5 with SoftMax Pro v5
software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Each assay included blank (culture
medium without cells) and vehicle control (cell exposed to 0.1% DMSO) wells. Cell
growth (% of control) was expressed using the following formula: (A {4g0 nm-g50 nm) of
each treated wells/mean A (420 nm—50 nm) of control wells) < 100.

2.4, Western blot analysis

JEG-3 cells were cultured in 25-cn? Flask (Corning) at a density of 25 « 10° cells
in complete growth medium for 12 h. After 24 h of culture in medium containing
0.5% FBS, cells were pre-treated for 1 h with selective cell signalling pathways
inhibitors diluted in fresh medium containing 0.5% FBS after which they were
exposed to 25 uM of DOI for 30 min. Then total protein was extracted as previously
described [6]. Briefly, cells were washed with cold PBS, harvested by scraping in
500 pL of cold lysis buffer (50 mM Tris—HCl pH 74, 175 mM NaCl, 1 mM EDTA)
containing Protease Inhibitor Cocktail (Sigma—Aldrich) and Phosphatase Halt™
Inhibitor Cocktail (Sigma—Aldrich) at final concentration of 100 pg/mL Lysates were
gently agitated on ice for 30 min and then centrifuged at 21 000 < g for 15 min at
4 °C Total proteins were stored at —80 °C until analysed. Protein concentrations
were measured using a bicinchoninic acid assay (BCA) kit with bovine serum
albumin (BSA) (Pierce, Rockford, IL) as standard according to enclosed instructions.

Total protein extracts were denaturated at 95 “C for 10 min and fractionated by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) on 4% stacking and 10% sepa-
rating gels, followed by transfer to PVDF membranes (Millipore, Mississauga, ON).
The membranes were blocked in TBS-T (20 mM Tris—HCl, pH 7.4; 150 mM NaCl;
0.05% (v/v) Tween 20) containing 5% skim milk for 1 h at room temperature.
Membranes were incubated with phosphospecific antibodies against pERK1/2
(1:250), pSTAT3 (1:500) or pAKT/PKB (1:1000) diluted in TBS-T containing 5% skim
milk. Membranes were quickly washed three times with TBS containing 0.1% Tween
20 and then incubated with horseradish peraxidase conjugated anti-rabbit IgG or
anti-mouse lgG secondary antibodies at room temperature and then washed 3 times
with TBS-T. Bands were visualized with Inmobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate (Millipore) and their intensities quantified by densitometric analysis using
FluorChem HD2 software version 6.0 (Alpha Innotech, San Leandro, CA). The PVDF
membranes were stripped with Re-Blot plus Mild solution (Millipore) at room
temperature for 15 min, washed twice for 5 min with TBS-T, and quickly rinsed 5
times in water before reprobing with antibodies against the non-phosphorylated
proteins (Le. total protein). All antibodies were purchased from Upstate (Millipore)
except anti-pAKT-PKB, which was obtained from Cell Signalling Technology (Bev-
erly, MA).

2.5. Statistical analysis

All data were presented as means + SEM of at least three separate experiments
from different cell passages. For the WST-1 assays statistically significant differences
were determined by Student t-test and for Western blot analyses by one-way
ANOVA followed by Tukey—Kramer's test using GraphPad Prism version 5.03 (San
Diego, CA). A probability value of P < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Inhibition of JAK2 and MEK1/2 phosphorylation abolishes
DOl-induced JEG-3 cell growth

We previously showed that DOI activates the JAK2-STAT3 and
MEK1/2-ERK1/2 signalling pathways and increases growth in
choriocarcinoma cell lines [6]. To investigate the direct involvement
of these signalling pathways in 5-HT>, receptor-mediated induc-
tion of placental choriocarcinoma cell growth, the effect of selective
pharmacological inhibitors of MEK1/2 (U0126) and JAK2 (AG490)
were determined in DOI-stimulated JEG-3 cells. A concentration
range of 10—50 uM for UD126 and 10-100 uM for AG490 was used
to determine the optimum concentration that inhibit DOI-induced
JEG-3 cell growth without causing cytotoxicity (not shown). In the
presence of 25 uM U0126 and 30 uM AG490, the growth response of
JEG-3 cells to 25 uM DOI was fully inhibited (Fig. 1A and B).

3.2. Inhibition of PLC-§ or PKC-§ activation prevents DOIl-induced
JEG-3 cells growth

To test whether the proliferative effect of DOI on JEG-3 cells
requires PLC-B and/or PKC-B activation, cells were treated with
increasing concentrations (100 nM—1 pM) of U73122 or G66976
(250 nM—1 uM), selective inhibitors of PLC-p and PKC-B, respec-
tively, to determine a maximal inhibitory concentration (not
shown). U73122 at concentration of 560 nM completely blocked
DOl-stimulated JEG-3 cell growth, whereas G66967 at concentra-
tion of 250 nM partially reversed the effect of DOI on JEG-3 cells
(Fig. 1C and D).

3.3. DOI activates the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-AKT
pathway, yet inhibition of PI3K phosphorylation has no effect on
DOl-induced JEG-3 cell growth

We further examined the phosphorylation of AKT (also called
protein kinase B) after stimulation of with 25 uM of DOI for various
durations (0—60 min). DOl increased AKT phosphorylation in
a time-dependent manner, reaching maximal activation at 30 min
(Fig. 2A). The selective PI3K inhibitors LY294002 (10 uM) and
Wortmannin (200 nM), fully abolished the activation of AKT by DOI
without an effect on expression levels of total AKT (Fig. 2B). The
PI3K inhibitor LY294002 (10 uM) had no effect on DOI-induced JEG-
3 cell growth (Fig. 2C).

3.4. Selective inhibitors of PLC-§, PKC-§3 or Ras inhibit DOI-induced
phosphorylation of ERK1/2 in JEG-3 cells

The PLC-p inhibitor U73122 inhibited DOIl-induced ERK1/2
phosphorylation concentration-dependently, resulting ina 55% and
100% significant reduction at 2 and 4 pM, respectively (Fig. 3A). The
selective PKC-B inhibitor G66976 [20] at 0.25 uM significantly
decreased DOI-mediated ERK1/2 activation by 75% (Fig. 3), whereas
the selective PKC-{ inhibitor GF109203X (also known as G66850 or
bisindolylmaleimide 1) [21] had no effect (Supplement 1). None of
the treatments affected the expression of total ERK1/2. At 0.25 uM,
G66976 falls within the reported nanomolar concentration range
inhibiting PKC in mesenteric arteries (0.3 uM) [22]. Our data also
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Fig. 1. Effect of JAK2, MEK1/2, PLC-f and PKC-§ inhibitor on DOl-induced JEG-3 cell growth. Cells were pre-treated for 1 h with (A) MEK1/2 (25 pM U0126); (B) JAKZ (30 pM AG490);
(C) PLC-f (560 nM U73122) or (D) PKC-fi (250 nM G6967) inhibitors before exposure to 25 pM DOI for 48 h. Cell growth was determined by WST-1 assay as described in

experimental procedures. Effect of DOI +/

inhibitors on JEG-3 cells proliferation is expressed as the percentage of cell growth compared to control non-treated cells (at which

growth is considered 100%). Results show that activation JAK2, PLC-f, PKC-f and MEK1/2 involved in DO-induces JEG-3 cell proliferation. These results represent the mean (+SEM)
values obtained from at least three different assays (with three different cell passages) each comprising quadruplicate. The coeffident of variation is less than 10%, Statistically
significant differences (*P > 005; **P = 0.01; ***P > 0.001) were determined by Student t-test.

demonstrated that GF109203X which is known to inhibit PKC { in
the lower micromolar range (ICsp = 5 uM) had no effect on ERK1/2
activation within the concentration range used. This is in good
agreement with our observation that PKC-{ does not appear to be
involved in 5-HT24 receptor-induced JEG-3 proliferation (data not
shown). The selective Ras inhibitor FTS, completely reduced DOI-
stimulated ERK1/2 phosphorylation at 10 uM and 50 pM, without
affecting total ERK1/2 expression (Fig. 3B).

3.5. Phosphorylation of JAK2 is required for ERK1/2 phosphorylation
by DOl in JEG-3 cells

U0126 selectively inhibited DOI-induced ERK1/2 phosphoryla-
tion with no effect on DOl-induced STAT3 phosphorylation on
Tyr705 (Fig. 4A and B). Interestingly, treatment of JEG-3 cells with
30 uM of AG490 blocked completely the DOI-induced phosphory-
lation of ERK1/2 without affecting total ERK1/2 expression (Fig. 4B)
and decreased JAK2-mediated phosphorylation of STAT3 on Tyr705,
as expected (Fig. 4B).

4. Discussion

Our previous study showed that the 5-HTz4 receptor agonist DOI
increased DNA synthesis (S phase of cell cycle) and had no effect on
apoptosis in JEG-3 cells [6]. Here we show that both the JAK2-STAT3
and PLCP-PKC-B-Ras-ERK1/2 signalling pathways are involved in
the stimulation of JEG-3 cell growth mediated by DOI. Moreover,

this is the first study to show that activation of JAK2 by the 5-HT24
receptor increases the phosphorylation of ERK1/2, suggesting that
JAK2 phosphorylation is the dominant signalling event activated by
DOl in choriocarcinoma cell.

We previously demonstrated that the DOI increases the asso-
ciation between the 5-HT»s receptor and Ggm protein and the
phosphorylation of both MEK1/2 and ERK1/2 in JEG-3 cells [6].
Stimulation of Ggq/n1 protein is known to activate the PLC-B-PKC-f-
Ras-MEK1/2-ERK1/2 signalling cascade [23-26]. JEG-3 cells
express two isoforms of PKCs; PKC-B and PKC-{ [27]. To identify
which PKCs isoform mediated the effect of DOI on JEG-3 cells,
G66976 and GF109203X were used as selective inhibitors of
calcium-dependent PKC-p [20,28] and calcium independent PKC-{,
respectively [21,28]. Thus we clearly demonstrated that PKC-p, but
not PKC-Z, is involved in DOI-induced JEG-3 cell growth and ERK1/2
phosphorylation even its inhibition did not fully reversed the
observed effect of DOl on JEG-3 cells. This partial inhibition is not
surprising as the rising in the concentration of intracellular calcium
trigger the stimulation not only PKC/ERK1/2 pathway but also other
calcium-dependent pathways implicated in cell cycle progression
[29]. However, to our knowledge, the present study is the first to
show the contribution of PKC-§ to DOI-induced JEG-3 cell growth.

Ras protein is one of the key effectors in the signal transduction
leading to the activation of MEK1/2-ERK1/2 pathway in many
systems [30]. Activation of Gyjyy-coupled receptors mediates Ras-
dependent ERK1/2 activation in diverse cellular and physiological
contexts [31,32]. This is in accord with our findings which show
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Fig. 2. Activation of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-AKT signalling pathway by DOI has no effect on JEG-3 cell growth. Cells (A) were treated with 25 pM DOI for 0, 5,15, 30
and 60 min or (B) pre-treated for 1 h with increased concentrations of LY294002 and Wortmannin; selective inhibitors of PI3K before treatment with 25 uM DOI for 30 min. Total
proteins were separated by SDS-PAGE and immunoblotted with phosphospecific antibody (P-AKT). The expression of total AKT was analysed by stripping and reprobing the
membrane with non-phosphospecific-AKT antibody. The lower panels show the densitometric analysis of band intensities as the ratio of P-AKT to total AKT and expressed as the
percentage of the untreated control cells (CTL; arbitrary set as 100%). (C) JEG-3 cell line were pre-treated with 10 pM LY284002 before treatment with 25 uM DOI for 48 h. Cell
proliferation was determined by WST-1 assay as described in experimental procedures. Effects of DOI +(~ inhibitors on JEG-3 cell proliferation are expressed as the percentage of
cell growth compared to control non-treated cells (at which growth is considered 100%). Results represent the mean (+SEM) values of three experiments realized with three
different cell passages. Cell proliferation assays were done in quadruplicate. Statistically significant differences (*P > 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001) were determined by one-way
ANOVA followed by a Tukey-Kramer's post-hoc for densitometric analysis and by Student’s t-test for cell proliferation.

that the selective Ras inhibitor, FTS, blocked DOI-stimulated ERK1/2
phosphorylation and JEG-3 growth. Ras activation is known to
trigger Raf-1 phosphorylation leading to MEK1/2-ERK1,2 activation
[30]. However, if Raf-1 is involved in the signalling cascade induced
by DOl in JEG-3 cells remains to be studied.

DOI activated the JAK2-STAT3 pathways in choriocarcinoma cell
lines [6]. Blocking JAK2 phosphorylation with its specific antagonist
AG490 significantly reduced DOI-induced JEG-3 cell growth, indi-
cating that 5-HTy4 receptor-mediated activation of JAK2 is involved in
this effect. This is in agreement with a study of Deniauet al. who show

that serotonin via its 5-HT:4 receptor activated the JAK2-STAT3
pathway in vascular smooth muscle [1]. Some G-protein-coupled
receptors have been found to activate JAK-STAT pathways. For
example, the angiotensin AT1 receptor can associate with JAK2 and
cause STAT3 activation in vascular smooth muscle cells and car-
diomyocytes[33—35]. Thiseffect appears toinvolve direct interaction
of JAK2 with the carboxy tail of the AT1 receptor through a YIPP motif
[36]. However, the presence of this motif remains to demonstrate
within the 5-HT;a receptor protein. Endothelin and thrombin, both
Gq-coupled receptors, also activate JAK2-STAT pathways [1,37,38].
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Fig. 3. Specific inhibitors of phospholipase C-p (PLC-B), protein kinase C-p (PKC-p), and Ras inhibit the phosphorylation of ERK1/2 induced by DOI in JEG-3 cells. Cells were pre-
treated for 1 h with increased concentration of U73122, specific inhibitor of PLC-f, Gi6976, spedific inhibitor of PKC-f, and farnesylthiosalicylic acid (FTS), spedfic inhibitor of Ras
before addition of 25 pM DOI for 30 min. Total proteins were separated by SDS-PAGE and immunoblotted with phosphospedific antibody (P-ERK1/2). The expression of total ERK1/2
was analysed by stripping and reprobing the membrane with non-phosphospedfic-ERK1/2 antibody. The lower panels show the densitometric analysis of band intensities pre-
sented as the ratio of P-ERK1(2 to total ERK1/2 and expressed as the percentage of the untreated control cells (CTL; arbitrary set as 100%). Densitometric data represent the mean
(+SEM) values of three experiments realized with three different cell passages. Statistically significant differences (*P < 0.05; **P < 0.01; **P < 0.001) were determined by one-way
ANOVA followed by a Tukey-Kramer's post-hoc test.

Although a direct association of these receptors with the JAK2
molecule is controversial, we have previously demonstrated by
immunoprecipitation that a physical association between the 5-HT24
and JAK2 protein occurs in choriocarcinoma cell lines [6].
Interestingly, inhibition of JAK2 fully blocked 5-HT34 receptor-
induced ERK1/2 activation while the inhibition of ERK1/2 has no

effect on tyrosine phosphorylation of STAT3. It is likely that STATs
and ERK1/2 cooperate in mediating the growth response in JEG-3
cells. Indeed, an important dependency between these two path-
ways has been described for the activation of cells by cytokines and
growth hormones [39—-41]. A key convergence point may be the
activation of the protein Raf. Others have reported that tyrosine
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Fig. 4. JAK2 tyrosine kinase activation is required for DOl-induced ERK1/2 phosphorylation in JEG-3 cells. Cells were pre-treated for 1 h with 25 pM UD126 and 30 pM AG490
specific inhibitors of MEK1/2 and JAK2 respectively before the addition of 25 pM DOI for 30 min. Total proteins were separated by SDS-PAGE and immunoblotted with phos-
phospedfic antibodies (P-STAT3 or P-ERK1/2). The expression of total ERK1/2 and total STAT3 were analysed by stripping and reprobing the membrane with specific non-
phosphospedfic antibodies. The lower panels show the densitometric analysis of band intensities presented as the ratio of P-ERK1/2 to total ERK1/2 and P-STAT3 to total STAT3
and expressed as the percentage of the untreated control cells (CTL; arbitrary set as 100%). Densitometric data represent the mean (SEM) values of three experiments done with
three different cell passages. Statistically significant differences (**P < 0.01; ***P < 0.001) were determined by one-way ANOVA followed by a Tukey-Kramer's post-hoc test.
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kinases, including JAK2, can phosphorylate Raf enhancing its
activity. Marrero et al. [33] reported that angiotensin Il and platelet-
derived growth factor (PDGF) induced JAK2-Raf complex forma-
tion, Raf-1 tyrosine phosphorylation, and ERK1/2 kinase activation.
Based on this study, we propose that JAK2 is “upstream” of the
ERK1/2 pathway and regulates DOl-mediated Ras activation.
Whether JAK2 interacts with Raf-1 or other kinases in our
trophoblast system remain to be study.

Chung et al. showed a modulation of STAT proteins by ERK1/2.
Indeed, they demonstrated that phosphorylation of STAT3 on serine
727 via an ERK1/2-dependent pathway negatively modulated the
phosphorylation of STAT3 at tyrosine 705 in Cos, A431, and HepG2
cells [42]. In contrary in our study the inhibition of ERK1/2 had no
effect on 5HTya-activated P-Tyr705-STAT3. However, we cannot rule
out the possibility of ERK1/2-independent phosphorylation of
STAT3 on its serine residue by another pathway. For example, Bush
et al. showed that siRNA-mediated intracellular signalling molecule
mammalian target of rapamycin (mTOR) knockdown inhibited cell
proliferation and invasion of HTR-8/SVneo immortalized first-
trimester trophoblast cells [43]. This effect was associated with
impaired serine but not tyrosine phosphorylation of STAT3. If mTOR
plays a role in DOI-stimulation of STAT3 and growth in JEG-3 cells
remains to be studied.

The 5-HT-4 receptor activates the PI3K-AKT pathway, which is
implicated in survival and growth of neuronal and pulmonary artery
smooth muscle cells [44,45]. Even if the mechanism by which this
effect occurs is not well understood, it appears that PI3K interacts
with JAK-STAT signalling in a complex manner that depends on cell
phenotype [46]. Consistent with this, DOI activated the PI3K-AKT
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pathway in JEG-3 cell required JAK2 stimulation but not ERK1/2
phosphorylation (data not shown) suggesting that JAK2 acts
upstream of the AKT pathway. However, the activation of PI3K-AKT
is not involved in JEG-3 cell growth by 5-HT;4 receptor, since the
inhibition of this pathway has no effect on DOI-induced growth of
JEG-3 cells. This is consistent with previous data showing that PI3K-
AKT is involved in cell survival instead of cell growth [47].

Based on our results, it is unlikely that a single signalling pathway
is responsible for 5-HT,s-induced JEG-3 cell growth. The effect of
DOlon JEG-3 cell growth involves the activation of multiple targeted
signalling pathways to maximise its effect which reflects the issue of
redundancy in the signalling pathway. However, the involvement of
JAK2 as dominant pathway in the activation of both STAT3 and
ERK1/2 demonstrates the importance of those signalling pathways
inmediating the effect of DOl on JEG-3 cell growth (Fig. 5). Anumber
of issues remain to be clarified. The p38-MAPK pathway is an
additional signal cascade component that can be activated by G-
protein-coupled receptors [48]. However, this is not the case in JEG-
3 cells. We did not see any effect of inhibition of p38 by SB203580 on
DOl-induced JEG-3 cell growth (data not shown). One interesting
pathway that we will explore in our follow-up study is that of
phospholipase A2 (PLA2) which has been shown to be activated by
the 5-HT34-PKC-ERK1/2 axis[49,50]. Wang et al., demonstrated that
stimulation of the JAK2-STAT3 pathway counteracts PLA2-induced
apoptosis in cortical neurons [51]. Although this is not entirely
consistent with our data showing that activation of ERK1/2 pathway
and likely PLA2 activity requires JAK2-STAT3 stimulation, but it
reinforces our observation that JAK2 is a key modulator of ERK1/2
signalling, as well as those initiated by the 5-HT5, receptor.

=3 Ccll growth

Fig. 5. Hypothetical model of 5-HT.s-receptor (5-HT24R)-mediated JEG-3 human placental choriocarcinoma cell growth. Both JAK2/STAT3 and MEK/ERK1/2 are involved in 5-
HT24R-mediated growth stimulation by DOI in JEG-3 cells. Phosphorylation of ERK-1/2 by DOI requires independent activation of JAK2 or PLC-B, PKC-p and Ras. DOI, (+}-2,5-
dimethoxy-4-iodoamphetamine hydrochloride; PLC, phospholipase C; PKC, protein kinase C; JAK2, Janus kinase 2; STAT3, signal transducers and activators of transcription 3;
ERK1/2, extracellular related kinase 1/2; MEK1/2, Mitogen-activated kinase 1/2. Solid arrows illustrate our findings while dashed arrows indicate interactions that are either

putative or involve multiple steps based on previous studies.
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In this study, we have demonstrated that the 5-HT.s receptor
plays an important role in the control of trophoblast growth.
Experiments need to be extended to the isolated (primary culture)
trophoblast and others cancer epithelial cells to confirm that our
results apply to placentation or epithelial tumours. In summary,
this is the first study to report that phosphorylation of JAK2 by the
5-HTy4 receptor activates both STAT3 and ERK1/2 pathways and
increases growth of JEG-3 human placental choriocarcinoma cells.
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Abbreviations
5-HT

3-HT2A
AG490

5-hydroxytryptamine or serotonin

5-hydroxytryptamine receptor 2A

2-Cyano-3-(3,4-dihydroxyphenyl )-N-(benzyl)-2-

propenamide, 2-Cyano-3-(3,4dihydroxyphenyl)-N-

(phenylmethyl)-2-propenamide

Dol (4)-2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine hydrochloride

ERK extracellular-regulated MAPK

FTS farnesylthiosalicylic acid

Go6976 12+2-cyanoethyl)-6,7,12,13-tetrahydro-13-methyl-5-oxo-
5Hindolo(2,3-a)pyrrolo(3,4-c -carbazole

GF109203X [2-[1-(3-Dimethylaminopropyl )} 1H-indol-3-yl]-3-
(1H-indol-3-yl) maleimide, Bisindolylmaleimide 1]

JAK janus kinase

LY294002 [2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one]

MAPK  mitogen-activated protein kinase
MEK mitogen-activated kinase

PI3K phosphatidylinositol 3-kinase
PKC protein kinase C

PLC phospholipase C

STAT signal transducers and activators of transcription

Uo126  3-(2-Aminoethyl)-5-((4-ethoxyphenyl)methylene)-2 4-
thiazolidinedione hydrochloride

U73122 1-[6-[((17_)-3-Methoxyestra-1,3,5[10]-trien-17-yl)

amino]hexyl]-1H-pyrrole-2,5-dion
Appendix. Supplementary material

Supplementary material associated with this article can be
found, in the online version, at doi:10.1016/j.placenta.2011.09.005.
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Résumé de I’article en francais

Il a été rapporté que le placenta humain synthétise de novo la sérotonine et exprime les
récepteurs de la sérotonine de type ,a (5-HT2a), ce qui suggére un rdole de ce systeme
sérotoninergique dans I’invasion du trophoblaste placentaire. Dans les lignées cellulaires du
choriocarcinome JEG-3, un modéle pour étudier in vitro le trophoblaste extravilleux, I'activation
des récepteurs 5-HT,a stimule la prolifération cellulaire et active les voies de signalisation
MEK/ERK1/2 et JAK2/STAT3. Un r6le crucial de la voie de signalisation STAT3 dans la
stimulation des capacités invasives de plusieurs types de cellules néoplasiques a été rapporté.
Cependant, le r6le des récepteurs 5-HT,5 dans la modulation de l'invasion du trophoblaste
extravilleux n'a jamais été étudié. Nous suggérons que le récepteur 5-HT,a, Vvia les voies de
signalisation JAK2/STATS3, peuvent moduler I’invasion du trophoblaste extravilleux. Dans cette
étude, nous avons étudié le role des récepteurs 5-HT,a dans la stimulation des capacités
invasives du trophoblaste extravilleux humain ainsi le mécanisme moléculaire impliqué. Des
tests d'invasion sur matrigel et de cicatrisation ont été réalisés pour évaluer, respectivement,
I'invasion et la migration du trophoblaste extravilleux (cellules JEG-3 et HTR-8/Svneo et des
primoculture de trophoblaste extravilleux du premier trimestre de grossesse). L'activité des
MMP-9 et MMP-2 a été déterminée par zymographie et leur expression par RT-PCR et par
immunobuvardage de type Western. L’activation spécifique du récepteur 5-HT,a par son
agoniste, le DOI, augmente la migration et l'invasion du trophoblaste extravilleux. Cet effet pro-
invasif du DOI dans les trophoblastes humains est associé a une augmentation de I’expression et
de Iactivité des MMP- 2 et MMP-9 dans les lignées cellulaires JEG-3 et HTR-8/SVneo, mais
pas dans les primocultures de trophoblaste extravilleux. L’inhibition de la voie de signalisation

de JAK2/STATS3 bloque I'expression des MMP-9 et MMP-2 induite par le DOI dans la lignée
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cellulaire trophoblastique, tandis que l'inhibition de la voie MEK/ERK1/2 n’a aucun effet. En
conclusion, cette étude montre que les récepteurs 5-HT,a, via l'activation de la voie de
signalisation JAK2/STATS3, stimulent I’activité de la MMP-9 et de la MMP-2 et par conséquent

induisent les capacités invasives du trophoblaste extravilleux.

Contribution de I’étudiant

L’étudiant a réalisé toutes les expériences et analysé les résultats dans cet article. Il a également

rédigé I’article et participé au choix du journal de publication.
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ABSTRACT

Serotonin (5-HT) is a hormone with proliferative, pro-differentiating, and pro-invasive effects. It
exerts its effects through several receptors including 5-HT,a receptors which in turn initiate
JAK2/STAT3 and MEK/ERK1/2 signaling pathways cascades. Human placenta expressed the 5-
HT,a receptor suggesting a role for this receptor in placental development. The invasion of
extravillous trophoblast in maternal decidua is crucial for placentation. We previously showed
that activation of the 5-HT , receptor stimulates trophoblast cell proliferation, but the role of this
serotonin receptor on invasive capacities of the human extravillous trophoblast has not yet been
studied. Here, we showed that DOI ((x)-2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine hydrochloride), a
selective 5-HT,a receptor agonist, increases extravillous trophoblastic cells migration and
invasion. The invasive effect DOI is associated with increased expression and activity of MMP-2
and MMP-9 in the JEG-3 and HTR-8/SVneo cell lines, but not in the primary extravillous
trophoblast cells. The study of molecular mechanism demonstrated that inhibition of
JAK2/STATS3 signaling pathway blocks the DOI-induced MMP-2 and MMP-9 activity and
expression in both cell lines whereas the inhibition of MEK/ERK1/2 pathway had no effect.
Altogether, this study demonstrates that DOI-stimulated trophoblast invasion required the
activation of MMP-9 and MMP-2 via JAK2/STAT3 signaling pathway. These data suggest a
potential association between serotoninergic dysfunction and trophoblast invasion default
(insufficient or excessive invasion) in pathological pregnancies, such as preeclampsia and
intrauterine growth restriction. However, this study shows that caution should be taken when

extrapolating the results obtained in trophoblast cell lines to primary extravillous trophoblast.
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INTRODUCTION

Defective invasion of extravillous trophoblast may result in gestational complications including
preeclampsia, intrauterine growth restriction, placenta accreta and percreta, and choriocarcinoma
[1-4]. Trophoblast invasion depends on a controlled program of intercellular signaling mediated
by growth factors, cytokines, and hormones of both fetal and maternal origin [5-7]. In contrast of
tumor, trophoblast invasion during pregnancy is strictly spatiotemporally regulated; this process
occurs early in pregnancy (the first 12 weeks), and is limited to the first third of the uterine
smooth muscle, the myometrium [5]. Extravillous trophoblast invasion involves proteolytic
degradation of decidual and endothelial extracellular matrix (ECM) in the direction of migration
followed by extravillous trophoblast adhesion to ECM elements and active cell invasion through
the degraded matrix. For these processes, the action of matrix metalloproteinases (MMPs),
particularly the MMP-2 and -9, is important [6, 8]. The activities of these proteases are further
regulated by the major natural tissue inhibitors of metalloproteinases TIMP-1 and TIMP-2 which
bind the MMPs [9].

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is mainly produced by enterochromaffine cells in
the gastrointestinal tract. Recently, Bonnin and our group demonstrated that serotonin is
synthesized de novo by mouse and human trophoblast [10, 11], suggesting that serotonin may act
in paracrine/autocrine manner on placental function and development.

Serotonin mediates its effects through 14 serotonin receptor subtypes which can be
classified into seven classes (for review, see [12]). Among those, the 5-HT,a seven-
transmembranes receptor belongs to the family of Ggy-coupled receptor that activate
phospholipase C (PLC) and protein kinase C (PKC) signaling pathway [12]. The 5-HTa

receptor is expressed in placental derived choriocarcinoma cell lines, JEG-3 and BeWo, and in
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primary villous trophoblast from term placenta, but its expression in primary extravillous
trophoblast has never been described [13, 14]. Activation of the 5-HT,a receptor stimulates the
growth of JEG-3 and BeWo cells throughout the stimulation of MEK1/2-ERK1/2 and
JAK2/STATS3 signaling pathways [15, 16]. STAT3 is a pleiotropic transcription factor involved
in a wide variety of physiological processes. It can be activated by numerous cytokines, growth
factors, and oncogenic proteins found in fetal-maternal environment and can regulate human
trophoblast invasion [17-22]. The presence of constitutively activated STAT3 correlates
positively with the invasiveness of extravillous trophoblast phenotypes or their malignant
derivate; the choriocarcinoma cells which constitutively expressed activated STAT3 to a much
higher degree than the primary trophoblast [23]. Moreover, it was demonstrated that constitutive
activation of STAT3 ceased progressively from first trimester to term at the same time as loss of
invasive properties of trophoblast cells. To date, the role of serotonin and the effect of the
activation of STAT3 by the 5-HT,a receptors on trophoblast invasion have never been studied.
Here, we study the effects and mechanism of action of (x)-2,5-dimethoxy-4-
iodoamphetamine  hydrochloride (DOI), a selective 5-HT,a receptor agonist, on
invasion/migration of extravillous trophoblast and the expression and activity of MMP-9 and
MMP-2 in primary extravillous trophoblast and HTR-8/SVneo and JEG-3 cell lines. We
hypothesized that activation of 5-HT,a receptor throughout the stimulation of JAK2/STAT3

pathway activates human extravillous trophoblast invasion.

MATERIALS AND METHODS

Human primary extravillous trophoblast and cell lines.
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This research has been approved by the departmental ethics committee of maternity and
pediatrics, University Hospital of Geneva. Informed written consent was obtained from all
patients before their inclusion in the study. Placenta tissue was obtained from patients
undergoing a legal abortion during the first trimester (8-12 weeks of gestation). Human primary
extravillous cytotrophoblast (evCTB) was prepared from tips of placental terminal villi as
previously described [24]. Briefly, fresh tissue specimens were isolated and washed several times
in sterile Hanks balanced salt solution (HBSS). Tissue was then enzymatically digested five
times for 20 min at 37°C (0.25% trypsin, 0.25 mg/ml Dnase I; Roche, Diagnostics GmbH, USA).
After incubation, the trypsin cocktail was neutralized with 10 % fetal bovine serum (FBS), and
the cells suspended in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Invitrogen, Switzerland).
This cell suspension was filtered through a 50-um mesh, laid onto a Percoll gradient (70-5%) and
centrifuged for 25 min at 1200 g without using brake. The 30-45% Percoll layer containing
trophoblast cells were collected, the cells washed and suspended in DMEM. Cells were then
immunopurified with anti-CD45 antibodies (1/20, Dako) at 4°C for 30 min. Cells obtained from
first trimester trophoblast with this method contain both villous and extravillous trophoblastic
cells. To obtain primary evCTB, the immunopurified cells were seeded on Petri dishes for 15
min. Supernatant containing evCTB was centrifuged and the cells were suspended in culture
medium. Ninety percent of 48 h cultured evCTB were positive for cytokeratin 7 and HLA-G and
negative for vimentin.

JEG-3 choriocarcinoma cell line were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC; Rockville, MD) and maintained in Minimum essential medium Eagle's
(MEM Eagle; Sigma, Oakville, ON, Canada) containing 10% fetal bovine serum (FBS; Hyclone

Laboratories, Logan, UT), 2 mM L-glutamine, and 1 mM sodium pyruvate. The first-trimester
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cytotrophoblast HTR-8/SVneo cells (a gift from Dr. C.H. Graham, Queens University, Kingston,

ON, Canada) were cultured in RPMI 1640 containing 5% FBS.

Cell treatment

Cells were starved in serum-free media for 16 h before being treated with increasing
concentrations (0, 2.5, 25, 50 or 100 uM) of DOI (Sigma) diluted in 0.5 % FBS supplemented-
culture media for 48 h in a humidified atmosphere of 5% CO, at 37°C. To determine the
specificity of DOI on the 5-HT,a receptor, ritanserin (10 pM; Sigma), a selective 5-HTa

antagonist, was added 30 min before treatment with DOI (25 uM).

Viability/proliferation assay

The Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche Applied Science, Laval, QC, Canada) was used to
determine the effect of DOI on cell viability according to the manufacturer’s protocol. Briefly,
JEG-3 and HTR-8/SVneo cells (5 x 10°) were seeded and cultivated in 96 wells plate under low
serum conditions (0.5% FBS) for 16 h and then treated for 48 h with increase concentrations of
DOI with or without ritanserin. After 48 h of incubation at 37° C under 5% CO,, culture medium
was removed and 10 pl WST-1 reagent added to 100 pl of fresh culture medium containing 0.5%
of FBS. Cells were incubated for 3 h at 37 °C under 5% CO, and then absorbance was measured
spectrophotometrically at a wavelength of 450 nm with a reference wavelength of 650 nm using

a SpectraMax M5 with SoftMax Pro v5 software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Wound healing and migration assay

109



Wound healing assay was performed to study the effect of DOI on JEG-3 cell motility and HTR-
8/SVneo. Cells seeded in equal number into six well plates were grown till 90% confluence,
scrapped with a sterile tip to create an artificial wound, and allowed to heal for the next 48 h in
presence of 0.5 % FBS-supplemented culture media (control), 25 uM of DOI with or without
combination with 10 pM of ritanserin. Photos were taken just after scrapping (T = 0 h) and at the
same position of the wound after 48 h (T = 48 h). After wounding, phase-contrast images of
migrating cell were acquired wusing microscope and processed using Image J
(http://rsh.info.nih.gov/ij/). This software determined the rate of forward migration and the

mobilization of cells between the wound edges.

Invasion assay

Cell invasion assay was performed in an invasion chamber based on the Boyden chamber
principle [25]. Each insert is fitted with an 8 uM pore size polycarbonate membrane (Costar,
Corning, NY, USA) pre-coated with rat tail collagen I (5 pg/cm?) (Sigma). Inserts were washed
in free serum-culture media and incubated for 30 min at room temperature. JEG-3 (5 x 10%),
HTR-8/SVneo (2.5 x 10%) or primary extravillous trophoblast (5 x 10°) cells were starved in
media containing 0.5% FBS for 16 h and added in 100 pl of culture media to the upper
compartment of the transwell chambers in 100 pul of media, were added to the upper compartment
of the transwell chambers. Cells were treated with culture media or with increasing drug (DOI
and/or ritanserin) and then 400 pl of 0.5 % FBS supplemented media was added to the lower
chamber. Cells were incubated for 24 h and 48 h at 37°C under 5% CO;, incubator. Cells that did
not invade but were still attached to the collagen were swept away with a cotton swab and

invaded viable cells were stained with 0.9% of crystal violet for 15 min at room temperature.
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After vigorous washing, the stain was extracted with a solution of 1% acetic acid: 50% ethanol
for 15 min at room temperature and 100 pl of the dye mixture transferred to a 96-well plate
(Corning) for colorimetric measurement at 560 nm with collagen type | coated inserts incubated
with medium without cells served as blank. In parallel, cell viability (proliferation) was assessed
as described above using WST-1 assay. The viability assay was performed at the same time, with
the same preparation of cells and the same condition of culture as used for the invasion assay.
Data were expressed as the absorbance of treated cells that invaded the collagen-coated
membrane relative to untreated controls cells. The percentage of invasion was expressed as cells
that invaded the collagen-coated membrane relative to the viability (proliferation) assay
(reflecting the number of total cells) [26]. For morphological study, collagen-coated insert
membranes were stained with Diff-Quick stain or crystal violet (Biochemical Science, Inc.,

Swedesboro, NJ) and viewed under a microscope.

Western blot analysis

The JEG-3 cells were cultured in collagen | pre-coated 6 well plates (Corning) at a density of 25
x 10* cells in complete growth medium for 12 h. After 16 h of culture in medium containing
0.5% FBS, cells were treated for 48 h with increase concentration of DOI with or without
ritanserin. Total protein was extracted as previously described [15]. Protein concentrations were
measured using a bicinchoninic acid assay (BCA; Pierce, Rockford, IL) kit with bovine serum
aloumin (BSA) as standard. Total protein extracts were denatured at 95°C for 10 min and
fractionated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) on 4% stacking and 10%
separating gels, followed by transfer to PVDF membranes (Millipore, Mississauga, ON).

Membranes were blocked in TBS-T (20 mM Tris-HCI, pH 7.4; 150 mM NaCl; 0.05% (v/v)
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Tween 20) containing 5% skim milk for 1 h at room temperature. Membranes were incubated
with specific antibodies against 5-HT2A (1:250), anti-MEK1/2 (1:1000), anti-p-MEK1/2
(1:2000), anti-ERK1/2 (1:1000), anti-p-ERK1/2 (1:1000), anti-JAK2 (1:1000), anti-STAT3
(1:200), anti-p-Tyr STAT3 (1:1000), MMP-2 (1/1000) or MMP-9 (1/1000) diluted in TBS-T
containing 5% skim milk at 4°C overnight. Membranes were washed three times with TBS
containing 0.1% Tween 20, then incubated with HRP-conjugated anti-rabbit 1gG (1:5000) or
anti-mouse 1gG (1:5000) as secondary antibodies for 1 h at room temperature and then washed 3
times with TBS-T 0.05%. Bands were visualized with Immobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrate (Millipore) and their intensities quantified by densitometry analysis using
FluorChem HD2 software version 6.0 (Alpha Innotech, San Leandro, CA). The PVDF
membranes were stripped with Re-Blot plus Mild solution (Millipore) at room temperature for
15 min, washed twice for 5 min with TBS-T, and quickly rinsed 5 times in water before
reprobing with antibodies against f-actin (1:10000) for equal loading control. Polyclonal
antibodies against 5-HT2A (H-75), JAK2 (sc-34479) and phospho-MEK1/2 (sc-7995) for
western blot analysis were obtained from Santa Cruz Biotechnology (CA, USA), while those
against MEK1/2 (05-747), phospho-ERK1/2 (05-481), ERK1/2 (06-182), STAT3 (06-596),
phospho-STAT3 (Tyr-705) (05-485), MMP-9 (AB6014), MMP-2 (MAB13489) and secondary

antibodies were purchased from Millipore.

Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis
Total RNA of 5 X 10° extravillous trophoblast cells were extracted using RNeasy Mini kit from
Qiagen (Mississauga, ON) following the manufacturer’s instructions. Genomic DNA was

digested by DNase | digestion for 15 min. Concentration and purity of RNA was determined by
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measuring the 260/280 nm absorbance ratio using a spectrophotometer (SpectraMax M5,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA), with quality assessed visually from 18S and 28S ribosomal
bands on agarose gels. Original extracts and 50 ng/ul dilutions in RNAase-free water were stored
at -80 °C until RT-PCR analysis.

For primary extravillous trophoblast, reverse transcription was performed with 400 ng of
total RNA in a final volume of 20 pl using QuantiTect Reverse Transcription kit (QIAGEN,
Basel, Switzerland). The quantitative detection of the gqPCR product was performed using the
gPCR Mastermix Plus for SYBR Green | (Eurogentec, Seraing, Belgium), supplemented with
fluorescein (Bio-Rad, Reinach, Switzerland), with the iCycler iQ System (Bio-Rad). The relative
expression was normalized to the housekeeping gene cyclophilin A. For JEG-3 and
HTR8/SVneo cells, reverse transcription was performed with 100 ng of total RNA using the one
step RT-PCR kit (Access RT-PCR kit, Promega, Madison, WI) with B-actin as a reference gene.
Oligonucleotide primers (Invitrogen, Carlsbad, CA) which were constructed based on the
conserved sequences were as follows: 5-TACGGGTCCTGGCATCTTGT-3" (fwd) and 5’-
CCATTTGTGTTGGGTCCAGC-3’ (rev) for human cyclophilin A; 5'-
GTACCCTGGCATTGCCGAC-3' (fwd) and 5-TAACGCAACTAAGTCATAGTCC-3' (rev)
for B-actin; 5’-ATGACAGCTGCACCACTGAG-3’ (fwd) and 5’-
GCCTCGTATACCGCATCAAT-3’ (rev) for human MMP-2; 5’-
GTGCTGGGCTGCTGCTTTGCTG-3" (fwd) and 5-GTCGCCCTCAAAGGTTTGGAAT-
3’(rev) for human MMP-9; and 5-GGCATCAAGGTTGGTTCAGT-3* (fwd) and 5-
GGCTACAACATAGGCCTCCA-3’ (rev) for 5-HT2A receptor. PCR products were visualized
by electrophoresis on a 2% agarose gel containing ethidium bromide and photographed under a

UV light. Densitometry was carried out using AlphaEaseFC Imaging software (version 6.0.0,
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Alpha Innotech, San Leandro, CA). The exponential amplification range was determined for
each set of primers to optimize the number of cycles in the PCR method for semi-quantitative
analysis of gene products. Experiments were repeated at least three times in triplicate with cells

from different passage/purification.

Gelatin zymography

Gelatinases (MMP-9 and MMP-2) activities in serum-free conditioned media were determined
using SDS-polyacrylamide gel zymography as described previously [27, 28]. Briefly, cell culture
supernatants were collected and centrifuged to remove cell debris. Supernatants were then
concentrated using Centricon centrifugal filter devices (Millipore) and protein contents was
determined by Bradford kit according to manufacturer’s instructions. Then 20ug of proteins
were loaded per lane and electrophoresed on 10% SDS-polyacrylamide gels containing 1 mg/ml
of gelatin under non-reducing conditions. Following electrophoresis, gels were washed twice for
30 min in 2.5% Triton X-100 (v/v) to remove SDS, and were then rinsed twice for 10 min in
dH,O. After overnight incubation in reaction buffer (50 mmol/l Tris—=HCI, pH 7, containing 5
mmol/l CaCl,) at 37°C, gels were stained with Coomassie brilliant blue R-250 for 30 min at RT
and were destained in 30% methanol and 10% glacial acetic acid (v/v). Proteinase activity was
observed as a clear band of digested gelatin. Gelatinase activities were semi-quantified by
densitometric analysis of zymograms using the FluorChem HD2 software version 6.0.
Zymography experiments were repeated at least three times with cells from different

passage/purification.

Statistical analysis
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Experiments were performed three times using cells from different passages or purification and
were conducted in triplicate. Densitometry analyses of the immunoblots and RT-PCR were
expressed as normalized means + S.E.M (standard error of the mean (S.E.M)). Statistically
significant differences (*P < 0.05) were determined using one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by tukey's post-hoc test. All analyses were performed using GraphPad Prism

v5.03 (GraphPad Software, San Diego, CA).

RESULTS

DOI activation of the 5-HT 4 receptor stimulates human trophoblast proliferation. We
previously showed that DOI throughout the activation of the 5-HT,a receptor stimulate JEG-3
and BeWo cell proliferation and survival [15]. Figure 1 shows that DOI in a dose-dependent
manner can stimulates HTR-8/SVneo cell proliferation as observed in JEG-3 cell. The maximum
of proliferation (115 + 7%; P < 0.001) was reached when HTR-8/SVneo cells were treated with
25 uM of DOI and decreased after to reach basal level at 100 uM of DOI after 48 h of treatment
(Fig. 1). Of note, DOI treatment has no effect on HTR-8/SVneo cell proliferation after 24 h of
treatment (data not shown). The co-treatment of HTR-8/SVneo and JEG-3 cells with 10 uM of
the 5-HT , receptor antagonist ritanserin reversed the DOI-induced cell proliferation in both cell
lines (Fig. 1).

DOl-activated 5-HT,a receptor stimulates JAK2/STAT3 and ERK1/2 signaling
pathways in human trophoblasts. Figure 2 demonstrated that activation of 5-HT,5 by DOI
stimulates, in a time dependent-manner, JAK2/STAT3 and MEK/ERK1/2 signaling pathways in
HTR-8/SVneo cells as previously reported for JEG-3 and BeWo cell lines [15]. The activation of

the 5-HT,a receptor by DOI induces the phosphorylation of JAK2/STAT3 (275 + 20%; P <
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0.001) and MEK/ERK1/2 (240 + 20% vs. 0 min; P < 0.01) signaling pathways reaching its
maximum effect after 30 min. of exposition to 25 uM DOI without any effects on the expression
of the non-phosphorylated protein (Fig 2).

DOI activation of the 5-HT,a receptor to stimulates migration and invasion of
trophoblastic cells. To establish whether activation of 5-HT,a receptor may influence
extravillous trophoblast invasion and migration, HTR-8/SVneo, JEG-3 and primary evCTB cells
were exposed to increasing dose of DOI (0, 2.5 25, 50, 100 pM) and cell migration or invasion
analyzed. Collagen invasion and wound healing results showed that the potentially effective
concentrations of DOI to induce maximum migration and invasion of trophoblastic cell lines and
evCTB after 48 h of culture was, respectively, 25 uM and 100 uM (Fig 4A and 4C). The
addition of 10 uM of ritanserin completely abolished the stimulatory effect of 25 uM of DOI on
JEG-3 and HTR8/SVneo cells migration and invasion (Fig. 3 and Fig 4D). Due to some
cytotoxicity effect of DOI at concentration of 100 uM observed on first trimester evCTB (data
not shown), only 25 and 50 uM of DOI were used for the rest of study.

DOI increases MMP-2 and MMP-9 mRNA expression in trophoblastic cells. To
determine if the expression of MMP-9 and MMP-2 mRNA is regulated by the 5-HT,a receptor
activation in human trophoblasts, evCTB, JEG-3 and HTR-8/SV neo cells were incubated with
increasing concentrations of DOI for 48 h. The expression of MMP-9 and MMP-2 mRNA
evaluated by RT-PCR analysis indicates that MMP-2 and MMP-9 mRNA expression is
significantly increased in response to increasing concentrations of DOI in trophoblastic cell JEG-
3 and HTR-8/Svneo (Fig. 5A and B), while the increase observed in evCTB is not statically
significant (Fig 5C). Stimulation of JEG-3 and HTR-8/SVneo cells by 25 pM DOI increases

MMP-2 and MMP-9 mRNA levels by 1.6 and 1.5 fold vs. control respectively (Fig. 5A and B),
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then decrease at 100 uM of DOI to reach control level for both cell lines. The kinetics of DOI-
induced MMP-2 and MMP-9 mRNA expression was evaluated by exposing human trophoblast
cells JEG-3 and HTR-8/SVneo with 25 uM of DOI for 24 h. RT-PCR analysis of MMP-2 and
MMP-9 mRNA level in the presence or absence of DOI reveals no difference between the two
conditions (data not shown). Treatment with 10 uM of ritanserin completely prevented the
stimulatory effect of DOI (25 uM) on MMP-2 and MMP-9 mRNA expression in JEG-3 and
HTR-8/SVneo cells (Fig. 5D and Fig.5E). These results indicate that MMP-2 and MMP-9
MRNA levels increase as a result of 5-HT,a receptor activation in JEG-3 and HTR-8/SVneo
cells.

DOI induces MMP-2 and MMP-9 protein expression and activities in trophoblastic
cells. Next the effect of 5-HT,a activation by DOI on the MMP-2 and MMP-9 proteins
expression and activity in JEG-3 and HTR-8/SVneo cell was determined by western blot and
zymography analysis. The expression of MMP-2 (72 kDa) and MMP-9 (92 kDa) protein is
induced by 25 uM of DOI (about 1.5 fold) in JEG-3 and HTR-8/SVneo cells (Fig. 6A and 6B).
Figure 6C shows that 48 h incubation with DOI increases the activity of MMP-2 and MMP-9 in
JEG-3 and HTR-8/SVneo cells. Maximal effect is observed at 25 pM and 50 puM of DOI
reaching about 1.5 fold vs. untreated control in JEG-3 and HTR-8/SVneo cells. The activity of
MMP-2 and MMP-9 decreased to reach control level at 100 uM of DOI (Fig. 6C and 6D). In
primary evCTB, 50 uM of DOI induces a slight increase of MMP-2 and MMP-9 activity,
although not statistically significant (Fig 6E). This finding showed that trophoblast secretes
increased levels of MMP-9 and MMP-2 in response to DOI treatment which is consistent with

the increased expression of MMP-2 and MMP-9 mRNA and protein.
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DOIl-induced MMP-2 and MMP-9 gene expression is inhibited by JAK2 pathway
inhibition. To get insights into the role of STAT3 and ERK1/2 phosphorylation in the
stimulatory effect of DOl on MMP-2 and -9, AG490 and U0126 specific pharmacological
inhibitors of JAK2 and ERK1/2, respectively were used. Figure 7 demonstrates that AG490 and
U0126 respectively reverse the DOI-induced STAT3 and ERK1/2 phosphorylation (activation)
in a dose dependent manner (Fig. 7A-D) with maximal effect reach at 30 uM of AG490 and 25
MM of U0126. Thus, these concentrations were used to study if DOI-induced MMP-2 and MMP-
9 mRNA expression involves STAT3 and ERK1/2 pathway. AG490 reverses by 75%, while
U0126 has no effect on DOI-induced MMP-9 mRNA expression in JEG-3 and HTR-8/SVneo
cells. Interestingly the combination of both inhibitors, AG490 and U0126, completely blocked
the stimulatory effect of DOl on MMP-9 expression in JEG-3 and HTR-8/SVneo cells (Fig. 7E).
The DOI-induces MMP-2 mRNA expression is completely reversed by AG490 in JEG-3 and
HTR-8/SVneo, while U0126 has no effect (Fig 7F). These results indicate that the induction of
MMP-2 and MMP-9 mRNA expression by DOI is mainly mediated mainly through JAK2

signaling pathway in these human trophoblastic cell lines.

DISCUSSION

This study demonstrates that the serotonin 5-HT,a receptor acts as pro-invasive receptor in
trophoblastic cell. The activation of the 5-HT,a receptor by DOI stimulates trophoblast invasion.
DOl-stimulated trophoblast invasion required the activation of MMP-9 and MMP-2 throughout
the activation of JAK2/STATS3 signaling pathway which is consistent with our previous work
showing that JAK2/STAT3 acts as key signaling pathway downstream to the 5-HT,a receptor

activation in the regulation of JEG-3 cell proliferation and ERK1/2 stimulation [16]. Here we
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show that inhibition of JAK2, but not ERK1/2 inhibits the effect of DOl on MMP-9 and MMP-2
MRNA expression in JEG-3 and HTR-8/SVneo cell lines.

Three types of cells were used as in vitro model to investigate the role of 5-HT4 in the
invasion of trophoblastic cells. It has been extensively shown that JEG-3 choriocarcinoma cells
are not an in vitro model of normal invasive human trophoblast, but possess a trophoblast-like
behavior common to all cancer cells. To overcome this problem, we chose two other placental
trophoblast models, the HTR-8/SVneo immortalized extravillous cell line and primary first
trimester extravillous trophoblast from first trimester placenta. First, as observed previously in
primary villous trophoblast and choriocarcinoma cell line [13, 14], we demonstrated that the 5-
HT,a receptor is expressed in primary extravillous trophoblastic cells and in HTR-8/SVneo cells.
The expression of the 5-HT,a receptor appears higher in HTR-8/SVneo and JEG-3 cell lines
compared to primary extravillous trophoblast. This suggests that overexpression of the 5-HTa
receptor reflects one of the phenotypic difference between the primary trophoblast vs. cell lines
and could be associated with the process of transformation of trophoblast from normal cell to
neoplastic cell. This is consistent with the observation that 5-HT,a receptor acts as a proto-
oncogene in NIH-3T3 fibroblasts [28]. Introduction of functional 5-HT,a receptor into NIH-3T3
fibroblast cells results in the generation of transformed foci. Moreover, generation and
maintenance of the transformed foci requires continued activation of the 5-HT,a by serotonin
[28]. This remains to be investigated in normal vs. tumor trophoblast cell.

Overexpression of the 5-HT,a receptor and an alteration of the 5-HT ,4 receptor signaling
have been observed in highly invasive osteosarcoma cells vs. normal osteoblast cells (non-
invasive) [29]. The same observations were reported for the cancer cells of glioma vs. healthy

human fetal astrocytes [30]. In these latter the transcripts encoding the different types of
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serotonin receptors are present except for transcripts encoding the 5-HT ,a receptor. Treatment of
glioma cell lines (expressing 5-HT,a) by serotonin stimulates their proliferative, migratory and
invasive abilities via 5-HT,a receptors; although the molecular mechanism involved has not
been studied [30]. These data show that the 5-HT,a receptor is involved in cell invasion. In
accord with this, here we demonstrate that 5-HT,a stimulates the invasion of trophoblastic cell
lines and primary extravillous trophoblast. Trophoblast invasion is a key process for successful
pregnancy circulation to the fetus circulation. This process depends, in part, on the regulated
production and activities of MMP-9 and MMP-2, which functions to degrade the extracellular
matrix of maternal decidua [31, 32]. The activation of the 5-HT,a receptor by DOI stimulates
expression and the activity of MMP-9 and MMP-2 in JEG-3 and HTR8/SVneo trophoblastic cell
lines but not in the primary extravillous trophoblast. This highlights the importance to careful
when extrapolating the results obtained in trophoblastic cell lines to primary trophoblast and
could be explained by the difference between the phenotypes of trophoblastic cell lines vs.
primary trophoblast. JEG-3 cells possess highly invasive phenotypes and express constitutively
activated pool of STAT3 protein at higher level than the primary cells [23, 33, 34]. The primary
extravillous trophoblastic cells could also use mechanisms independent of MMP-2 and MMP-9
activation to invade the maternal uterine tissues, such as the participation of TIMPs, and p53 [4,
8, 35, 36]. These inhibitors counteract the action of the respective proteases. Further studies are
required to determine if DOI regulate TIMP-1 and TIMP-2, specific inhibitors of MMP-2 and
MMP-9 respectively.

Our results obtained in JEG-3 and HTR-8/SVneo cell lines are consistent with earlier
studies confirming the role of MMP-9 and MMP-2 in the invasion of trophoblast [27, 37, 38].

The expression and activity of MMP-9 and MMP-2 are regulated by several growth factors and
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hormones via the activation of the STAT3 signaling pathways [39-41]. STAT3 is known to
directly up-regulate the expression of MMP-2, and MMP-9, involved in the degradation of
basement membrane and extracellular matrix [42]. MMP-9 promoter contains multiple putative
Stat3-binding sites, two of which can be considered as high-affinity binding sites [41]. However,
a direct association between STAT3 and the MMP-9 promoter has never been demonstrated. A
high-affinity Stat3-binding element was also identified in the MMP-2 promoter and it was shown
STAT3 protein bound directly to the MMP-2 promoter, and blockade of activated STAT3
through expression of a dominant-negative STAT3 significantly suppressed MMP-2 expression
in the metastatic tumor cells [41]. These observations led us to suggest that activation of MMP-2
and MMP-9 in trophoblastic cells by DOI mainly involves the activation of STAT3 signaling
pathways. In accord with this, the inhibition of STAT3 pathway, but not ERK1/2, blocks the
stimulating effect of DOI on the expression of MMP-2 and MMP-9. Moreover, our findings are
consistent with our previous reports demonstrating the importance of JAK2/STAT3 in
modulating the proliferative effects of DOI on JEG-3 cells [16].

The similarities between the process of invasion of trophoblast cells and cancer lead us to
extrapolate the knowledge from one domain to another. The tumor invasion process has
identified the importance of STAT3 activity. Aberrant activity of the phosphorylated form of
STATS3 has been reported in cells with neoplastic behavior as hyperplasia and invasion [43, 44].
Constitutively active STAT3 is involved in the regulation of transcription factors associated with
cell motility and production of proteases required for tumor invasion [45-47]. In this context, the
involvement of STAT3 in the trophoblastic invasion of pathological pregnancies associated with
altered extravillous trophoblast invasion, such as preeclampsia and intrauterine growth

restriction, should be considered. In these pathological pregnancies, the placenta suffers from a
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lack of blood supply [48-51]. Thus, one can speculate that pregnancies complications associated
with altered placental invasion could be associated with reduced activation of STAT3 activity
due to altered 5-HT,a signaling. In preeclamptic pregnancies, the plasma concentration of
serotonin and urinary excretion of metabolites of serotonin (5-hydroxyindolacetic acid, 5-HIAA)
are increased [52, 53]. Furthermore, a reduction in the catalytic activity of monoamine oxydase-
A (MAO-A), which is highly expressed in the placenta and the major degrading-enzyme of
serotonin, and a reduction in the production of serotonin has been reported in preeclamptic
pregnancy [54-57]. Another pathological pregnancies associated with alteration in serotonin
systems is gestational diabetes mellitus in which women without previously diagnosed diabetes
exhibit high blood glucose (blood sugar) levels during pregnancy. Our laboratory reported a
reduction in the levels of expression of the 5-HT ,a receptor and the serotonin transporter in those
pregnancies [14]. This alteration of serotoninergic system might affect STAT3 signaling pathway
and leads to a default in both extravillous trophoblast invasion and villous trophoblast functions
such as glucose transport. Indeed, STAT3 proteins activated by 5-HT,a receptors have been
involved in the regulation of glucose uptake in skeletal muscle [58]. Of course, the effect of
serotonin on the function of the trophoblast is not limited to the 5-HT,4 receptor, since other
serotonin receptors are expressed by the trophoblast (5-HT1a, 5-HT 25 ang 2c) [Unpublished data].
Thus, extensive characterization of the serotonin system in the trophoblast (production of
serotonin, serotonin receptor, and transporter) is necessary to better understand the role and
mechanism of action of serotonin and its receptors in trophoblast development and functions.

In conclusion, this study demonstrates for the first time a link between serotoninergic
system, the 5-HT,a receptor, and placentation (proliferation, migration and invasion of

trophoblast). These data suggest that serotoninergic system dysfunction could alter trophoblast
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invasion (insufficient or excessive invasion) and by consequence be implicates in the etiology of

pathological pregnancies, such as preeclampsia, choriocarcinoma, and intrauterine growth

restriction.
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FIGURE LEGENDS

FIG. 1: DOI induces JEG-3 and HTR-8/SVneo cells proliferation. 5 x10° cells/well of JEG-3
(m) and HTR-8/SVneo (o) cells were plated in 96 well plates and treated with culture media
(CTL) and with increasing concentrations of DOI (2.5, 25, 50, 100 uM) for 48 h as described in
Materials and Methods. Cells were treated or not with 10 puM of ritanserin (Rit) in addition to 25
UM of DOI (Rit + DOI). Cell growth was measured by WST-1 assay as described in Materials
and Methods. Data are expressed as mean = S.E.M. of three independent experiments using

different cell passages.**; P <0.01, ***; P <0.001.

FIG. 2: Protein samples (50 pg) were extracted from HTR-8/SVneo treated 25 uM of DOI for 0,
5, 15, 30 and 60 min and resolved on SDS-PAGE using 10% acrylamide gel and transferred onto
PVDF membrane. Membrane was then incubated with phospho-specific antibodies directed
against JAK2, STAT3, MEK1/2 and ERK1/2 as described in Materials and Methods. The
membranes were then stripped and reprobed with antibodies against total proteins for equal
loading. The lower panel under each blot shows the densitometric analysis of bands intensities
expressed as the ratio of phosphor-protein to total protein relative to the level at 0 min (arbitrarily
set at 100%). Data are expressed as mean + S.E.M. from three separate experiments using

different passage of HTR-8/SVneo cells; *P <0.05, **, P <0.01; ***, P <0.001.

FIG. 3: DOI induces JEG-3 and HTR-8/SVneo cells migration. Wound healing assay was
performed as described in Materials and Methods to evaluate migration of JEG-3 (A) and HTR-
8/SVneo (B). Cells were treated with culture media (CTL) and DOI (25 puM) or with 10 uM of

ritanserin (Rit) and 25 puM of DOI (Rit + DOI) for 48 h. Images were obtained from photos (A)
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and (B), respectively, using image J software where the black zones delimit the border of the
scratch injury and the percentage wound closure was calculated. (C) The relative migration is
expressed as ratio of the percentage of DOI- and of Rit + DOI-treated JEG-3 (m) and HTR-
8/SVneo (O) cells vs. non-treated control cells (set at 100 %). The results are compiled from at

least three independent experiments.**; P < 0.01, ***; P < 0.001.

FIG. 4: DOI induces trophoblastic cells invasion. Matrigel invasion assay was performed as
described in Materials and Methods to evaluate invasion of trophoblastic cells. JEG-3 and HTR-
8/SVneo (A) and evCTB (C) were treated with culture media (CTL) and increasing
concentrations of DOI (2.5, 25, 50, 100 uM) for 48 h. In some experiments JEG-3 and HTR-
8/SVneo cells (D) were treated with a combination of 10 uM of 5-HT,a antagonist ritanserin
(Rit) and 25 uM of DOI (Rit + DOI). 10% of FBS served as positive control. Typical photos
were obtained from invading cells that penetrate to the downward surface of the insert at each
condition of treatment (B). The relative invasion of cells under different conditions is normalized
to non-treated control cells (set at 100 %). The results are compiled from three independent
experiments using different passages of JEG-3 (m) and HTR-8/SVneo (o) cells and data are

expressed as mean + S.E.M, **, P < 0.01; ***, P < 0.001.

FIG. 5: DOI induces MMP-9 and MMP-2 mRNA expression through 5-HT,a receptor.
Total RNA from JEG-3 (A), HTR-8/SVneo (B) and evCTB (C) treated with culture media and
increasing concentrations of DOI (2.5, 25, 50, 100 uM) were extracted and amplified using
specific primers for MMP-2 and MMP-9 gene as described in Materials and Methods. B-actin

and cyclophilin A served as references genes for trophoblastic cell lines and evCTB respectively.
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In some experiments, JEG-3 cells (D) and HTR-8/SVneo (E) were treated with culture media
(CTL), 10 pM of ritanserin (Rit) and 25 uM of DOI (Rit + DOI). Densitometric analysis
represents the ratios of densities of the bands of MMP-9 and MMP-2 to B-actin of DOI-treated
cell normalized to control cells (set at 100%). Data are expressed as mean = S.E.M. from three
separate experiments using different passage of JEG-3 (m) and HTR-8/SVneo (0) cells; **, P <

0.01; ***, P <0.001.

FIG.6: Effects of on protein expression and activity of MMP-9 and MMP-2 in trophoblastic
cells. Total proteins from JEG-3 (A) and HTR-8/SVneo (B) exposed to increasing doses of DOI
(0, 2.5, 25, 50, 100 uM) were analyzed by Western blots as described in Materials and Methods.
The membranes were incubated with MMP-9 and MMP-2 antibodies. Then, membranes were
stripped and reprobed with B-actin antibody for equal loading control. Supernatants from JEG-3
(C), HTR-8/SVneo (D) and evCTB (E) exposed to increasing doses of DOI (0, 2.5, 25, 50, 100

uM) were collected after 48 h, concentrated and resolved on 10% of SDS-polyacrylamide gels

containing 1mg/ml of gelatin according to Materials and Methods. In Western blot and

zymography, densitometric analysis represents, respectively, the ratios of optical densities of the
bands of MMP-9 and MMP-2 to B-actin of DOI-treated cell normalized to control cells (set at
100%) and the ratios of the bands of MMP-9 and MMP-2 of DOI-treated cells normalized to
non-treated control cells (set at 100%). Results are obtained from at least three independent
experiments using different passages of JEG-3 (m) and HTR-8/SVneo (o) cells; *P < 0.05, **P

<0.01, ***P < 0.001.
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FIG. 7: DOI-induced MMP-9 and MMP-2 expression requires STAT3 but not ERK1/2
activation in HTR-8/SVneo. HTR-8/SVneo were pre-treated for 60 min. with the indicated
concentrations of ERK1/2 inhibitor U0126 (A and D) and JAK2 inhibitor AG490 (B and C)
respectively and then challenged with 25 uM of DOI. 50 pg of total protein were resolved with
gel electrophoresis and transferred to PVDF membrane, which was then incubated with the
indicated phospho-specific antibodies. The membranes were stripped and reprobed with
antibodies against p-actin for equal loading. In some experiments, total RNA were extracted
from JEG-3 (E) and HTR-8/SVneo (F) treated with culture media (CTL), 25 uM of DOI (DOI),
25 uM of U0126 (U), 30 uM of AG490 (AG) and a combination of U0126 plus AG490 (U+AG).
Total RNA were then amplified by RT-PCR using specific primers for MMP-2 and MMP-9 gene
according to Materials and Methods. B-actin gene served as reference gene. Densitometric
analysis represents the ratios of densities of the bands of MMP-9 and MMP-2 to B-actin of DOI-
treated cells normalized to control cells (set at 100%). Data are expressed as mean = S.E.M. from
three separate experiments using different passage of JEG-3 (m) and HTR-8/SVneo (o) cells;

**pP < 0.01; ***P < 0.001.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure. 4 @
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Figure 6

MMP-9 activity
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Figure 7
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Supplemental data 1: Expression of 5-HT,a receptor in extravillous trophoblastic
cells. (A) Expression of the 5-HT,a receptor mRNA in primary extravillous trophoblastic
cells (evCTB), extravillous trophoblast-derived HTR-8/SVneo cell line and
choriocarcinoma JEG-3 and BeWo cell lines (used as positive controls) detected by RT-
PCR. Total RNAs were reverse transcribed and amplified with polymerase chain reaction
by using primers specific for the 5-HT,a receptor. The samples were separated by
electrophoresis on 1.5% agarose gel. (B) Expression of the 5-HT,a receptor protein in
primary extravillous trophoblastic cells (evCTB), extravillous trophoblast-derived HTR-
8/SVneo cell line and choriocarcinoma JEG-3 and BeWo cell lines (used as positive
controls) detected by Western blots. Protein samples extracted from HTR-8/SVneo and
choriocarcinoma cell lines (30 pg) were resolved on SDS-PAGE using 10% acrylamide
gel and transferred onto PVDF membrane, which was then incubated with 5-HTa
receptor antibody. The membranes were stripped and probed with B-actin antibody. The
ratios of bands densities of 5-HT,a receptors expressions to f-actin (histogram) were

quantified by densitometry (A and B).
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SUPPLEMENTAL-1
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DISCUSSION GENERALE
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Ce projet contribue a une meilleure compréhension du rdle du récepteur 5-HTa
dans le processus invasif des cellules trophoblastiques (prolifération, migration,
invasion). Les résultats demontrent que I’activation sélective, par le DOI, du récepteur 5-
HT,a stimule la prolifération des cellules BeWo et JEG-3 et que cette prolifération est
associée a I’induction des voies de signalisation JAK2/STAT3 et MEK/ERK1/2. Ces
deux voies de signalisation sont impliquées dans I’effet mitogénique observé, suite a la
stimulation du récepteur 5-HT,5 et I’activation de la voie PLC/PKC/ERK1/2 est
dépendante de I’activation de la voie JAK2/STAT3. Cette étude montre également que
I’activation du récepteur 5-HT,a induit I’invasion des lignées trophoblastiques de
phenotype invasif (JEG-3 et HTR-8/SVneo) et les primocultures de trophoblaste
extravilleux. Cependant, la stimulation des capacités migratoires et invasives des cellules
se fait via une augmentation de I’expression et de I’activité des métalloprotéinases MMP-
9 et MMP-2 et est dépendante, comme pour I’effet mitogénique, de I’activation de la voie
de signalisation JAK2/STATS3 dans les cellules JEG-3 et HTR-8/SVneo, mais pas dans
les primocultures de trophoblaste extravilleux.

Les résultats du chapitre 1, montrent que la sérotonine et I’agoniste sélectif du récepteur
5-HT,a, le DOI, stimulent la prolifération des cellules JEG-3 et BeWo. Cet effet
mitogénique du DOI et de la sérotonine est inhibé par I’antagoniste sélectif du récepteur
5-HT,a; la kétansérine. Le pourcentage de serum (sérum feetal bovin (FBS)) est
déterminant dans I’effet du DOI et de la sérotonine sur la prolifération trophoblastique.
Le DOI stimule la prolifération cellulaire des cellules JEG-3 et BeWo en présence de
faibles concentrations de sérum (0,5% de FBS), tandis qu’il n’a aucun effet sur la
prolifération dans un milieu supplémenté avec 10% FBS. Le méme phénomeéne a été
observé dans les cellules MCF-7 du cancer du sein (Sonier et al., 2006). Ce résultat peut
étre expliqué par le fait que la sérotonine provoque une désensiblisation des récepteurs 5-
HT,a. Par exemple, il a été démontré dans les fibroblastes 3T3 que la sérotonine présente
dans le sérum provoque une désensiblisation du récepteur 5-HT,a (> 75%), une
diminution de son expression (60%) et une inhibition de la prolifération cellulaire
(Saucier et al., 1998). Ce phénomeéne représenterait une valve de sécurité (safety valve)
pour empécher une croissance anormale due a une activation continue du récepteur 5-

HT,a par la sérotonine. A noter qu’il existe des méthodes alternatives (autre que de
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travailler a faible concentration de FBS) pour diminuer le quantité de sérotonine dans le
sérum, tels que le traitement au dextran activé par le charcoal ou la dialyse avec une
solution saline osmo-équivalente en présente de membranes avec une de capacité 12000
daltons. Dans ce dernier cas, les concentrations des petits composes comme les ions, sels,
acides aminés, vitamines et autres molécules de moins de 12000 daltons (e.g. serotonine)

sont considérablement réduites.

L’un des obstacles avec les études pharmacologiques utlisant des antagonistes et/ou
agonistes des récepteurs de la sérotonine est le manque de sélectivité de ces derniers. Le
DOI présente également une affinité pour les récepteurs 5-HT,c et 5-HT,g, et la
kétansérine a une affinité pour les récepteurs a-adrénergiques et sérotoninergiques 5-
HT,c et 5-HT 5 (Kennett et al., 1997). Par ailleurs, notre groupe a montré la présence des
transcrits 5-HT,c et 5-HT,g dans les cellules trophoblastiques (Mémoire de maitrise de
Mélanie Viau, INRS-IAF 2009). Cependant, certains éléments sont en faveur du réle
mitogénique du DOI, via le récepteur 5-HT 4, dans les cellules du choriocarcinome JEG-
3 et BeWo. La kétansérine présente une affinité 70 fois plus élevée pour les récepteurs 5-
HT,a que pour les récepteurs 5-HT ¢, ce qui en fait un antagoniste efficace pour étudier
sélectivement le rdole des récepteurs 5-HT,a dans les effets induits par la serotonine
(Baxter et al., 1995). Dans l'impossibilité de trouver un agoniste ou un antagoniste
sélective des récepteurs 5-HT,a, le pré-traitement des cellules JEG-3 et BeWo par un
anticorps spécifique anti-5-HT,a permettrait de neutraliser ces récepteurs et par
conséquence confirmer ou infirmer leur réle dans la prolifération cellulaire due au DOI.
La diminution de I'expression des récepteurs 5-HT,a par l'utilisation de la technique
d'’ARN interférent (ARNi) ciblant les récepteurs 5-HT,a permettrait également de
confirmer le réle de ce récepteur dans I'effet prolifératif du DOI sur les cellules JEG-3 et
BeWo.

Le r6le mitogénique du récepteur 5-HT 4 a été démontré dans plusieurs cellules saines et
néoplasiques (Greene et al., 2000, Grewal et al., 1999, Guillet-Deniau et al., 1997) (voir
section 1.3.2.1.2). La prolifération cellulaire est la résultante de deux composantes :
I’augmentation du nombre de cellules et la progression dans le cycle cellulaire. Nos
résultats montrent que le DOI induit une progression du cycle cellulaire des cellules

BeWo et JEG-3 bien que ce soit d’une maniere différente pour les deux types cellulaires.
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En effet, le DOI augmente le nombre de cellules BeWo et JEG-3 en phase S et en phase
G2/M respectivement. Cette différence dans la réponse des cellules BeWo et JEG-3 au
traitement par le DOI réflete la différence phénotypique entre les deux types cellulaires
due probablement a leurs caractéristiques intrinséques uniques. Plusieurs exemples ont
été rapportés quant a la différence des cellules BeWo et JEG-3 en réponse a un méme
traitement. Par exemple, le TGF-B bloque I’invasion des cellules JEG-3 alors qu'il n'a
aucun effet sur les cellules BeWo (Al-Nasiry et al., 2006, Pospechova et al., 2009). Par
ailleurs, les cellules JEG-3 et BeWo réagissent différemment aux inducteurs de
I’apoptose et aux inducteurs de la fusion cellulaire et de I’invasion cellulaire (Al-Nasiry
et al., 2006, Pospechova et al., 2009). Un autre exemple a été observé en réponse a une
indolamine dérivée de la sérotonine : la melatonine. Cette derniere exerce des effets
antiprolifératifs pour les cellules JEG-3 en bloquant ces cellules dans la phase G1 du
cycle cellulaire,en revanche elle exerce un effet pro-apoptique sur les cellules BeWo via
la perméabilisation mitochondriale (Lanoix et al., 2013, Shiu et al., 2000). En fait, la
différence phénotypique entre les JEG-3 et les cellules BeWo serait liée a I’expression
différentielle de centaines de génes associés a la réponse au stress cellulaire, a I’adhésion
cellulaire, a la transduction du signal et au métabolisme des protéines et des nucléotides
(Burleigh et al., 2007). Dans le cadre de notre étude, un autre aspect traduisant la
différence entre les cellules JEG-3 vs BeWo est I’intensité méme de la réponse au
traitement par le DOI. Le DOI induit une forte prolifération des cellules BeWo (125% vs
témoin) par rapport aux cellules JEG-3 (112% vs témoin) et BeWo, ce qui nous pousse a
nous questionner quant a I’origine de cette difféerence de réponse au DOI entre les deux
types cellulaires. Cette différence serait-elle corrélée au nombre de récepteurs 5-HTa
exprimés a la surface membranaire des cellules JEG-3 et BeWo, ou plutdt serait-elle le
résultat d’une amplification du signal mitogénique en aval des récepteurs 5-HTa
intégrant davantage d’effecteurs de la signalisation 5-HT,a dans les cellules BeWo vs
JEG-3. Des études de liaison du DOI marqué a I’iode 125 ([1'*°]-DOI) aux récepteurs 5-
HT,a pourrait aider a confirmer la premiere hypothese. La seconde hypothese pourrait
étre étudiée en utilisant la méthode de I'analyse globale des activités de I’ensemble des

protéines cellulaires par micropuces protéomiques.
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A noter que l'effet prolifératif du DOl a été analysé avec le sel de tétrazolium MTT
(bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium). Ce dernier est réduit
par l'activité déshydrogénase mitochondriale en formazan. Ainsi, la quantité de formazan
formée et mesurable est proportionnelle au nombre de cellules viables. Il faut noter que le
processus de viabilité cellulaire ne reflete par nécessairement le processus de
prolifération cellulaire. En effet, le processus de viabilité cellulaire se traduit par une
augmentation de la survie cellulaire, alors que la prolifération cellulaire se traduit par une
augmentation du nombre de cellules et donc de la quantité d'’ADN néo-synthétisée. Ces
deux processus doivent étre également distingués du processus de croissance cellulaire
qui démontre une augmentation de la taille cellulaire. Dans la presente étude, I'effet
prolifératif du DOI a été analysé par la technique de cytométrie en flux qui permet
d’étudier I'effet du DOI sur la progression des cellules dans le cycle cellulaire.

Apres avoir démontré la fonctionnalité du récepteur 5-HT,a (effet mitogénique) dans les
cellules JEG-3 et BeWo, nous avons demontré que I’effet prolifératif du DOI est associé
a une stimulation des voies de signalisation MEK/ERK1/2 et JAK2/STAT3. Ce résultat a
été rapporté dans plusieurs types cellulaires (Greene et al., 2000, Grewal et al., 1999,
Guillet-Deniau et al., 1997). Dans le processus de placentation, ces deux voies de
signalisation font partie des voies déterminantes dans I’engagement du trophoblaste vers
la migration/prolifération ou vers la différenciation/fusion. En effet, I’activation de la
voie ERK1/2 est liée a la modulation de la voie de syncytialisation du trophoblaste
(différenciation morphologique et biochimique) alors que la voie JAK2/STATS3 est liee
au processus de la différenciation invasive (prolifération/migration/invasion) (Corvinus et
al., 2003, Daoud et al., 2005, Fitzgerald et al., 2005b, Poehlmann et al., 2005, Takeda et
al., 1997, Vaillancourt et al., 2009).

Les resultats du chapitre 2 démontrent que la prolifération des cellules JEG-3 qui est une
composante de I’invasion trophoblastique implique I’activation de deux voies de
signalisation JAK2/STATS3 et G¢11/PLCB/MAPK. Par ailleurs, nos résultats montrent que
I’activation d'ERK1/2 nécessite une activation préalable de la voie JAK2/STAT3. Bien
que le lien entre les voies ERK1/2 et STAT3 a été etablie dans notre étude, I’effecteur
commun intégrant les deux voies de signalisation reste a identifier. Une étude

intéressante decortiquant le lien moléculaire entre les voie Ras/Raf/ERK1/2 et
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JAK2/STATS3 activées dans les cellules du muscle lisse vasculaire en réponse a la
stimulation du récepteur a I’angiotensine, AT1 (RCPGgy11) a démontré que la protéine
Raf-1 est le point de convergence entre les voies JAK2/STAT3 et Ras/Raf/ERK1/2
(Marrero et al., 1995, Marrero et al., 1998). L’inhibition de JAK2 par AG490 empéche
I’interaction entre ces deux voies de signalisation et par conséquent inhibe la prolifération
cellulaire et I’activation de la protéine ERK1/2 (Marrero et al., 1998). Pour confirmer ce
mécanisme dans notre modele cellulaire, une inactivation spécifique de JAK2 par la
technique d’ARNi suivi d'une Vérification de I'état de phosphorylation de Raf-1
permettrait de confirmer ou infirmer le role de JAK2 dans la I’activation de l'axe
PLC/PKC/Ras/Raf-1 et par conséquence dans l'activation d’ERK1/2. Un autre moyen de
démontrer l'interconnexion entre la protéine JAK2 et la voie PLC/PKC/Ras/Raf/ERK1/2
au niveau de la protéine Raf-1 est de réaliser des études de co-immunoprécipitation avec
des anticorps anti-JAK2 et vérifier la présence de Raf-1 dans le complexe protéique

immunoprécipité par immunobuvardage de type Western.

Les études de la conversation croisée entre la voie STAT3 et la voie ERK1/2 ont rapporté
des niveaux d'hiérarchisations différents entre ces deux voies de signalisation. En effet,
des études ont démontré que l'activation de la voie des ERK1/2 est requise pour une
activité maximale de la protéine STAT3 (Plaza-Menacho, van der Sluis et al., 2007),
alors que d'autres études suggere plutt l'inverse. Dans cette derniere situation, la
modulation positive de l'activation d'ERK1/2 par la voie JAK2/STAT3 peut se faire par
les modulateurs répresseurs de la signalisation JAK/STAT ; les protéines. SOCS.
L'isoforme SOCS3 induit par la voie STAT3, grace a sa liaison physique, inactive la
protéine RasGAP, un régulateur de la voie Ras, conduisant a une activation de la voie
ERK1/2 (Rawlings, Rosler et al., 2004). Cette derniére hypothése pourrait étre verifiée
par une analyse par PCR en temps réel des niveaux d'expression de SOCS3 dans les
cellules JEG-3 apres traitement par le DOI. Des tests d'invalidation de la protéine SOCS3
en utilisant la technique d'interféence par ARN double brin (ARNi) pourrait également
nous renseigner sur I'état de phosphorylation de la protéine ERK1/2. En conclusion, bien
que la conversation croisée entre les voies MEK/ERK1/2 et JAK2/STAT3 a déja été

démontrée dans plusieurs types cellulaires, nous sommes les premiers a démontrer
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I'importance de la protéine JAK2 dans l'activation de ERK1/2 dans le trophoblaste

humain.

Dans le chapitre 3, nous avons étudié le réle du récepteur 5-HT,a dans la stimulation de
I’invasion trophoblastique et les mécanismes cellulaires impliqués. De plus en plus de
travaux critiquent les cellules JEG-3 comme modele placentaire. Ces études considerent
que les cellules JEG-3 (issues de choriocarcinome placentaire) ne reflétent pas ce qui se
passe réellement dans le trophoblaste humain invasif et décrivent ces cellules comme
ayant un comportement trophoblast-like commun a toutes les cellules cancéreuses. Pour
pallier a ce probleme, nous avons choisi deux autres modéles placentaires du trophoblaste
extravilleux, a savoir, la lignée cellulaire HTR-8/SVneo issue de la transfection
d’explants de trophoblaste extravilleux de premier trimestre (Graham et al., 1993) et les
primocultures de trophoblaste extravilleux du premier trimestre. Dans un premier temps,
nous avons demontré que le récepteur 5-HT,a est exprimé dans les primocultures de
trophoblaste extravilleux et dans les cellules HTR-8/SVneo. L’analyse semi-quantitative
des transcrits du récepteur 5-HT 5 démontre une plus grande abondance des transcrits du
5-HT,a dans les lignées trophoblastiques JEG-3 et HTR-8/SVneo vs les primocultures de
trophoblaste extravilleux. Ce résultat suggere que la surexpression des transcrits du
récepteur 5-HT 4 refléte la différence phénotypique entre le trophoblaste primaire vs les
lignées trophoblastiques et pourrait expliquer le fort pouvoir invasif des lignées
trophoblastiques (JEG-3 et HTR-8/SVneo) vs les primocultures. La surexpression du
récepteur 5-HT,a et une altération de la signalisation 5-HT,a ont été observées dans les
cellules d'ostéosarcomes fortement invasives vs les cellules d’ostéoblastes normales (non
invasives) (Bracha et al., 2013). Les mémes observations ont été faites pour les cellules
cancéreuses de gliome vs les astrocytes feetaux sains humaines (Merzak et al., 1996).
Dans ces dernieres cellules, les transcrits codant pour les différents types de récepteurs de
la sérotonine sont présents exceptés les transcrits codant pour les récepteurs 5-HT,a. Le
traitement des lignées de gliomes (exprimant 5-HT,4) par la sérotonine stimule leurs
capacités prolifératives, migratoires et invasives probablement via I’activation des
récepteurs 5-HT,a bien que le mécanisme moléculaire impliqué n’a pas été étudie
(Merzak et al., 1996).
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L’invasion des tissus utérins par le trophoblaste extravilleux nécessite la sécrétion par ce
dernier de MMPs capable de dégrader la matrice extracellulaire. Le trophoblaste
extravilleux sécréte plusieurs métalloprotéases. Parmi celles-ci, les plus étudiées sont la
MMP-2 et la MMP-9 (voir section 11.3.2). Nous avons démontré que I’activation
spécifique du récepteur 5-HT,a stimule I’expression (ARNm et protéines) et I’activité
des métalloprotéases (MMPs)-9 et -2 dans les lignees trophoblastiques JEG-3 et HTR-
8/SV/neo mais pas dans les primocultures du trophoblaste extravilleux. Cette différence
entre les lignées et les primocultures peut étre expliquée par la différence entre les
phenotypes des lignées trophoblastiques vs primocultures. Par exemple, les lignées
trophoblastiques JEG-3 sont connues pour avoir des capacités invasives intrinseques plus
importantes que les primocultures due a la présence d’un grand pool de protéine STAT3
constitutivement active (Corvinus et al., 2003, Fitzgerald et al., 2005a, Fitzgerald et al.,
2005b). Les cellules trophoblastiques sont un groupe hétérogene de cellules feetales
formant l'interface feeto-maternelle et qui affichent un large éventail de fonctions. La
régulation de leur comportement dépend de leur profil d’expression génique. Cette
expression est en partie sous le contr6le des micros ARN (miARN) qui sont de petites
molécules d’ARN simple brin et capables de moduler I'expression des genes au niveau
post-transcriptionel. La comparaison des profils d’expression de ces miARNs a montré
une grande différence entre les primocultures du trophoblaste extravilleux du premier
trimestre et celui des lignées de cellules trophoblastiques JEG-3 et HTR-8/SVneo
(Morales-Prieto et al., 2012).

Bien que l'activité des MMP-2 et MMP-9 est augmentée dans les lignées mais pas dans
les primocultures, les résultats obtenus dans les lignées trophoblastiques sont en accord
avec d'autres études confirmant le r6le primordial des MMP-9 et MMP-2 dans I’invasion
du trophoblaste extravilleux (Cohen et al., 2009, Fluhr et al., 2008, Onogi et al., 2011).
Dans ces cellules, I’expression et I’activité de MMP-9 et MMP-2 sont régulées par
plusieurs facteurs de croissance et hormones via les voies de signalisation ERK1/2 et
STAT3 (Smola-Hess et al., 2001, Takino et al., 2004, Xie et al., 2004). L’ analyse des
promoteurs de MMP-2 et MMP-9 montre la présence de sites de fixation pour la protéine
STATS3 et pour des facteurs de transcription actives par la protéine ERK1/2, comme les
facteurs SP-1 et AP-1 (Chung et al., 2004, Kuo et al., 2006, Milanini-Mongiat et al.,
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2002, Qin et al., 1999, Sato et al., 1993, Xie et al., 2004). Ces observations nous ont
pousseé a émettre I'nypothese que l'activation des MMP-2 et MMP-9 dans les lignées
trophoblastiques traitées par le DOI implique principalement I'activation de STAT3. En
effet, nos résultats confirment notre hypothése puisque seule I’inhibition de la voie
STATS3, et non ERK1/2, bloque I’effet stimulant du DOI sur I’expression de MMP-2 et
MMP-9.

Le procédé d'invasion tumorale a relevé I’importance de I'activité de STAT3. Une activité
aberrante de la forme phosphorylée de STAT3 a été reportée dans des cellules ayant un
comportement neoplasique comme I’hyperplasie et I'invasion (Bromberg et al., 1999a,
Bromberg et al., 1999b). STAT3 constitutivement active est impliqué dans la régulation
de la transcription de facteurs liés a la motilité cellulaire et a la production de protéases
nécessaires a l'invasion tumorale (Boccaccio et al., 1998, Bowman et al., 2000, Yeung et
al., 1998, Zhang et al., 2002a). Dans ce contexte, quelle pourrait étre la pertinence de
I'implication de STAT3 dans I’invasion trophoblastique des grossesses pathologiques ?
La réponse a cette question n’était pas possible avant que les chercheurs découvrent un
lien entre les grossesses pathologiques (prééclampsie et restriction de croissance intra-
utérine) et le processus d’invasion trophoblastique. Dans ce type de grossesses
caractérisees par un défaut d’invasion du trophoblaste, le placenta se trouve, non
seulement mal ancré dans le tissu de la matrice maternelle, mais souffre aussi d’un
manque de vascularisation qui se traduit par un risque plus élevé de restriction de
croissance intra-utérine et un décollement prématuré du placenta (Bischof et al., 1996,
Matthiesen et al., 2005, Zhou et al., 1997a). Jusqu'a présent, rien n'est indiqué sur le role
de STAT3 dans la dérégulation de l'invasion du trophoblaste dans ce genre de grossesses,
mais les données présentées ci-dessus suggerent son implication. Ainsi, la prééclampsie
pourrait étre associée a une activation réduite de I’activité de STAT3. Dans les grossesses
préeclamptiques, la concentration plasmatique de la sérotonine et I'excrétion urinaire des
métabolites de la sérotonine (comme I’acide 5-hydroxyindolacétique (5-HIAA)) sont
augmentés (Bolte et al., 2001, Carrasco et al., 1998). Par ailleurs, une réduction de
I'efficacité catalytique de la monoamine oxydase-A (MAO-A), fortement exprimée dans
le placenta et enzyme majeur de la dégradation de la sérotonine, et une réduction de la

production de la sérotonine a été rapportée (Sivasubramaniam et al., 2002; Lanoix et al.,
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2012). Par ailleurs, dans les grossesses compliquées par un diabete gestationnel, les
niveaux d’expression du récepteur 5-HT,a et du transporteur de la sérotonine sont
diminués (Viau et al., 2009) et pourrait ainsi altérer la signalisation dépendante de
STATS3 et donc l'invasion du trophoblaste et les fonctions du trophoblaste villeux, tels
que le transport de glucose...). En outre, les protéines STAT3 activées par les récepteurs
5-HT,a sont impliquées dans l'absorption du glucose musculaire (Guillet-Deniau et al.,
1997). L’effet de la sérotonine sur la fonction du trophoblaste ne se limite pas au
récepteur 5-HT,a puisque, d’autres récepteurs de la sérotonine sont exprimés par le
trophoblaste (5-HT 14, 5-HT 25 et »c). Une meilleure caractérisation du systeme sérotonine
dans le trophoblaste (production de sérotonine, récepteurs de la sérotonine, transporteur)
s’avere primordiale pour comprendre le rdle et le mécanisme d’action de la sérotonine et

de ses récepteurs dans la fonction du trophoblaste.
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CONCLUSION GENERALE
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Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet doctoral ont permis de mettre en
lumiere le role de la sérotonine et de son récepteur 5-HT,a dans la fonction invasive du
trophoblaste. La fonction invasive est un processus physiologique complexe mais
important dans la mise en place du placenta et par conséquent dans le bien-étre du feetus.
Cette étude montre que I’activation du récepteur 5-HT 24 exerce des effets mitogéniques
sur les cellules trophoblastiques. Cette prolifération dépendante du récepteur 5-HT,a est
associée a une progression dans le cycle cellulaire du trophoblaste et nécessite une
activation des voies de signalisation JAK2/STAT3 et MEK/ERK1/2. L’interconnexion
entre les deux voies de signalisation montre que la co-activation préalable des protéines
JAK2/STATS3 et de I’axe PLC/PKC/Raf est nécessaire pour I’activation de la protéine
ERKZ1/2. L activation du récepteur 5-HT, par le DOI stimule la migration et I’invasion
du trophoblaste extravilleux. Ce pouvoir pro-invasif du récepteur 5-HT,a est associé a
une augmentation de I’expression et de I’activité des MMP-2 et MMP-9 et se fait via un
mécanisme moléculaire impliquant la voie de signalisation JAK2/STAT3 dans les lignées
trophoblastiques mais pas dans les primocultures du trophoblaste extravilleux du premier
trimestre. Ce constat reflete la complexité des différents modeles de cellules
trophoblastiques disponibles et justifie la critique grandissante vis-a-vis de I’utilisation de
ces cellules comme modéles pour les études in vitro du placenta (ex. lignées vs
primocultures et lignées entre-elles). Des études complémentaires doivent étre réalisées
sur les primocultures du trophoblaste du premier trimestre pour la caractérisation du réle
et du mode d’action du récepteur 5-HT ;4 dans la différenciation invasive du trophoblaste
extravilleux dans des grossesses normales vs des grossesses pathologiques (diabéte
gestationnel, prééclampsie, restriction de croissance intra-utérine). Dans I’ensemble, ces
travaux ont permis de démontrer le réle et le mécanisme d’action du récepteur 5-HT,a
dans I’invasion du trophoblaste in vitro. Ces travaux suggeérent que la serotonine
(d’origine placentaire et/ou maternelle), et en partie via son récepteur 5-HT,a pourrait
exercer un effet (autocrine et/ou paracrine) sur le développement du trophoblaste et par

conséquent sur le bon déroulement de la grossesse.
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