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RESUME

Une femme sur cing sera atteinte de dépression durant la grossesse, et 8-13 % d’entre
elles seront traitées avec des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine
(ISRS), la classe d’antidépresseurs la plus prescrite chez les femmes enceintes. Le bon
déroulement d’'une grossesse et du développement foetal est tributaire de bons
développement et fonctionnement placentaires. Les cellules trophoblastiques, cellules-
clefs du placenta, se différencient selon deux phénotypes : le cytotrophoblaste villeux
(CTBv) et le cytotrophoblaste extravilleux (CTBev). Les CTBv (mononucléées)
fusionnent et se différencient pour former le syncytiotrophoblaste (STB; plurinucléé) ;
c’est la syncytialisation. Les CTBev migrent et envahissent la muqueuse utérine, et sont
indispensables a limplantation et au remodelage des artéres spiralées utérines
maternelles. Un défaut d’invasion/migration ou de syncytialisation peut causer des
complications importantes de grossesse, voire méme une mortalité maternelle ou
foetale. Pourtant, I'effet des ISRS sur le développement du trophoblaste humain n’a
jamais été étudié.

Basé sur la littérature scientifique, les hypotheéses de recherche sont que les ISRS a
des concentrations thérapeutiques (0.03 a 10 uM): (1) n‘ont pas d'effet sur la
syncytialisation du CTBv, et (2) alterent le processus d’'implantation via I'inhibition de
l'invasion, de la migration et de la prolifération des CTBev. Les objectifs spécifiques
sont de déterminer l'effet des ISRS (fluoxétine, norfluoxétine, sertraline, venlafaxine,
citalopram et paroxétine) sur : (1) la différenciation fonctionnelle (sécrétion de 'hormone
gonadotrophine chorionique humaine (hCG)) et morphologique (fusion), et 'apoptose
du trophoblaste villeux, dans les cellules de choriocarcinome BeWo et les primocultures
de CTBv de placentas de grossesse normale a terme ; et (2) l'invasion, la migration et
la prolifération des CTBev, dans les lignées JEG-3 (choriocarcinome) et HIPEC (dérivée
de primocultures humaines de trophoblastes extravilleux). Les résultats démontrent
gu’aucun de ces ISRS, aux concentrations retrouvées dans le sang maternel et dans le
sang de cordon, n’a d’effets cytotoxiques, mais qu’ils ont des effets concentration- et
structure-dépendants sur l'une ou lautre des caractéristiques étudiées (fusion,

différenciation biochimique, invasion, migration). Les résultats montrent également une



différence de sensibilité aux ISRS entre les CTBv et les CTBev (prolifération, cycle
cellulaire), ainsi qu’entre les lignées et les primocultures. Cette étude permet de mieux
comprendre les effets des antidépresseurs de type ISRS sur le développement
placentaire. Elle permet d’avoir une meilleure idée de quel ISRS a le plus d’impact sur
les trophoblastes villeux et extravilleux (e.g. sertraline) et fournit de nouvelles
connaissances pour éclairer la communauté scientifique et les praticiens sur le bien-

fondé de I'utilisation de ISRS pour le traitement des femmes enceintes dépressives.

Mots clefs : antidépresseur, grossesse, placenta, fusion, différenciation, invasion,

migration, prolifération, métalloprotéase matricielle
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ABSTRACT

One in five women will develop depression during pregnancy, and 8-13% of them will be
treated with selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIS), which is the most
commonly prescribed antidepressant class during pregnancy. Sucessful pregnancy and
healthy fetal development depends on the quality of placental development and
function. Trophoblasts, key placental cells, differentiate into two phenotypes: villous
cytotrophoblasts (vCTB) and extravillous cytotrophoblasts (evCTB). vCTBs
(mononucleated) fuse and differentiate to form the syncytiotrophoblast (STB,
plurinucleated); a process called syncytialization. evCTBs migrate and invade the
maternal uterus, and are crucial for embryo implantation and for the adaptation of
maternal spiral arteries. A defect of invasion / migration or syncytialization can cause
significant pregnancy complications, and even maternal or fetal mortality. However, the
effect of SSRIs on the human trophoblast development has never been studied.

Based on the scientific literature, the research hypotheses are that the SSRIs at
therapeutic concentrations (0.03 to 10 puM): (1) have no effect on the syncytialization of
vCTBs, and (2) alter the implantation process via inhibition of invasion, migration and
proliferation of evCTBs. The specific objectives are to determine the effects of SSRIs
(fluoxetine, norfluoxetine, sertraline, venlafaxine, citalopram and paroxetine) on:
(1) functional differentiation (human chorionic gonadotropin (hCG) secretion),
morphological differentiation (fusion) and villous trophoblast apoptosis, in BeWo
choriocarcinoma cells and human placental trophoblast cells from normal term
pregnancy placentas; and (2) invasion, migration and proliferation of CTBev, in JEG-3
(choriocarcinoma) and HIPEC (derived from human primary extravillous trophoblast
cells) lines. The results demonstrate that none of these SSRIs, at concentrations found
in maternal blood and cord blood, have cytotoxic effects, but that they have
concentration- and structure-dependent effects on one or the other studied
characteristics (fusion, biochemical differentiation, invasion, migration). The results also
show a sensitivity difference to SSRIs between CTBv and CTBev (proliferation, cell
cycle), as well as between cell lines and primary cells. This study provides insights into

the effects of SSRIs on placental development. It provides a better idea of which SSRIs

vil



have the greatest impact on villous and extravillous trophoblasts (e.g. sertraline) and
provides new insights to inform the scientific community and practitioners about the

appropriateness of using SSRIs for the treatment of depressed pregnant women.

Key words: antidepressant, pregnancy, placenta, fusion, differentiation, invasion,

migration, proliferation, matrix metalloproteinase
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1 CHAPITRE 1 : CADRE CONCEPTUEL

1.1 Placenta humain

1.1.1 Généralités

Le placenta humain, organe transitoire et autonome, joue un réle capital dans le bon
déroulement de la grossesse. Etant a l'interface entre le feetus et les tissus maternels,
on peut parler de barriére placentaire (Figure 1.1). Cependant, cet organe pluripotent
possede aussi de nombreuses fonctions : de nutrition, de filtration, d’épuration ainsi
qu’un role de respiration pour le foetus (Malassine, 2001, Schaaps et al., 1998). Organe
endocrine, il produit des hormones stéroides et peptidiques spécifiques a la grossesse
(Vaillancourt et al., 2009). Il a également un réle immunologique en participant a la
tolérance des antigénes foetaux par le systéme immunitaire maternel (Le Bouteiller,
2001).

Le placenta humain comporte des villosités choriales (unités fonctionnelles) composées
d’'une partie flottante dans I'espace intervilleux (villosité flottante) et d’'une partie ancrée
a 'endomeétre maternel (villosité crampon) (Challier et al., 2003) (Figure 1.1). Il est de
type hémomonochorial, c’est-a-dire que le trophoblaste villeux, situé en périphérie des
villosités placentaires, entre directement en contact avec le sang maternel au niveau de
la chambre intervilleuse (Aplin, 1991, Malassine, 2001). Le sang maternel et le sang
foetal ne se mélangent donc pas. Ainsi, les circulations maternelle et foetale sont
séparées par une structure d’origine fcetale, la « barriére placentaire » formée par
'endothélium des capillaires placentaires, le mésenchyme qui les entoure, et le
trophoblaste, les cytotrophoblastes (couche discontinue en 3° trimestre de grossesse)

et le syncytiotrophoblaste.



Figure 1.1
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Schéma de la structure du placenta humain. Vue générale en haut a gauche et coupe
macroscopique d'un placenta mature en haut a droite. En bas, sont présentées, des
coupes longitudinales et transversales d’une villosité choriale a terme. CTB : cytotropho-
blaste, STB : syncytiotrophoblaste, cellule de Hofbauer : macrophage placentaire. Adapté
d’aprés : (Alsat et al., 1999a, Schaaps et al., 1998).



1.1.2 Différenciation du cytotrophoblaste placentaire

Les cytotrophoblastes se différencient selon deux grandes voies : la voie villeuse et la
voie extravilleuse. Le cytotrophoblaste villeux (CTBv), cellule mononucléée, fusionne
avec le syncytiotrophoblaste (STB) sous-jacent. Le STB est une cellule plurinucléé
polarisée, qui constitue la couche cellulaire externe de la villosité chorionique (Figure
1.1) (Alsat et al., 1999). Ce phénomene de fusion est appelé syncytialisation. Il s’agit
d’'un événement rare qui n’est retrouvé que dans trois types cellulaires : le trophoblaste
villeux placentaire, les cellules musculaires squelettiques ainsi que les ostéoclastes
(Huppertz et al., 2001, Vignery, 2000).

Le cytotrophoblaste extravilleux (CTBev) est primordial dans I'implantation de 'embryon
et du placenta dans l'utérus maternel, ainsi que dans le remodelage des arteres
spiralées utérines maternelles. Le CTBev prolifere, puis devient invasif et colonise la
décidue (muqueuse utérine maternelle) et le myometre : c’est le CTBev interstitiel. Par
la suite, certains CTBev migrent dans les vaisseaux maternels (CTBev endovasculaire)
alors que d’autres CTBev se différencient en cellules géantes multinucléées en migrant
dans la décidue (Figure 1.2) (Tsatsaris et al., 2006).
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Figure 1.2 Schéma des voies de différenciation du cytotrophoblaste. Adapté d’aprés (Tsatsaris

et al., 2006) et (Vaillancourt et al., 2009).



1.1.3 Du cytotrophoblaste villeux au syncytiotrophoblaste : la différenciation
morphologique (fusion) et fonctionnelle (biochimique)

1.1.3.1 Généralités

La différenciation du trophoblaste villeux est un processus biologique complexe se
produisant autant in vivo qu’in vitro. Les premiers indices de la fusion trophoblastique
en un syncytium, in vivo, ont été rapportés par Richart en 1961, grace a des études
d’incorporation de thymidine tritiée ([*H]-thymidine) (Richart, 1961a, Richart, 1961b).
Les connaissances sur les mécanismes cellulaires impliqués dans la différenciation du
trophoblaste villeux ont été grandement améliorées depuis qu'’il est possible d’isoler et
de maintenir les CTBv en culture primaire (Kliman et al., 1986) (voir annexe 1). De plus,
des études sur la synthése de 'ADN par incorporation de [*H]-thymidine, ont montré
qu’il N’y a pas de réplication au niveau des noyaux dans la cellule de syncytium
(Richart, 1961b). Pour le maintien du syncytium et la préservation des molécules qui le
composent (lipides, protéines, acides nucléigues, organites, etc.), il y a donc nécessité
d’'une incorporation constante de CTBv par fusion durant toute la grossesse (Lanoix et
al., 2012a, Le Bellego et al., 2009). Pour conserver 'homéostasie, ce phénoméne est
contrebalancé par I'exocytose de matériel apoptotique dans le sang maternel (Huppertz
et al., 2011, Lanoix et al., 2012a).

La syncytialisation est caractérisée par une différenciation morphologique et
fonctionnelle (biochimique) (Kliman et al., 1986, Morrish et al., 1987). La premiére se
définit par la fusion des CTBv en un syncytium, tandis que la seconde se caractérise
par la production d’hormones telles que 'hormone gonadotrophine chorionique humaine
(hCG), et la lactogene placentaire humaine (hPL), 'hormone de croissance placentaire
(pGH), le neuropeptide Y et la leptine (Jacquemin et al., 1996, Kliman et al., 1986,
Morrish et al., 1987, Senaris et al., 1997) (revue de littérature par Costa: (Costa,
2016)). L’'hCG et I'hPL sont deux hormones couramment dosées pour I'étude de la

différenciation fonctionnelle du cytotrophoblaste villeux (Figure 1.3).
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Figure 1.3 Différenciation de primoculture de cytotrophoblastes villeux isolés de placentas
humains a terme. A et B : Différenciation biochimique (fonctionnelle) déterminée par
mesure de la sécrétion d’'hCG (A) et de hPL (B) du jour 1 au jour 6 de culture. C:
Différenciation morphologique observée aprés coloration avec de l'iodure de propidium
(rouge) pour les noyaux et avec un anti-desmosome (vert) pour les membranes. Tiré de
(Lanoix et al., 2008).

1.1.3.2 Facteurs régulant la syncytialisation du trophoblaste villeux

Les mécanismes impliqués dans la différenciation des CTBv sont des processus
complexes qui, a I'heure actuelle, ne sont pas encore tous bien connus (Evain-Brion,

2001, Ji et al., 2012). Néanmoins, ces derniéres années, certains grands mecanismes




et facteurs stimulant ou inhibant les processus de fusion et de différenciation
fonctionnelle ont pu étre identifiés, tels que des facteurs de croissance, des kinases ou

particules rétrovirales (Tableau 1.1).

Différents facteurs de croissance (epidermal growth factor (EGF), colony stimulating
factor (CSF), granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF),
transforming growth factor alpha (TGFa) et vascular endothelial growth factor (VEGF))
(Crocker et al., 2001, Garcia-Lloret et al., 1994, Morrish et al., 1987) et cytokines
(facteur d'inhibition de la leucémie (LIF)) (Nachtigall et al., 1996), d’origine autant
maternelle que foetale, sont impliqués dans la syncytialisation. La hCG, sécrétée par le
STB et biomarqueur de la différenciation fonctionnelle, stimule la syncytialisation de
facon autocrine par rétroaction positive (Alsat et al., 1999, Shi et al., 1993). L’'estradiol
stimule également la fusion des CTBv et la différenciation fonctionnelle (Cronier et al.,
1999). L’extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) et p38 sont deux protéines
kinases impliquées dans linitiation de la différenciation des cellules trophoblastiques
(Roux et al., 2004, Vaillancourt et al., 2009). L’adénosine monophosphate cyclique
(AMPc), via lactivation des protéines kinases A (PKA), induit la fusion et la
différenciation fonctionnelle des cytotrophoblastes in vitro (Gerbaud et al., 2011, Knerr
et al., 2005, Orendi et al.,, 2010). La présence de l'ion calcium, dans le milieu
extracellulaire et aux concentrations physiologiques, est indispensable a la fusion des
membranes (Le Bellego et al., 2009, Rote, 2005). Le transforming growth factor beta
(TGF-B) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) inhibent la syncytialisation in
vitro ainsi que la sécrétion d’'hCG et de hPL (Leisser et al., 2006, Morrish et al., 1991).
L’'oxygéne joue également un réle crucial dans la syncytialisation. En condition
hypoxique, on observe une inhibition de la fusion et de la différenciation fonctionnelle
(diminution de sécrétion d’hCG et de hPL), aussi bien sur les cellules BeWo que sur les
cytotrophoblastes villeux primaires (Alsat et al., 1996a, Alsat et al., 1996b). En outre, Hu
et Jiang et al. ont montré qu’en condition hypoxique in vitro, I'expression de nombreux
facteurs de transcription est modulée, comme la kératine 1, la galectine 3 ou la Mash-2
(Hu et al., 2007, Jiang et al., 2000).

Les membranes cellulaires sont constituées d’'une bicouche lipidique asymétrique. Les

phosphatidylsérines (PS), des phospholipides chargés négativement, sont



majoritairement retrouvés du coté intracellulaire de la membrane. Lors de la fusion des
cellules trophoblastiques, les PS basculent (« flippent ») de la membrane interne vers la
membrane externe, ce qui favoriserait la fusion (Huppertz et al., 1998a, Huppertz et al.,
2011). D’autre part, les protéines rétrovirales syncytine-1 et syncytine-2, et leurs
récepteurs retrouvés, au niveau des membranes de trophoblastes, participent au
phénoméne de fusion trophoblastique (Blond et al., 2000, Larsson et al., 2008). Des la
fin des années 1980, des protéines et des particules rétrovirales ont été retrouvées au
nivaux des membranes de trophoblastes (Levy, 1993). Ces particules ayant des
propriétés fusogenes, leur participation dans le phénomene de fusion trophoblastique a
longtemps été fortement suggérée (Lower et al., 1996). Ces particules ont désormais
été identifiees comme étant les protéines de syncytine-1 et de syncytine-2 (Blond et al.,
2000, Larsson et al., 2008). La syncytine-1 est une protéine transmembranaire codée
par un géne d’enveloppe de la famille des rétrovirus endogénes humains W (HERV-W)
(Mi et al., 2000). Frendo et al. ont mis en évidence, lors d'une stimulation de
cytotrophoblaste primaire par de TAMPc (un inducteur de fusion), une augmentation de
'expression de la syncytine-1; alors que dans des cellules trophoblastiques
n'’exprimant pas le géne de la syncytine-1, ils ont observé une inhibition de la
syncytialisation (Jean-Louis Frendo et al., 2003b). Outre I'AMPc, l'estradiol peut
également réguler I'expression de cette protéine (Carino et al., 2003). La syncytine-1
possede deux récepteurs : les sodium-dependent neutral amino acid transporter de
type 1 et 2 (ASCT1 et ASCT2) (Marin et al., 2003). ASCT1 n’est que faiblement exprimé
au niveau placentaire (Jansson, 2001). La syncytine-2, dont I'expression placentaire a
été plus récemment découverte, est codée par un géne d’enveloppe de rétrovirus
endogenes de la famille de HERV-FRD (Blaise et al., 2003). Cette protéine a des
propriétés fusogenes et immunosuppressives (Ji et al., 2012). La connexine 43 (Cx 43),
une protéine de jonction communicante (gap junction) présente au niveau du
trophoblaste villeux (Cronier et al., 2002), est impliquée a la fois dans la communication,
la fusion et la différenciation trophoblastique (Cronier et al., 1994, Frendo et al., 2003a).
La glycoprotéine CD98 joue également un réle positif dans la fusion trophoblastique
(Kudo et al., 2003a). Une étape importante de la fusion cellulaire est le remodelage du

cytosquelette et la modification des membranes avec la dégradation des protéines



d’adhésion ; ces différentes réactions sont réalisées par des protéases spécifiques, les
caspases (cysteinyl aspartate-specific proteinases : endoprotéases qui reconnaissent et
clivent, des chaines polypeptidiques au niveau d’un résidu aspartique de la partie
carboxy-terminale. Elles jouent principalement un réle dans I'inflammation, I'apoptose et
la nécrose) (Fischer et al., 2003). Dans le placenta, la caspase 8 joue un réle majeur
dans la différenciation (Black et al., 2004, Huppertz et al., 1999). Black et al. ont ainsi
montré que la présence d’inhibiteurs de caspase 8 sur des explants de trophoblastes
villeux de premier trimestre bloque la différenciation (Black et al., 2004). L’'implication
des caspases 10 et 14 a également été suggérée (Huppertz et al., 1999, White et al.,
2007).



Tableau 1.1  Principaux facteurs régulant la syncytialisation du trophoblaste villeux.

Acide nucléique
AMPc TT Fusion+biochim. (Keryer et al., 1998)
Facteurs de croissance, hormones et cytokines

Facteurs de croissance

EGF TT Biochimique (Morrish et al., 1987)
CSF TT Biochimique (Garcia-Lloret et al., 1994)
GM-CSF TT Biochimique (Garcia-Lloret et al., 1994)
TGF-a TT Biochimique (Yang et al., 2003)
VEGF TT, FT Biochimique (Crocker et al., 2001)
PL74 TT Biochimique (H. Li et al., 2005)
TGF-B TT Biochimique (Morrish et al., 1991)
Hormones
hCG TT Biochimique (Cronier et al., 1994, Shi et al., 1993)
Estradiol TT Fusion+biochim. (Cronier et al., 1999)
Dexaméthasone  TT Fusion+biochim. (Laurent Cronier et al., 1998)
Cytokines
LIF TT Biochimique (Leduc et al., 2012, Nachtigall et al., 1996)
TNF-a TT Biochimique (Leisser et al., 2006)

Protéines kinases et facteurs de transcription

Protéines kinases

PKA BeWo Fusion (Knerr et al., 2005)
ERK 1/2 TT Fusion+biochim. (Daoud et al., 2005, Vaillancourt et al., 2009)
p38 TT Fusion+biochim. (Daoud et al., 2005; Vaillancourt et al., 2009)

Facteurs de transcription
GCMa BeWo Fusion (C. Yu etal., 2002)

Mash-2 TT Fusion (Jiang et al., 2000)



Protéines membranaires

Transporteurs
ASCT2 BeWo Fusion (Jansson, 2001, Kudo et al., 2002)
CD98 BeWo Fusion (Kudo et al., 2002, Kudo et al., 2003a)
Autres
Syncytine 1 TT, Fusion (Jean-Louis Frendo et al., 2003b, Mi et al., 2000)
BeWo
Syncytine 2 TT, Fusion (Vargas et al., 2009)
BeWo
Galectine 3 BeWo Fusion (Dalton et al., 2007)
Connexine 43 TT Fusion (Frendo et al., 2003a)
Protéases
Caspase 8 EV Fusion (Black et al., 2004, Huppertz et al., 1999)
Caspase 10 / Fusion (Huppertz et al., 1999)
Caspase 14 / Fusion (White et al., 2007)
ADAM12 / Fusion (Abe et al., 1999)

Facteurs physico-chimiques

Hypoxie TT, Fusion+biochim. (Alsat et al., 1996a, Kudo et al., 2003b)
BeWo

Calcium TT, Fusion (Rote, 2005)
BeWo

Structure membranaire

Externalisation BeWo Fusion (Adler et al., 1995)
des PS

En rouge les facteurs induisant la syncytialisation et en vert ceux l'inhibant. ADAM : a disintegrin and
metalloproteinase, AMPc : adenosine monophosphate cyclique, ASCT2: anti-neutral amino acid
transporter, CSF-1: colony stimulating factor 1, EGF : epidermal growth factor, ERK1/2 : extracellular
signal-regulated kinase 1/2, EV : explants villeux, FT : trophoblastes de 1° trimestre, GCM : glial cells
missing, GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, hCG : hormone gonadotrophine
chorionique humaine, LIF : leukemia inhibitory factor, MASH-2 : magnesium for aneurysmal subarachnoid
haemorrhage 2, MT : trophoblastes de 2° trimestre, PKA : protéine kinase A, PS : phosphatidylsérine,
TGF : transforming growth factor, TNFa : tumor necrosis factor alpha, TT : trophoblastes a terme, VEGF :
vascular endothelial growth factor, / : n’a pas encore été découvert. Adapté d’aprés (Gauster et al., 2009).
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1.1.4 Cytotrophoblaste extravilleux (migration et invasion)

1.1.4.1 Généralités

Le cytotrophoblaste extravilleux (CTBev), cellule non polarisée, prolifére durant les trois
premieres semaines de grossesse, puis pénétre jusqu’au tiers supérieur du myomeétre
et envahit les arteres spiralées maternelles (Fallet, 2010, Malassine, 2001). Cette
migration/invasion permet a la fois 'implantation et le remodelage des arteres spiralées
utérines. Les CTBev migrent & contre-courant et remplacent progressivement les
cellules endothéliales, ce qui transforme des arteres spiralées utérines de haute
résistance en des artéres de basse résistance appelées artéres utéro-placentaires
(Huppertz et al., 2009). Cette diminution de la résistance permet au sang maternel de
pénétrer dans la chambre intervilleuse sans a-coups de pression, facilitant ainsi les
échanges entre la mére et le foetus (Sadler, 2012). Ce phénomene, permis grace a
l'invasion interstitielle et endovasculaire, est indispensable au bon développement foetal
et au bon déroulement de la grossesse (Kaufmann et al., 2003). Cette invasion peut
étre qualifiée de pseudotumorale (Alsat et al., 1999), car il s’agit une invasion de
'endomeétre avec la sécrétion d’enzymes protéolytiques et « pseudo » car elle est
parfaitement controlée et limitée a la fois dans le temps (elle n’a lieu qu'au 1* trimestre
de la grossesse) et dans I'espace (seulement jusqu’au tiers supérieur du myometre)
(Halperin et al., 2000).

1.1.4.2 Mécanismes impliqués dans la migration et [Iinvasion des

cytotrophoblastes extravilleux
Entre la 10° et la 12° semaine de gestation, I'arrivée du sang dans la chambre
intervilleuse provoque une augmentation de la pression d’oxygéne. Il y a alors une
modification de I'expression de génes régulés par I'oxygéne (Caniggia et al., 2000). A
ce moment, les CTBev se différencient et prennent un phénotype invasif. Lors de
I'acquisition de leur caractére invasif, les CTBev passent de cellules de type épithéliales
adhérentes a des cellules invasives (Peter Kaufmann et al., 1997). Les CTBev

n’expriment plus l'intégrine de surface a6p4, un récepteur des laminines permettant de
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se fixer a la lame basale, mais expriment les intégrines a5B1 (un récepteur de la
fibronectine) et a1B1 (un récepteur de la laminine et du collagene) (Alsat et al., 1999,
Damsky et al.,, 1994, Peter Kaufmann et al., 1997). Elles acquiérent également des
marqueurs typiques des cellules endothéliales, tels que la molécule d’adhésion-1
plaquettes-cellules endothéliales (PECAM-1), la cadhérine de I'endothélium vasculaire
et la molécule d’adhésion-1 des cellules vasculaires (VCAM-1) (Zhou et al., 1997b). Les
mécanismes moléculaires impliqués dans la migration et dans l'invasion des CTBev ne
sont pas trés bien connus a I'heure actuelle. De nombreux facteurs contrélent la
migration et I'invasion des CTBev in vivo, de maniéres autocrines et paracrines (revues
de littératures de (Ji et al., 2012) et (O'Tierney-Ginn et al., 2014)) (Bischof et al., 2000).

Ces facteurs sont résumés dans le Tableau 1.2.

L’hypoxie induit I'expression du facteur hypoxia inducible factor 1 (HIF-1). Une étude
sur des explants placentaires, ex vivo, a montré que ce facteur a un role tres important
(Caniggia et al., 2000). Au 1°" trimestre (avant la 10° semaine); les CTBev sont dans
une atmosphére contenant peu d’oxygéne, ce qui favorise leur prolifération et les
maintient dans un phénotype immature et non invasif médié par le transforming growth
factor beta 3 (TGFB3) régulé par le facteur HIF-1 (Genbacev et al., 1996). L’hypoxie a
également un effet pro-apoptotique sur le CTBev. In vitro, en condition hypoxique, une
augmentation des protéines pro-apoptotiques p53 (phosphoprotéine nucléaire
contrélant les réponses cellulaires aux dommages a I'’ADN et les réponses aux stress
par des arréts du cycle cellulaire ou en induisant 'apoptose) et Bax, et une diminution
de I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, ont été décrites (Chen et al., 2010,
Humphrey et al., 2008, May et al., 1999). A une plus forte pression d’O,, on observe
une diminution de I'expression de I'HIF-1 et de TGFB3, conduisant & un arrét de la
prolifération des CTBev. En paralléle, I'acquisition de marqueurs d’invasivité tels que
MMP-9, ainsi qu'une diminution de I'expression de l'intégrine a5, ont été montrées
(Caniggia et al., 2000).

La hCG est également synthétisée par le CTBev sous une forme hyperglycosylée
appelée hCG-H (Handschuh et al., 2007b). Elle a la méme structure polypeptidique que
la hCG classique (deux sous-unité tres glycosylée : la sous-unité a qui contient deux

sites de N-glycosylation et une sous-unité 3 qui contient deux sites de N-glycosylation
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et 4 sites de O-glycosylation) mais elle possede des chaines N- et O-oligosaccharidique
plus importantes. In vitro, la hCG-H d'origine extravilleuse stimule [invasion
trophoblastique de facon autocrine (Handschuh et al.,, 2007a). Une étude in vitro a
montré que la hCG-H diminue la sécrétion de TIMP-1 par les cellules endométriales, ce
qui a pour conséquence de diminuer I'inhibition de MMP-2, et donc de faciliter I'invasion
des CTBev (Tapia-Pizarro et al., 2013). La leptine et son récepteur jouent également un
réle dans le processus invasif des CTBev, en modulant I'expression des MMP (MMP-2
et MMP-9) (Castellucci et al., 2000).

Les cellules natural killer (NK) de la décidue maternelle sont impliquées dans I'invasion
des CTBev directement, par des interactions cellule/cellule, et indirectement, en
sécrétant des facteurs pro-invasifs tels que des facteurs de croissance (VEGF,
placental growth factor (PLGF)), des facteurs chimioattractants (IL-8 et interferon-
inducible protein (IP)-10) (Hanna et al.,, 2006). D’autre part, I'activine, produite
notamment par 'endomeétre et les cellules placentaires, joue un réle important dans la
formation de colonnes de CTBev, en favorisant le pouvoir migratoire et invasif des
CTBev (Caniggia et al., 1997, Gundacker et al., 2016, Hughes et al., 2015, Ji et al.,
2012). D’autres facteurs de croissance, dont I'epidermal growth factor (EGF) et le
vascular endothelial growth factor (VEGF), régulent linvasion trophoblastique en
activant différentes voies de signalisation, notamment la voie PI3K/Akt/mTOR
(Pollheimer et al., 2005). Les interleukines IL-1, IL-8 et IL-10, présentes en grande
concentration au niveau de I'interface foeto-maternelle (Roth et al., 1999), régulent aussi
l'invasion trophoblastique (Challis et al., 2009, Pollheimer et al., 2012). En outre, I'lL-1
stimule la sécrétion de métalloprotéase matricielle 9 (MMP-9) (Librach et al., 1994).
D’autre part, Roth et al. ont montré que I'lL-10 diminue I'expression de la MMP-9,
diminuant par conséquent l'invasion des cytotrophoblastes (Roth et al., 1999). Le
facteur de transcription signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3) joue

un réle important dans I'acquisition du caractére invasif des CTBev (Leduc et al., 2012).
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Tableau 1.2  Principaux facteurs modulant la prolifération, la migration ou l'invasion du
cytotrophoblaste extravilleux.

Facteurs de croissance, hormones et cytokines

Facteurs de croissance

IGF-2 (Hamilton et al., 1998, J. Zhou et al., 1992)
Activine (Caniggia et al., 1997, Y. Li et al., 2015)
EGF (Pollheimer et al., 2005, Y. Xie et al., 2015)
TGF-B (Caniggia et al., 1999, Lash et al., 2005)
VEGF (Pollheimer et al., 2005)
Hormones
hCG-H (Islami et al., 2001, Saleh et al., 2007, Tapia-Pizarro et al., 2013)
Leptine (Castellucci et al., 2000)
Cytokines
TNF-a (Bauer et al., 2004)

Interleukines (IL1, IL8, IL10, (Challis et al., 2009, Y. Huang et al., 2006, Jovanovic et al., 2010,
IL11, IL16) Librach et al., 1994, Paiva et al., 2009, Roth et al., 1999)

Protéases, inhibiteurs de protéases et facteurs de transcription

Protéases
MMP-9 (Cohen et al., 2006a)
MMP-2 (Cohen et al., 2006a)
Collagénase IV (Librach et al., 1991)
uPA (Huber et al., 2006)
DPP4 (Fujiwara et al., 2005, Sato et al., 2002)
PAPP-A (Handschuh et al., 2006)

Inhibiteurs de protéases
PAI-1/2 (Huber et al., 2006) (Bauer et al., 2004)

TIMP-1 (Huppertz et al., 1998b)
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Facteurs de transcription

HIF-1 (Caniggia et al., 2000)

STAT3 (Leduc et al., 2012, Poehlmann et al., 2005)
Autres

Pression en oxygene (Huppertz et al., 2009)

Décidue (Hanna et al., 2006)

Les facteurs induisant la migration, 'invasion ou la prolifération sont en rouge, ceux l'inhibant sont en

DPP4 : dipeptidyl peptidase-4, EGF : epidermal growth factor, hCG : hormone gonadotrophine
chorionique humaine, IGF : insulin-like growth factor, IL : interleukine, MMP : métalloprotéase matricielle,
PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1, PAPP-A ;. pregnancy-associated plasma protein-A, TGFp :
transforming growth factor beta, TIMP-1 : tissue inhibitor of metalloproteinase-1, TNFa : tumor necrosis
factor alpha, STAT3 : signal transducers and activators of transcription 3, uPA : urokinase plasminogen
activator, VEGF : vascular endothelial growth factor. Adapté de (Fournier et al., 2007).

La dipeptidyl peptidase IV (DPPIV) est une peptidase membranaire dont I'expression
est associée au phénotype non-invasif des CTBev (Sato et al., 2002). En paralléle de
leur capacité a synthétiser des protéases, les CTBev sécrétent des inhibiteurs de ces
protéases, comme l'inhibiteur de l'activateur du plasminogene 1/2 (PAIl 1/2) et le tissue
inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP). Ce mécanisme d’autorégulation permet de
limiter I'invasion des CTBev a une certaine profondeur (Hofmann et al., 1994, Huppertz
et al., 1998b). Les CTBev interstitiels sécretent aussi des protéases afin de faciliter leur
pénétration dans la matrice extracellulaire de la décidue. lls synthétisent notamment de
'urokinase plasminogen activator (UPA), la pregnancy-associated plasma protein-A
(PAPP-A) ainsi que les métalloprotéases matricielles : MMP-2 (ou gélatinase A) et
MMP-9 (ou gélatinase B) (Cohen et al., 2006a, Handschuh et al., 2006) (voir section
1.1.4.3). Enfin, le tumor necrosis factor alpha (TNF-a) inhibe aussi la migration et
linvasion de le CTBev en agissant sur la voie des plasminogen activator inhibitor-1
(Bauer et al., 2004).
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1143 Métalloprotéinases matricielles

Les MMP forment une famille constituée de 28 enzymes capables de dégrader les
composants de la matrice extracellulaire et la membrane basale (Hendrick et al.,
2003b). Elles peuvent étre sécrétées, comme le MMP-1 ou le MMP 18, ou fixées a la
membrane cellulaire, comme les MMP-14 et MMP-25. Leurs rbles dans les
phénomeénes de cicatrisation, de pathologie cardiovasculaire, d’'invasion métastatique et
d’embryogenése ne sont plus a démontrer (Billon et al., 2000, Ketelhuth et al., 2011,
Shi et al., 2007, Torzilli et al., 2012, Wang et al., 2011). Les MMP, contenant un atome
de zinc dans leur site catalytique, sont synthétisées sous une forme inactive appelée
zymogene (pro-enzyme). Elles sont majoritairement activées au niveau du
compartiment extracellulaire et a la surface cellulaire. Cette activation se fait grace a
une réaction de protéolyse qui clive leur pro-domaine et permet de libérer le site actif
(Figurel.4). Certaines MMP ont la capacité de s’auto-activer ou d’activer d’autres MMP
(Dong et al., 2002). Elles peuvent également étre activées par des cytokines ou des

protéinases comme l'urokinase plasminogen activator (UPA).

Les MMPs sont regroupées en six sous-familles, selon leurs substrats matriciels et leur
structure : les collagénases, les gélatinases, les stromélysines, les matrilysines, les
MMP membranaires et la sous-famille des autres MMP (Dong et al., 2002). Huit MMP
sont synthétisées par les cellules déciduales ou les CTBev (Tableau 1.3) (Cohen et al.,
20064, Ferretti et al., 2007, Gellersen et al., 2010). Les gélatinases (MMP-2 et MMP-9)
sont les MMPs qui ont été les plus étudiées pour leur implication dans l'invasion
trophoblastique (Isaka et al., 2003). S’il a été démontré qu’elles sont toutes deux
indispensables a I'invasion trophoblastique, des études ont montré que la MMP-9 joue
un réle plus important que la MMP-2 dans ce phénomene (Polette et al., 1994,
Shimonovitz et al., 1994, P. Xu et al., 2000). Le taux de sécrétion des MMPs varie en
fonction du stade de la grossesse. La MMP-2 est sécrétée des le début de la
grossesse, puis sa sécrétion diminue de la 6° a la 11° semaine, tandis qu’aucune
sécrétion de MMP-9 n’est observée jusqu’a la 6° semaine, puis augmente jusqu’a la 11°
semaine (Staun-Ram et al., 2004, P. Xu et al., 2000). Les MMP-14 et MMP-15 sont
également exprimées dans le placenta humain durant le 1° trimestre de la grossesse.

Outre leur activité protéolytique, elles activent la MMP-2 (Bjorn et al., 2000, Hurskainen
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et al., 1998). D’autres MMPs, telles que les MMP-26, MMP-1, MMP-3 et MMP-7 jouent
un réle dans linvasion des CTBev. Elles agissent soit directement, en remodelant la
matrice extracellulaire (MEC), soit indirectement, en activant d’autres protéases
(Tableau 1.3) (Cohen et al., 2006a, W. Qiu et al., 2005, Vettraino et al., 1996).

A Classe Structure B Activation

Protéases (autres MMP,
plasmine, ....)

\ Pro-domaine
Collagénase
interstitielles

MMP

Matrilysines § Frecvpo H-H----H

clivé
e
§ PreGVPDV  H-H-—---H B1
Stromélysines
Gélatinases B rrecvrov -H----H
Pro-MMP
Pro-domaine
cI|ve
——ny
Métalloprotéinases [l PRCGVPDY — H-H----H TIMP TIMP
de type membranaire €3 |
Légende:
B Pré-domaine . Domaine homologue ~ ~ —~

ala fibronectine

Pro-domaine avec son n Domaine homologue C Inhibition
résidu cystéine (C) deI’lhémopexine
Domaine catalytique Site hydrophobe
avec 3 résidus histidine (H) transmembranaire
—_—
sqi " TIMP
Région charniére MMP
riche en proline
Figure 1.4 Structures et mécanismes de régulation de [Pactivité des métalloprotéases

matricielles (MMP). (A) Structures des MMP selon leur classe. (B) Mécanismes
d’activation des MMP. Sécrétées sous forme de pro-enzymes, elles sont activées soit
(B1) dans le milieu extracellulaire par clivage protéolytique par une autre MMP, ou par la
plasmine soit (B2) a la surface cellulaire comme c’est le cas pour la pro-MMP2 (violet),
qui est activée par la MT1-MMP (bleu), a laquelle elle se lie aprés avoir formé un
complexe avec le tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)-2 (rouge). (C) Mécanismes
d’inhibition des MMP par la formation d’'un complexe avec le TIMP. Modifié de (Pidoux et
al., 2004).
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Tableau 1.3

MMP

Collagénase

MMP-1

Gélatinase

MMP-2

MMP-9

Différentes métalloprotéinases matricielles présentes dans le trophoblaste.

Autres noms

collagénase
interstitielle,
collagénase
fibroblastique

Gélatinase A de
72 kDa

Gélatinase B de
92 kDa

Stromélysine

MMP-3

MMP-7

MMP-26

Stormélysine-1,
transine-1

Matrilysine, PUMP-1

Matrilysine-2,
endométase

MMP membranaire

MMP-14

MMP-15

MT1-MMP, MMP-XI

MT2-MMP

Substrats

Col I, 11, 1lI, VII et X, gélatine, entactine,
aggrécane, protéine de jonction

Col I, 1V, V, VII, X et XI, gélatines,
fibronectines, laminines, aggrécane,
élastines, entactines, vitronectine

Col IV, V, et X1V, gélatines, agrécane,
élastines, entactines, vitronectine.

Col 111, IV, IX et X, gélatines,
aggrécane, fobronectine, laminine,
élactine, vitronectine, caséine,
ténascine-C

Col IV, aggrécane, IGFBP-1,
fibronectine, laminine, gélatine,
élastine, entactine, vitronectine,
caséine, ténascine-C

Gélatine, B-caséine, fibronectine

Col I, 11, I, fibronectine, laminine-1,
vitronectine, dermatane, protéoglycane
de type dermatan sulfate, active pro-
MMP-2 et pro MMP-13

Active pro-MMP-2

Expression par le
trophoblaste selon le
stade de la grossesse

Durant toute la gestation

Début de la grossesse.
Diminue de la6° ala 11
semaine

e

Début de la grossesse.
Augmente de la 7° & la
11° semaine

Durant toute la gestation

Durant toute la gestation

Début de la grossesse.
Augmente de la 7° & la
11° semaine

Présent au 1 trimestre

Présent au 1% trimestre

Col : collagénase ; MMP : métalloprotéase matricielle, PUMP-1 : putative metalloproteiase-1. Adapté de
(Cohen et al., 2006a) et (Dong et al., 2002).
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Tout comme leur activation, l'inhibition des MMPs est complexe et étroitement régulée
(Figurel.4). Les tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP), au nombre de quatre
(TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4), sont des inhibiteurs spécifiques et réversibles de
lactivité des MMPs (Tableau 1.4) (Baker et al., 2002). lls forment un complexe non
covalent avec la forme active de ces enzymes. lls se lient au niveau de leur site
catalytigue, en mimant leur substrat (Billon et al., 2000). Les TIMPs sont produits par
les cellules déciduales maternelles, qui contrdlent ainsi linvasion des cellules
trophoblastiques (Gellersen et al., 2010). Outre leurs activités anti-protéasiques, les
TIMPs jouent un rdéle dans la croissance cellulaire et I'apoptose (Chambers et al.,
1997). Enfin, les MMPs peuvent aussi étre inactivées par des chélateurs de métaux

(ex. acide egtazique, acide ellagique) (Hung et al., 2006).

Tableau 1.4  Différents tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP).

TIMP Autres noms MMP substrats

TIMP-1  MMP inhibitor 1, erythroid potentiating activity, fibroblast MMP-1, -2, -3, -7, -9
collagenase inhibitor, inhibiteur de collagénase

TIMP-2  MMP inhibitor 2, CSC-21K MMP-1, -2, -3, -7, -9, -14, -15
TIMP-3  MMP inhibitor 3, protéine MIG-5 MMP-1, -2, -3, -7, -9, -14, -15
TIMP-4  MMP inhibitor 4 MMP-1, -2, -3, -7, -9

Seuls les MMPs présents au niveau du trophoblaste sont cités. Modifié de (Dong et al., 2002).

En résumé, la prolifération, la migration et l'invasion des trophoblastes durant la
grossesse sont contrélées a la fois par la pression en oxygéne au niveau utérin et par
des facteurs maternels (déciduaux et sanguins), foetaux et trophoblastiques. Bien que
tous les mécanismes moléculaires impliqués ne soient pas parfaitement élucidés, tous
les scientifigues s’entendent a dire qu'un défaut d’implantation trophoblastique peut

engendrer des pathologies de grossesse.
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1.1.5 Anomalies placentaires associées a une altération du trophoblaste villeux
et extravilleux

Un dysfonctionnement placentaire est impliqué dans 5 a 10 % des grossesses
pathologiques (Chen et al., 2012). Diverses complications obstétricales, telles que des
fausses couches, des restrictions de croissance ou des accouchements prématurés,
ont comme origine physiopathologique une altération de 'lhoméostasie du trophoblaste
villeux et/ou extravilleux (Evain-Brion, 2001, John et al., 2012). Par exemple, un défaut
d’invasion des CTBev est impligué dans une pathologie majeure de la grossesse : la
prééclampsie. Cette pathologie, qui atteint de 2 a 3 % des femmes enceintes, est
associée a une hypertension artérielle et a une protéinurie maternelle (Fournie, 2012,
Fournier et al., 2008). Bien que la physiopathologie de cette maladie de la grossesse ne
soit pas encore totalement élucidée, de nhombreux facteurs intervenant dans l'invasion
trophoblastique semblent impliqués, tels que le VEGF, la hCG et la caspase 8
(Ackerman et al., 2012, Ji et al., 2012). Une des hypothéses est qu'un défaut d’invasion
des CTBev provoquerait un remodelage incomplet des arteres spiralées maternelles,
qui aurait pour conséquences des fluctuations dans I'apport d’'oxygene au niveau de la
chambre intervilleuse, provoquant un stress oxydant. Ce dernier affecterait alors
'homéostasie des trophoblastes villeux, en provoquant une augmentation de I'apoptose
du STB (Adibi et al., 2010, Hung et al., 2006, Redman, 2011). Un défaut d’invasion du
CTBev a également été décrit comme pouvant étre impliqué dans la restriction de
croissance intra-utérine (RCIU). En outre, une modification du profil des intégrines de
surface, de la cadhérine et des immunoglobulines (lg, glycoprotéines majoritairement
membranaires ayant un r6le dans la reconnaissance, la liaison et I'adhésion des
cellules) a été observée, avec notamment une augmentation de I'expression de
l'intégrine a5B3, et une absence de a1B1 (Zhou et al., 1993, Zhou et al., 1997a). Par
ailleurs, une altération de 'homéostasie du trophoblaste villeux, le plus souvent au
niveau de I'apoptose du STB, est impliquée dans certaines pathologies de la grossesse
telles que la RCIU, la prééclampsie, les moles (dégénérescence kystique des villosités
choriales, ayant I'aspect d’'un amas de petites vésicules) hydatiformes complétes ou
partielles, ou encore dans certains carcinomes trophoblastiques (Kohli et al., 2017,
Philippe et al., 1998, Scifres et al., 2009).
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En résumé, le placenta est un organe complexe, indispensable au bon déroulement de
la grossesse, et dont le fonctionnement fait intervenir de trés nombreux facteurs. Un
défaut d’invasion peut entrainer un mauvais remodelage des artéres utérines
maternelles, et donc un apport sanguin insuffisant au niveau de la chambre
intervilleuse, tandis qu'un défaut de formation du STB peut engendrer un mauvais
transfert de nutriments et d’oxygéne, et altérer la production des hormones essentielles
au développement du feetus. Toute cette homéostasie risque d’étre perturbée par des
xénobiotiqgues (comme des antidépresseurs), ou par des pathologies maternelles, telles

gue la dépression (voir section 1.2.3.3).

21



1.2 Deépression, antidépresseurs et grossesse

1.2.1 Dépression

1211 Dépression et symptdmes

La cause et les mécanismes d’action impliqués dans la dépression demeurent
controversés a I'’heure actuelle. Au niveau chimique, elle se caractérise par une
diminution des taux de différents neuromédiateurs, les principaux étant la sérotonine, la
noradrénaline, la dopamine, et 'acide gamma-aminobutyrique (GABA) (Peacock et al.,
2016). Cependant, I'hypothése sérotoninergique, qui se base sur le fait que la
dépression serait due a une diminution des taux de sérotonine au niveau central, reste
prédominante. Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS) sont
d’ailleurs des antidépresseurs largement prescrits, y compris pour des femmes

enceintes, ce qui rend prioritaire I'étude de leur effet sur le placenta.

1.2.1.2 Hypothese sérotoninergique

La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) est produite dans de nombreux tissus,
dont le systeme nerveux central (SNC), les ostéoclastes, ou encore les cellules gastro-
intestinales (Jonnakuty et al., 2008). Au niveau périphérique, elle est stockée a plus de
90 % au niveau des plaquettes sanguines (Odile, 2012). Notre laboratoire a récemment
montré que les primocultures de trophoblastes villeux de placentas humains
synthétisent la sérotonine (Laurent et al., 2017). Cette monoamine est synthétisée a
partir d’'un acide aminé essentiel : le L-tryptophane. Cette synthése nécessite deux
étapes enzymatiques, une hydroxylation et une décarboxylation (Tyce, 1990), qui sont

réesumées dans la figure 1.5.
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Figure 1.5 Etapes de la biosynthése et de la dégradation de la sérotonine. Modifié & partir de

(Pharmacorama, 2017). L’acide aminé essentiel L-tryptophane (L-Trp) est hydroxylé en
L-5-hydroxytryptophane (5-HTP) par les enzymes tryptophanes hydroxylases 1 ou 2
(TPH1 ou TPH2). Le 5-HTP est converti en sérotonine (5-HT) par la L-aromatique amino-
acide décarboxylase (AADC). La 5-HT est transformée en mélatonine suite a une
acétylation par I'aralkylamine N-acétyltransférase (AANAT) puis a une méthylation par
'hydroxyindol O-méthyltransférase (HIOMT). La 5-HT est dégradée sous [laction
successive de la monoamine oxydase (MAO) et de l'aldéhyde déhydrogénase pour
former la 5-hydroxyindole acétique (5-HIAA).

La sérotonine est considérée a la fois comme un neuromédiateur, une hormone et un
facteur de croissance. Dans le systeme nerveux central (SNC), elle est impliquée dans
le cycle veille/sommeil, la prise alimentaire, et dans le contréle de 'lhumeur (Jacobs et
al., 1992, Jonnakuty et al.,, 2008). On sait qu'un dysfonctionnement du systéeme
sérotoninergique est impliqgué dans les troubles anxieux, le comportement suicidaire et
la dépression (Daszuta et al., 2005, Handley, 1995, Mann, 1999). Par ailleurs, elle joue

un rble dans certaines complications obstétricales, dont la prééclampsie (complication
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majeure de la grossesse associée a une hypertension artérielle et une protéinurie
maternelle) (Bolte et al., 2001, Sabolovic Rudman et al., 2015).

Au sein des neurones sérotoninergiques du SNC, la sérotonine est stockée dans des
vésicules synaptiques avant d’étre libérée par exocytose, au niveau de la fente
synaptique, suite a une dépolarisation membranaire. La sérotonine se fixe alors sur les
récepteurs de la sérotonine (R-5HT) et y joue son rdle de neurotransmetteur, ou sinon
elle est recapturée par les neurones pré-synaptiques, via les transporteurs de la
sérotonine (SERT ou 5-HTT), pour ensuite étre dégradée par la monoamine oxydase

(MAO), ou de nouveau endocytée dans des veésicules de sécrétion (Figure 1.6).

Tel qu’évoqué plus haut, la dépression est associée a une diminution des taux de
sérotonine au niveau du systeme nerveux central (SNC). Les taux de sérotonine
périphérique sont également modifiés dans cette pathologie alors que la sérotonine ne
traverse pas la barriere hémato-encéphalique (BHE) (Cleare, 1997, Mann, 1999,
Maurer-Spurej et al., 2007). Par ailleurs, I'expression et l'activité d’autres composants
de systeme sérotonine sont altérées dans les cas de dépression sévere. On note une
diminution de I'expression du transporteur de la sérotonine (SERT), une augmentation
du nombre de récepteurs 5-HT2 au niveau des plaquettes sanguines (Du et al., 2000,
Hrdina et al., 1995, Muller-Oerlinghausen et al., 2004, Pandey et al., 1995). Une
augmentation de I'expression des SERT au niveau placentaire a aussi été décrite dans

les cas de dépression (Ponder et al., 2011).
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Neurone post-synaptique Réponse cellulaire

Figure 1.6 Neurotransmission sérotoninergique. A : La sérotonine (5-HT) est stockée dans des
vésicules. B : Suite a un potentiel d’action, elle est exocytée dans la fente synaptique. C :
La sérotonine peut se fixer sur ses récepteurs (R-5HT) post-synaptiques, étre recapturée
par ses transporteurs (SERT) pré-synaptiques, ou activer ses récepteurs pré-
synaptiques. D : La sérotonine est de nouveau endocytée dans des vésicules : vesicular
monoamine transporter (VMAT), ou sinon E: elle est dégradée par la monoamine
oxydase (MAO).

Si une diminution de la synthése de sérotonine a longtemps été une explication a la
diminution de sérotonine dans le SNC (d0 a une baisse des concentrations du 5HIAA
dans le liquide céphalorachidien de patients déprimés ainsi qu'a une diminution de
tryptophane plasmatique chez ses mémes patients) (Bach et al., 2014, Lidberg et al.,
2000, Traskman et al., 1981), cette théorie est cependant remise en cause, car elle est
considérée comme étant trop simpliste par rapport aux multiples facteurs impliqués

dans cette pathologie (génétique, épigénétique, hormonaux) (Hamon, 2010).

25



1.2.2 Traitements

Différentes stratégies médicamenteuses ont été mises en place pour le traitement de la
dépression, leur but étant d’augmenter le taux des neuromédiateurs sérotoninergiques,
dopaminergiques et noradrénergiques au niveau de la fente synaptique (Tableau 1.5)
(Costentin, 2009, L6o et al., 2004, Niederhoffer et al., 2016). D’autres médicaments,
n‘appartenant pas a la famille des antidépresseurs tels que les thymorégulateurs
comme le lithium (anticonvulsivant, psychotrope), les neuroleptiques, et les
psychotropes, sont parfois utilisés pour le traitement de la dépression, seuls ou en
association avec des antidépresseurs. De plus, des recherches sont encore en cours
pour trouver de nouvelles cibles thérapeutiques, par exemple une action antagoniste
sur les récepteurs N-methyl-D-aspartate (NMDA) du glutamate, ou encore en ciblant les

récepteurs opioides Kappa et mu (Machado-Vieira et al., 2017).

Quatre antidépresseurs testés dans le cadre de cette these sont de la classe des ISRS,
qui bloquent le SERT (fluoxétine, paroxétine, citalopram et sertraline), alors que le
cinquiéme est un inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline
(ISRN), qui blogue les SERT et les transporteurs de la noradrénaline (NET)
(venlafaxine). Ces cinq ISRS font partie des antidépresseurs les plus prescrits
actuellement, aussi bien dans la population générale que chez les femmes enceintes
(Alwan et al., 2011, Andrade et al., 2008, llyas et al., 2012, Karkare et al., 2011, Mars et
al., 2017). Notons que la venlafaxine a une affinité 30 fois plus importante pour les
SERT que pour les NET (Montgomery, 2008). Ainsi, afin de faciliter la lecture, nous

écrirons dans la suite du manuscrit que la venlafaxine est un ISRS.
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Tableau 1.5  Principales classes d’antidépresseurs et leurs mécanismes d’action.

Classes

d’antidépresseurs

Imipraminiques ou
tricyclique (TCA)

Inhibiteurs de la
monoamine oxydase
(IMAO)

Inhibiteurs sélectifs de la
recapture de la sérotonine
(ISRS)

Inhibiteurs de recapture de
la sérotonine et de la

noradrénaline (IRSN)

Autres antidépresseurs

Mécanismes d’action

Inhibent transporteurs membranaires de la recapture pré-synaptique de la

noradrénaline et/ou de la sérotonine

(autres effets pharmacologiques : anticholinergique périphérique et central
M1, antihistaminique H; blogueur adrénergique a, bloqueur 5-HT, post-

synaptique)

Bloquent les enzymes MAO dégradant des bioamines cérébrales (MAO-A
et/ou MAO-B) La MAO-A dégrade préférentiellement la noradrénaline et la

sérotonine, tandis que la MAO-B dégrade la dopamine.

Inhibent la recapture de la sérotonine par blocage sélectif du SERT

(autres effets pharmacologiques : voir tableau 1.6)

Inhibitent la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline par blocage
sélectif du SERT et du NET

(autres effets pharmacologiques : voir tableau 1.6)

- Antidépresseurs tétracycliques : bloquent notamment les récepteurs a-2
présynaptiques

- Antidépresseurs mélatoninergiques : agonistes des récepteurs de la
mélatonine MT1 et MT2 , antagonistes du récepteur 5HT,.

- Millepertuis (phytomédicament) : inhibiteur de la recapture de la sérotonine,
de la noradrénaline et de la dopamine, bloque MAO, agit sur la sécrétion de
la mélatonine

- Vortioxétine : inhibiteur du recapture de 5-HT et également agoniste aux
récepteurs 5-HT,,, agoniste partiel aux récepteurs 5-HT,g et antagoniste

aux récepteurs 5-HT3, 5-HTyp et 5-HT5.

Créé a partir de (Buxeraud et al., 2017, Niederhoffer et al., 2016).
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1.2.2.1. Antidépresseurs de type Inhibiteurs sélectifs de recapture de la
sérotonine (ISRS)
Les ISRS, bien qu’ayant des propriétés communes, ont des structures chimiques
différentes. lls sont dérivés de la phénylphtalane, de la phénoxypropylamine ou de la

naphtylamine (L6o et al., 2004) (Figure 1.7).

Citalopram Fluoxétine Norfluoxétine
(dérivé de la phénylphtalane) (dérivé de la phénoxypropylamine) (métabolite de la fluoxétine par
N-déméthylation)

_N o HN _~_0
: F
©\T/F A mF
0 7

Paroxétine Sertraline Venlafaxine
(dérivé de la phénylpipéridine) (dérivé de la naphtylamine) (dérivé de la phényléthylamine)
H
N N
e N/
o} O
“sh SO oL
° J U
Cl
F _0
Figure 1.7 Structure des différents inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine étudiés

dans cette thése.

La découverte des ISRS a séduit la communauté scientifique a cause de sa sélectivité
d’action, de son importante affinité pour le SERT, et du peu d’effets indésirables
comparé aux autres classes d’antidépresseurs. Cependant, ces antidépresseurs ne
sont pas totalement speécifiqgues au SERT, et peuvent se fixer avec des affinités

variables a d’autres transporteurs et récepteurs (Tableau 1.6).
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Tableau 1.6  Affinité des ISRS pour les neurotransporteurs et neurorécepteurs.

Inhibition des transporteurs Stimulation des récepteurs

DAT NET SERT R-a-1A R-D, R-H; R-5HT, R-MA;
Citalopram + ++ +++++ ++ + +++ ++ +++
Fluoxétine ++ +++ +++++ ++ + ++ +++ ++
Norfluoxétine ++ +++ +++++ ++ + + ++ ++
Paroxétine ++ +++ +++++ + N.D. + + +++
Sertraline +++ +++ +++++ +++ + + + +++
Venlafaxine + ++++ +++++ ++ N.D. ++ ++ ++

DAT : transporteur de la dopamine, NET : transporteur de la noradrénaline, SERT : transporteur de la
sérotonine, R-o-1A: récepteur alpha-1 adrénergique, R-D2: récepteur dopaminergique D2, R-H1:
récepteur histaminique H1, R-5HT,: récepteur sérotoninergique de type 2, R-MA,: récepteur
muscarinique de type 1, N.D. : non déterminé. +++++ a + signifie de la plus grande a la plus petite affinité
pour le transporteur ou le récepteur. Tableau créé a partir de données issues de (Bolden-Watson et al.,
1993, Cusack et al., 1994, Hyttel, 1993, Preskorn et al., 2009).

Les ISRS subissent un important effet de premier passage hépatique (environ 50 %), et
sont fortement liés aux protéines plasmatiques (= 50 %, principalement a I'albumine et a
lalpha 1-glycoprotéine), excepté la venlafaxine (25-29 %). Leurs demi-vies
plasmatiques varient de 5 h a plusieurs jours. La métabolisation est essentiellement
hépatique ; différents cytochromes peuvent étre impliqués (Tableau 1.7), produisant
différents métabolites qui peuvent étre pharmacologiguement actifs (exemple :
norfluoxétine et didéméthylcitalopram), ou peu ou pas actifs (exemple : desméthyl-
sertraline et les métabolites de la paroxétine) (Niederhoffer et al., 2016). Les ISRS sont
éliminés principalement par les reins, excepté le citalopram et la sertraline, qui sont

excrétés principalement par voie fécale (Hiemke et al., 2000).
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Tableau 1.7  Demi-vie, liaison protéique et enzymes de métabolisation des ISRS.

Classe ISRS ISRS ISRS ISRS ISRN
thérapeutique
Principe actif Citaloprgm Fluoxétine Paroxétine Sertral@i@ne Venlafaxine
(nom (Celexa’) (Prozac®) (Paxil®) (Zoloft") (Effexor®)
commercial)
Liaison protéines 50 % 95 % 95 % 98 % 25-29%

plasmatiques

tin 33h 4-6j 24 h 26 h 5h

(norfluoxetine : 7-15j)

Métabolisé par ~ CYP2C19,  CYP2D6, CYP2C9, CYP2D6,  CYP2B6 CYP2DS,
CYP2D6,  CYP2C19, CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4

CYP3A4 CYP2C9,

CYP2C109,

CYP2D6,

CYP3A4

ty» : temps de demi-vie, CYP : cytochrome P450. Modifié de (Jin et al., 2016, Shea et al., 2012, Wille et
al., 2008).

Les ISRS activent ou inhibent (directement ou indirectement) de nombreux génes : 738
connus pour la fluoxétine, 176 pour la sertraline, 76 pour la venlafaxine et 69 pour le
citalopram et pour la paroxétine (CTD, 2017a, CTD, 2017b, CTD, 2017c, CTD, 2017d,
CTD, 2017e) (Tableau 1.8). Il faut cependant garder a I'esprit que si plus d’interactions
ont été retrouvées avec fluoxétine, ce n’est pas forcément que cet antidépresseur est
plus réactif, mais plutét que c’est historiquement la molécule la plus étudiée. De
nombreux génes, dont I'expression est modulée par les antidépresseurs, sont impliqués
dans la différenciation des CTBv comme I'EGF (paroxétine et fluoxétine), VEGF
(paroxétine et fluoxétine), et connexine-43 (fluoxétine) ou encore dans la migration et
linvasion du CTBev : TNF-a (fluoxétine, paroxétine et sertraline), MMP-9 (fluoxétine),
STAT3 (paroxétine, sertraline) (Allaman et al., 2011, Branco-de-Almeida et al., 2012,
Chen et al., 2014b, Fatemi et al., 2008, B. Li et al., 2009, Roumestan et al., 2007, Taler
et al., 2007).
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Tableau 1.8  Principaux génes avec lesquels interagissent les ISRS (fluoxétine, citalopram,
paroxétine, sertraline et venlafaxine).

Antidépresseur

Toxicogénomique

(interaction

Références

génique)
Fluoxétine R 5-HT2B (B. Lietal., 2009, B. Li et al., 2008)
CYP2D6 (A. et al., 2004, Scordo et al., 2005)
BDNF (Allaman et al., 2011, Molteni et al., 2006)
MAPK1 (B. Lietal., 2008, Z. Wang et al., 2013b)
SLC6A4 (Neumaier et al., 1996, Shishkina et al., 2012)
MAPK3 (Lietal., 2008) (B. Li et al., 2008, Z. Wang et al., 2013b)
FOS (Miyata et al., 2005, Salchner et al., 2006)
R 5-HT1A (Le Poul et al., 2000, Song et al., 2015)
PLA2G4A (B. Lietal., 2009, Rao et al., 2006)
R 5-HT2C (Englander et al., 2005, Tyler et al., 2014)
Citalopram SLC6A4 (Henry et al., 2006, Z. Xie et al., 2007)
PRL (Michopoulos et al., 2011, Smith et al., 2004)
TAAR1 (Z. Xie et al., 2007)
CYP2C19 (Rochat et al., 1997, B. N. Yu et al., 2003)
CYP3A4 (Dorell et al., 2005, Rochat et al., 1997)
Paroxétine CYP2D6 (Lam et al., 2002, Lim et al., 2005)
R 5-HT2C (B. Li et al., 2009)
SLC6A4 (Benmansour et al., 1999, Henry et al., 2006)
EGFR (B. Li et al., 2009)
IRS1 (Levkovitz et al., 2007)
KCNJ6 (Kobayashi et al., 2006)
Sertraline SLC6A4 (Benmansour et al., 2002, Zhao et al., 2009)
CYP2C19 (Obach et al., 2005, J. H. Wang et al., 2001)
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CYP3A4

DDIT3

MAP4K4

MAPK1

TPH2

CASP3

EIF2AK3

HSPAS

R 5-HT2A

R 5-HT2C

KCNJ3

MAPK3

TNF

Venlafaxine CYP2D6

ARC

CYP3A4

(Kumar et al., 2009, Obach et al., 2005)

(Chen et al., 2014a)

(Chen et al., 2014a)

(Chen et al., 2014b, Levkovitz et al., 2007)

(Kim et al., 2002)

(Chen et al., 2014a, Chen et al., 2014b)

(Chen et al., 2014a)

(Chen et al., 2014a, Yamada et al., 1999)

(Sell et al., 2008)

(Sell et al., 2008)

(Kobayashi et al., 2011)

(Chen et al., 2014b, Levkovitz et al., 2007)

(Chen et al., 2014b, Taler et al., 2007)

(Kingback et al., 2012, Shams et al., 2006)

(Pei et al., 2004, Pei et al., 2003)

(Kingback et al., 2012)

ARC : actin-related protein,

brain-derived neurotrophic factor, CASP: caspase, CYP:

cytochrome, DDIT: DNA damage inducible transcript, EGFR : epidermal growth factor receptor,
EIF2AKS3 : eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 3, FOS: FBJ murine osteosarcoma,
HSPA : heat shock protein family A, IRS : insulin receptor substrate, KCNJ : potassium inwardly-rectifying
channel, subfamily J, MAP4K4 : mitogen-actived protein kinase kinase kinase kinase 4, MAPK : mitogen-
activated protein kinase, PLA2G4A : phospholipase A2, group IVA, PRL : prolactine, R 5-HT : récepteur
sérotoninergique, SLC6A4 : solute carrier family 6 member 4, TAAR : trace amine associated receptor,
TNF : tumor necrosis factor, TPH : tryptophane hydroxylase. Minimum de 3 interactions retrouvées sauf
pour la fluoxétine : 10 principaux génes avec lesquels elle interagit. Créé d’aprés les données de (CTD,

2017b).
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1.2.3 Dépression et grossesse

1.23.1 Epidémiologie et facteurs de risque de la dépression chez les

femmes enceintes
Avec environ 2,4 millions de personnes atteintes de troubles de 'humeur en 2014 au
Canada, la dépression est un véritable enjeu de santé publique (Statistique.Canada,
2017a). Elle atteint les femmes avec une incidence beaucoup plus forte que les
hommes (revue de littérature de Perry et al. (Perry et al., 2017)). En 2014, au Canada,
on dénombrait 1,5 million de femmes diagnostiquées pour 890 000 hommes
(Statistique.Canada, 2017a). L’incidence de la dépression chez la femme varie en
fonction de I'age, avec une plus forte fréquence au cours de la période fertile (Figure
1.8). Les hormones sexuelles joueraient un rdle important dans la différence de
prévalence de dépression entre les femmes et les hommes (Shors et al., 2003). En
effet, la dépression atteint & des taux semblables les femmes et les hommes avant la
puberté alors que les femmes sont deux fois plus atteintes que les hommes entre la
puberté et la ménopause. Cette différence s’estompe ensuite chez les personnes agées
(Forlani et al., 2014, Freeman et al., 2004, Vigod et al., 2009). Les femmes sont
particulierement susceptibles d’étre atteintes de dépression dans des périodes ou les
taux d’estrogénes varient (post-partum, transition de ménopause) (Bennett et al., 2004,
Freeman, 2010, Paskova et al., 2014). Par ailleurs, des facteurs psychosociaux liés au
genre peuvent aussi expliquer cette différence de prévalence. En effet, les femmes
déclarent plus facilement leur détresse et vont plus facilement consulter que les
hommes (Association_canadienne_pour_la_santé_mentale, 2018,
Gouvernement_du_Canada, 2006, OMS, 2013). En présentant les mémes symptémes,
un diagnostic de dépression serait plus facilement posé pour une femme que pour un
homme (OMS, 2013).
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Figure 1.8 Incidence de I'age sur les troubles de I’lhumeur en fonction du sexe, au Canada, en

2014. D’aprés les données de Statistique Canada (Statistique.Canada, 2017b).

De 10 a 20 % des femmes seront dépressives durant leur grossesse (Bennett et al.,
2004, Gavin et al., 2005, Gentile, 2015). La dépression de grossesse est associée a
différents facteurs de risques, qui se classifient en quatre grandes catégories : sociaux,
psychologiques, liés a la santé durant la grossesse, et spécifigues a la grossesse
(Tableau 1.9). Biaggi et al. ont proposé un classement des facteurs de risques de
dépression de grossesse (Biaggi et al., 2016). Il s’agit, par ordre décroissant, de :
'absence de partenaire, du manque de soutien de I'entourage, d’antécédent d’abus ou
de violence domestique, d’antécédent de pathologies psychiatriques, de grossesse non
désirée, et d’évenement stressant.
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Tableau 1.9  Facteurs de risques de développer une dépression de grossesse

Références

Facteurs sociaux

Age maternel extréme (Bodecs et al., 2013, Raisanen et al., 2014,
Rubertsson et al., 2014)

Célibataire (Brittain et al., 2015, Jeong et al., 2013)

Relation avec le partenaire (manque de soutien (Fonseca-Machado Mde et al., 2015, Groves et al.,
du partenaire, conflit, violence) 2012, Mahenge et al., 2013)

Manque de soutien du réseau social (Agostini et al., 2015, Jeong et al., 2013)

Faible niveau d'éducation/chbmage (Bodecs et al., 2013, Lydsdottir et al., 2014)

Facteurs psychologiques

Stress/évenement dramatique (Husain et al., 2012, St-Pierre et al., 2016)
Antécédent de mauvais traitement/ d’abus (Robertson-Blackmore et al., 2013, Seng et al., 2014)
Antécédent de troubles psychiatriques (Bayrampour et al., 2015, Shakeel et al., 2015)

Facteurs liés a la santé durant la grossesse

Consommation tabac, alcool, drogues (Marcus et al., 2003, Smedberg et al., 2015)
Facteurs spécifiques a la grossesse

Grossesse non désirée (Bunevicius et al., 2009, Fellenzer et al., 2014)

Précédent de complication de grossesse/fausse (Gong et al., 2013, Wagas et al., 2015)
couche

Adapté de (Biaggi et al., 2016, Ulrich et al., 2016)
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1.2.3.2 Epidémiologie de la prise d’inhibiteurs de recapture de sérotonine

(ISRS) durant la grossesse
Si, en premiere ligne, le traitement de la dépression passe par un accompagnement
non médicamenteux (accompagnement psychologique individuel ou collectif, yoga)
(Field et al., 2013a, Field et al., 2013b, Spinelli et al., 2016), il s’avére souvent
insuffisant, et doit alors étre associé a une prescription d’antidépresseurs. L’incidence
de la prescription d’antidépresseurs chez les femmes enceintes est en nette
progression, et a triplé aux Etats-Unis entre 1998 et 2005 (Alwan et al., 2011). Les
ISRS, incluant la venlafaxine, sont les antidépresseurs les plus prescrits aux femmes
enceintes, suivis par le bupropion et les tricycliques (environ 0,5 %) (Alwan et al., 2011,
Andrade et al., 2008). Selon les sources, on estime que de 2 a 10 % des femmes
enceintes prennent des ISRS durant leur grossesse (Alwan et al., 2011, Charlton et al.,
2015, Cooper et al., 2007). Alwan et al. ont classé le type d’'ISRS pris par les femmes
enceintes entre 1998 et 2005 aux Etats-Unis: sertraline (1,6 %), fluoxétine (1,1 %),
paroxétine (0,8 %), citalopram (0,2 %), et venlafaxine (0,2 %) (Alwan et al., 2011). La
prescription de paroxétine est néanmoins en nette diminution depuis 2003 ; elle a été
divisée par 4 entre 2003 et 2007 (Huybrechts et al., 2013). Ce phénoméne s’explique
par la prise en compte, par les autorités de santé publique, d’effets indésirables majeurs
de ce médicament, tels que le suicide et des malformations congénitales (Berard et al.,
2016, Cole et al., 2007, Huybrechts et al., 2013).

1.2.3.3 Recommandation et polémique sur le bien fondé du traitement de la

dépression de grossesse par des ISRS
Les autoritéts de santé et les cliniciens font face a un dilemme: le traitement
thérapeutique ou non de la dépression de grossesse. Une dépression durant la
grossesse peut avoir un effet négatif sur la santé de la mere, mais aussi sur celle du
foetus (Christian et al., 2009, de Paz et al., 2011, Gentile et al., 2017, Ponder et al.,
2011). Ce danger peut étre d’origine directe, par l'intermédiaire d’un milieu hormonal
altéré ou d’'un mauvais développement placentaire, ou indirecte, par l'intermédiaire des

comportements maternels, tels que l'abus de substances (alcool, drogues), une

36



mauvaise alimentation, voire méme le suicide. Les femmes enceintes dépressives non
traitées ont un risque plus élevé de complications obstétricales associant un défaut de
développement et de fonctionnement placentaire, telles que la prééclampsie, la
restriction de croissance intra-utérine et la prématurité (Tableau 1.10). La dépression
maternelle pose donc de nombreux risques pour la mére et le foetus, et I'absence de

traitement peut avoir un impact négatif sur le développement du feetus.

Malgré I'utilisation importante d'ISRS par les femmes enceintes ; il n’existe pas a ce jour
de consensus médical sur la prescription de cette classe d’antidépresseurs. Si son
utilisation est acceptée au vu des bénéfices qu’elle peut avoir pour la mere et I'enfant,
elle reste controversée pour les différentes autorités de santé, notamment a cause des
effets indésirables que ces médicaments peuvent engendrer (CRAT, 2017, FDA, 2011).
Chez les nouveau-nés de mere ayant pris un ISRS en fin de grossesse, on a rapporté
de lirritabilité, des tremblements, de I'hypotonie, des pleurs persistants, de la difficulté
de succion, ou des troubles du sommeil, symptdmes d'un syndrome de sevrage
sérotoninergique (Levinson-Castiel et al., 2006, Vidal, 2017b). Plusieurs études ont
rapporté, suite a une exposition aux ISRS, un risque accru de faible poids de
naissance, d’admissions accrues en soins intensifs, ou encore de toxicité cardiaque et
pulmonaire (Tableau 1.10). D’autres effets de ces antidépresseurs sont plus
controversés (prématurité, prééclampsie, tératogénicité, trouble du spectre de
'autisme), et si certaines études ont identifié ces effets, d’autres, par contre, n'ont pas
retrouvé de corrélation. Ceci s’explique notamment par le fait qu’il est difficile de
séparer I'effet de la dépression de grossesse de I'effet des antidépresseurs en tant que
tels (Millard et al., 2017).
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Tableau 1.10 Conséquences maternelles, obstétricales et sur I’enfant d’une dépression de
grossesse traitée ou non par inhibiteur sélectif de recapture de la sérotonine

(ISRS).

Dépression de grossesse non traitée

Conséguences
maternelles

Conduite a risque
(tabac, alcool,
drogues)
Malnutrition,
obésité, anémie,
diabéte

Suicide

Conséguences
obstétricales

Hypertension /
prééclampsie

Prématurité

(Alhusen et al., 20186,
Olivier et al., 2014)

(Alhusen et al., 2016,
Bansil et al., 2010,
Olivier et al., 2014)

(Filippi et al., 2016,
Oates, 2003)

(Bansil et al., 2010,
Kurki et al., 2000)

(Grote et al., 2010,
Sahingoz et al.,
2014)

Dépression de grossesse traitée par ISRS

Note : cette liste n’est pas exhaustive ; seuls les effets
indésirables les plus fréquents sont référencés ici.

Troubles psychiatriques :
agitation, insomnie, sédation,
somnolence, réves anormaux

(Vidal, 2017a, Vidal,
2017c, Vidal, 2017d,
Vidal, 2017e)

Troubles gastro-intestinaux :
nausée, vomissement,
diarrhée, constipation,
sécheresse buccale

Troubles du systeme
nerveux : vertige,
tremblement, céphalée,
difficultés de concentration
Béillement excessif

Troubles de vision : flou ou
trouble

Dysfonction sexuelle : baisse
de libido

Hypersudation

Troubles généraux (asthénie,
prise de poids, anorexie)

Hypertension / prééclampsie
(controversé)

(Avalos et al., 2015,
Uguz, 2017)
Prématurité (controverse) (Eke et al., 2016,
Hendrick et al., 2003a,
H. Huang et al., 2014,
Sahingoz et al., 2014)
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Accouchement par
césarienne accru

Restriction de
croissance intra-
utérine

Conséquences
sur I’enfant

Morbidité infantile

Faible poids a la
naissance

Troubles
psychologiques et
comportementaux

Retard voir faible
développement
cognitif et retard
psychomoteur

Risque accru
dépression,
anxiété, trouble du
déficit de I'attention
avec ou sans
hyperactivité,
trouble de spectre
de l'autisme.

(Malm et al., 2015)

(Bansil et al., 2010,
Grote et al., 2010)

(Bansil et al., 2010)

(Grote et al.,, 2010,
Sahingoz et al,
2014)

(Davalos et al., 2012,
Hammen et al., 2003)

(Deave et al., 2008,
Nulman et al., 2012)

(Kaplan et al., 2017,
Lahti et al., 2017,
Rodriguez et al.,
2005)

Syndrome de sevrage
néonatal

Faible poids a la naissance

Hypertension artérielle
pulmonaire persistante du
nouveau-né (controverseé)

Faibles scores d’Apgar

Toxicité
cardiaque/cardiovasculaire
(surtout la paroxétine)

Tératogénicité (controversée)

Admission en soin intensive
accrue

Trouble de spectre de
'autisme.
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(Levinson-Castiel et al.,
2006)

(Hendrick et al., 2003a,
H. Huang et al., 2014,
Oberlander et al., 2006)

(Alwan, Bandoli, &
Chambers, 2016;
Andrade et al., 2009;
Berard et al., 2017)

(Jensen et al.,, 2013,
Malm et al., 2015)

(Berard et al., 2014,
Berard et al., 2016,
Nembhard et al., 2017,
Ornoy et al., 2017)

(Jordan et al., 2016,
Reefhuis et al., 2015)

(Malm et al., 2015,
Norby et al., 2016)

(Boukhris et al., 2016,
Kaplan et al., 2017)



1.2.4 Dépression de grossesse et placenta

1.24.1 Pharmacocinétiqgue maternelle et placentaire des ISRS

Chez les humains, tous les ISRS traversent le placenta et sont retrouvés au niveau du
foetus. La comparaison des taux de ces antidépresseurs, dosés a la fois dans le sérum

maternel et dans le sang de cordon (Figure 1.9), permet d’estimer la concentration

placentaire.
Venlafaxine [4{ © | o Concentration (nmol/L)
" ® | ® @ Sang maternel
Sertraline | 4 © Sang de cordon

Paroxétine <

o "0 2=

Norfluoxétine T - o | o

Fluoxétine | - & | @)
{ e e & )
Citalopram T - (%
109
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Concentration (nmol/L)

Figure 1.9 Concentration d’inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine (ISRS) mesurée
dans le sang maternel et dans le sang de cordon. Réalisé d’aprés les données de
(Heikkinen et al., 2002, Heikkinen et al., 2003, Hendrick et al., 2003b, Rampono et al.,
2009, D. Sit et al., 2011). La barre représente la moyenne.

Les mécanismes régulant le transfert placentaire des ISRS sont complexes et mal
compris. Le placenta constitue une barriére lipidique avec une perméabilité sélective.

Les ISRS, de par leurs petites tailles et leurs propriétés non ioniques et lipophiles,
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traversent le placenta par diffusion passive (Evseenko et al., 2006). Durant 'avancée de
la grossesse, la diffusion de cette classe d’antidépresseurs est facilitée car, d’'une part,
la surface de contact est augmentée (les microvillosités placentaires sont plus
nombreuses), et d’autre part, la distance entre le sang fcetal et le sang maternel est
moindre (les microvillosités étant plus minces (Ewing et al., 2015, Syme et al., 2004).
Les ISRS (excepté la fluoxétine) traversent également le placenta par transport actif
grace a la protéine membranaire P-glycoprotéine (P-gp), qui appartient & la superfamille
des transporteurs d’efflux ATP binding cassette (ABC) (Wang et al., 2007). Il est
intéressant de noter que I'expression des P-gp diminue au cours de la grossesse, ce

qui peut influencer le transfert des ISRS (DeVane et al., 2006, Syme et al., 2004).

Les ISRS peuvent aussi étre métabolisés au niveau placentaire. En effet, une large
variété de cytochromes P450 (CYP) est exprimée par les cellules trophoblastiques
notamment CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, CYP2D6, CYP2E1, CYP2F1, CYP3A4, etc.
(Hakkola et al., 1996a, Hakkola et al., 1996b, Pasanen, 1999). Parmi ces CYP, tel
qu’'évoqué a la section 1.2.2.1, le CYP3A4 est impliqué dans le métabolisme du
citalopram, de la fluoxétine, de la paroxétine, de la sertraline et de la venlafaxine, tandis
gue le CYP2B6 métabolise la sertraline (Tableau 1.7). Cependant, le niveau
d’expression des CYP placentaires est inférieur a ceux du foie, et leurs activités
diminuent au cours de la grossesse (Prouillac et al., 2010, Syme et al., 2004). D’autre
part, une modification de la pharmacocinétique (absorption, distribution, métabolisation
et élimination) de la meéere au cours de la grossesse influence la concentration
placentaire des ISRS (Anderson, 2005, Loebstein et al., 1997). En effet, 'expression
des CYP hépatiques maternels varie (globalement augmente) au cours de la
grossesse, ce qui diminue le taux d’ISRS biodisponibles (Sit et al., 2008, Ververs et al.,
2009). Ces études suggerent que les métabolites des ISRS auxquels est exposé le
placenta ont principalement été métabolisés par la mere. De plus, seuls les ISRS qui
sont sous forme libre, c’est-a-dire non liés aux protéines plasmatiques telles que
'albumine ou l'alpha-1 glycoprotéine acide (AGP), peuvent traverser le placenta. Or,
ces protéines diminuent au cours de la grossesse, augmentant ainsi la fraction libre
d’'ISRS dans le sang maternel (Hutson et al., 2011, Ram et al., 2015). Cela laisse

suggérer qu’au terme de la grossesse, une quantité plus importante d’'ISRS sous forme
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libre est donc biodisponible pour le placenta et le foetus, par rapport au 1" trimestre de

grossesse.

1.2.4.2 Systéme sérotoninergique placentaire

Les cellules placentaires possédent un systéme sérotoninergique fonctionnel (Figure
1.10). En 1989, Balkovetz et al. ont été les premiers a démontrer, ex vivo, la présence
du SERT au niveau du tissu placentaire humain (Balkovetz et al., 1989). Depuis, ces
résultats ont été confirmés par la mise en évidence dARNm de SERT dans les
trophoblastes villeux humains a terme (Bottalico et al., 2004, Prasad et al., 1996), ainsi
gue de son activit¢ (Cool et al., 1990). Notre équipe a également montré, par
immunohistochimie réalisée sur des tissus placentaires humains normaux a terme, la
présence des protéines du SERT au niveau des trophoblastes villeux (CTBv et STB),
ainsi que des capillaires feetaux (Viau et al., 2009). Nous avons également mis en
évidence a partir des mémes tissus, I'expression d’ARNm et de protéines de SERT, a la
fois dans les CTBv, mais aussi dans le STB (Viau et al., 2009). De plus, le SERT est
exprimé au niveau du STB, autant du coté maternel (membrane apicale) que feetal
(membrane basale) a la fois chez la souris (Hadden et al., 2017) et chez 'humain (Viau,
2008). Les récepteurs de la sérotonine de type 5HT2a, 28 2c (Huang et al., 1998, Sonier
et al., 2005, Vaillancourt et al., 1994, Viau et al., 2009), et la monoamine oxydase
(MAO, enzyme dégradant les monoamines) (Auda et al., 1998, Billett, 2004, Blakeley et
al., 2013), sont également présents au niveau des cellules placentaires humaines.
Autant les ARNm, que les protéines du récepteur 5HT,a, ont été mis en évidence dans

les CTBv et les STB issus de placentas humains normaux a terme (Viau et al., 2009).

A la fois chez la souris (Bonnin et al., 2011a) et chez 'humain (Laurent et al., 2017), le
placenta est capable de synthétiser de novo la sérotonine. En outre, les cellules
trophoblastiques humaines (CTBev, CTBv et STB), de 1* et de 3° trimestre de
grossesse, expriment les tryptophanes hydroxylases (TPH-1 et TPH-2), suggérant un
réle de la sérotonine placentaire dans le développement du feetus (Laurent et al., 2017).
Dans ce sens, Bonnin et al. ont montré que la sérotonine placentaire est la source de
sérotonine impliquée pour le développement du prosencéphale du feetus, a 14,5 jours

embryonnaires chez la souris (Bonnin et al., 2011a, Bonnin et al., 2011b).
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cytotrophoblaste villeux

syncytiotrophoblaste

Figure 1.10 Systéme sérotoninergique dans le placenta humain. MAOA : monoamine oxydase A,
SERT : transporteur de la sérotonine, TPH : tryptophane hydroxylase, R 5-HT : récepteur
de la sérotonine.
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1.3 Modeéles d’études

Le placenta humain a une structure et un développement unique parmi les mammiferes
ce qui fait que le modéle animal n’est pas un bon modéle d’étude. Par contre, les
lignées cellulaires (BeWo : modéle de trophoblastes villeux ; JEG-3 et HIPEC : modeles
de trophoblastes extravilleux) et les primocultures de trophoblastes humains sont des
modeles de choix. La lignée cellulaire de choriocarcinome de placenta humain BeWo
représente un modéle pertinent du trophoblaste villeux pour ['étude de la
syncytialisation. En effet, elle sécréte des hormones (hCG, hPL) et est capable de
fusionner (Alsat et al., 1999), comme les primocultures. Ces cellules se différencient en
syncytium (fusionnent et sécrétent la hCG) lorsqu’elles sont stimulées par la forskoline,
qui est un activateur direct de I'adénylate cyclase (AC) (Orendi et al., 2010). Chez les
cellules BeWo comme pour les primocultures de CTBv, on observe une diminution de
I'expression des protéines E-cadhérine et syncytine lors de la différenciation (Kudo et
al., 2002). Les lignées cellulaires JEG-3 et HIPEC (human invasive, proliferative
extravillous cytotrophoblast) sont de bons modéles du trophoblaste extravilleux, de par
leurs capacités de migration et d’invasion. La lignée HIPEC est dérivée de
primocultures humaines de trophoblastes extravilleux, et a été immortalisée par
transfection de genes de virus Simien 40 (Pavan et al., 2003), tandis que les cellules
JEG-3 sont une lignée de choriocarcinomes placentaires humains (Hertz, 1959). Ces
deux lignées possédent un phénotype extravilleux: elles proliferent, migrent,
envahissent, et sécretent des MMP. (Kohler et al., 1971, Pavan et al., 2003). De plus,
ces trois lignées cellulaires (BeWo, JEG-3 et HIPEC) possédent un systeme
sérotoninergique. Notre équipe et d’autres ont montré que les cellules BeWo et JEG-3
expriment les récepteurs 5-HTza, 28 et 2c €t le SERT (Hudon Thibeault et al., 2016,
Keating et al., 2006, Morikawa et al., 1998, Sonier et al., 2005, Viau et al., 2009). La
présence des TPH-1 et -2 a été démontrée dans les 3 lignées cellulaires (Laurent et al.,
2017). Ces lignées représentent donc de bons modeles pour étudier I'effet des ISRS

sur les trophoblastes humains.
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D’autre part, les primocultures de trophoblastes villeux sont un bon modele d’étude. En
effet, un placenta permet d’obtenir un grand nombre de cellules : environ 300 millions
de cellules (Clabault et al., 2018, Sagrillo-Fagundes et al.,, 2016). La technique
d’isolement et de purification des trophoblastes villeux, initialement mise au point par
Kliman et al. (Kliman et al., 1986), a été modifiée et améliorée (entre autres) par notre
laboratoire et fait 'objet de deux publications (chapitre 2 et annexe 2). Ce modéle in
vitro unique est largement utilisé dans la littérature pour I'étude de la différenciation a la
fois morphologique (fusion) et biochimique (sécrétion de hCG) du trophoblaste villeux
(Daoud et al., 2005, Racca et al., 2015, Steinberg et al., 2016). Les primocultures de
CTBv fusionnent spontanément, en présence de sérum foetal bovin (FBS) ou de
facteurs de croissance, pour former un syncytium (syncytiotrophoblaste) aprés quatre

jours de mise en culture (Kliman et al., 1986).
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1.4 Hypothese et objectifs de recherche

Peu d’études se sont intéressées aux effets des antidépresseurs ISRS sur le
développement du placenta, qui est pourtant un organe clef dans le bon déroulement
de la grossesse et du développement feetal. Les ISRS étant couramment utilisés durant
la grossesse, une meilleure compréhension de leurs effets sur le développement du
trophoblaste villeux et extravilleux est donc primordiale. Dans différents types
cellulaires, la sérotonine induit la différenciation cellulaire via I'activation des récepteurs
5-HT, (Etienne et al., 2004, Guillet-Deniau et al., 1997, Gustafsson et al., 2006, Koch et
al., 2002, Ni et al., 1997, Palvimaki et al., 1996). Cependant, la littérature demeure
controversée (pas d’effet, inhibition ou activation) quant a l'effet des ISRS sur la
différenciation cellulaire et I'apoptose selon le type cellulaire, et les concentrations
(Guillet-Deniau et al., 1997, Gustafsson et al., 2006, Hadden et al., 2017, Hodge et al.,
2013, X. Hu et al., 2012, Schaz et al., 2011). Les concentrations utilisées (0,03 a
10 uM) dans la présente étude correspondent aux concentrations retrouvées dans le
sang maternel et dans le sang de cordon (sang foetal). A ces doses, nous pensons que
ces antidépresseurs, comme démontré pour les ostéoclastes (Gustafsson et al., 2006),
n’ont pas d’effet sur la syncytialisation (différenciation) ni sur 'apoptose du trophoblaste

villeux.

La sérotonine régule, via son récepteur 5-HT,,, I'invasion et la prolifération des cellules
du muscle squelettique, des cellules musculaires lisses vasculaires, ainsi que des
cellules mésangiales du glomérule (Banes et al., 2005, Guillet-Deniau et al., 1997,
Nebigil et al., 1995). Notre laboratoire a récemment mis en évidence que la sérotonine
régule l'invasion, la migration et la prolifération des trophoblastes extravilleux, via ce
méme récepteur, et l'activation des voies de signalisation ERK1/2 et JAK2/STAT3
(Oufkir et al., 2010, Oufkir et al., 2011). Non seulement les ISRS inhibent la recapture
de la sérotonine en bloquant le SERT, mais ils ont également des effets antagonistes
sur le récepteur de la 5-HT,a (Dempsey et al., 2005, Pitt et al., 1994). Nous suggeérons
donc que les ISRS altérent le développement des CTBev, soit directement en
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interagissant avec le récepteur 5-HT,a, soit indirectement en se fixant sur le SERT,

diminuant ainsi les taux de sérotonine.

Hypothése 1: Nous proposons que les ISRS, aux concentrations utilisées chez
les femmes enceintes, n’ont pas d’effet sur la syncytialisation (différenciation

fonctionnelle, fusion et apoptose) du trophoblaste villeux.

Hypothese 2 : Nous proposons que les ISRS altérent le processus d’implantation

en inhibant I’invasion, la migration et la prolifération du trophoblaste extravilleux.

L’objectif général de ce projet de recherche est donc de déterminer les effets de cinq
des ISRS les plus prescrits chez les femmes enceintes sur le développement
trophoblastique. Les objectifs spécifigues sont de déterminer [leffet des
antidépresseurs de type ISRS (fluoxétine (et son métabolite la norfluoxétine), sertraline,
paroxétine, citalopram et venlafaxine ; 0,03 a 10 puM) sur :

1- La syncytialisation du trophoblaste villeux, soit i) la prolifération et le cycle
cellulaire des cellules BeWo (modéle du trophoblaste villeux), ii) la différenciation
fonctionnelle (sécrétion de hCG) ; iii) la différenciation morphologique (fusion) ; et
iv) 'apoptose dans les cellules BeWo et dans les primocultures de trophoblastes
villeux de placentas de grossesses normales a terme ;

2- La prolifération, le cycle cellulaire, I'invasion et la migration des trophoblastes

extravilleux, en utilisant les lignées JEG-3 et HIPEC.
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2 CHAPITRE 2 : ISOLATION AND PURIFICATION OF VILLOUS

CYTOTROPHOBLAST CELLS FROM TERM HUMAN PLACENTA

2.1 Présentation de ’article

Titre en francais: Isolement et purification des cellules de cytotrophoblastes villeux

issues de placentas humains a terme

Héléne Clabault™ ? 3, Laetitia Laurent > % 3, Thomas Sanderson', Cathy Vaillancourt™ % 3

'INRS-Institut Armand-Frappier, Laval, QC, Canada et “centre de recherche Biomed et
3Centre de recherche interdisciplinaire sur le bien-étre, la santé, la Société et

I'environnement, Université du Québec a Montréal, Montréal, QC, Canada

Le chapitre est publié dans la série de livres Clabault H*, Laurent L*, Sanderson JT
and Vaillancourt C (2018). Isolation and purification of villous cytotrophoblast cells
from term human placenta. Pre-eclampsia: Methods and Protocols. Methods in
Molecular Biology 1710:219-231. P. Murthi and C. Vaillancourt (eds), Humana Press.
Doi: 10.1007/978-1-4939-7498-6_17
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2.2 Résumé de l'article en francgais

Le placenta est un élément clef durant la grossesse a la fois pour le feetus et pour la
mere, ce qui justifie I'importance des études placentaires. Les cultures primaires de
cytotrophoblastes villeux issus de placentas humains a terme représentent un des
meilleurs modéles pour les études placentaires. Dans ce chapitre, nous présentons de
maniére détaillée: 1) lisolement des cytotrophoblastes villeux, comprenant la
préparation tissulaire, les digestions, le gradient de Percoll, et 2) lI'immunopurification

des cellules et leur mise en plaque.

2.3 Contribution de I’étudiante

L’étudiante a rédigé la partie portant sur la préparation tissulaire, les digestions, le
gradient de Percoll et la congélation des cellules. Elle a relu et corrigé la seconde partie
du chapitre et a contribué aux discussions et corrections nécessaires a la publication de

la version finale du chapitre.

2.4 Article
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Chapter 17

Isolation and Purification of Villous Cytotrophoblast Cells
from Term Human Placenta

Héléne Clabault, Laetitia Laurent, J. Thomas Sanderson,
and Cathy Vaillancourt

Abstract

The placenta is a key element during pregnancy for the health of the fetus and the mother, which justifies
why placental studies are so important. One of the best models for placental studies is the primary cell
culture of cytotrophoblast cells from human term placentas. In this chapter, we will detail firstly the isola-
tion of cytotrophoblast cells, with tissue preparation, digestion, Percoll gradient, and cell freezing, and
secondly the cell immunopurification and seeding.

Key words Immunopurification, Percoll gradient, Syncytiotrophoblast, Placenta, Primary cell
culture

1 Introduction

There are several models to study the development and function-
ing of the placenta. Each model, which will be described quickly
here, allows studying part of the mechanismsinvolved. Nevertheless,
since the placenta is a very complex organ, none of the below-
mentioned models can exactly reflect all the functions of the human
placental tissue in vivo. First of all, placental tissues from human or
animal models can be fast frozen and then used to evaluate the
level of expression of different targets under physiological condi-
tions or also following some treatment or diseases. Unfortunately,
this model cannot allow studying the behavior of the cytotropho-
blast cells, which is essential for the understanding of the placental
functions. Villous explants containing the whole villous structure
and cell types are often used to study placental physiology. This
model has the advantages of closely matching human placental
physiology but is limited for intensive biochemistry and molecular
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biology studies. There are also a few trophoblastic cell lines, all
derivate from choriocarcinoma, which are commercially available
such as BeWo, Jeg-3, and JAR (the latter are derivate from the
former), and are commonly used to study human placental func-
tions [1-3]. An inconvenient of these cell lines is the necessity of
chemical induction for achieving a differentiation. BeWo cells,
which are the most used model, can biochemically and morpho-
logically differentiate following an induction (e.g., forskolin stimu-
lation), which make them good differentiation and fusion models.
They have also the ability to form confluent monolayer on perme-
able support, which allows studying the transplacental transport of
drugs [4]. Caution should be used, however, as these lines unlikely
reflect in vivo trophoblast function. A recent study showed a very
weak correlation between gene expression in human cytotropho-
blasts and BeWo cells [5].

Finally, the other way to study the cytotrophoblastic function
is to establish a primary cell culture from placenta. The advantage
of using placenta is that it represents a large reservoir of materials
for isolation of trophoblast cells compared to biopsies, the usual
way to obtain human live tissue. Moreover, primary cells are able
to syncytialize spontaneously and, as such, allow studying human
trophoblast cell fusion, syncytiotrophoblast formation, and regen-
eration. Taking this into account, we believe that human primary
trophoblast culture remains a suitable and robust model for study-
ing placenta.

Concretely, for this manipulation, it is important to consider
that it is a relatively long experiment, with significant handling
costs. Indeed, it takes approximately 8 h of continuous manipula-
tion after obtaining the placenta and then 3 h for trophoblasts
purification. We estimate that the isolation of cytotrophoblast cells
from a term human placenta costs about 400 USD (for double
preparation) of consumable products such as chemicals and small
disposable materials. The most expensive consumables are DNase
type IV (130 USD), trypsin (100 USD), and DMEM high glucose
(40 USD). For the thawing and the immunomagnetic purification,
we estimate 130 USD. The isolation technique requires little work
space, ideally a double bench. The necessary equipment is fairly
basic (centrifuge, sterile hood). The immunopurification, however,
requires an autoMACS® magnetic separator.

In this chapter, we describe the procedure to isolate and purify
the cytotrophoblast cells from human term placenta. The proce-
dures, adapted from Kliman et al., are based on enzymatic dissocia-
tion of villous placental tissue, followed by gradient centrifugation
and immunomagnetic bead purification [6]. All steps are summa-
rized in Table 1; a video is also available on JoVE [7].
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Table 1
Summary of isolation, purification, and purity analysis of villous cytotrophoblasts (vCTB) by step

Steps Proceedings Succinct descriptions

Isolation

1 Transportation —  Quick transportation of placenta (<1 h)
2 Tissue preparation — Remove fetal and maternal membranes

— Mince 30-35 g of tissue after having remove blood vessels

3 Digestion — Four digestions for 30 min at 37 °C in shaking water bath
with HBSS + CaCl, + MgSO; + digestive enzymes: trypsin I
and DNAse I type IV = P/S

4 Centrifugation — Keep supernatant from digestions 2 to 4, put it on FCS

— Centrifugation (1250 x g, 15 min at RT)
— Pellets rinsing with DMEM-P/S

5 Percoll — Deposit cells on Percoll gradients
— Centrifugation without brake (507 x g, 30 min, at RT)

6 Centrifugation — Keep vCTB which are between 1.048 and 1.060 densities
— Wash cells in DMEM-P/S
— Centrifugation (1250 x g, 10 min, at RT)

7 Count — Pellet resuspension in FBS
— Count and cell viability determination

8 Cryofreezing — Cryofreezing in FBS and 10% DMSO

Purification

9 Thawing — Quick thawing frozen cells
— Resuspension with autoMACS® running buffer + P/S

10 Count — Cells count with trypan blue

11 Labeling — Incubation 30 min with running buffer + anti-HLA-ABC Ab
— Wash

]2 Immunopurification - Cells resuspension with magnet microbeads MACS®

— vCTB immunopurification

13 Count — Cells count with trypan blue
14 Seceding — vCTB sceding after resuspension in culture media
(DMEM + HEPES + FBS + P/S)
15 Changing medium — 4 h after incubation at 37 °C, wash (x2) with medium culture

HBSS Hank’s balanced salt solution, CaCl; calcium chloride, MgSO, magnesium sulfate, DNAse deoxyribonuclease,
P/S penicillin /streptomycin, FCS fetal calf serum, RT room temperature, DMEM Dulbecco’s modified eagle medium,
FBS fetal bovine serum, DMSO dimethyl sulfoxide, A& antibody, HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]eth-
anesulfonic acid

Adapted from [10] according to the protocol used in our laboratory [7]
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2 Materials

2.1 Equipment

2.2 Chemical
Products

The quantities for a double preparation are given in brackets. Note
that all surgical equipment should be sterile.

O 0 N O Ul B W N

—
N - O

QN Ul A W N~

A

10.
11

12.

13.
14.
15.

. autoMACS® columns.

. autoMACS® magnetic separator.

. Biichner funnel.

. Cell strainers 100 pm nylon.

. Fine-toothed forceps [2].

. Gauze sponge.

. 50 mL corex tube [2].

. Metzenbaum [2] and pointed scissors [2].
. Peristaltic pump.

. Pyrex flat (21 x 30 cm).

. 250 mL sterile trypsinizing flasks [2].
. Watch glass [2].

. Anti-human HLA ABC purified clone W6,/32.
. Anti-mouse IgG microbeads.

. autoMACS® running buffer.

. autoMACS® rinsing solution.

. 100 mM calcium chloride (store at 4 °C).

. Culture medium: Dulbecco’s modified eagle medium

(DMEM) high glucose with 25 mM HEPES, 10% of fetal
bovine serum (FBS) (store at 4 °C).

. Deoxyribonuclease (DNase) type IV.
. Fetal calf serum (FCS).
. 10x Hank’s buffered salt solution (HBSS) without calcium

and magnesium.
800 mM magnesium sulfate (store at 4 °C).

Modified HBSS: 1 vial (9.25 g) 1x HBSS without calcium and
magnesium, 25 mL 1 M HEPES, pH = 7.4 (store at 4 °C).

Penicillin/streptomycin (P/S; 10,000 units/mL penicillin G,
100 mg/mL streptomycin sulfate).

Percoll.
Saline (NaCl) solution (10 L; 0.9%).
Trypsin type 1.
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3 Methods

3.1 Cell Isolation

3.1.1  Eve or the Day
of the Manipulation

3.1.2  Isolation
of Trophoblast Cells

Table 2

1. Weigh the different quantities of trypsin (Table 2), twice for a

double preparation, in a plastic weight boat. Label, cover with
paraffin, and store them at 4 °C until use.

. Reconstitute DNase by dissolving 1 vial (100 mg) in 1 mL of

modified HBSS. Keep at 4 °C until use.

. Prepare a 90% Percoll solution: mixing 36 mL of Percoll with

4 mL of 10x HBSS. Prepare Percoll solutions in disposable
culture tubes, as written in Table 3 (see Note 1). Keep at 4 °C
until use.

4. Add 4 mL of P/S in 200 mL of DMEM. Keep at 4 °C until use.

Be aware that during the whole process, the placenta and its pieces
must be kept in saline buffer.

1. In a water bath at 37 °C, warm two aliquots of 1 mL P/S,

eight bottles of modified HBSS for digestions (digestion 1,
2 x 150 mL; digestion 2, 2 x 100 mL; digestion 3, 2 x 75 mL;
and digestion 4, 2 x 75 mL), 200 mL of DMEM-P/S, and
50 mL of FCS. For FCS, as soon as thawed, put it at room
temperature for acquiring the right density.

. Following the delivery of the baby, bring the placenta to the

laboratory as quickly as possible (<1 h) in a cold saline bufter
(see Note 2).

. Dispose of the placental blood in a liquid trash. Weigh the

placenta in a pre-weighed flat plastic pot.

Quantities for digestion solutions

Digestion 1 Digestion 2 Digestion 3 Digestion 4
Modified HBSS (mL) 150 100 75 75
MgSO; (pL) 150 100 75 75
CaCl, (pL) 150 100 75 75
Trypsine (U) 1,824,000 1,200,000 960,000 960,000
DNase IV (pL) 300 200 150 150
(0.1 mg/uL)
P/S (mL) 1 / i 7

For a double digestion, all solutions have to be prepared twice
HBSS Hank’s buffered salt solution, MgSO, magnesium sulfate, CaCl calcium chloride, D Nase deoxyribonuclease, P/S

penicillin and streptomycin
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4. Cover the placenta with saline solution.

10.

LL:

12.

13.

14.

15.

16.

. Take note of the following: umbilical cord length, implanta-

tion (central or not), placental length, width and form (oval,
discoid), membranes color, cotyledons (entire or not), and
pathologies.

. Cut the umbilical cord, by doing a 1 cm diameter circle in the

placental cord base. Keep it in formalin if required by the his-
topathology hospital department.

. Remove the amnion (thin membrane covering the fetus) and

the outer 2 cm of the placenta (this part is too thin and does
not contain many trophoblasts).

. Cut the entire placenta in 5 x 5 cm pieces. Rinse several times

(~four times) in saline buffer to remove blood cells. After this
step, the liquid should be limpid.

. Remove fetal (amnion and chorion) and maternal membranes.

In a watch glass, mince tissue to remove blood vessels and cal-
cifications using forceps and the back of a Metzenbaum scis-
sors. When a piece of placenta is completely minced, putitin a
Biichner funnel under a beaker (see Note 3). Shed the saline
buffer, rinse again, and place it in a weighing boat on ice.
Repeat until having 60-70 g of minced tissue for a double
preparation (30-35 g for a single preparation).

Equally divide the 60-70 g of minced placental tissue in the
two trypsinization flasks.

Prepare the first digestion solutions with heated modified
HBSS, MgSO,, CaCl,, trypsine, DNase and P /S, according to
Table 2. Transfer these solutions in the trypsinization flasks.

Vigorously mix, before putting the flasks in a shaking water
bath for 30 min (50 cycles/min). Mix flasks every 5 min to
provide a homogenous digestion (see Note 4).

At the end of the first digestion, remove the flasks from the
water bath and put them on a bench at a 45° angle. Decant for
about 1 min.

With the help of a 10 mL sterile pipette, discard 80 mL of lig-
uid, avoiding any tissue.

Prepare the second digestion solution as described in Table 2,
put the solution in trypsinization flasks, mix, and incubate
30 min in a water bath, mixing every 5 min (as in step 12).

At the end of the second digestion, remove the flasks from the
water bath and put them on a bench at a 45° angle. Decant for
about 1 min. With the help of a 10 mL sterile pipette, with-
draw 80 mL of liquid and put it gently on a cell strainer
(100 pm nylon) placed on top of'a 50 mL tube.
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17

18.

19.

20.

Aliquot 13.5 mL of the second digestion collected liquid in
15 mL tubes. With a glass Pasteur pipette, very gently and
slowly, add 1.5 mL of FCS at the bottom of tubes. The two
liquids must not mix. Centrifuge all tubes at 1250 x g without
brake at room temperature during 20 min.

After the centrifugation, pellets with four layers should be
formed from top to bottom: digestion solution, FCS with
DNase and trypsin, trophoblast cells, and blood cells. With a
vacuum pump, aspirate supernatants, taking care to avoid
withdrawing the trophoblasts layer. It is very important to
remove the whitish precipitate at the FCS interface, by aspirat-
ing along the tube’s wall (Fig. 1).

Resuspend each pellet with 1 mL of warm DMEM-P/S (flick
each tube four or five times). Collect all resuspended cells in
two tubes with a Pasteur pipette. Let the tubes stand by at
room temperature.

Begin layering the Percoll gradient. Take two 50 mL corex
tubes, and fix the outflow tubing of the peristaltic pump on
cach tube. The liquid should flow along the tube wall without
forming droplets.

o JII

~———— Digestion solution

S — Fet_al calf serum y
; (with DNAse and Trypsin)
———————» Trophoblasts
= Red blood cells

Fig. 1 Digestion tube. After the centrifugation, pellets with four layers should be formed from top to bottom:
digestion solution, FCS with DNase and trypsin, trophoblast cells, and blood cells
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Take the different Percoll solutions previously prepared (as
described in Table 3). Layer each Percoll solution, in a decreas-
ing fashion (70-5% concentrations), with a slow peristaltic
pump (1 mL/min) (see Note 5). Vortex each Percoll solution
before layering it. Keep at room temperature.

At the end of the third and fourth digestions, perform again
steps 16-19. For the last digestion, collect as much superna-
tant as possible.

Once all digestions are completed, there will be eight tubes
with trophoblasts. Fill them to 15 mL with warm DMEM--
P/S. Centrifuge at 1250 x g with brake, during 10 min at
room temperature. Remove the supernatant with the vacuum
pump, taking care to avoid aspirating the white pellets.

Resuspend each pellet with 1 mL of warm DMEM-P/S by
flicking all tubes four or five times each. Collect all liquids in
two 15 mL tubes (see Note 6). It is very important to rinse
tubes well, to avoid losing cells. Fill with warm DMEM-P/S,
to have two tubes of § mL.

With a Pasteur pipette, very gently and slowly, take support on
the wall of the tube and apply cell suspensions in Percoll gradi-
ents. Centrifuge without brake at 507 x g during 30 min at
room temperature. It is important that the centrifuge is per-
fectly balanced. Handle the tubes very gently to avoid mixing
the gradients.

At the end of the centrifugation, move the tubes near the vac-
uum pump. Place a lamp behind to visualize the bands well.
Trophoblasts cells are located between 40% and 50% Percoll
concentrations (see Note 7). With the vacuum pump, take sup-
port on the tube wall and remove the top layer up to the tro-
phoblast cells (>50% Percoll concentration). With a Pasteur
pipette, take the cells of interest and put them in a 50 mL tube
(see Note 8).

Fill the tube to 50 mL with warm DMEM-P/S. Centrituge
with brake at 1250 x g during 10 min at room temperature (see
Note 9).

From this step on, work under sterile conditions.

28.
29.

30.

Resuspend the pellet with 20 mL of FBS. Keep on ice.

Count the cells and determine their viability using trypan blue
dye.

Add 2.22 mL of sterile DMSO. Mix gently by flicking. Aliquot
1.5 mL of cell suspension into cryogenic vials. Put in freezing
container and store at —80 °C for 12-24 h, before putting the
vials in a liquid nitrogen tank.
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3.2 Cell Purification 1. Prepare the autoMACS® by installing the autoMACS® rinsing
solution, the autoMACS® running buffer, and a new
autoMACS® column in the negative port. Solutions need to be
at room temperature for the purification of cells.

3.2.1 Preparation Steps

2. Perform the “clean program” of the autoMACS®.

3. Clean up the ports, then place three 50 mL tubes identified
negative 1, positive 1, and positive 2 under respective ports.

4. Prepare a sterile aliquot of cold running buffer: 50 mL is nec-
essary for 50 million cells. Add 1 mL of P/S in 50 mL of run-
ning buffer. Keep solutions on ice.

5. Add 1% of P/S in the culture medium and keep it at 37 °C.

322 cell 1. If starting from a frozen stock of villous mononuclear cells,

Purification Steps thaw cells quickly in a 37 °C water bath. Transfer the cells into
a 50 mL tube and resuspend gently in about 20 mL cold running
bufter containing P/S.

2. Centrifuge at 450 x g for 5 min at 4 °C.

3. Remove gently the supernatant, then resuspend in 20 mL cold
running buffer. Keeping the cells on ice, count the cells and
determine their viability using trypan blue dye.

4. Centrifuge again at 450 x g for 5 min at 4 °C. Carefully remove
the supernatant and then resuspend in 1 mL cold running but-
fer. Add 10 pL of mouse anti-HLA-ABC.

5. The cell suspension will be viscous; mix well by flicking the
tube several times and incubate for 30 min at 4 °C. Mix gently
the cells every 5 min.

6. After the incubation, add 6 mL of cold running buffer and
centrifuge at 450 x g for 5 min at 4 °C.

7. Remove gently and discard the supernatant, resuspend in 6 mL
of cold running buffer, and repeat the centrifugation at 450 x g
for 5 min at 4 °C.

8. After discarding the supernatant, resuspend cells in 900 pL of
cold running buffer. Label cells by adding 100 pL anti-mouse
IgG microbeads. Incubate for 15 min at 4 °C. Mix gently the
cells every 5 min.

9. Following the incubation, wash cells by adding 6 mL of cold
running buffer and centrifuge at 450 x g for 5 min at 4 °C.

10. Discard the supernatant, then resuspend in 5 mL of cold running
bufter.

11. Place the cell suspension under the uptake port and perform
the separation program on the autoMACS.

12. Keep the negative fraction, which contains villous trophoblasts,
and add 20 mL of cold running bufter. Centrifuge the purified
cells at 450 x g for 5 min at 4 °C.
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Remove gently the supernatant, then resuspend in 20 mL of
warm culture medium. Keeping the cells at room temperature,
count the cells and determine their viability using trypan blue
dye (see Note 10).

Seed cells in the warm culture medium:

(a) 96 wells plate: 150,000 cells /well

(b) 24 wells plate: 1.6 million cells/well

(c) 6 wells plate or 35-mm petri dish: 4.5 million cells/well.

Incubate at 37 °C and 5% CO, for at least 4-6 h, which allows
cells to attach to the surface of the plate and then rinse twice
with pre-warmed culture medium to remove nonattached
cells. Refresh the medium every 24 h.

4 Notes

. Two layers of Percoll solution can be used. Put 20 mL of 60%

Percoll at the bottom of the tube and then, with the peristaltic
pump, add 20 mL of 25% Percoll. After centrifugation, tro-
phoblast cells will be at the interface between both layers of the
Percoll.

. Transport buffer (~500 mL/placenta) can be used instead of

saline. This buffer is composed of DMEM medium (26.74 g)
completed with HEPES (11.916 g), sodium bicarbonate
(7.4 g), penicillin (4 mg), gentamicin (100 mg), and ampho-
tericin (10 mg). Dissolve all powders in 2 L of milliQ water,
adjust pH at 7, and filter (0.2 pm).

. Instead of a Biichner funnel to rinse minced placenta with

saline solution, it is possible to use gauze sponge or sieve with
an appropriate pore size.

. For a uniform heat transfer, the bath water level should exceed

the liquid level in the trypsinization flask.

. If there is no peristaltic pump in your laboratory, you can flow

the Percoll very gently with Pasteur pipettes.

. It is possible to discard the fourth digestion if the white pellet

is very small.

. Given that trophoblasts cells localization is approximate in the

gradient Percoll, it can vary in each experiment.

. It is possible that it will be difficult to take only trophoblast

cells because blood cells are often too close by. If there are
blood cells mixed with your trophoblasts, keep going with the
experiment. Blood cells will be eliminated during the immuno-
purification and centrifugation steps realized to wash the cells
after freezing. If blood cells are still present even after all these
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9.

10.

steps, it is nevertheless possible to seed them and then wash
cells carefully several times with warm culture medium at each
change of medium.

At this point, it is possible not to freeze the trophoblast cells
and directly perform the purification. For that, replace the
medium by cold running buffer (under sterile conditions),
then continue to Subheading 3.2.2 below.

To verity cell purity using flow cytometry, keep one million
cells (2 x 500,000 cells in two microtubes). Briefly, wash the
cells twice with HBSS and then block nonspecific antigen sites
with HBSS containing FBS during 30 min at room tempera-
ture. Wash once and then stain the positive tube cells with anti-
cytokeratin-7 antibody (1.25 pg/million cells) or add
HBSS-BSA in the negative tube. After 45 min of incubation at
room temperature, wash the cells and proceed with the flow
cytometry analysis [8, 9]. A cell preparation is considered to be
pure when there is a minimum of 96% of positive cells staining
with the anti-cytokeratin-7 antibody.
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EXAMINE FUNCTIONS OF VARIOUS PLACENTAL CELL TYPES

IN VITRO

3.1 Présentation de ’article

Titre en francais: Expérience basée sur l'impédance électrique pour examiner, in vitro,

les fonctions de diverses cellules placentaires

Tejasvy Chollangi™ 2, Héléne Clabault® * ®° Andrée-Anne Hudon Thibeault™ * °,
Hannah E.J.Yong" % ®, Shagun Narula’, Ellen Menkhorst®, Thomas Sanderson®, Cathy

Vaillancourt> * °, Padma Murthi* > °

'Department of Maternal-Fetal Medicine, Pregnancy Research Centre The Royal
Women’s Hospital et “Department of Obstetrics and Gynecology, The University of
Melbourne, Parkville, Australia ; *INRS-Institut Armand-Frappier, Laval, QC, Canada et
“centre de recherche Biomed et > Centre de recherche interdisciplinaire sur le bien-étre,
la santé, la Société et 'environnement, Université du Québec a Montréal, Montréal, QC,
Canada ; °Centre for Trophoblast Research, University of Cambridge, Cambridge, UK ;
"The Ritchie Centre et %Centre for Reproductive Health, Hudson Institute of Medical
Research, Clayton, Australia ;°Department of Medicine, School of Clinical Sciences

Monash University, Clayton, Australia

Le chapitre est publié Chollangi T*, Clabault H*, Thibeault AH*, Yong HEJ, Narula S,
Menkhorst E, Sanderson JT, Vaillancourt C and Murthi P (2018). An electrical

impedance-based assay to examine functions of various placental cell types in vitro.

67



Pre-eclampsia: Methods and Protocols. Methods in Molecular Biology 1710:267-276. P.
Murthi and C. Vaillancourt (eds), Humana Press. DOI 10.1007/978-1-4939-7498-6_20

3.2 Résumé de l'article en frangais

In vitro, les analyses fonctionnelles des cellules sont abondamment utilisées afin
d'étudier les mécanismes moléculaires impligués dans la prééclampsie. Les fonctions
cellulaires de base étudiées comprennent l'adhésion, l'apoptose, la prolifération, la
migration, et linvasion. Actuellement, la plupart des chercheurs utilisent des
expériences a des temps donnés, ce qui permet de déterminer la fonction de la cellule
seulement a un temps précis, avec la nécessité de répéter I'expérience avec différentes
durées. Ici, nous décrivons un appareil basé sur la mesure de l'impédance électrique
qui permet la surveillance des cellules en temps réel, et ainsi d'analyser le

comportement des cellules a une multitude de temps durant toute la durée d'une

expérience.
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Chapter 20

An Electrical Impedance-Based Assay to Examine
Functions of Various Placental Cell Types In Vitro

Tejasvy Chollangi, Héléne Clabault, Andrée-Anne Hudon Thibeault,
Hannah E.J. Yong, Shagun Narula, Ellen Menkhorst,
J. Thomas Sanderson, Cathy Vaillancourt, and Padma Murthi

Abstract

In vitro functional analyses of cells are widely used to investigate the molecular mechanisms involved in
preeclampsia. Common cellular functions studied include adhesion, apoptosis, proliferation, migration,
and invasion. At present, most researchers will use endpoint experimental assays that only allow the deter-
mination of cell function at a single time point, with the need to repeat the experiment for an alternate
time point. Here, we describe an electrical impedance-based tool that allows real-time monitoring of cells,
which enables the efficient assessment of multiple time points over the duration of a single experiment.

Key words Functional assays, Adhesion, Proliferation, Apoptosis, Migration, Invasion, XCELLi-
gence® RTCA systems

1 Introduction

A large variety of cell types are involved in placentation.
Understanding how these cells function is imperative to further the
current knowledge of placental disorders such as preeclampsia. For
example, much research performed has focused on the migration
and invasion of extravillous trophoblast cells into the decidua.
Another example would be determining apoptosis of endothelial
cells in the context of endothelial dystunction. Current assays that
are commonly used, such as migration scratch assays and cell viabil-
ity assays, are tedious and require multiple experiments to measure
different time points. In this chapter, we describe the use of the
xCELLigence® real-time cell analysis (RTCA) systems (ACEA

Cathy Vaillancourt and Padma Murthi share joint senior authorship.
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Biosciences Inc., San Diego, CA), which offer the opportunity to
continuously monitor cellular behavior and explore multiple cell
functions in real time [1]. The xCELLigence® RTCA systems can
be used to study basic cell behaviors, such as adhesion, apoptosis,
migration, proliferation, and invasion, as well as be customized to
determine specialized cell functions. These systems enable cell
activity and kinesis to be measured and quantified as changes in the
impedance of an electric current (Fig. 1). Gold microelectrodes
embedded in the base of the wells of a cell culture plate transmit
the current at specific intervals. The presence of adherent cells
impedes the flow of electrons when current is applied. This imped-
ance in the conduction of electricity is measured as a quantifiable
signal referred to as the cell index (Fig. 1a). The cell index is an

R(t)_R(to)
15

resents the background impedance in the well with only medium,
while R(#) reflects the impedance at any given time point when the
cells are present [2, 3]. The cell index accounts for background
impedance through the use of an initial “blanking” step, which
enables the system to correct for the impedance caused by medium
alone. The cell index rises as cells spread across the electrodes
(Fig. 1b). Eventually, when the cells reach confluence in the well,
the cell index will plateau for a period of time. Any subsequent
decline will reflect the cell death or detachment. Therefore, the
real-time monitoring of cell activity allows users to select the opti-
mal time points for other endpoint experiments.

There are seven different xCELLigence® RTCA models, with
different plate compatibilities. For placental studies, the most pop-
ular models are the xCELLigence® dual plate (DP), single plate
(SP), and multiple plate (MP) (Table 1). Customized plates allow
various functions to be tested. The E-plate can contain anywhere
from 8 to 384 wells depending on the xCELLigence® RTCA
model with the most popular plates having 16 or 96 wells. E-plates
can be used to measure events such as cell adhesion, proliferation,
and apoptosis (Table 1). E-Plates are similar to regular cell culture
plates except that the base of each well contains electrodes. The
alternative cell invasion/migration (CIM)-plate, which is only
available in 16-well format, is used to determine cell migration or
invasion in wells that are pre-coated with a gel matrix. The CIM-
plate utilizes a modified Boyden chamber, and each well consists of
an upper and lower chamber separated by a microporous mem-
brane (8 pm pore). The microelectrodes are present at the under-
side of the upper chamber to detect electrical impedance change
caused by migratory and invasive cells that have passed through the
membrane. E-Plate inserts, which are to be used for co-culture
assays, are also available can be added on top of a 16- or 96-well
E-plate. There is no impedance monitoring in the insert. E-plate

arbitrary unit of measurement defined as - R(t) rep-
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A
xCELLigence® well
Add
‘ culture medium - Add cells
g 0901 0 "
. s
Microelectrodes Time point ty Time point t
Background impedance Cell impedance
R(to) R(t)
R(t)-R(t,)
Cell index: CI()=———"
B Plateau:
cell confluence Decrease:
154 i cell detachment/death
% 10+
2
- 4 Slow increase:
8 5 cell proliferation
— Fast increase:
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0 50 100 150

Time (h)

Fig. 1 Basic principles of the xCELLigence® RTCA systems. (a) Impedance and cell
index measurements. The xCELLigence® RTCA systems utilize differences in elec-
trical impedance caused by cell attachment to provide a measurement of cell func-
tion expressed as a cell index. The background impedance (R(%)) is determined at
the start of the experiment, with its cell index always rendered to a value of 0. Any
subsequent measurements of impedance caused by cell attachment are then
reflected in positive cell index values (A(f)). (b) A typical real-time impedance curve

inserts are rather used to evaluate the influence of another cell type
on the cells in the E-plate wells.

The use of xCELLigence® RTCA instruments can be chal-
lenging when setting up experiments with non-adherent or non-
proliferative cells. Cell impedance monitoring is also sensitive to
any change in the atmospheric conditions, and experiments can be
affected by humidity and temperature changes in the incubator due
to door opening, for instance. Consumables can also be expensive
(see Note 1). Nevertheless, xCELLigence® RTCA systems have
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Table 1

Description of the most commonly used xCELLigence instruments to study placental cell lines

Assays
- Cell characterization
- Proliferation and
cytotoxicity
- Adhesion
- Receptor signaling
- Cell interaction:
co-culture
- Hypoxia studies
- Phenotypic
screening (mode of - Invasion
Instrument action of drugs) - Migration Format Compatible plate
RTCA DP Yes Yes 3 x 16 wells — CIM-plate 16
— E-plate 16
(+View and
+PET)
— E-plate insert
RTCA SP Yes No 1 x 96 wells — E-plate 96
RTCA MP Yes No 3 x 96 wells (:P\l’_:'.‘}“)" andl

— E-plate insert

RTCA real-time cell analyzers, DP dual plate, SP single plate, MP multiple plates, CIM cell invasion /migration, View
wells have a clear inspection window to visualize cells (no electrode in this window), PET bottomed plates, polyethylene
terephthalate is an alternative to more expensive glass-bottomed plates. Offered only for E-plate 16 and 96 VIEW

numerous advantages over conventional end-point-based cell
assays. The benefits of xCELLigence® RTCA systems include con-
siderable time savings and the ability to continuously measure cel-
lular events without the use of invasive cell labels. Furthermore,
xCELLigence® RTCA systems have the capacity to adapt a running
protocol in real-time response to the collected data. It is also pos-
sible to harvest the conditioned medium and the cells after xCEL-
Ligence monitoring to perform other analyses such as the staining
of cell markers or measurement of cell secretions, such as human
chorionic gonadotropin (hCG), human placental lactogen (hPL),
or steroid hormones.

2 Material

2.1 Cell Passage
and Counting

In the present chapter, we will focus on three xCELLigence® mod-
els: DP, SP, and MP.

1. Cells of interest.

2. Phosphate-buffered saline (PBS); pH 7.4.
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. Trypsin or other cell dissociation buffers.
. Cell culture medium.

. Treatment (optional).

. Manual or automated cytometer.

. Trypan blue (optional).

. The xCELLigence® RTCA instrument: dual plate (DP, 16

wells x 3 cradles), single plate (SP, 96 wells x 1 cradle), or mul-
tiple plate (MP, 96 wells x 6 cradles) (ACEA Biosciences).

. E-Plates 16 or 96 for adhesion, proliferation, and apoptosis

assays (ACEA Biosciences).

. CIM-plates 16 for migration and invasion assays (ACEA

Biosciences).

. Extracellular matrix (e.g., Matrigel™) for invasion assays.

3 Methods

3.1 Adhesion/
Proliferation Assay

3.2 Migration/
Invasion Assay

Handle all materials in a sterile hood. The xCELLigence instru-
ment® RTCA should be placed in an incubator and maintained at
standard humidified conditions (37 °C/5% CO,). Ensure that the
instrument is properly connected to the computer and functional
before starting the experiment (se¢ Note 2). Optimal time points
and cell densities must be determined for each cell type to be used.
The following steps are a guide only; the xCELLigence user man-
ual should be consulted before use.

1;

Add 100 pL of medium to each well (see Notes 3-5). Leave
E-plate to equilibrate for 30 min at room temperature.

. During plate equilibration, trypsinize cells and resuspend in

culture medium to obtain the appropriate dilution of cell sus-
pension (100 pL per well will be necessary). The ideal cell den-
sity has to be optimized for each cell type studied (Fig. 2 and
Table 2).

. Once the plate is equilibrated, do a background measurement

in the xCELLigence instrument (see Subheading 3.3).

. Add 100 pL of cell suspension and allow cells to settle on the

base of the well for 30 min at room temperature (see Note 6).

. Place plate into the instrument cradle and begin the experi-

ment (see Notes 7-9). If performing a co-culture experiment,
see Subheading 3.2 in Chapter 23 for a detailed protocol.

. When performing an invasion assay, pre-coat the upper

chamber with Matrigel™ or another desired gel matrix (see
Note 10).
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Table 2

Optimal cell density choosen for

proliferation/cytotoxicity tests Cells/well:
15+ - 2,500
- 5,000
10,000
- Rad — 20,000
°
£
T
O 54
0 T L] 1
0 50 100 150
Time (h)

Fig. 2 The xCELLigence® RTCA system can be used to produce typical cell titra-
tion curves to determine optimal cell densities and time points for other experi-
ments (an example is given for the proliferation of BeWo cells, 200 pL of medium
by well)

Optimal cell densities for placental cell lines using an xCELLigence® RTCA system

Cell concentration
Cell line Plate type (cells/well) References
Proliferation tests
BeWo E-plate 16 1x10* [5]
JEG-3 E-plate 96 2.5 x10%and 5 x 103 [6] (Clabault data
not published)
HIPEC E-plate 96 2%5' 10> (Clabault data not
published)
HTR8/SVneo E-plate 16 4 x 10°4 x 10* B8l
SGHPL-4 E-plate 16 1.25 x 104 x 10* [3]
BeWo/H295R co-culture  E-plate 16 and E-plate  H295R (well): 2 x 10* [5]
insert BeWo (insert): 1 x 10*
Migration/invasion tests
HTRS8/SVneo migration CIM-plate 16 4 x 102 x 10° [3,7-9]
HTRS8,/SVneo invasion CIM-plate 16 4 x 10* [8]

2. Add 165 pL of culture medium to the bottom chamber of
each well. Attach the upper chamber and add a further 50 pLL
of culture medium to the upper chamber of each well (se¢ Note
11). Leave CIM-plate to equilibrate for 1 h in the xCELLI-
gence instrument.

3. During plate equilibration, trypsinize cells and resuspend in
culture medium to obtain the appropriate cell density. The
ideal number of cells has to be optimized for each cell type
studied (Table 2).
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. Once the plate is equilibrated, do a background measurement

of medium alone in the xCELLigence instrument (see
Subheading 3.3).

. After the background check, add 100 pL of cell suspension and

allow cells to settle on the base of the upper chamber of each
well for 30 min at room temperature. This is a critical step as
convection currents from the warm medium (37 °C) may
affect cell attachment and introduce variations into the experi-
mental results.

. Place plate into the instrument cradle and begin the experiment.

. Create a new experiment.

2. Enter the relevant information such as treatment conditions,

cell types, cell density, and number of replicates in the
“Layout” tab.

. In the “Schedule” tab, add at least two steps. The first step is

the background measurement step and the default settings
should not be modified. The second step is the start of the
experiment and can be split into sub-steps if desired to, for
example, require readings to be taken every 5 min in the first
hour (12 sweeps during 1 h) and once an hour for the next
48 h (48 sweeps during 48 h). Experimental protocols can be
set up and saved in the computer software beforehand.

. After placing the plate into the instrument cradle, check the

“Message” tab to ensure that all connections are good. The
message should say “Plate scanned. Connections ok.” Usually
at this step, pressing the “Play” button will prompt the soft-
ware to ask if you wish to save the experiment. Click “Yes”
and the background measurement will be recorded and
accounted for. When completed, remove the plate and pro-
ceed to add the cells.

. After cells have been added to the wells and allowed to settle,

place the plate back into the cradle to begin the experiment.
Before pressing the “Play” button, ensure that there are no
connection errors in the “Message” tab as above. When the
plate has to be removed from the instrument cradle (e.g., for
treatments), press the “Pause” button.

. When the experiment is finished (either at the end of the last

step or after abortion of the experiment), problematic curves
may be repaired using the curve adjustment tool (shift or line
fit) under the “Plot” tab in the xCELLigence software.

. Data can be normalized relative to a given time point, usually

at the beginning of the experiment after the cells have settled
down. Normalization corrects for well-to-well variation in
initial cell densities that are not due to experimental condi-
tions/treatments. It is also possible to express cell index as the
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difference between an experimental condition and a baseline at
each given time point, which is called delta cell index.

. Analyze data using the data analysis tool.

4 Notes

. Plates may potentially be reused to minimize costs [4]. It is up

to the end user to decide if they wish to do so. However, we
personally would not recommend it as there is a substantial risk
of contamination once the plate is placed in the incubator and
exposed to a non-sterile environment. Additionally, the pro-
cess of removing the cells and spent medium may damage the
sensitive electrodes within the wells, which would affect subse-
quent experimental results.

. The instrument must be regularly maintained as per manufac-

turer’s instructions. Routinely check for any corrosion of cra-
dle pins as this will likely affect experimental results. Ensure
that control plates (supplied with the instrument) are run to
identify any problems if the instrument has not been used for a
significant period of time.

. It is possible to add PBS in the gaps between the wells to mini-

mize evaporation from the wells.

. The incubator housing the xCELLigence instrument should

have sufficient water in the water tray to ensure high humidity,
as the electrodes are highly sensitive to fluctuations in sur-
rounding humidity. Care should be taken to recognize a poten-
tial “edge effect” in the plate, as wells on the periphery of the
plate are not exposed to the same humidity level as the wells
within, which may affect cell behavior depending on the cell
type studied.

. If not all the wells are used in an experiment, the unused wells

can be kept sterile with a sealing adhesive film (e.g., PCR seal-
ing film).

. Ensure that no air bubbles are present after pipetting the cul-

ture medium into the wells. The air bubbles can affect the elec-
trical impedance detected in the well and give an inaccurate
background measurement. Be extra careful when pipetting
medium containing fetal calf serum, which can produce a lot of
bubbles. One method to avoid air bubbles is to perform reverse
pipetting, which will allow the target volume to be released
without introducing any air.

. If you need to treat the cells, pause the cell impedance moni-

toring step, remove the plate from the station and add the test
compounds to the culture medium or replace the culture
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medium in the wells with pretreated culture medium. Another
possibility is to plate cells directly in pretreated culture medium
at the beginning of the experiment, but be aware that treat-
ments may affect cell adhesion.

8. If at any time point of the experiment, the culture medium
needs to be removed to either renew the medium or to add
pretreated culture medium to the wells, avoid touching the
bottom of the wells with the pipet tip as it could detach cells
and introduce additional variability to the experiment. This
can be done by leaving a small amount of culture medium
(10 pL) in each well. Fresh culture medium should be added
carefully, ideally by pipetting down slowly against the inside
wall of the well.

9. Using E-Plate View, it is possible to visually inspect the cells
(e.g., morphology, proliferative state), while pausing the
experiment.

10. When coating the wells with Matrigel™ for the invasion assays,
ensure that ice-cold medium is used to dilute the Matrigel™. It
is also imperative that there are no air bubbles in the Matrigel™
coating, as these will interfere with cell movement through the
matrix. From our experience, the best technique to ensure this
is by reverse pipetting. The coated plate can then be incubated
for 30 min at 37 °C or left in the cell culture cabinet overnight
at room temperature to set. If using the incubator, do not
leave the gel to set for more than 2 h as the coating may dry
out.

11. There should be a clear meniscus on top of the wells in the
lower chamber. This comes into direct contact with the elec-
trodes. A “click” sound should be heard when attaching the
upper and lower chambers together.
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4 CHAPITRE 4: EFFECTS OF SELECTIVE SEROTONIN-
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4.2 Résumeé de l'article en frangais

Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS) sont la classe
d’antidépresseurs la plus prescrite durant la grossesse. Le placenta humain est un
organe unique permettant la croissance et le développement du foetus. Ainsi, le but de
cette étude est d’analyser 'effet des ISRS sur les cellules trophoblastiques villeuses, en
utilisant la lignée cellulaire BeWo et des cellules primaires humaines de trophoblastes
villeux. La fluoxétine et son métabolite la norfluoxétine, la sertraline et la venlafaxine
n'ont pas affecté la prolifération, la viabilité des cellules BeWo, ni le pourcentage de
cellules primaires trophoblastiques positives au M30 (marqueur apoptotique). Aucun de
ces ISRS n’a affecté la fusion de cellules BeWo, stimulées ou non avec de la forskoline,
alors que la sertraline et la venlafaxine ont augmenté la fusion de cellules
trophoblastiques primaires. La sertraline et la venlafaxine ont inhibé la différenciation
fonctionnelle (sécrétion d’hormone gonadotrophine chorionique humaine : hCG) des
cellules BeWo, mais elles n'ont pas eu d’effet sur la sécrétion d’hCG dans les cellules
primaires. La norfluoxetine augmente I'expression génique de chorionic gonadotropin
beta (CGB) et diminue celle de gap junction protein alpha 1 (GJA-1) (biomarqueurs de
syncytialisation) des cellules BeWo, alors qu’au niveau des cellules primaires, aucun
des ISRS testés n’a effecté I'expression de ces genes. Cette étude démontre que
certains ISRS peuvent affecter la syncytialisation de cellules trophoblastiques villeuses
de maniére structure- et concentration-dépendante, et suggére que certains ISRS
pourraient compromettre ’homéostasie placentaire. De plus, cet article met I'accent sur
l'importance de l'utilisation de cellules primaires au lieu de lignées cellulaires, pour

évaluer l'effet des médicaments sur les fonctions des trophoblastes villeux.
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4.3 Contribution de I’étudiante

L’étudiante a participé a I'élaboration de I'étude, réalisé toutes les expériences et
analysé les résultats. Elle a par ailleurs rédigé l'article et participé au choix du journal de
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Selective serotonin-reuptake inhibitors (SSRIs) are the most commonly prescribed antidepressants during preg-
nancy. The human placenta is a highly specialized organ supporting normal growth and development of the fe-
; tus. Therefore, this study aims to analyze the effects of SSRIs on villous cytotrophoblasts cells, using BeWo cells
Fusion and human placental trophoblast cells in primary culture. The SSRIs fluoxetine and its metabolite norfluoxetine,
;‘:’(l)l“?eyrggon sertraline and venlafaxine did not affect BeWo cell proliferation and viability, nor the percentage of M30-positive
T — (apoptotic) primary trophoblast cells. None of the SSRIs affected basal or forskolin-stimulated BeWo cell fusion,

whereas sertraline and venlafaxine increased the fusion of primary villous trophoblasts. Sertraline and venlafax-
ine also modified human chorionic gonadotropin beta (f-hCG) secretion by BeWo cells, whereas none of the
SSRIs affected p-hCG secretion in primary trophoblasts. Norfluoxetine increased CGB (chorionic gonadotropin
beta) and GJA1 (gap junction protein alpha 1) levels of gene expression (biomarkers of syncytialization) in BeWo
cells, whereas in primary trophoblasts none of the SSRIs tested affected the expression of these genes. This study
shows that SSRIs affect villous trophoblast syncytialization in a structure- and concentration-dependent manner
and suggests that certain SSRIs may compromise placental health. In addition, it highlights the importance of
using primary trophoblast cells instead of “trophoblast -like™ cell lines to assess the effects of medications on hu-

Keywords:
Pregnancy
Antidepressant

man villous trophoblast function.

Gentile, 2015). In addition to psychotherapy, various classes of antide-

1. Introduction

Depression affects an estimated 350 million people worldwide
(Kumar and Gupta, 2014) and is more common in women than men
(Perry et al., 2017). Although pregnancy is often associated with in-
creased well-being, it does not protect against this disease. According
to the literature, between 10% and 20% of women suffer from de-
pression during pregnancy (Bennett et al., 2004b; Gavin et al., 2005;

pressants are prescribed to pregnant women, including selective sero-
tonin-reuptake inhibitors (SSRIs), selective serotonin- and norepineph-
rine-reuptake inhibitors (SNRIs), tricyclic antidepressants, and more
rarely, monoamine oxidase inhibitors (MAOIs) (Gentile, 2014; Ram and
Gandotra, 2015). Up to 5% of pregnant woman are treated with SS-
RIs or SNRIs (Andrade et al., 2008; Alwan et al., 2011; Charlton et
al., 2015). Fluoxetine, sertraline and venlafaxine are among the most

Abbreviations: SSRIs, selective serotonin-reuptake inhibitors; hCG, human chorionic gonadotropin; vCTBs, villous cytotrophoblast cells; STB, cytotrophoblasts; CGB, chorionic go-
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prescribed antidepressants in the general population including pregnant
women (Andrade et al., 2008; Alwan et al., 2011).

Although classified as an SNRI, in the present study venlafaxine will
be considered as an SSRI because its inhibition potency for serotonin re-
uptake is 30-fold greater than that for norepinephrine - (Montgomery,
2008; Laurent et al,, 2016). Both classes of antidepressants increase
extracellular serotonin levels in the synaptic cleft of serotonergic neu-
rons by blocking the serotonin transporter (SERT). Health care providers
need to balance the risks and benefits of antidepressant treatment with
those of untreated depression. In fact, untreated depression is a seri-
ous medical condition associated with poor prenatal behaviors, such as
poor diet, low attendance at prenatal checkups and increased substance
abuse, and with conditions such as preterm delivery, low birth weight,
increased risk of postnatal depression, and maternal and fetal mortal-
ity (Bennett et al., 2004a; Grote et al., 2010; Filippi et al., 2016). On
the other hand, SSRI treatment has been associated with secondary ef-
fects, including adverse outcomes of pregnancy, such as premature de-
livery (Huang et al., 2014; Eke et al.,, 2016), perinatal complications
(respiratory distress, feeding difficulties, cardiac malformations) (Byatt
et al., 2013; Laurent et al., 2016), low birth weight (Ramos et al., 2010;
Huang et al., 2014), neurobehavioral sequelae (Weikum et al., 2012),
and autism spectrum disorder (Boukhris et al., 2016). The scientific
community is divided on whether a correlation between SSRI intake
and an increased incidence of fetal malformations exist (Chambers et
al., 1996; Kulin et al., 1998; Alwan et al., 2007; Wemakor et al., 2015;
Laurent et al., 2016).

The placenta plays a crucial role in successful pregnancy by pro-
viding fundamental trophic, immunological and endocrine support, as
well as an essential exchange of nutrients, oxygen and wastes between
mother and fetus (Malassine, 2001; Desforges and Sibley, 2010;
Fournier, 2016). Many of these key functions are performed by the
placental trophoblast cells. The villous cytotrophoblasts (vCTBs) in the
floating villi fuses into a large plurinucleated syncytiotrophoblast (STB)
in a process called morphological differentiation. The STB is in direct
contact with maternal blood and forms a physical and immunologi-
cal barrier between the fetus and the maternal blood. The STB also
allows transplacental exchanges (Albrecht and Pepe, 1990; Pepe and
Albrecht, 1995) and the process of syncytialization is also associated
with a biochemical (or functional) differentiation, characterized by an
increased production of estrogens, human chorionic gonadotropin (hCG;
CBG gene) and human placental lactogen (hPL; CSH gene) (Kliman et
al., 1986; Morrish et al., 1987; Alsat et al.,, 1999; Vaillancourt et al.,
2009).

Various mechanisms and factors are involved in the stimulation or
inhibition of vCTB differentiation, including growth factors, hormones,
kinases, and membrane proteins (Gauster and Huppertz, 2008; Vargas
et al.,, 2009; Ji et al., 2012). Membrane proteins such as syncytin-1
(ERVW-1 gene), syncytin-2 (ERVFRD-1 gene) and connexin-43 (GJA1
gene), as well as hCG and hPL are syncytialization biomarkers. Syn-
cytin-1 and -2 are fusogenic protein encoded by human endogenous
retroviral (HERVs) genes, which promote trophoblast cell fusion. In
primary trophoblast cells, syncytin-1 is significantly up-regulated after
stimulation with AMPc (Frendo et al., 2003b). The gap junction con-
nexin-3 is involved in the trophoblast fusion and biochemical differenti-
ation (Frendo et al., 2003a).

Placental cells have a functional serotonergic (5-HT) system. Our
laboratory and others have shown that in both mouse and human tro-
phoblast cells tryptophan hydroxylases (TPHs) (the rate-limiting en-
zymes in 5-HT synthesis), 5-HT,, receptors, monoamine oxidase (MAO)
and SERT are present and that trophoblasts are able to produce sero-
tonin de novo (Balkovetz et al., 1989; Viau et al., 2009; Bonnin et al.,
2011; Laurent et al., 2017). Serotonin has a key role in pregnancy and
is involved in the regulation of embryogenesis, placentation and pla-
cental function (Sonier et al., 2005; Oufkir et al., 2010; Cikos et al.,
2011; Hadden et al., 2017). It is also involved in certain obstetric disor-
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ders, such as gestational hypertension (De Ocampo et al., 2016),
preeclampsia (Bolte et al., 2001; Sabolovic Rudman et al., 2015) and
gestational diabetes (Viau et al., 2009; Kwak et al., 2012).

It is known that xenobiotics such as phthalates or valproic acid can
affect villous trophoblasts homeostasis (Adibi et al., 2010; Kwiecinska
et al.,, 2011). Our laboratory recently demonstrated that fluoxetine and
norfluoxetine disrupt placental estrogen synthesis (Hudon Thibeault et
al., 2016). Despite these findings and the high prescription rate of SSRIs
for pregnant women together with the critical role that the villous tro-
phoblast plays in successful pregnancy and healthy fetal development,
the effects of SSRIs on vCTB syncytialization have never been studied.
Therefore, the aim of this study was to determine whether therapeu-
tically relevant concentrations of SSRIs affect villous trophoblast syn-
cytialization, using BeWo human trophoblast-like choriocarcinoma cells
and human trophoblast cells in primary culture.

2. Material and methods
2.1. Cell culture

BeWo cells (CCL-98 clone) were obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC; Rockville, MD) and maintained in Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM)/F-12 without phenol red, supple-
mented with 10% fetal bovine serum (FBS, Hyclone, Tempe, AZ) and
0.6g/L of sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada).
Cells were cultured in a humidified atmosphere of 5% carbon dioxide
(CO,) at 37°C. Cells were passaged when they reached about 90% con-
fluence, using 0.5% trypLE (cell dissociation buffer) (Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA).

The study was performed according to the Declaration of Helsinki.
All placentas were obtained following approval from the local ethics
committee (Comité de Protection des Personnes 2015-mai-13909) and with
the written consent of the women. Placental tissues from healthy moth-
ers with uncomplicated pregnancies at term (37-39weeks of amen-
orrhea) were obtained immediately after normal caesarean section at
the Cochin Port-Royal, Antony and Montsouris maternity units (Paris,
France). The accepted caesarean section reasons were breech delivery or
transverse presentation, covering placenta, multi-cicatricial uterus, nar-
row pelvis. There was no available additional information on participant
demographics, or previous SSRI or SNRI use. Villous cytotrophoblast
cells (vCTBs) from term placentas were isolated as described previously
(Kliman et al., 1986; Alsat et al., 1993; Sagrillo-Fagundes et al., 2016;
Clabault et al., 2018), using sequential trypsin-DNase digestions and
further purification on a Percoll gradient. The vCTBs were suspended
in DMEM - high glucose (Sigma-Aldrich), supplemented with 10% FBS
and penicillin- streptomycin. They were then plated and acclimatized
for 181 after isolation before starting treatments. More than 95% of the
cells were positive for cytokeratin-7 and negative for vimentin, confirm-
ing their trophoblastic nature.

2.2. Cell treatments

SSRIs were purchased from Sigma-Aldrich (Fig. S1). Norfluoxetine (a
metabolite of fluoxetine) and venlafaxine were dissolved in H,0 miliQ;
fluoxetine and sertraline in DMSO (Sigma-Aldrich). BeWo and primary
trophoblast cells were treated with increasing concentrations of SSRIs
(0 to 10pM) in culture medium. The SSRI concentrations used cor-
responded to concentrations found in maternal (15-130nM) and cord
blood (65-250nM) during treatment for depression (Hendrick et al.,
2003; Sit et al., 2011). Control cells were exposed to a final concen-
tration of 0.1% DMSO. To induce biochemical and morphological dif-
ferentiation, BeWo cells were stimulated with 20 puM forskolin (Sigma-
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Aldrich). Cell culture medium with or without SSRI treatment was
changed every 24h.

2.3. Cell proliferation assay

BeWo cell proliferation was monitored in real-time by measuring
cell impedance using an xCELLigence™ RTCA SP instrument (ACEA
Biosciences, San Diego, CA) as described recently (Chollangi et al.,
2018). Electronic 96-well microtiter plates (E-Plate® 96) were filled
with 100 pL of complete culture medium, and after 30 min, background
impedance was measured. Next, BeWo cells (1x10°cells/mL, 100 uL/
well) were added to the E-Plates. After 24 h, cells were treated with var-
ious concentrations of the SSRIs. Cells exposed to 0.1% DMSO vehicle
were used as controls. Real-time proliferation was determined quantita-
tively by measuring changes in impedance every 10 min over a period of
72h, and data were analyzed using RTCA Data Analysis Software v1.0
(ACEA Biosciences). Cell indices were based on the slope of the normal-
ized linear part of the proliferation curves.

Proliferation and cell cycle experiments were not performed with
primary trophoblast cells because these cells do not proliferate in vitro
(Aplin, 1991; Yui et al., 1994; Garcia-Lloret et al., 1996).

2.4. Cell cycle assay

BeWo cells (4 x 10" cells/mL) were added to 24-well plates (CellBind;
Corning LifeSciences, Lowell, MA) in culture medium and allowed to
acclimatize for 24h. The medium was then refreshed, and various con-
centrations of the SSRIs were added. After 24h, cells were collected,
washed and fixed with ice-cold 70% ethanol (v/v), and stored at 4°C
overnight. Cells were then centrifuged (310 x g, 10 min) and the cell pel-
lets suspended in phosphate-buffered saline (PBS) containing 50 pg/mL
propidium iodide (Sigma-Aldrich), 100 ug/mL RNase A (Sigma-Aldrich)
and incubated for 15min in the dark at room temperature. Cell cycle
was then analyzed using a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickin-
son, Franklin Lakes, NJ). The percentage of the cell population in each
cell cycle phase was determined with Cell Quest Pro Software (BD Bio-
sciences, San Jose, CA). To evaluate the cell cycle, 3000 events per sam-
ple were recorded.

2.5. Cell fusion assay

BeWo cells (5x10* cells/well) were added to 24-well CellBind®
plates in complete culture medium. After 24h, the medium was re-
freshed and various concentrations of the SSRIs were added. After an-
other 48h, cell culture medium was removed and cells were washed
with PBS. The cells were then fixed in methanol for 8 min at —20°C,
rinsed with PBS and incubated for 1h at room temperature with 2%
(v/v) FBS in PBS to eliminate non-specific antigen binding. To de-
termine cell fusion, BeWo cells were incubated for 1h at room tem-
perature with mouse anti-desmoplakin antibody (#Ab16434, Abcam,
Toronto, ON, Canada) diluted 1:300 (v/v) in PBS supplemented with
0.5% bovine serum albumin (BSA). The cells were then washed with
PBS and incubated for 1h in the dark at room temperature with don-
key anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 (#A11029, Thermo Fisher Scien-
tific) diluted 1:1000 in PBS supplemented with 0.2% BSA. Nuclei were
stained in the dark for 30 min at room temperature using 50 pg/puL pro-
pidium iodide in PBS.

Primary villous cytotrophoblast cells (2x 10° cells/well) were added
to 24-well CellBind® plates in complete culture medium (as described
in Section 2.1.). After 18 h, the medium was refreshed and various con-
centrations of SSRIs were added for 48h or 72h. The protocol was sim-
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ilar with a few modifications. The cells were incubated in blocking
buffer (PBS-3% BSA) for 2h, and then incubated overnight at 4°C
with the primary antibodies anti-desmoplakin (1:300 dilution;
Sigma-Aldrich) and M30 CytoDEATH (specific for epithelial apoptotic
cells (Jordan and Butchko, 2002) (1:100 dilution; Roche, Indianapolis,
IN). The next day, the cells were washed and incubated with the sec-
ondary antibodies AlexaFluor488-labeled donkey anti-mouse and Alex-
aFluor555-labeled donkey anti-rabbit (1:500 dilution; Thermo Fisher
Scientific). Nuclei were stained with DAPI (Sigma-Aldrich) in PBS for
30min at room temperature in the dark. After staining, cells were
washed using 0.5mL/well PBS and stored at 4 °C until microscopic as-
sessment using a Nikon A1R confocal microscope (Nikon Canada, Mis-
sissauga, ON). At least four fields were randomly selected for analy-
sis. A syncytium was defined as a cell containing three or more nuclei
in the same cytoplasm without desmoplakin-stained membranes in be-
tween. The results were expressed as the percentage of nuclei contained
in multinuclear syncytia as described by Pidoux et al. (2010). Two repli-
cate wells per treatment were randomly selected for analysis to deter-
mine a final cellular fusion index.

2.6. hCG secretion

To determine biochemical differentiation, BeWo cells (5x 10 cells/
well in 24-well plates) and primary cells (1x10° cells/well in CellBind
6-well plates) were treated for 24h (BeWo) or 72h (primary cells). Su-
pernatants were collected, centrifuged at 2000g at 4°C for 10min to
remove debris, and stored at —20°C until further analysis. Secretion
of hCG by BeWo cells was determined by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) using a kit from DRG Diagnostics (#EIA-1911, Mar-
burg, Germany) following the enclosed instructions. Protein concentra-
tions were quantified using a bicinchoninic acid (BCA) protein assay
(Pierce Biotechnology, Rockford, CA) and used for normalization. The
amount of hCG secreted was expressed initially in mUI/mL/mg protein
and then as a percentage (mean+SEM) of DMSO control or forskolin
control. The amount of hCG secreted by primary cells was measured us-
ing a COBAS 8000 analyzer (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland)
and expressed as a percentage (mean+SEM) of DMSO control at 48h.

2.7. mRNA expression levels analysis

Cells were cultured under the same conditions as for the hCG se-
cretion assays. Total RNA was isolated using an AllPrep DNA/RNA/
Protein Mini kit (Qiagen, Toronto, ON, Canada) according to manu-
facturer instructions. RNA purity and quantity were determined us-
ing a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA). An Experion automated electrophoresis system (Bio-Rad, Missis-
sauga, Ontario, Canada) was used to measure RNA integrity (RNA qual-
ity indicator > 9). Synthesis of cDNA was performed using an iScript
cDNA synthesis kit (Bio-Rad). cDNA samples were pre-amplified using
SSoAdvanced PreAmpl Supermix (Bio-Rad). Sequences of the primer
pairs used for amplification are shown in Table 1. Their selectivity was
established using the Primer-Blast program (www.ncbi.nlm. nih.gov/
tools/primer-blast/). Samples were then amplified by PCR with SSoAd-
vanced Universal SYBR Green Supermix using a CFX-96 Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad). Target gene amplification responses
were normalized using peptidylprolyl isomerase A (PPIA), topoisomerase
1 (TOP-1) and succinate dehydrogenase complex subunit A (SDHA) as ref-
erence genes, which were selected using GeNorm software (BioGazelle,
Zwijnaarde, Belgium) (Lanoix et al., 2012). PCR products were verified
by electrophoresis on a 2% agarose gel containing 0.007% ethidium bro-
mide and made visible under UV light.
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Table 1
Oligonucleotide primer sequences used for gene amplification.
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Gene Accession number Primer sequence (5'-3)

Sense Antisense
CGB NM_001319065.1 (Frendo et al., 2003a) GCTACTGCCCCACCATGACC ATGGACTCGAAGCGCACATC
CSH NM 001317.5 GCATGACTCCCAGACCTCCTT TGCGGAGCAGCTCTAGATTGG
ERVW-1 NM 001130925.1 (Wang et al., 2013) GCCATTCAAACAACGATAGG TGGAACAACTTCAGCACAGA
ERVFRD-1 NM_207582.2 (Toufaily et al., 2013) GCAGCTCGTTTTGTGACCAG CGGTAGGCTGCTAGTGAAGG
GJA1 NM_000165.4 AGCCACTAGCCATTGTGGAC CCCATACACCCCCAGTGAAC
PPIA NM 021130 (Lanoix et al., 2012) GTTTGCAGACAAGGTCCCA ACCCGTATGCTITAGGATG
SDHA NM 004168 (Lanoix et al., 2012) TACAAGGTGCGGATTGATG CGATCACGGGTCTATATTCAA
TOP-1 NM_003286.2 GGCGAGTGAATCTAAGG CTTAAAGGGTACAGCGAATG

CGB: chorionic gonadotropin beta; CSH: chorionic somatomammotropin hormone; ERVFRD-1: endogenous retrovirus group FRD member 1; ERVW-1: endogenous retrovirus group W
member 1; GJAI: gap jounction protein alpha 1; PPIA: peptidylprolyl isomerase A; TOP-1: topoisomerase 1; SDHA: succinate dehydrogenase complex subunit A.

2.8. Statistical analysis

Experiments with BeWo cells were performed using three to five dif-
ferent cell passages, whereas for primary cell cultures, three to five dif-
ferent placentas were used. Statistical analyses were performed using
IBM SPSS Statistics 21.0 software (Chicago, IL) and figures were made
using GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). First,
the assumption of normality was verified by Shapiro-Wilks test. Then,
the homogeneity of variance was determined by Levene test or manually
if the Shapiro-Wilks test was not significant (p < 0.05). After determin-
ing the validity of these two assumptions (normality and homogeneity
of variance), one of the following statistical analysis tests was used as
specified in the figure legends: one-way ANOVA with a Dunnett posteri-
ori test, Welch's test, a Kruskal-Wallis test, Mood's median test (for dif-
ferences between vehicle control and SSRI treatments), a Student t-test
or a Mann-Whitney U test (for differences between DMSO and forskolin
treatments). A value of P < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. SSRIs do not affect on BeWo cell proliferation

None of the four tested SSRIs (fluoxetine, norfluoxetine, sertraline
and venlafaxine) had a statistically significant effect on BeWo cell pro-
liferation at the concentrations tested (0.03 to 10 uM; Fig. 1).

3.2. SSRIs increase the percentage of BeWo cells in GO-G1 phase and
decrease the percentage of BeWo cells in G2-M phase

Flow cytometry showed statistically significant changes in the BeWo
cell cycle after a 24 h exposure to the SSRIs (Fig. 2). Compared to DMSO,
a relative increase of 8.9%, 13.28%, 6.66% and 13.7% of cells in GO-G1
was observed respectively after a treatment with 1 and 10puM of flu-
oxetine (P = 0.045 and P = 0.007, respectively), and 1 and 10uM of
sertraline (P = 0.025 and P = 0.006, respectively) (Fig. 2). In parallel,
the relative percentage of BeWo cells in the G2-M phase decreases con-
centration-dependently, which was statistically significant at 10 pM of
fluoxetine (—14.7%, P = 0.013), at 0.1, 1, and 10uM of norfluoxetine
(—10.9%, —12.72% and — 13.8%; P = 0.03, P = 0.019 and P =0.017,
respectively) and at 1 and 10pM of sertraline (—16.5% and — 18.9%,
respectively; P = 0.017 and P = 0.002, respectively) compared to DMSO
control (Fig. 2). None of the SSRIs affected the percentage of BeWo cells
in phase S or sub GO.

3.3. SSRIs do not alter BeWo cells fusion

BeWo cells in culture aggregated and fused (syncytialization) when
stimulated with 20pM forskolin, a direct inducer of adenylate cyclase
which increases intracellular cyclic adenosine monophosphate (cAMP)
levels, to form a multinucleated syncytiotrophoblast (Fig. 3). The induc-
tion of fusion was apparent when comparing forskolin-treated cells with
those exposed to 0.1% DMSO only (Fig. 3A). In BeWo cells treated for
48h with increasing concentrations of fluoxetine or norfluoxetine, we
did not observe any effect on BeWo syncytialization, compared to cells
exposed to vehicle control (Fig. 3B and D). Conversely, the same SSRI
treatments, in the presence of 20 uM forskolin, did not affect BeWo syn-
cytialization (Fig. 3C and D). The same observations were made with
the other tested SSRIs (data not shown).

3.4. Sertraline and venlafaxine alters hCG secretion in BeWo cells

A 48h exposure to fluoxetine or norfluoxetine (0.1-10 M) did not
significantly alter hCG release from BeWo cells, either in the absence
or presence of 20puM forskolin, compared to controls (Fig. 4). In cells
treated with sertraline, whether stimulated or not with forskolin, we
observed a significant decrease of hCG secretion. In the absence of
forskolin, sertraline at 0.1, 1 and 3pM, decreased hCG release by
17.13% (P = 0.009), 9.75% (P = 0.04) and 12.75% (P = 0.029), respec-
tively, compared to DMSO control; in the presence of forskolin, sertra-
line at 0.1, 1 and 10puM, decreased hCG release by 7.59% (P = 0.033),
18.88% (P =0.013) and 63.71% (P = 0.013), respectively, compared
to forskolin control. In BeWo cells stimulated with forskolin, hCG re-
lease was increased by venlafaxine by 27.75% (P = 0.033) and 34.84%
(P = 0.002) compared to forskolin control at 1 and 3 pM, respectively
(Fig. 4).

3.5. In BeWo cells, norfluoxetine and sertraline affect mRNA levels of
biomarkers of syncytialization

In BeWo cells treated with fluoxetine, norfluoxetine, sertraline and
venlafaxine, 20 M forskolin significantly increased CGB (f-hCG) and
ERVRFRD-1 (syncytin-2) and decreased CSH (hPL) mRNA expression
compared to vehicle control (0.1% DMSO); ERVW-1 (syncytin-1) and
GJA1 (connexin 43) expression was not statistically significantly af-
fected (Fig. 5).

None of the tested SSRIs affected CSH or ERVRFRD-1 mRNA levels
(Fig. 5). Norfluoxetine treatment increased CGB mRNA levels in BeWo
cells 1.82-fold at 0.3puM (P =0.019), 3.88-fold at 1uM (P = 0.0099)
and 3.10-fold at 3pM (P =0.02), compared to DMSO control. In
forskolin-stimulated BeWo cells, sertraline increased ERVW-1 mRNA
levels 2.28-fold at 0.3puM (P = 0.025), 2.24-fold at 1pM (P = 0.028)
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Fig. 1. Effects of fluoxetine, norfluoxetine, sertraline and venlafaxine on real-time proliferation of BeWo cells. Relative cell proliferation rates are presented as mean +SEM. No statistically
significant differences were detected between SSRIs treatments and vehicle control (0.1% DMSO) (one-way ANOVA or Kruskal-Wallis test, P > 0.05). Each experiment was performed five

times; per experiment each treatment was tested in triplicate.

and 2.25-fold at 3uM (P = 0.028) compared to forskolin control (Fig. 5);
a similar increasing tendency was seen in unstimulated cells, but was
not statistically significant. In BeWo cells treated with 3 M norfluoxe-
tine, GJAI mRNA levels increased significantly, 3.79-fold (P = 0.034) of
DMSO control.

3.6. Sertraline induces fusion in primary cell cultures

Mononucleated vCTBs aggregated and fused spontaneously between
48 and 72h in culture, which was made visible by desmoplakin im-
munostaining (Fig. 6A) and quantified by fusion index (Fig. 6B). Flu-
oxetine, norfluoxetine and venlafaxine did not alter syncytial formation
(except at a 48h exposure to 0.3 pM venlafaxine, P = 0.016). Sertraline
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stimulated vCTB fusion after 48h (0.03pM: P =0.006; 0.3puM:
P =0.041; 1puM: P = 0.029) as well as 72h (0.03uM: P = 0.012; 0.3uM:
P = 0.022) of exposure (Fig. 6B).

There was a small but statistically significant (P = 0.021) increase
from about 5.6 to 8.0% in the percentage of M30-positive trophoblast
cells (a measure of caspase-dependent apoptosis) between 48 and 72h
of primary culture in the presence of 0.1% DMSO vehicle control (Fig.
6C), which is in agreement with the literature. For example, Daoud et
al. reported 11.3% of apoptotic cells after 24h, and 10.2% after 72h
(Daoud et al., 2006; Singh et al., 2012). None of the tested SSRIs altered
the percentage of apoptotic trophoblast cells at either 48h or 72h of ex-
posure.
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Fig. 2. Effects of fluoxetine, norfluoxetine, sertraline and venlafaxine on cell cycle of BeWo cells. After 24h in culture, cells (1x10° cells/well) were treated for 24h with the SSRIs, then
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3.7. SSRIs have no effect on hCG secretion in primary trophoblast cells

As expected, we observed a significant increase in hCG secretion
(P = 0.043) by vehicle control trophoblast cells between 48h and 72h
of primary culture (Fig. 7). After both 48h and 72h of SSRI treatments.
None of the SSRIs affected hCG secretion in primary villous trophoblast
after either 48h or 72h of treatment relative to their respective DMSO
controls.

3.8. Fluoxetine and norfluoxetine increase hPL and syncytin-1 mRNA levels
in primary villous trophoblast

None of the SSRIs had an effect on levels of CGB, CSH, ERVW-1,
ERVFRD-1 and GJAI gene expression relative to DMSO control in hu-
man villous trophoblast cells in primary culture (Fig. 8), although sev-
eral genes were either increased (CGB for fluoxetine, ERVW-1 for all SS-
RIs tested, GJA1 for fluoxetine, sertraline and venlafaxine) or decreased
(CGB for norfluoxetine and venlafaxine) in several individual placentas,
underlining the great inter-individual variability in the responses to SS-
Rls.

4. Discussion

To our knowledge, the present study is the first to evaluate the ef-
fects of SSRIs (fluoxetine, norfluoxetine, sertraline, and venlafaxine) on
the syncytialization in vitro of villous trophoblast cells. An overview of
the effects of SSRI on BeWo and on primary villous trophoblast cells ob-
served in the present study is presented in Table 2.

The 4 SSRIs evaluated in our study did not affect BeWo cell pro-
liferation. Recent studies focused on the effect of fluoxetine on human
cell proliferation found that fluoxetine decreased the proliferation of
human adipose-derived stem cells (Sun et al., 2015), whereas it in-
creased the proliferation of bone-marrow-derived mesenchymal stem
cells (Sun et al., 2015) and of neuronal progenitor cells through modula-
tion of GSK-3p/p-catenin signaling (Chang et al., 2010; Hui et al., 2014).
These observations suggest that the mechanism(s) by which fluoxetine
affects cell proliferation is cell-type dependent. The absence of cytotox-
icity of the SSRIs within our tested concentration range (<no greater
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than 3uM) is in agreement with Jacobsen et al., who observed that
fluoxetine, paroxetine and sertraline reduced the viability of H295R
adrenocortical carcinoma cells at 31.4, 20, and 15uM, respectively after
48h of SSRI exposure (Jacobsen et al., 2015). We observed that sertra-
line at 10 uM tended to decrease BeWo cell viability, which is consistent
with previous observations that sertraline, between 20 and 50 uM, sig-
nificantly decreased the viability of several different cell types at vari-
ous times of exposure (Peng et al., 2012; Ghosh et al., 2015; Schmidt et
al., 2016).

We found that our tested SSRIs had differential effects on the per-
centage of BeWo cells in the GO-G1 and G2-S phases. A study using
hypoxic colon tumor cells treated with 20 uM of fluoxetine also found
an increase of cells in the GO-G1 phase and a decrease in progres-
sion toward the S phase; the authors also observed that fluoxetine de-
creased the activation of the Akt-mTOR signaling pathway in these cells
(Kannen et al., 2015). The same effects of fluoxetine (GO-G1 increase,
S decrease) were observed in MDA-MB-231 human breast cancer and
SiHa human cervical cancer cells; the authors proposed that the phe-
nomenon arises from the functional inhibition of cyclin dependent ki-
nase subunit 1 (CKS1), which leads to a fluctuation in p27, p21 mRNA
levels (Krishnan et al., 2008). Interestingly, a recent article established a
link between trophoblast cell cycle and cell fusion, in which fusion can
only occur when cells are in the GO phase (Lu et al., 2017). This phe-
nomenon may be explained by the fact that the expression of p21 and
GCM1, which regulate the fusogenic proteins syncytin-2; and syncytin-2
is restricted to the GO phase.

In the present study CSH mRNA levels in BeWo cells remained sta-
ble or decreased during forskolin-induced differentiation, which is in
contrast to the increased levels of CSH mRNA and hPL secretion dur-
ing differentiation of primary trophoblast cells (Hoshina et al., 1984;
Lanoix et al., 2008; Handwerger, 2010). Little is known about the ef-
fects of forskolin on CSH mRNA expression in BeWo cells. Although a
recent study (Saryu Malhotra et al., 2015) reported an increase of CSH
mRNA level in BeWo cells stimulated for 72h with 25uM forskolin, but
the authors normalized their data with 18S, which can affect reliability
of data (Lanoix et al., 2012). Consistent with our findings, Vargas et al.
(Vargas et al., 2009) observed an increase in ERVFRD-1, but unlike us,
also found an increase of ERVW-1 mRNA levels, albeit using a greater
forskolin concentration (50 uM) than in the present study (20 pM). The
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figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Robinson laboratory found similar results to us using 20 M of forskolin
on the BeWo cell line. After a 48h treatment, they did not report any
ERVW-1 mRNA levels change compared to DMSO control, but after a
72h treatment, they reported an increase (Omata et al., 2013).

We found that fluoxetine and its metabolite norfluoxetine did not af-
fect the forskolin-induced fusion of BeWo cells, nor did they alter the
biochemical differentiation of BeWo cells based on CGB gene expres-
sion and hCG secretion levels. Interestingly, in primary cell cultures
treated with fluoxetine or norfluoxetine, CSH, ERVW-1 and GJA1 gene
expression was increased compared to control. For syncytialization, we
found an important inter-individual gene expression variability among
placentas, with some primary cells very sensible to SSRIs, and others
much less so. This inter-placental variability has also been observed in
other studies and may be explained by differences in genetic, epige-
netic and/or metabolic factors that influence placenta function (Pidoux
et al., 2004; Hughes et al., 2015; Gundacker et al., 2016). Future stud-
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ies, using a larger number of placentas, will be needed to confirm our re-
sults and would allow for the study of sex-specific differences in placen-
tal responses to SSRIs by comparing male and female placentas which
are known to differ in physiology.

Syncytialization is a rare phenomenon in human physiology, un-
dergone by only three cell types: cytotrophoblasts (into syncytiotro-
phoblast), myoblasts (into myotubes), and monocytes (into osteoclasts
or giant cells) (Vignery, 2000; Huppertz et al., 2001). A study of several
SSRIs (1 and 10uM) demonstrated that, with the exception of citalo-
pram, paroxetine fluoxetine and sertraline (in increasing potency) con-
centration-dependently inhibited osteoclast (OC) formation and resorp-
tion in primary human osteoblast and in colony forming unit-granulo-
cyte/macrophage (CFU-GM)-derived OC precursor cells (Hodge et al.,
2013). Our present study also found that SSRIs affected BeWo and pri-
mary trophoblast cell cycle, proliferation and syncytialization with dif-
ferent potencies dependent on their molecular structures, which are rel-
atively diverse (see Fig. S1). This diversity may result in binding to a
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variety of transporters and receptors other than their common SERT tar-
get, possibly explaining their differential effects found in trophoblast
cells.

Our study highlights the differences between BeWo and primary
trophoblast cells in their response to SSRIs. The BeWo cell line has
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*) A statistically significant difference between SSRI

been used extensively as a model of the villous cytotrophoblast (Pattillo
and Gey, 1968). BeWo cells have the advantages of fusing in response
to cAMP, producing hCG and hPL hormones similar to vCTBs, and be-
ing easy to manipulate. However, disadvantages are a gene expres-
sion profile that is cancerous in nature and insufficiently correlated
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times; per experiment each treatment was tested in triplicate.

with that of trophoblast cells in primary culture (Burleigh et al., 2007;
Bilban et al., 2010; Novakovic et al., 2011). Isolated primary villous
trophoblasts, although more difficult to obtain and manipulate
(Sagrillo-Fagundes et al., 2016; Clabault et al., 2018), are physiologi-
cally closer to the in vivo situation. To better understand the molecular
effects of SSRIs in primary trophoblast cells and the signaling pathways
involved, further studies are required. These studies should also take
into account the fetal sex of the placentas, to delineate possible sex-ef-
fects on trophoblast function.

5. Conclusion

This is the first study to show that SSRIs affect trophoblast differen-
tiation. The four SSRIs tested (fluoxetine, norfluoxetine, citalopram and
sertraline) did not have overt cytotoxic effects in villous trophoblasts
at the therapeutically relevant concentrations tested, but more subtle
effects were observed on trophoblast syncytialization, such as cell-cy-
cle and expression of genes involved in the syncytialization process. By
modifying syncytialization, SSRIs could alter villous trophoblast home-
ostasis, potentially altering the oxygen and nutrient exchange between
mother and fetus, and the production of pregnancy hormones crucial
for fetal development and physiological adaptation of the mother. Our
study also shows the necessity to complement experiments using BeWo
carcinoma cells with studies in primary villous trophoblasts to obtain
results with greater in vivo relevance. Considering the increasing num-

VAV

ber of pregnant women taking SSRIs, it is of great importance to better
understand the effects of SSRIs on placental development and function,
in order to make improved, scientifically informed decisions on antide-
pressant therapies during pregnancy.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.taap.2018.04.018.
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Fig. 6. Effects of fluoxetine, norfluoxetine, sertraline and venlafaxine on human normal term villous cytotrophoblast fusion. After 181 in culture, primary villous trophoblasts were treated
for 48 or 72h with increasing SSRI concentrations or vehicle control (0.1% DMSO). (A) Representative immunofluorescence: cells were fixed in methanol, stained with anti-desmoplakin
for membranes (red) and M30 CytoDEATH antibody for apoptotic cells (green), counter:

stained with DAPI (blue), and observed by confocal microscopy. Magnifications are 40x. Scale
bar: 10pm. (B) Cellular fusion index was determined by counting about 200 cell nuclei per well and expressed as the percentage of nuclei comprised in syncytia (mean+SEM). (#) A
st; #P < 0.05); (%,
exposed to SSRIs and their respective DMSO control at either 48h or 72h (one-way ANOVA and Dunnett posteriori test; *P < 0.05
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*P < 0.01). (C) Cytokeratin 18 neoepitope expression
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Fig. 8. Effects of fluoxetine, norfluoxetine, sertraline and venlafaxine on the mRNA levels of CGB, CSH, ERVW-1, ERVFRD-1, and GJAI genes levels in human normal term villous tro-
phoblasts. Each placenta is indicated by a different colour. After 18h in primary culture, trophoblast cells were exposed for 72h to increasing SSRI concentrations or vehicle control (0.1%
DMSO). Levels of mRNA (mean+SEM) were determined by RT-qPCR using peptidylprolyl isomerase A (PPIA) and topoisomerase 1 (TOP-1) as reference genes Between 3 and 5 placentas
were used; per placenta each treatment was tested in triplicate. No statistically significant difference was detected between SSRI treatment and DMSO control (Kruskal-Wallis test).

Table 2
Summary of results.

Fluoxetine Norfluoxetine Sertraline Venlafaxine
Proliferation BeWo 7 7 Tends to decrease at 10 yM /.
Cell cycle BeWo 1G0-G1 and G2-M after 24h 1G0-G1 and |G2-M after 24h /
1G2-M after
24h
M30-positive Primary 7 74 / /i
cells (apoptosis) cells
Cell fusion BeWo / / NT NT
Primary / / 1 at 0.03, 0.3, 1pM after 48h and 72h 1 at 0.3uM after
cells 48h
hCG secretion BeWo / / | at0.1, 1, 3uM without FK, and | at 1 at1and 3uM
0.1, 1, 10puM with FK after 48h with FK after
48h
Primary / 78 / /
cells
mRNA BeWo / 1 CGB at 0.3, 1, 3uM without FK and 1 1 ERVW-1 at 0.3, 1, 3uM with FK after /
expression levels GJAI at 3pM without FK after 48h 48h
Primary il / / /
cells

/: no observed effect, FK: forskolin, NT: not tested, CGB: chorionic gonadotropin beta, ERVW-1: endogenous retrovirus group W member 1, and GJAI: gap junction protein alpha 1.
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SSRIs were purchased from Sigma-Aldrich (Fig. S1). Norfluoxetine
(a metabolite of fluoxetine) and venlafaxine were dissolved in H,O
miliQ; fluoxetine and sertraline in DMSO (Sigma-Aldrich). BeWo and
primary trophoblast cells were treated with increasing concentrations
of SSRIs (0 to 10puM) in culture medium. The SSRI concentrations
used corresponded to concentrations found in maternal (15-130nM)
and cord blood (65-250nM) during treatment for depression (Hendrick
et al., 2003; Sit et al., 2011). Control cells were exposed to a final
concentration of 0.1% DMSO. To induce biochemical and morpholog-
ical differentiation, BeWo cells were stimulated with 20uM forskolin
(Sigma-Aldrich). Cell culture medium with or without SSRI treatment
was changed every 24 h.

Syncytialization is a rare phenomenon in human physiology, un-
dergone by only three cell types: cytotrophoblasts (into