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Avant-propos

uit jours apreés la fécondation, le blastocyste, issu de la fusion de 1’ovule et du

spermatozoide, a épuisé ses réserves nutritives. Il lui est donc nécessaire pour sa

survie de développer en partenariat avec 1’organisme maternel, un organe qui lui
permettra de poursuivre son développement: le placenta.
Le tissu trophoblastique est le tissu spécifique du placenta. Le trophoblaste se différencie d’une part en
cytotrophoblastes extravilleux invasifs indispensables a I’implantation de 1’ceuf dans I’endométre
utérin et d’autre part, en cytotrophoblastes villeux qui vont fusionner pour donner naissance a la
couche externe de la villosité choriale: le syncytiotrophoblaste. Ce dernier se forme in vitro, comme in
vivo, par différenciation des cytotrophoblastes villeux, qui s’agrégent puis fusionnent pour former une
masse cytoplasmique multinucléée. Ce processus morphologique et fonctionnel se déroule tout au long
de la grossesse et assure le renouvellement du syncytiotrophoblaste. Le syncytiotrophoblaste participe
aux fonctions d’échanges du placenta et il assure des fonctions métaboliques indispensables a son
développement et au maintien de la grossesse. Le syncytiotrophoblaste est le siége de la synthése d’un
grand nombre d’hormones, de peptides et de protéines qui sont majoritairement sécrétés dans la
circulation maternelle, la plupart sont nécessaires au maintien de la grossesse, a 1’adaptation de
I’organisme maternel et au développement feetoplacentaire. Parmis ces hormones, I’hCG (hormone
chorionique gonadotrophine humaine) peut étre considérée comme “I’hormone de la grossesse”. Elle
est indispensable a son maintien et elle est utilisée comme marqueur positif de grossesse chez les
femmes enceintes.

L’hCG est une glycoprotéine synthétisée par le trophoblaste, principalement par le
syncytiotrophoblaste. Elle régule la différenciation du cytotrophoblaste de fagon autocrine, paracrine
et endocrine. L’action de I’hCG sur des cellules cibles est médiée par la fixation et ’activation de son
récepteur. Le récepteur de I’hCG (R-LH/CG) est commun avec la LH, c’est un récepteur a 7 domaines
transmembranaires couplé aux protéines G. La fixation de I’hCG sur son récepteur va entrainer
I’activation de plusieurs voies de transduction du signal et par un jeu de phosphorylations en cascade,
stimuler ou réprimer des genes cibles, indispensables notamment pour la différenciation et la fusion
cellulaires.

Nous avons montré récemment, que dans la trisomie 21, il existe un défaut de différenciation
et de fusion cellulaire, associé¢ a une diminution de la synthese et de la sécrétion de I’hCG. Le placenta
ayant le méme caryotype que le foetus, nous avons comparé in vitro, des cytotrophoblastes isolés de
placenta de sujets normaux avec des cytotrophoblastes issus de placenta de grossesse associée a une

trisomie 21.
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L’étude comparée de la cellule trophoblastique trisomique et de la cellule trophoblastique normale, via
les modeles de cultures primaires des cytotrophoblastes mis au point au laboratoire est une bonne
approche pour tenter de comprendre I’implication de I'hCG et de ce son récepteur dans la

différenciation du trophoblaste humain.

Dans I’introduction de ce manuscrit, nous présentons les données et les connaissances
nécessaires a la compréhension de notre travail. Nous décrivons notre modele d’étude: le placenta
humain et plus particuliérement le cytotrophoblaste villeux. Nous présentons 1’hormone chorionique
gonadotropine humaine (hCGQ) ainsi que son récepteur, tous deux impliqués dans la différenciation du
cytotrophoblaste en syncytiotrophoblaste et enfin nous parlerons de la trisomie 21, utilisée en tant que
modé¢le pathologique du défaut de différenciation morphologique et fonctionnelle du placenta humain.

Aprés avoir détaillé les principales méthodes et techniques utilisées (chapitre B), nous

présenterons nos résultats (chapitre C) qui seront ensuite discutés (chapitre D).
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Figure 1: Représentation schématique des principales étapes du développement préimplantatoire.

(Modification d’aprés Red-Horse K, 2004).
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I. La placentation humaine

e placenta est un organe transitoire, indispensable au développement de 1’embryon et
du feetus. Il permet les échanges respiratoires et nutritionnels avec la mére ainsi que
I’¢limination des déchets. Il est indispensable a la survie et a la croissance feetale. 1l
joue aussi un role endocrine essentiel dans le maintien de la grossesse et permet 1’adaptation
métabolique maternelle. Grace au placenta, le feetus bénéficie d’une protection partielle contre des

micro-organismes pathogénes.

1. MORPHOGENESE PLACENTAIRE

D’aprés : (Benirschke and Kaufmann, 2000)
1.1. Développement préimplantatoire.

Aprés fécondation de 1’ovocyte par le spermatozoide, 24 a 48h aprés 1’ovulation dans la
trompe de Fallope (Figure 1), le zygote ainsi formé, entouré de sa zone pellucide, migre vers la cavité
utérine. Il passe au stade morula (masse de 12 a 16 cellules) par mitoses successives. Le blastocyste se
forme alors par 1’apparition, dans la morula, d’une cavité interne remplie de liquide. Les cellules en
périphérie du blastocyste forment le trophoectoderme qui donnera naissance au trophoblaste dont
seront issus les tissus extra-embryonnaires, tel que le placenta. La masse cellulaire interne définit le

pOle embryonnaire : elle donnera naissance a I’embryon et au mésoderme extra-embryonnaire.

Arrivé dans la cavité utérine, le blastocyste a épuisé I’ensemble de ses réserves, pour sa survie

il va s’implanter dans la muqueuse utérine (Figure 2). 72h aprés 1’entrée dans la cavité utérine, la zone

pellucide entourant le blastocyste se rompt. La couche trophoblastique syncytiale (qui dérive de la

fusion des cytotrophoblastes) entre en contact direct avec la muqueuse utérine permettant
I’implantation, selon 3 phases:

- Phase d’apposition : le blastocyste adhére a la paroi utérine, il y a alors contact

entre les cellules épithéliales utérines et le syncytiotrophoblaste (ST), qui est une

masse cytoplasmique multinucléée qui se forme par fusion des cellules sous-

jacentes (les cytotrophoblastes)
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Implantation 8™ jour

Implantation 9™ jour

Figure 2: Représentation schématique des principales étapes de ’implantation (stade prélacunaire).

(d’apreés http://www.embryology.ch/francais/fplacenta/planmodpl01.html. ® www.embryology.ch).

A: stade prélacunaire, B: stade lacunaire.

Légende:

1- Cytotrophoblastes

2- Syncytiotrophoblaste

3- Epithélium de la muqueuse utérine
4- Epiblaste

5- Hypoblaste

6- Capillaires sanguins maternel

7- Cavité amniotique

8- Blastocéle

9- Amnioblastes

10- Lacune trophoblastique
11- Bouchon de Fibrine
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- Phase d’adhésion : I’interaction entre le blastocyste et 1’épithélium utérin devient
plus forte.

- Phase d’invasion : le trophoblaste pénétre I’épithélium utérin.

Le succeés de I’implantation nécessite une bonne synchronisation entre ['utérus et le
blastocyste mature. Le blastocyste peut s’implanter entre les jours 20 a 24 d’un cycle régulier de 28

jours. Pendant ce lapse de temps, I’endométre devient plus vascularisé et cedémateux.

1.2. Les différents stades de développement placentaire.

1.2.1. Stade prélacunaire (Figure 2 A et 2 B).

D¢s la phase d’implantation, la premicre ébauche du placenta apparait au niveau du pdle du
blastocyste orienté vers ’endométre. Le trophcectoderme se différencie en deux types cellulaires : une
couche interne, mononuclée, qui est constituée de cytotrophoblastes et d’une couche externe,
posseédant un fort potentiel invasif et qui forme le syncytiotrophoblaste. Ce dernier, trés invasif a ce
stade, pénétre 1’épithélium utérin et envahit I’endométre, grace a une activité protéolytique aboutissant
a la nidation du blastocyste au sein de la muqueuse utérine.

A la fin de ce stade prélacunaire, le blastocyste est complétement encastré dans la paroi de

I’endométre.

1.2.2. Stade lacunaire (Figure 2 B et Figure 3).

Vers le 8™ ou le 9°™ jour aprés la fécondation, des cavités vont se former dans le
syncytiotrophoblaste. Peu a peu, ces cavités vont s’agrandir et fusionner pour former des lacunes
divisant le syncytiotrophoblaste. Ces lacunes vont se remplir de sang maternel au fur et & mesure que
ce syncytium rencontre et dégrade les parois des vaisseaux déciduaux (Figure 3).

La formation des lacunes divise 1’assise trophoblastique en 3 parties:

- Une plaque choriale située du c6té foetal

- Le systéme lacunaire, avec les trabécules de syncytiotrophoblastes, précurseur de
la chambre intervilleuse du placenta mature.

- La couche trophoblastique, s’appuyant sur I’endomeétre, qui formera la plaque

basale.
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Figure 3: Représentation schématique des derniéres étapes du développement de I’implantation.
(d’aprés BENIRSCHKE et KAUFMANN, 1990).

Légende:

- CT: Cytotrophoblastes - EV: Vaisseau endométrial

- ST: Syncytiotrophoblaste - D: Décidue

- EM: Mésoderme extra embryonnaire - RF et NF: Fibrinoide

- CP: Plaque choriale - X: Cytotrophoblaste extravilleux
- T: Villosité primaire - BP: Plaque basale

- L: Lacunes renfermant le sang maternel - PB: Lit placentaire

- TS: Coque cytotrophoblastique - J: Zone jonctionnelle
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1.2.3. Stade villeux (Figure 3).

A partir du 12°™ jour, les cytotrophoblastes envahissent les travées du syncytiotrophoblaste :
on parle alors de villosité primaire. Entre le 15°™ et le 21°™ jour, le cceur des villosités primaires est
envahi par le mésenchyme embryonnaire : on parle alors de villosité secondaire. La lame basale
trophoblastique apparait puis le mésenchyme se vascularise, on parle de villosité tertiaire a partir du
moment ou les vaisseaux foetaux (qui conduiront le sang feetal) apparaissent.

La villosité choriale apparait dans sa constitution définitive vers la troisiéme semaine aprés la
fécondation. Au début du développement placentaire, les villosités se forment sur toute la surface du

sac embryonnaire, elles sont plus nombreuses au niveau du pdle embryonnaire.

1.3. Placenta a terme.
1.3.1. Structure du placenta a terme.

A la naissance, le placenta humain mature est un organe discoidal (20 cm de diamétre, 3 cm
d’épaisseur et pesant 500 g). A la fin du 4°™ mois de gestation, le placenta humain rentre dans sa
“période d’état”, c’est a dire qu’il possede sa structure définitive (Figure 4).

La face foetale est appelée plaque choriale (avec 1’insertion du cordon ombilical comportant 2 artéres,
et 1 veine) alors que la face maternelle est appelée plaque basale (Figure 5). Entre ces deux plaques,

les villosités choriales flottent dans la chambre intervilleuse dans laquelle circule le sang maternel.

1.3.2. La chambre intervilleuse.

Dans la chambre intervilleuse, le sang maternel arrive par les artéres spiralées et repart par les
veines utéro-placentaires (Figure 6).
La présence d’une seule couche trophoblastique au contact direct du sang maternel caractérise le type
de la placentation humaine. En effet, le sang feetal et le sang maternel ne sont jamais en contact, ils
sont séparés par la barriére placentaire au niveau des villosités (Figure 6). Le placenta humain est de
type chorioallantoidien, c’est a dire que les tissus qui séparent le sang maternel du sang feetal sont
formés du trophoblaste chorionique, de mésenchyme et de vaisseaux allantoidiens. L’interface
d’échange est de type hémochorial car le sang maternel est directement en contact avec le trophoblaste

chorionique. Le placenta humain est de type : hémochorial.
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Figure 4: Structure du placenta humain a terme.
(d’aprés BOYD et HAMILTON, 1970).

Face feetale Amnion

(ou plaque choriale)

Face maternclle
(ou plague basale)

Figure 5: Représentation schématique des différentes vue du placenta humain.
(d’aprés www.nlm.nih.gov).

-26 -

INTRODUCTION: La placentation humaine



Il existe d’autres types de placentation chez les mammiferes euthériens mettant en évidence des
différences notamment au niveau de sa forme extérieure, avec des inter-digitations entre tissus
maternels et foetaux et des inter-relations entre les flux sanguins maternels et foetaux (Leiser and
Kaufmann, 1994). La pluridisciplinarité des fonctions réalisées par le placenta (échange gazeux, de
nutriments et 1’élimination des déchets) n’est retrouvée dans aucun autre organe de mammifeéres. Bien
que I’on retrouve des structures placentaires différentes selon les espéces, la fonction du placenta reste

globalement la méme chez tous les mammiferes.

1.3.3. Mise en place du flux sanguin maternel dans la chambre intervilleuse

Jusqu’a la 12°™ semaine de grossesse environ, le sang maternel n’arrive pas dans la chambre
intervilleuse : des agrégats de cytotrophoblastes obstruent les artéres utéro-placentaires ne laissant
passer que du sérum et des quantités réduites de sang maternel. Ainsi durant tout le premier trimestre
le développement se déroule dans des conditions hypoxiques (Burton et al., 1999). La circulation de
sang maternel dans la chambre intervilleuse ne débute donc qu’au second trimestre et s’associe a une

augmentation de la pression partielle en oxygene.

2. LES STRUCTURES VILLOSITAIRES

L’arbre villositaire est formé de 2 types de villosités: les villosités crampons, permettant un
ancrage dans I’endomeétre maternel et les villosités choriales flottantes reli¢es a la plaque choriale, ou
se feront les échanges feeto-maternels.

Les cellules trophoblastiques sont présentes au niveau de ces deux types de villosités. Il existe deux
voies de différenciation trophoblastique, spécifiques du type de villosité (Figure 7). Les deux voies de
différenciation sont caractérisées par 1’expression de facteurs de transcriptions différents. En effet, les
facteurs de transcriptions Id2 et Hash2 sont nécessaires pour permettre la différenciation des
cytotrophoblastes en cytotrophoblastes extravilleux de la colonne. Le caractére invasif des
cytotrophoblastes extravilleux est régulé par I’activation des facteurs de transcription Mmp9 et uPa et
I’inhibition de Hash2 et Gcml (Roberts et al.,, 2004). Le facteur de transcription Geml est
indispensable pour la différenciation des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblaste (Roberts et al.,
2004). Les cytotrophoblastes extravilleux que 1’on retrouve au niveau des villosités ancrées
proliférent, puis migrent et envahissent I’endometre utérin. Certains cytotrophoblastes extravilleux
remplacent les cellules endothéliales des artéres spiralées utérines correspondant aux cytotrophoblastes
extravilleux endovasculaires. Les autres cytotrophoblastes extravilleux demeurent interstitiels et

peuvent fusionner pour donner les cellules géantes (Malassiné and Cronier, 2002).
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Circulation utéro-placentaire Circulation maternelle

Figure 6: Représentation schématique de la circulation feetale et maternelle.
(d’apres http://www.embryology.ch/francais/fplacenta/planmodpl01.html. ® www.embryology.ch).
1: Artére ombilicale, 2: Veine ombilicale, 3: Capillaires feetaux, 4: Artéres spiralées, 5: Veines utérines, 6:
Chambres intervilleuses, 7: Plaque basale.
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Figure 7: Principales voies de différenciation du cytotrophoblaste (CT).

(d’aprés ALSAT, MS, 1999). * ou extravilleux prolifératif, ** ou extravilleux invasif. Dans la zone
d’implantation du blastocyste le CT des colonnes, dit intermédiaire prolifére, puis migre vers I’endométre
maternel et devient extravilleux. Ce CT extravilleux colonise la décidue et le premier tiers du myomeétre. Au
cours de sa différenciation terminale, il remplace les cellules endothéliales des artéres de 1’endometre
maternel, ou il se (dé)différencie en cellules géantes bi- ou tri- nucléées au sein de la décidue. Cette invasion
est contrdlée et orientée par de multiples interactions avec les cellules environnantes. Au ceeur du placenta,
les CT villeux créent par fusion cellulaire le syncytiotrophoblaste qui constitue la principale interface foeto-
maternelle et posséde de nombreuses fonctions indispensables au développement foeto-placentaire.
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L’autre voie de différenciation s’oriente vers les cytotrophoblastes villeux que 1’on retrouve au niveau
des villosités choriales: aprés agrégation, ces cellules fusionnent et forment le syncytiotrophoblaste,

assurant une part essentielle des fonctions d’échanges et endocrines du placenta.

2.1. Villosités ancrées (ou crampon) (Aplin, 1991)

La majeure partie de 1’assise trophoblastique intervient dans le développement des villosités.
Le placenta humain est caractérisé par une invasion profonde de I’endométre utérin par les
cytotrophoblastes extravilleux.
Cette invasion a pour point de départ les villosités ancrées qui assurent un ancrage au niveau de
I’endométre maternel (figure 8). La base des villosités ancrées est située au niveau de la plaque basale
placentaire. Cette base est constituée de cytotrophoblastes de la colonne, au phénotype prolifératif. A
partir de la colonne, des cytotrophoblastes extravilleux adoptent un phénotype invasif. Ils envahissent
I’endométre maternel jusqu’au tiers supérieur du myométre. Ces cytotrophoblastes extravilleux
invasifs, pour certains, atteignent les artéres spiralées utérines maternelles et y remplacent
I’endothélium vasculaire : ils constituent alors les cytotrophoblastes extravilleux endovasculaires. Ces
cytotrophoblastes extravilleux endovasculaires ainsi que le syncytiotrophoblaste sont en contact direct
avec le sang maternel. Au cours de leur migration a partir de la villosité ancrée jusqu’a 1’artére spiralée
maternelle, les cytotrophoblastes extravilleux adoptent un phénotype endothélial (Kaufmann et al.,
2003).
L’activité invasive de ces trophoblastes s’accompagne de la production de métalloprotéases comme les
collagénases ou les stromelysines (Bischof et al., 1995) (Maquoi et al., 1995) et va conduire a la
digestion de la matrice extracellulaire et de la paroi des capillaires et artéres maternelles pour les
remplacer par une substance fibrinoide. La disparition des cellules musculaires lisses et des fibres
¢lastiques associées permet de réduire la résistance du flux sanguin vers la chambre intervilleuse et
d’augmenter ainsi 1’apport sanguin (et donc de nutriments) au foetus.
Ce phénomeéne d’invasion permet d’utiliser le modéle placentaire comme modéle d’étude du
développement pseudo-tumoral. Cette invasion cellulaire trophoblastique est limitée dans le temps
(avant 20 semaines d’aménorrhées, ou SA), orientée dans I’espace (vers les artéres utérines) et diment
contrdlée par de multiples interactions avec les cellules environnantes. Elle est régulée par des cellules
de I’endométre. Les cellules déciduales (cellules stromales de I’endométre différenciées sous 1’effet de
la progestérone et des estrogénes) sécrétent des facteurs solubles régulant la synthése de protéases et
de protéines de la matrice extracellulaire (Bischof et al., 2000). Des cellules inflammatoires telles que

les Natural Killer utérines (uUNK) régulent aussi I’invasion trophoblastique.
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Figure 8: Représentation schématique des cytotrophoblastes extravilleux au cours de leur
différenciation.
(modification d’apres le schéma de GEMBACEV, 1997).
(VF): villosité flottante, (VA): villosité ancrée
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Dans la décidue, des cellules géantes plurinucléées (2 a 3 noyaux), expriment la cytokératine.
Ces cellules seraient issues de la fusion des cytotrophoblastes extravilleux invasifs (Benirschke and

Kaufmann, 2000).

2.2. Villosités choriales

Bien que les villosités choriales ne représentent qu’environ 50% du volume placentaire total,
elles assurent ’ensemble des échanges materno-feetaux et faeto-maternels. La structure de cette unité
fonctionnelle du placenta est représentée sur la figure 9 (A et B).

La wvillosité est recouverte d’une structure pseudo-épithéliale correspondant au trophoblaste.
Contrairement aux autres épithélia, le trophoblaste en contact avec le sang maternel ne comprend pas
de cellules individualisées, mais est constitu¢ d’une couche ininterrompue de cellules multinucléées,
les syncytiotrophoblastes. Entre ces syncytia et la lame basale, se situent des cellules
cytotrophoblastiques, qui sont les “cellules souches” des syncytiotrophoblastes. Ces cytotrophoblastes
participent a la croissance des syncytia et a leur renouvellement au cours de la gestation. La villosité
choriale, se présente comme un tronc, avec un axe mésenchymateux, plus ou moins développé suivant

le degré de maturation de la villosité et de capillaires feeto-placentaires.

L’axe mésenchymateux est composé:

- De fibres de collagéne.
- De cellules de tissu conjonctif (fibroblastes).
- De macrophages, ¢galement appelés cellules d’Hofbauer.

- De vaisseaux feetaux.

D’une maniére générale, la structure des vaisseaux foeto-placentaires ne présente que de
légeres différences avec celle des vaisseaux d’autres organes. Il est a noter cependant que dans les
vaisseaux feeto-placentaires, la couche musculaire est fine et les cellules musculaires lisses plus
dispersées. Comme pour les villosités choriales, on note une prédominance des vaisseaux feetaux pres
de la plaque choriale au niveau du centre des arbres villeux. La majorité des capillaires se retrouve au
niveau des villosités terminales. Ces capillaires feetaux humains comportent une monocouche continue

de cellules endothéliales.
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Figure 9: Morphologie et structure de la villosité choriale.

(d’aprés BENIRSCHKE et KAUFMANN, 1990). A: Villosité choriale avec: (1) villosité souche, (2)
villosité intermédiaire, (3) villosité immature, (4) villosité terminale. B: Schéma de coupe transversale de
villosité terminale avec: (CT) cytotrophoblaste, (ST) syncytiotrophoblaste, (F) fibroblaste, (M) macrophage
ou cellule de Hofbauer, (LB) lame basale, (CS) capillaire sanguin foetal.

Cytotrophoblaste (CT)
villeux
Syncytiotrophoblaste

Footus

-+— Espace
intervilleus

-+— Villosite
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Villosité crampan

Colonne de CT
intermédiaires

CT extravilleux

CT intravasculaires

Mére

Cellule déciduale

Artere spiralée utérine

Figure 10: Représentation schématique de la villosité choriale.
(modification d’aprés un schéma de PANIGEL, 1993).
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2.2.1. Le trophoblaste villeux

Le trophoblaste villeux se compose d’une assise syncytiale, appelée syncytiotrophoblaste et
d’une couche de cellules mononuclées, les cytotrophoblastes villeux. Ces derniers reposent sur la lame
basale trophoblastique. Le syncytiotrophoblaste nait de la fusion des cytotrophoblastes villeux sous
jacents, il borde alors la chambre intervilleuse et est en contact direct avec le sang maternel des la fin
du premier trimestre de la gestation (figure 10).

Le syncytiotrophoblaste est une composante cellulaire a roéles multiples. C’est un épithélium, polarisé
par sa structure (microvillosités au niveau apical) contenant des transporteurs d’acides aminés et de
glucose, il controle les échanges feeto-maternels. Il assure également des fonctions métaboliques.

La différenciation morphologique par fusion des cytotrophoblastes villeux s’accompagne d’une
différenciation fonctionnelle. Le syncytium devient I’unité endocrine du placenta (Ringler and Strauss,
1990), sécrétant dans le sang maternel 99% des hormones polypeptidiques telles que : I’hCG (Human
chorionic gonadotropin), I’hPL (Human placental lactogen), I’hPGH (hormone de croissance
placentaire), la leptine (Linnemann et al., 2000). Le syncytiotrophoblaste est aussi une source
d’hormones stéroidiennes (Albrecht and Pepe, 1990): la progestérone est produite a partir de 8
semaines de grossesse, les estrogénes sont produits en coopération avec le foetus (concept d’unité
feeto-placentaire). En contact avec le sang maternel, le syncytiotrophoblaste exprime des facteurs
régulant I’hémostase tel que la thrombomoduline (Fazel et al., 1998) et ’annexine V.

La compréhension des mécanismes impliqués dans la différenciation du cytotrophoblaste
villeux en syncytiotrophoblaste a été possible grace a la capacité d’isoler, de purifier et de maintenir
ces cellules en culture (Kliman et al., 1986). L’expression de protéines d’enveloppe rétrovirale
endogeéne, comme la syncytine (HERV-W) (Blond et al., 2000) (Mi et al., 2000) (Frendo et al., 2003b)
et FRD (HERV-FRD) sont impliqués in vitro dans le processus de différenciation et de fusion des
cytotrophoblastes en syncytiotrophoblaste. Certaine protéine des jonctions communicantes comme la
connexine 43 (Cronier et al., 2001) (Cronier et al., 2003) (Frendo et al., 2003a) est impliquée dans le
processus de fusion cellulaire et son expression est modulée au cours de la différenciation. Divers
facteurs solubles, d’origine placentaire ou déciduale stimulent la formation de syncytium in vitro. 1l
s’agit de facteurs de croissance (EGF ou epidermal growth factor, GM-CSF ou Granulocyte Colony
Stimulating Factor) (Morrish et al., 1998), d’hormones: I’hCG (Cronier et al., 1994), I’estradiol
(Cronier et al., 1999), ainsi que les milieux conditionnés de macrophages placentaires mis en cultures
(Malassiné and Cronier, 2002), et I’AMPc (Keryer et al., 1998). Par contre le TGF-f1 (transforming
growth factor beta-1), le LIF (Leukemia inhibitory factor), la 15APGJ2 (15-deoxy-Delta(12,14)-
prostaglandin J2), I’endothéline et la diminution en oxygéne (hypoxie) inhibent la formation
syncytiale (Alsat et al., 1996) (Frendo et al., 2001) (Malassiné and Cronier, 2002) (Pidoux et al.,
2004).
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Figure 11: Représentation de la différenciation morphologique et fonctionnelle des trophoblastes in
vitro.

(d’aprés FRENDO, 2000). Schéma de la différenciation in vitro. Immunocytologie: en bleu les noyaux
marqué au DAPI, en vert les membranes cellulaires marquées avec un anti-desmoplakine. Les graphiques
représentent la sécrétion des hormones (hCG et hPL) dans le milieu de culturea 24, 48 et 72h, en gris foncé
la sécrétion d’hCG, et en gris clair la sécrétion d’hPL.

-34 -

INTRODUCTION: La placentation humaine



In vitro, il est possible d’isoler, de purifier et de mettre en culture les cytotrophoblastes a partir de
placenta (Kliman et al., 1986), les cytotrophoblastes s’agrégent spontanément entre 24h et 48h de
culture et fusionnent entre 48h et 72h pour donner un syncytiotrophoblaste. Cette différenciation
morphologique s’accompagne d’une différenciation fonctionnelle, puisque 1’on observe au fur et a
mesure de la formation du syncytiotrophoblaste, une augmentation de la synthése et de la sécrétion des
hormones de la grossesse (hCG et hPL notamment) (figure 11). La méthodologie est détaillée dans le

matériel et méthodes.

2.2.2. Cellules de Hofbauer (macrophage feetaux) et autres types cellulaires.

Les cellules de Hofbauer sont observées dans les villosités au jour 18 pc (post-conception), ce
sont des macrophages. Elles ont notamment pour fonction le remaniement du stroma pour en

permettre la plasticité pendant le développement du placenta.

Par microscopie électronique, des mastocytes ont été observés en nombre restreint au niveau
placentaire (Benirschke and Kaufmann, 2000). Ces mastocytes sécrétent une quantité relativement
importante d’histamine, puissant vasoconstricteur. Ils sont présents au niveau du cordon ombilical et
localisés a proximité des vaisseaux.

Des myofribroblastes sont également présents dans le mésenchyme villositaire.

3. PATHOLOGIES PLACENTAIRES CONSTITUTIVES.

Les pathologies placentaires couvrent un large spectre d'affections diverses, qui vont des
anomalies d'implantation et de forme, aux tumeurs et aux infections, en passant par les complications

foetales et maternelles. Ces pathologies ne seront pas abordées de manicre exhaustive dans ce chapitre.

3.1. Les anomalies de ’implantation.

3.1.1. Le placenta praevia.

Le placenta praevia est caractérisé par une insertion basse du placenta (segment inférieur de

I'utérus), qui obstrue donc partiellement ou complétement la voie d'expulsion naturelle, constituant un

obstacle mécanique a I'accouchement par voie vaginale. C'est une pathologie qui touche 0,5% des

femmes. Le placenta praevia constitue un danger de mortalité feetale, voire maternelle, en raison des
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hémorragies dues au décollement placentaire prématuré lors des contractions utérines ou de la

dilatation du col.

3.1.2. Les grossesses extra-utérines (ectopiques).

Les grossesses extra-utérines qui touchent une grossesse sur 300 sont dues a une implantation
de I'embryon ailleurs que dans la cavité utérine. La localisation la plus fréquente est dans les trompes
de Fallope (environ 85%), mais il arrive que 1'ovaire, la cavité abdominale, ou la partie intra-utérine
des trompes de Fallope en soient la cible. L'explication de ces nidations ectopiques peut étre di a un

retard de la captation de 1'ovule ou a un ralentissement de la migration de 1'ceuf vers 1’utérus.

3.2. La préeclampsie (ou toxémie gravidique).

La préeclampsie n’est pas une maladie au sens strict de terme mais un syndrome complexe de
la grossesse associant au deuxiéme et troisieme trimestre une hypertension artérielle, des cedémes et
une protéinurie. Il s’agit d’une maladie maternelle endothéliale dont 1’origine est placentaire. Elle est
spécifique a I’espéce humaine et a la gestation. La préeclampsie est liée a une dysfonction placentaire
car elle ne survient qu’au cours de la grossesse, disparait aprés 1’expulsion du placenta, peut survenir
en ’absence d’embryon comme en témoignent des cas de préeclampsie compliquant une grossesse
molaire, et enfin n’est pas liée a I’environnement utérin, puisqu’elle peut survenir en cas de grossesse
extra-utérine. En France, la préeclampsie survient dans 1 a 7% des grossesses, et constitue un danger

de mortalité foetale et maternelle.

3.3. Les tumeurs placentaires.

3.5.1. La moéle hydatiforme.

La moéle hydatiforme est une anomalie rare de la grossesse (1/1000), définie par la
prolifération kystique des villosités choriales (habituellement sans embryon) associée a une
dégénérescence tumorale du trophoblaste. Les manifestations de cette pathologie sont les suivantes:
sécrétion excessive d’hCG, nausées, vomissements. Le risque majeur de cette pathologie est
I’évolution d'un choriocarcinome, tumeur maligne de mauvais pronostic si elle n'est pas dépistée et

traitée a temps.
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On peut distinguer 3 types de grossesse molaire :

- La forme typique ou mdle compléte se traduit vers 10-12 SA par un gros utérus dont la cavité est
soufflée par une prolifération de trophoblastes multivésiculaires associés a de gros ovaires
multikystiques fonctionnels par hyperstimulation. Elle est caractérisé par 1’absence d’embryon. Un
diagnostic précoce par voie vaginale est parfois possible (6 a 8 SA) devant une hypertrophie kystique

de la muqueuse associée a un taux d'hCG circulante, anormalement élevé.

- La méle embryonnée est caractérisée par un petit oeuf, dont I'embryon meurt rapidement. Cependant
la prolifération trophoblastique continue a se développer. Il s'agit presque toujours d'une triploidie et le

risque de dégénérescence est faible.

- La moéle gémellaire, trés rare et toujours dizygote, associe un oeuf embryonné normal (trophoblaste

sain) a une mdle typique qui correspond a un deuxieme oeuf.

3.5.2. Le choriocarcinome et les lignées cellulaires issues de choriocarcinome.

Les moles hydatiformes peuvent étre a l'origine d'un choriocarcinome, qui est une tumeur
épithéliale maligne dérivant des cellules trophoblastiques. En effet, une maladie trophoblastique, au
cours de laquelle du tissu trophoblastique résiduel prolifére de maniére tumorale, peut se développer

aprés IVG ou avortement spontané.

Des cellules issues de tumeurs malignes de chorion humain ont été utilisées pour 1’étude des
fonctions trophoblastiques in vitro. Ces cellules de choriocarcinome, dont les principales lignées sont
les JEG-3, Jar et BeWo (qui sont toutes les trois des cellules adhérentes de types épithéliales
synthétisant de I’hCG), sont majoritairement des cytotrophoblastes mitotiquement actifs qui ont perdu
la propriété de se différencier en syncytiotrophoblastes en absence de stimulation. Cependant, la
forskoline et le méthotrexate sont capables d’induire la différenciation des cellules de la lignée BeWo,
ce qui confére a cette lignée un intérét particulier pour I’étude de la différenciation des cellules, alors
qu’au contraire, les cytotrophoblastes normaux, isolés de placenta, forment spontanément des
syncytiotrophoblastes en culture (Kliman et al., 1986).

Ces lignées sont ¢galement capables de produire les hormones trophoblastiques spécifiques in vitro et
d’étre stimulées par les analogues de 1’AMPc, tout comme les trophoblastes normaux (Wice et al.,

1990).
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Figure 12 A: Structure chromosomique et localisation des génes des deux sous-unités de I’hCG.
(Modification d’aprés MERZ, 1996)
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Figure 12 B: Comparaison des sous-unit és des hormones glyveoprotéigues typigues.
(d aprés COUNIS, 1998)
Les sous-unités sont représentées linéarisées et sous leur forme précurseur
{peptide signal en ligne hachurée), on peut noter le parfait alignement des positions des cystéines, des sites
de N-glycosylation et des introns,
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I1. L’hormone chorionique gonadotrope humaine

écouverte en 1927 par Ascheim et Zondek, I’hormone chorionique gonadotrope
humaine (ou hCG) est un marqueur de I’activité trophoblastique. L’hCG est une
hormone glycoprotéique dont le rdle est d’assurer le maintien de la gestation.

7™ jour

Sécrétée par le trophoblaste, elle peut se détecter dans le sang et les urines maternelles dés le
de grossesse (test de grossesse). L’expression de I’hCG dans le placenta est un événement
relativement récent du point de vue de 1’évolution puisqu’elle est observée exclusivement chez les
primates supérieurs.

L’hCG appartient a une famille de glyco-hormones a laquelle appartiennent la LH (hormone
lutéinisante), FSH (hormone folliculo-stimulante), TSH (hormone thyréo-stimulante). Ces
glycoprotéines présentent deux caractéristiques majeures: elles sont formées par 1’association non
covalente de deux sous-unités dénommées alpha (hCGo, LHa, FSHa, TSHa) et béta (hCGp, LHf,
FSHf, TSHP) toutes deux glycosylées et elles agissent via un récepteur membranaire aux protéines G.
Les chaines glycanniques de ces hormones jouent un réle plus ou moins défini sur I’assemblage des
sous-unités entre elles, la sécrétion hormonale, la liaison de [’hormone a son récepteur, la modulation

de la demi-vie plasmatique et ’activité biologique hormonale (Pierce and Parsons, 1981).

1. STRUCTURE ET BIOSYNTHESE DE L’hCG.

1.1. Biosynthése.

Les sous-unités o et B de I’hCG sont codées par des genes différents, localisés sur des
chromosomes différents (Gharib et al., 1990) (Figure 12 A). Notons que dans le placenta, la sous-
unité o est exprimée en large exces par rapport a la sous-unité f (Merz, 1996), la synthése de I’hCG

est donc limitée par le taux de transcription de la sous-unité f3.

1.1.1. La sous-unité o.

La sous-unité o est codée par un gene unique localisé sur le chromosome 6 (6 ql4-21),

comportant 4 exons et 3 introns (Naylor et al., 1983) (Figure 12 B). Ce géne unique code pour la
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Figure 13 A: Séquence nucléique (NM 000735) de la sous-unité o de ’hCG.
En bleu: séquence nucléique du peptide signal. En rouge: la séquence nucléique traduite. En vert: le site
signal de polyadénylation.

-24 1
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ENHTACHCST CYYHKS
92

Figure 13 B: Séquence peptidique (NP 000726) de la sous-unité o de ’hCG.
En bleu: séquence du peptide signal. En rouge: les sites de N-glycosylation. En violet: les 10 cytéines
impliquées dans la formation des 5 ponts disulfures intrachaines.
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sous-unité oo des hormones glycoprotéiques (hCG, LH, FSH, TSH), dont les séquences (Figure 13 A
et B) sont identiques au sein d’une méme espéce pour les quatre hormones. Cependant, la taille du
gene varie en fonction des espéces en raison de la longueur du premier intron. La sous-unité o posséde
une “TATA box” en position -29 pb ainsi qu’une “CAAT box” en position -89 pb. Des modifications
de la séquence régulatrice (notamment au niveau “cAMP responsive element”, et des “upstream
regulatory element”) ont permis au géne de la sous-unité a d’étre notamment exprimé dans le placenta

et dans les glandes pituitaires.

1.1.2. La sous-unité §§ (figure 14 A et B).

A T’inverse, la sous-unité B est spécifique de chaque hormone et est codée par des génes
différents. Les geénes codant I’hCGf sont au nombre de 6 (7, 8, 5, 1, 2, et 3) présents sur le
chromosome 19 q13-3 dans un “cluster”, ou groupe multigénique de 52kb, adjacent au géne 34 codant
pour la sous-unit¢ hLHP (Figure 12 A). Seuls les génes 37, 8, 5 et 3 codent pour la sous-unité 3 de
I’hCG (Talmadge et al., 1983) (Talmadge et al., 1984), ils comportent 3 exons et 2 introns (Figure 12
B).

Les geénes 1 et B2 contiennent une insertion de 770 pb dans la région 5°, transcrite, non traduite et
une mutation au niveau du site d’épissage 5’ de I’exon 1, donnant des transcrits dont la phase de
lecture est différente. Le placenta exprime essentiellement les génes B5, 8, et 3.

Certains tissus normaux non trophoblastiques expriment le géne hCGP : I’endothélium vésical
exprime le géne 7 et les transcrits 35, f8 et B3 sont retrouvés dans les cellules des carcinomes de la

vessie. Les séquences nucléique et protéique de la f-hCG sont données dans la figure 14.

1.2. Structure biochimique.

1.2.1. Structure primaire

La sous-unité a, est une glycoprotéine commune aux quatre hormones (hCG, LH, FSH, TSH)
au sein d’une méme espece, elle présente une structure hautement conservée d’une espéce a une autre.
Elle comporte, chez ’homme 92 acides aminés (96 chez tous les non-primates) et deux chaines N-
oligosaccharidiques, au niveau des asparagines 52 et 78. Elle présente aussi des sites potentiels de O-
glycosylation (Figure 12 B). La sous-unité a contient 10 cystéines (Cys) et I’appariement des demi-
cystéines forme les 5 ponts disulfures intrachaines situés entre les demi-cystéines 10-60, 28-82, 32-84,

7-31, 59- 87 (Wu et al., 1994) (Lapthorn et al., 1994) (Figure 12 B et 13 B).
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101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

En bleu: séquence nucléique du peptide signal. En rouge: la séquence nucléique traduite. En vert: le site
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MEMFQGLLLL LLLSMGGTWA SKEPLRPRCR PINATLAVEK EGCPVCITVN

TTICAGYCPT MTRVLQGVLP ALPQVVCNYR DVRFESIRLP GCPRGVNPVV

tccagcactt
cataggcaga
cgactagtcc
ggtctccgece
cgctccgcetg
ccccgaaggg
ggccttgceg
ggggacgcac
gctgagcatg
gccgccccat
tgcatcaccg
ccgcgtgetg
accgcgatgt
gtgaaccccg
ctgccgecege
cctgtgatga
cccagcctte
cctcccacaa

tgctcgggtce
ggcaggcctt
ctagcactcg
tcacccttgg
agccactcct
ttagtgtcga
cccccacaac
caaggatgga
ggcgggacat
caatgccacc
tcaacaccac
cagggggtcc
gcgcttcgag
tggtctccta
agcaccactg
ccccegcectte
caagtccatc
taaaggcttce

acggcctcct
cctacaccct
acgactgagt
cgctggacca
gcgccccccect
gctcacccca
cccgaggtat
gatgttccag
gggcatccaa
ctggctgtgg
catctgtgcc
tgccggecect
tccatcecgge
cgccgtgget
actgcggggg
caggactcct
ccgactcccg
tcaatccgceca

cctggcteccce
actccctgtg
ctctgagatc
gtgagaggag
ggccttgtct
gcatcctaca
aaagccaggt
gggctgctgce
ggagccgctt
agaaggaggg
ggctactgcc
gcctcaggtg
tcecectggetg
ctcagctgtce
tcccaaggac
cttcctcaaa

gggccctegg

L
Poly (A)

aggaccccac
cctccaggcet
acttcaccgt
agggctgggg
acctcttgcec
acctcctggt
acacgaggca
tgttgctgcet
cggccacggt
ctgcceccecgtg
ccaccatgac
gtgtgcaact
cccgecgeggce
aatgtgcact
caccccttga
ggcccctccece
acaccccgat

Figure 14 A: Séquence nucléique (NM 033043) de la sous-unité 5 de I’hCG.

signal de polyadénylation.

PSRLPGPSDT PILPQ

145

1

CTP

Figure 14 B: Séquence peptidique (NP 149032) de la sous-unité 5 de ’hCG.
En bleu: séquence du peptide signal. En rouge: les sites de N-glycosylation. En vert: les sites de
O-glycosylation. En violet: les 12 cytéines impliquées dans la formation des 6 ponts disulfures.
CTP: résidus carboxy-terminaux
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Il est a signaler que 1’absence de quatre acides aminés dans la partie N-terminale de la sous-unité o ne
se retrouve que chez les primates. En alignant les séquences des différentes espéces sur la base des
résidus cystéine, les quatre acides aminés manquant dans la sous-unité o humaine correspondent aux

acides aminés 5 a 8 des autres espéces.

La sous-unité  assure la spécificité biologique de I’hormone; elle est composée chez I’homme
pour I’hCG de 145 acides aminés, dont une séquence de 24 résidus carboxy-terminaux (CTP) (Figure
14 B). Elle posséde six chaines glycaniques dont quatre chaines O-glycosidiques, situées sur la partie
carboxy-terminale (sérine, en position 121, 127, 132, et 138). Les deux autres chaines glucidiques sont
des N-glycannes en position 13 et 30 (Figure 12 B).

Il existe un certain degré d’homologie entre les sous-unités 3 des différentes espéces mais
¢galement au sein d’une méme espeéce. Ainsi, les sous-unités hLHP et hCGf sont identiques a 85%
pour les 114 amino-acides initiaux, 1’hétérogénéité de structure entre ces deux sous-unités p si¢ge dans
la présence ou non des résidus CTP (absents dans la hLHp).

Les sous-unités B des différentes glyco-hormones possédent 12 cystéines en position invariable

formant six ponts disulfures (Figure 12 B et 14 B).

Il est possible que les génes codant pour les sous-unités o et  des gonadotrophines aient évolué a
partir d’un géne ancestral commun, en un géne unique codant pour la sous-unité o et une famille de
genes codant pour les différentes sous-unités f3.

I1 a été mis en évidence que les génes de la sous-unité B-hCG résultaient d’une mutation du géne de la
B-LH qui a décalé et prolongé son cadre de lecture, de sorte que la séquence peptidique de la B-hCG
est plus longue que celle de la B-LH (Talmadge et al., 1984). Contrairement au géne B-LH, dont
I’expression est restreinte a la glande pituitaire, les génes de la sous-unité 3 de I’hCG sont exprimés
préférentiellement dans le placenta, reflétant trés certainement I’acquisition de nouvelles séquences

régulatrices contrélant I’expression spécifique du placenta (Johnson et al., 1997).

1.2.2. Structure tridimensionnelle

La structure tridimensionnelle globale des différentes glyco-hormones est sans doute tres
proche, d’une hormone a I’autre et d’une espéce a 1’autre, puisque la position des résidus cystéine et
des ponts disulfures est inchangée.

Certaines études ont montré que les gonadotrophines ont une trés faible portion de leur séquence en
hélice-a (5 a 8%) par rapport aux feuillet-f qui représentent 25 a 40% de leur structure (Iles and

Chard, 1993) (figure 15 A).
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A : LI L3 B

Sous-unité 3

L3 L1

Figure 15: Représentation schématique du dimére of de PhCG.

(d’apres WU, 1994) A: En rouge: la sous-unité o.. En bleu: la sous-unité 3. En violet: les ponts disulfures
formant le noeud de cystéine. (al): hélice- a, (Bx): les différents feuillet- 3, (L1, L2, L3): les repliements des
sous-unités. B: Vue dans ’espace de I’'hCG.

En rouge: la sous-unité o de ’hCG. En bleu: la sous-unité 8 de I’hCG.

Figure 16: Structure tridimensionnelle de ’hC(. s
A: (d’apres COMBARNOUS, 1999) En blanc: la sous-unité o.. En noir la sous-unité (3. La figure centrale
montre I’hCG en vue de “face”, c’est a dire telle qu’elle se présente a son récepteur, les deux autres profils
sont obtenus par rotation d'un quart de tour dans chaque sens.
B: Vue dans ’espace de 1’hCG et de ces glycosyation. En bleu: la sous-unité a de ’hCG. En vert: la sous-
unité § de 'hCG.
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Grace a la détermination de la structure tridimensionnelle de I’hCG, réalisée par cristallographie aux
rayons X (Lapthorn et al., 1994) (Wu et al., 1994) (figure 16 A et B), il a été possible de montrer que
les ponts disulfures de la sous-unité a: 10-60, 28-82, et 32-84 révélaient un repliement des chaines
peptidiques semblable a celui retrouvé dans une famille de facteurs de croissance avec nceuds de
cystéines, incluant le NGF (nerve growth factor), le TGFP (Transforming Growth Factor () et le
PDGEF (Platelet Derived Growth Factor).

La sous-unité § de I’hCG présente elle aussi comme la sous-unité o, des demi-cystéine aux
positions: 9-57, 34-88, 38-90, 23-72, 26-110, et 93-100 (figure 13 B). Les ponts 9-57, 34-88, et 38-90,
forment ainsi un nceud de cystéines. Cette structure est présente dans les deux sous-unités de I’hCG (a
et B) et se trouve aussi dans toutes les autres sous-unités (a et ) des hormones glycoprotéiques. La
structure tertiaire globale de toutes les glyco-hormones est sensiblement la méme. Chaque sous-unité,
bien qu’ayant une structure primaire différente, présente une organisation identique; leur repliement

forme trois boucles (L1, L2, L3) dont la cohésion est assurée par les nceuds de cystéines.

L’association des deux sous-unités est indispensable pour I’expression de 1’activité biologique
de ’hormone. Les deux sous-unités se présentent sous une forme trés étendue et sont constituées de
longues séquences d’acides aminés en feuillets § antiparall¢les (figure 15 B). La sous-unité § enserre
la sous-unité o par une “ceinture de sécurité” qui est formée des résidus 3 93-110 et qui est “bouclée”
par le pont disulfure entre les cytéines 326 et $110 (figure 16).

La vitesse de dissociation des sous-unités étant faible, I’activité et I’élimination de I’hormone peuvent
avoir lieu avant qu’il n’y ait I’altération de la structure tridimensionnelle. La vitesse de dissociation est

limitée par I’ouverture du pont $26-110 qui ferme la “ceinture de sécurité” et enserre les sous-unités.

1.3. Structure glycanique.

L’hCG dimérique est 1’objet d’un polymorphisme important, ce qui explique la
variabilité de sa masse moléculaire (37-45 kDA) (Green et al., 1986). Les variations de la masse
moléculaire des différentes formes résultent de la microhétérogénéité des chaines glucidiques
(isoformes) qui représentent 30 a 33% de la masse de I’hCG pouvant atteindre jusqu’a 45% pour la
CG équine, on parle alors de glycoformes (figure 16 B). On sait aujourd’hui que les chaines
glycanniques de I’hCG jouent des rdles plus ou moins définis sur I’assemblage des sous-unités entre
elles, la sécrétion hormonale, la liaison de I’hormone a son récepteur, la modulation de la demi-vie
plasmatique et 1’activité biologique hormonale. L’¢limination de certains résidus terminaux (acide

sialique) entraine la perte d’activité de ’hCG in vivo, mettant alors en évidence une diminution de la

- 45 -

INTRODUCTION: L’hormone chorionique gonadotrope humaine



A X peut étre: X’ peut étre:
-0 -Fuc
-Man
) -GlcNAc-Gal
X X
i -GIlcNAc-Gal-NANA
L w
fan Man -GlcNAc-GlcNAc
. “I- - -GlcNAc-GIcNAc-SO,
(Glbise); 4— X Man
-Man /
Asparagine Man

Figure 17 A: Structure de base des N-glyveosylations de I'hCG.
{imodification d’aprés LAHLOLT)

GleNAc: N-acétyl-glucosamine, Gal: galactosamine, Man: mannose, NANA: acide sialique (acide N-acétyl-
neuraminique), Fuc: fucose, 50,: sulfate, ©: aucun sucre.

Y peut étre:
-GaINAC-NANA
-GalNAc-Gal-NANA

-GalNAc-Gal
Gal-NANA
-GalNAc<
% NANA
¢ Gal
Sérine -GalNAc
GlcNAc-Gal

Figure 17 B: Structure des O-glveosylations de la sous-unité i de I'"hCG.

GleMNAg: N-acétyl-glucosamine, GalNAc: N-acétvl-galactosamine, Gal: galactosamine, NANA: acide
sialique (acide N-acétyl-neuraminigue)
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demi-vie (Combarnous, 1994). Il a été montré que les hormones déglycosylées sont capables de se
fixer aux récepteurs, mais n’entrainent pas d’activation du mécanisme de couplage (Merz, 1988).

In vivo, la glycosylation est un phénoméne indispensable a la formation correcte des ponts disulfures
(Huth et al., 1992), a I’association des deux sous-unités (Strickland et al., 1985) (Matzuk and Boime,
1988b) et a la stabilité du dimeére.

1.3.1. Les chaines N-oligosaccharidiques.

Les glyco-hormones possédent des chaines N-glycanniques sur chacune de leurs sous-unités
(Bahl et al., 1978). Les sites putatifs de N-glycosylation sont sur les résidus asparagines impliqués
dans les séquences du type Asn — X — Thr/Ser (Hartree and Renwick, 1992). Ces sites sont présents
chez ’homme, sur la sous-unité o en position 52 et 78, et en position 13 et 30 pour la sous-unité 3 (la
hLH est glycosylée sur son Asn’, tandis que toutes les LHs des autres espéces ainsi que la f-eCG sont
glycosylées sur I’Asp" (figure 13 B et 14 B).
Les chaines N-oligosaccharidiques des sous-unités o et § de I’hCG possédent toutes la structure
pentamérique de base fixée sur les asparagines (Asn) de [’axe peptidique suivant: 2 N-
acétylglucosamine (GlcNac), fucosylé ou non suivi d’un groupement mannose (Man) sur lequel sont
fixés deux groupements mannose (figure 17 A). La majorité des glycannes greffés sur 1’axe
polypeptidique appartiennent surtout a la famille biantennée, de type N-acétylglucosamine ou de type
N-acétyl-lactosamine, mais on retrouve aussi une minorité de chaines triantennés ou polyantennées
(Frendo et al., 2004). Sur cette figure pentamérique se greffent des molécules de galactose, de N-
acétylglucosamine (GlcNac), de mannose (Man), de fucose (Fuc), d’acide sialique (acide N-
acétylneuraminique, ou NANA), de groupement sulfate (GalNAc-SO,). La présence de ces résidus est
aléatoire, c’est ce qui explique la trés grande hétérogénéité de I’hCG. Il semble quand méme que les
résidus NANA, GalNAc et GalNAc-SO4 soient retrouvés de maniére préférentielle au niveau des
résidus terminaux. Le contenu en acide sialique joue un rdle important dans ’activité de 1’hormone
(figure 17 A).
Il existe également une trés grande hétérogénéité structurale des chaines saccharidiques due a la
variabilité du nombre et de la longueur des antennes saccharidiques. Cela se traduit par un important
polymorphisme de charges puisque ’acide sialique et le groupe sulfate sont tous deux électronégatifs.
La nature des résidus terminaux dépend d’un grand nombre de critéres. En effet, la nature des résidus
terminaux peut dépendre du type cellulaire dans lequel s’effectue la biosynthése et du lieu ou 1’on
préléve ’hCG. Dans le sang maternel, il existe une trés grande hétérogénéité dans 1’expression des
résidus terminaux de I’hCG, en revanche dans les urines, il sera retrouvé des formes différentes, ces
derniéres ayant subi en partie le catabolisme hépatique et I’élimination par le rein provoquant ainsi des

modifications dans la structure des résidus terminaux.
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Figure 18: Représentation schématique des différentes étapes de la synthése et de la dégradation de
I’hCG.
(Modification d’apresMERZ, 1996)
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De méme il a été montré que dans certains types de cancer (moles hydiatiformes, moles invasives, et
choriocarcinomes), il existait un profil type de glycanes dans la séquence des résidus terminaux des

chaines N-liées (Kobata and takeuchi, 1999).

1.3.2. Les chaines O-oligosaccharidiques.

Les chaines O-saccharidiques sont présentes sur les choriogonadotropines (humaines et
équines). Elles sont uniquement portées par les résidus sérines ou thréonines des extensions C-
terminales (CTP) de la sous-unité B (Kessler et al., 1979). Pour I’hCG et plus précisément la sous-
unité B, les chaines O-oligosaccharidiques se trouve sur les sérines 121, 127, 132, et 138. Les glycanes
O-liés sont plus courts que les glycannes N-li¢s et sont présents sous différentes formes (de mono a
penta-saccharidiques) contenant principalement du galactose et des acides sialiques (figure 17 B).

Il existe une chaine O-liée sur la thréonine 43 de la sous-unité o libre humaine (Peters et al., 1989)
(mais également sur les formes équines et bovines). Cette forme de la sous-unité a correspond a un
exces de la sous-unité o synthétisée par rapport a . Cette glycosylation empéche toute association

avec la f3.

1.3.3. Processus de maturation et de sécrétion (figure 18).

- Les N-glycosylations:

C’est au niveau du réticulum endoplasmique que les deux sous-unités o et p se combinent et
que débute la phase initiale de la maturation du polysaccharide précurseur. Elle prend fin dans
I’appareil de Golgi ou interviennent les modifications responsables, en partie, du polymorphisme et de
la microhétérogénéité des chaines glycanniques juste avant 1’étape de sécrétion. La présence d’un
peptide signal sur les séquences des sous-unité o et (3, leur permettent d’étre transférées du noyau au
réticulum endoplasmique.

L’étape de N-glycosylation débute dans la lumiére du réticulum endoplasmique par une voie
commune. Un oligosaccharide contenant 2 résidus N-acétyl-glucosamine, 9 mannoses et 3 glucoses
est formé sur un lipide spécial, le dolichol. Le dolichol est un lipide trés hydrophobe qui se retrouve a
I’intérieur de la membrane du réticulum endoplasmique, son groupement actif faisant face a la
lumiére. L’ologosaccharide est élaboré par addition successive des résidus sucrés qui se fixent sur le
dolichol par un groupement pyrophosphate et transféré “en bloc” (d’une seule fois) sur la protéine

cible (ou la sous-unité) par un enzyme li¢ a la membrane, la glycosyltransférase, dont le site actif est
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exposé dans la lumicére du réticulum endoplasmique. L’hétérodimére est ensuite transféré vers
I’appareil de Golgi (cis-Golgi), ou se déroule la maturation des chaines glycaniques sous 1’action de
glycosyl-transférases spécifiques. Les étapes terminales de maturation des N-glycosylations ont lieu
dans le trans-Golgi.

Le potentiel redox du réticulum endoplasmique et I’intervention de différentes protéines chaperonnes
(BIP, ERp72, ERp94, (Feng et al., 1996)), jouent un rdéle important dans la constitution des
hétérodimeres af des gonadotrophines.

La glycosylation de I’ Asn” de la sous-unité o, régule la formation du dimére af de I’hCG. En effet, il
a été montré que la délétion de cette Asn entraine une diminution de 70% de la formation du dimére
(Matzuk and Boime, 1988a). Ces auteurs ont également montré que la mutation de I’Asn"’ possédant
une chaine glycanique de la sous-unité § n’affecte pas la sécrétion de I’hormone mais sa vitesse de

sécrétion (Matzuk and Boime, 1988b).

- Les O-glycosylations:

Les O-glycosylations ont lieu dans le trans-Golgi et sont réalisées par des glycosyl-
transférases. La sous-unité o posséde un site putatif de O-glycosylation sur la thréonine 43 (Peters et
al., 1989), ce site doit étre libre de toute O-glycosylation pour que la sous-unité o et la sous-unité §
puissent former le dimére hCG. La sous-unité¢ f§ posséde des O-glycosylations dans la région CTP
(carboxy-terminale). La région CTP ainsi que les chaines O-glycaniques jouent un role important sur

I’assemblage du dimére et sa sécrétion (Muyan et al., 1996).

Des études de localisation ultrastructurale ont suggéré que la sécrétion de I’hCG s’effectue par
exocytose de granules sécrétoires (Morrish et al., 1987b). L’hormone est libérée rapidement apres sa

synthése et n’est que trés peu stockée (Ruddon et al., 1981).
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2. PHYSIOLOGIE ET METABOLISME.

2.1. Relation structure-activiteé.

L’activité biologique globale des gonadotrophines (et donc de I’hCQG) et leur efficacité dépend
des trois étapes suivantes:
- Un maintien plus ou moins long dans la circulation (la demi-vie)
- Leur affinité pour leur récepteur spécifique
- Leur aptitude a stimuler les réponses de leurs cellules cibles aprés liaison au

récepteur.

2.1.1. Demi-vie de I’hCG dans la circulation.

Environ 80% de I’hCG est métabolisée par le foie et le rein, 20% se retrouve a 1’état non
dégradée dans I’urine. La demi-vie sérique de 1’hCG est d’environ 24-36h (contrairement aux
gonadotrophines hypophysaires qui ont une demi-vie trés courte de 20 a 120 min), son élimination
peut étre décomposée en différentes phases, une rapide (5-6h) et deux autres plus lentes (> 24h). Les
demi-vies des sous-unités o libres sont respectivement de 13min pour la demi-vie courte et de 1,3h
pour la plus longue. Pour la sous-unité f§ libre, elle est respectivement 40min pour la demi-vie courte
et de 3,9h pour la plus longue.

L’hCG circulante est clivée au niveau hépatique (par les récepteurs aux asialo-protéines) et rénal puis
sécrétée dans les urines a 80% sous forme dégradée. L urine renferme des produits de dégradation
notamment des fragments désialylés de la sous-unité §, mais également le fragment B-core de I’hCG
(hCG-pcf) qui représente a terme le métabolite urinaire le plus abondant de I’hCG. C’est un petit
fragment glycoprotéique de la sous-unité¢ § de 9 kDA, trés alcalin et trés instable. Il est produit
essentiellement au niveau rénal et il est constitué des peptides 6-40 et 52-92 de la sous-unité 3, reliés
entre eux par des ponts disulfures (Udagawa et al., 1998) (Norman et al., 2000). Son profil d’excrétion
urinaire au cours de la grossesse refléte celui de I’hCG sérique. Les clairances urinaires de I’hCG et de
ses sous-unités sont I’objet de 1égeres variations interindividuelles.

D’autres part, in vivo, 1’élimination des acides sialiques terminaux de ’hCG (Van Hall et al., 1971)
entraine une chute de la demi-vie et donc de 1’activité biologique. Dans ce cas, 1’élimination rénale
joue un roéle important puisque la désialylation entraine une diminution de la taille et des charges

négatives de la molécule, facilitant la filtration glomérulaire.
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L’extension CTP, ainsi que les chaines O-oligosaccharidiques de la sous-unité 3 de I’hCG participent
a I’augmentation de la demi-vie de I’hCG. En effet, la fixation d’une extension CTP avec les chaines
O-li¢es entraine pour la LH une trés nette augmentation de sa demi-vie (Matzuk et al., 1990).

Les chaines saccharidiques jouent un réle important dans la demi-vie sérique de I’hCG, en modifiant

sa vitesse de capture par les cellules ou organes cibles.

2.1.2. Liaison au récepteur LH/CG.

L’hCG agit par I’intermédiaire d’un récepteur cellulaire spécifique situé a la membrane des
cellules-cibles. L’ensemble des informations concernant sur le R-LH/CG sera détaillé dans une partie
ultérieure. L’¢élimination des chaines oligosaccharidiques n’empéche pas la liaison spécifique des
gonadotrophines a leurs récepteurs. Lorsque les gonadotrophines humaines sont désialylées par la
neuraminidase, on observe une augmentation de I’affinité de I’hormone pour son récepteur indiquant
que les résidus d’acide sialique défavorisent la liaison hormone-récepteur.

Le modgele proposé par Y. Combarnous (Combarnous, 1992) sur la “spécificité négative” implique que
la sous-unité o joue un role dans la forte affinité non spécifique des hétérodiméres aff pour les
récepteurs tandis que la sous-unité 3 détermine la spécificité des interactions hormone-récepteur en
inhibant la liaison de chaque hormone aux récepteurs des autres hormones glycoprotéiques.

La région N-terminale extracellulaire du récepteur “capture” I’hCG circulante et permet 1’intéraction
de I’hormone avec la région du domaine transmembranaire responsable de la transduction du signal
(détaillé plus loin).

Suite a des études de mutagenese dirigée, il a été montré que la région C-terminale de la sous-unité 3
de I’hCG et plus précisément de courtes séquences présentes dans la “ceinture de sécurité”, étaient
responsables de la spécificité de I’hormone pour son récepteur.

La spécificité de liaison de ’hCG a son récepteur dépend de la structure de I’hormone mais également
de celle de son récepteur. Plusieurs études portant sur des expériences de mutagenese ont été réalisées
sur le R-LH/CG ainsi que sur I’hCG afin de déterminer les régions responsables de la liaison de

I’hormone et de son récepteur (voir chapitre sur le récepteur).

2.1.3. Stimulation des cellules cibles.

Bien que n’intervenant pas directement dans la liaison au récepteur, les N-glycosylations de

I’hCG (comme pour toutes les autres hormones glycoprotéiques) sont indispensables pour la

transmission du message hormonal (Matzuk et al., 1989).
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I1 a été possible de déterminer I’implication des glycanes dans la stimulation des cellules cibles. Ainsi,
il a été démontré que la chaine N-oligosaccharidique présente sur I’Asn’® de la sous-unité o est
indispensable pour la transduction du signal hormonal, mais il semble que les autres chaines soient
¢galement importantes pour 1’efficacité de la transduction du signal (Matzuk et al., 1989) (Sairam and
Jiang, 1992). 11 a été montré que la région CTP et les chaines O-oligisaccharidiques qui conditionnent
la demi-vie de I’hormone, ne sont pas importantes ni pour la liaison, ni pour la transduction du signal

hormonal (Nemansky et al., 1995).

2.2. Sécrétion physiologique de ’hCG.

L’hCG est sécrétée par les cellules trophoblastiques dés la formation du placenta. De ce fait,
on retrouve la présence des sous-unités o et § dans les cytotrophoblastes et le syncytiotrophoblaste. Le
taux de transcrits de la sous-unité B est prédominant en début de grossesse, alors que la sous-unité o
est majoritaire en fin de grossesse.

L’hCG est détectable dans le sang maternel périphérique 48 heures aprés I’implantation de 1’ceuf dans
I’endométre et reste dosable dans le sang maternel pendant toute la durée de la grossesse.

Le taux de sécrétion de I’hCG augmente rapidement entre la 4™ et la 8™ semaine d’aménorrhée
(SA) et son taux plasmatique double tous les 2 a 3 jours. Il atteint son maximum entre la 8™ et la
10°™ SA, puis il chute rapidement et se maintient, & une valeur basse et relativement constante jusqu’a
la fin de la grossesse (taux qui est variable d’un individu a un autre) (figure 19).

L’hCG disparait totalement du sang maternel dans les 5 jours qui suivent 1’accouchement et
I’expulsion du placenta. On la retrouve dans le sang foetal (1 — 3 % des taux maternels) et dans le
liquide amniotique (20 — 25 % des taux maternels).

In vivo, le pic sécrétoire observé au cours du premier trimestre de I’hCG n’est toujours pas clairement

expliqué, plusieurs hypothéses ont été avancées:

- Des décharges de GnRH (gonadolibérine) libérées en début de grossesse (Gohar et
al., 1996).

- La prolifération puis 1’apoptose de cellules trophoblastiques sécrétant de I’hCG,
provenant de cytotrophoblastes bordant la cavité ceelomique et dont la disparition
a lieu vers 10 SA (Chard et al., 1995).

- Un rétrocontréle négatif entrainant une diminution de la transcription pouvant
impliquer ’hCG elle méme et ses récepteurs présents sur les cytotrophoblastes

(Lei and Rao, 1992) (Licht et al., 1993).

-53.-

INTRODUCTION: L’hormone chorionique gonadotrope humaine



[ ]
109
[ ]
E
= B0
: L ]
o .
Zz 40 .
. . .
20} . ees, 2000 —20
h by o o 0 00
e v s r— . . v
] 10 15 20 25 0 35 &

Gestation (en semaine aménorrhée)

Figure 19: Profil de sécrétion de ’hCG dans le sang maternel au cours de la grossesse.
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2.3. Réle physiologique de ’hCG.

2.3.1. Fonctions endocrines.

Le role physiologique essentiel de I’hCG est d’assurer le maintien de la gestation. En effet,
cette hormone est sécrétée par le syncytiotrophoblaste dans le sang maternel (dans la chambre
intervilleuse) dés les premiers jours de I’implantation de I’embryon. C’est [’hormone de la grossesse,
en ’absence de celle-ci la gestation est impossible. La fonction principale de I’hCG correspond a son
action lutéotrope, permettant de transformer un corps jaune cyclique lutéal en un corps jaune
gravidique. L’hCG stimule la stéroidogénése ovarienne et maintient la sécrétion de progestérone par le
corps jaune pendant quelques semaines jusqu’a ce que la production de ce stéroide par le placenta soit

bien établie et autonome.

Des études cliniques ont montré que des patients atteints de tumeurs sécrétant de I’hCG
présentaient des signes d’hyperthyroidie. Il a été confirmé que I’hCG est capable de stimuler la
sécrétion d’hormone Ts, la capture d’iode et la formation d’AMPc par des thyrocytes en culture
(Kraiem et al., 1994). L’hCG posséde donc également une action thyréotropique. L’hCG posséderait
¢galement encore d’autres fonctions biologiques, permettant d’expliquer la présence de faibles

quantités d’hCG d’origine hypophysaire chez des individus normaux, en dehors de toute grossesse.

2.3.2. Fonctions autocrines et paracrines.

L’hCG posséde également d’autres fonctions biologiques, notamment sur 1’unité foeto-
placentaire. Des récepteurs LH/CG ont été mis en évidence au niveau du placenta, des membranes
feetales et de la décidue. L’hCG est donc susceptible de réguler des fonctions feeto-placentaires par

action autocrine et/ou paracrine (Lei and Rao, 1992).

- Fonctions autocrines.

La production d’autres hormones et facteurs de croissance d’origine placentaire peut
¢galement étre modulée par ’hCG (inhibine, PGE, Prostacycline (PGI2) et IGF-II (Ogren and
Talamentes, 1994)). L’hCG régule sa synthése et sa sécrétion par les cellules trophoblastiques (Licht
et al., 1993).
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- Fonctions paracrines.

Des travaux récents ont montré que 1’hCG pouvait avoir un réle angiogénique. /n vitro, ’hCG
induit la formation de bourgeons capillaires sur des cellules endothéliales microvasculaires utérines
(UMVEQC) cultivées sur microporteurs (Zygmunt et al., 2002). En revanche d’autres auteurs ont
montré sur un modele de cellules de Kaposi que I’hCG induit une inhibition de I’angiogenése (Pfeffer

et al., 2002).

Au niveau du myométre, des récepteurs LH/CG ont été identifiés (Zuo et al., 1994). L’action
relaxante de I’hCG sur les cellules musculaires lisses du myométre pourrait jouer un réle dans le

maintien de la grossesse.

Des récepteurs LH/CG ont été mis en évidence au niveau de ’amnion et du chorion (Lei and
Rao, 1992). Au niveau de I’amnion, ’hCG contenue dans le liquide amniotique a été décrite comme
régulateur de 1’activité de la cyclooxygénase et de la prostacycline synthétase (PGI2 synthétase) (Toth
and Rao, 1994) (Toth and Rao, 1994).

Il est a noter que des récepteurs LH/CG ont été décrits dans de nombreux tissus, notamment
dans le cordon ombilical (Rao et al., 1993), dans les trompes de Fallope (Lei et al., 1993b), au niveau
du cerveau (Lei et al., 1993a) et bien d’autres tissus. L’ensemble de ces données sera détaillé

ultérieurement.

2.4, Intérét clinique de ’hCG.

(d’aprés (Sturgeon and McAllister, 1998))

Des taux sériques faibles d’hCG dimérique d’origine non trophoblastique (inférieur a
10mUI/ml de I’ordre de 1000pg/ml) sont détectables chez des sujets sans pathologie décelable,
probablement diis a une synthése hypophysaire. Des taux sériques d’hCGa libre (inférieur a
3000pg/ml) et d’hCGP libre (toujours inférieur a 100pg/ml) sont décelables chez des sujets normaux.
La détection et la quantification de ’hCG sérique sont des indices importants pour le diagnostique des

grossesses ectopiques.
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2.4.1. Chez I’enfant.

L’augmentation sérique de la sous-unité o de I’hCG est le signe de tumeurs hypophysaires
(adénomes gonadotropes et thyréotrope), alors qu'une augmentation de la sous-unité 3 est le reflet

d’une tumeur germinale.

2.4.2. Chez I’homme.

A T’exception des pathologies hypophysaires, une augmentation sérique de I’hCG et de la
sous-unité [ est synonyme de tumeurs testiculaires, alors que 1’augmentation de la sous-unité f est

surtout le reflet des tumeurs vésicales.

2.4.3. Chez la femme enceinte (hors pathologies hypophysaires).

- Diagnostic de grossesse.

L’augmentation plasmatique et urinaire de I’hCG (et de sa sous-unité ) est le premier signe
de la grossesse. L’hCG est détectable dans le sang maternel périphérique dés le 9™ jour aprés la
fécondation ou 2 jours aprés I’implantation dans 1’endomeétre. Le dosage de I’hCG dans le sang
maternel permet de faire le diagnostic précoce de la grossesse avant le retard de régles et avant

'apparitions des signes échographiques de la gestation.

- En cours de grossesse.

Une chute ou une diminution des taux d’hCG plasmatiques témoignent d’un développement
anormal de la grossesse (menace de fausse-couche, et grossesse extra-utérine). Un taux élevé d’hCG
plasmatique ne témoigne pas de la vitalité de I’embryon, elle est simplement le reflet de la présence de
cellules trophoblastiques actives. Pour cette raison, il est possible de trouver des taux d’hCG
plasmatiques significativement élevés dans le cas d’une grossesse qui vient de cesser d’évoluer (mort

de I’embryon), ou sur une grossesse de type ceuf clair (sac gestationnel sans embryon).
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2.4.4. Dans les cas de tumeurs placentaires.

L’hCG et sa sous-unité 3 libre sont aussi d’excellents marqueurs des tumeurs placentaires
(mole, et choriocarcinome) et testiculaires. Dans cetaines maladies trophoblastiques il existe une
¢lévation rapide et importante des taux d’hCG, dont la valeur du rapport p3-libre/hCG totale permet de
préciser le caractére tumoral. Au cours de la grossesse normale ce rapport est compris entre 0,05 et
1%, dans les grossesse molaire il est compris entre 1 et 5%, et en cas de choriocarcinome le rapport est
supérieur a 5%.
Les tumeurs de type dysembryones immatures malins développés a partir des gonades et contenant du
tissus trophoblastique (comme le choriocarcinome de I’ovaire et du testicule) sécrétent de I’hCG (hCG
totale ou B-libre).
La sécrétion unique de la sous-unité § libre est caractéristique des tumeurs non placentaires et non

testiculaires (tumeurs vésicales et cérébrales).

2.4.5. Dans le dépistage de la trisomie 21.

Associée au dosage de I’a-feetoprotéines (AFP) et de ’cestriol (uE3), la détermination des

taux sériques de ces 3 hormones chez la mére entre la 14°™ et la 18"™ semaine de grossesse sont
utilisés pour la mise en évidence des aberrations chromosomiques et en particulier des trisomies 21

(chapitre détaillé en IV).

3. REGULATION DE LA PRODUCTION D’hCG IN VITRO.
D’aprés : (Ogren and Talamentes, 1994) (Merz, 1994)

De nombreuses substances intervenant dans la régulation de la synthése et/ou de la sécrétion
de ’hCG ont été mises en évidence.
Deux mécanismes d’action sont impliqués: 1’activation des systémes AMPc-PKA et DAG-PKC

entrainant tous deux une stimulation de la sécrétion d’hCG.
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3.1. Les différentes voies de régulation.

3.1.1. La voie de I’adénylate cyclase-AMPc-PKA.

Une élévation du taux intracellulaire d’AMPc ou la présence d’un analogue de I’AMPc (8Br-
AMPc) stimule la sécrétion d’hCG par les trophoblastes normaux en culture (Feinman et al., 1986)
mais également par des lignées cellulaires de choriocarcinome (Sibley et al., 1991). Les effets de
1’AMPc sur la production de I’hCG sont générés par une action au niveau transcriptionnel des génes o
et B, a la fois sur les taux d’ARNm synthétisés et sur la stabilité de ces mémes ARNm (Jameson and
Lindell, 1988). Par ailleurs, I’AMPc a également été décrit comme un activateur de la N-glycosylation
de ’hCG (Konrad and Merz, 1994).

Les cinétiques d’induction des ARNm de la sous-unité a et § de I’hCG sous stimulation d’AMPc sont
trés différentes. Pour la sous-unité o, I’activation de la transcription est plus rapide (quelques heures)

que celle de la sous-unité p (environ 16 h) (Albanese et al., 1991).

- Le promoteur de la sous-unité o (figure 20)

Au niveau du gene de la sous-unité o, 1’activation de la transcription a bien été décrite et
correspond a I’activation de la voie de I’AMPc, mise en évidence pour d’autres genes. Il existe
différents éléments régulateurs situés dans la région 5’ flanquante du promoteur de I’hCG .. On note
la présence d’un site TSE (“trophoblast specific element”) liant le facteur de transcription AP-2a
(Johnson et al., 1997), un site aACT (“a activating element”) contenant un site consensus de GATA
et capable de fixer aussi bien GATA2 que GATA3 (Steger et al., 1994). 1l existe aussi deux sites CRE
(“cAMP-Responsive Element”) adjacents et en tandem, de 18 pb chacun et présent aux positions -146
pb et -111 pb. Ces sites lient les protéines CREB (“CRE Bindind Protein”) (Knofler et al., 2000). On
retrouve un site JRE (“junctional regulatory element”) fixant le facteur homeobox DIx3 (“distal-less
3”) (Roberson et al., 2001). Notons enfin la présence d’une boite CAAT, liant le facteur aCBF
(“CAAT binding factor™)

Les protéines liant ces sites agissent en synergie. Une étude de mutagenése a permis de définir la
contribution individuelle de chaque élément activateur du promoteur de la sous-unité a, suite a une
induction de I’AMPc (Knofler et al., 2000).

L’inactivation des éléments aACT et JRE dans les cultures primaires de trophoblastes a montré que
les facteurs (GATA et DIx3) liant ces deux sites consensus contribuent a I’expression basale de la
sous-unité o, mais pas réellement a 1I’expression induite au cours de la différenciation.

La PKA, activée par I’AMPc va phosphoryler grice a sa sous-unité catalytique, une protéine CREB
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Figure 20: Représentation schématique des éléments régulateurs dans la région 5’ du géne de la sous-
unité a de ’hCG.

(modification d’aprés OGREN et TALAMENTES, 1994). CRE: cAMP responsive element, TSE:
trophoblast specific element, GRE: glucocorticoid responsive element, TRE: thyroid responsive element,
GSE: gonadotrope specific element, JRE: junctional regulatory element, a ACT: a activating element,
TATA: boite TATA, CCAAT: boite CAAT.
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Figure 21: Représentation schématique d’un des mécanismes d’action de ’AMPc dans la régulation de
la transcription a du géne de ’hCG.
(d’aprées COMBARNOUS, 1994). CREB: CRE binding protein, H: hormone hCG, R: récepteur, G: protéine
Gs, AC: adénylate cyclase, R2: sous-unité régulatrice de la PKA, C: sous-unité catalytique, P: phosphate.
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(“CRE Bindind Protein”), qui sous forme dimérisée va, par sa fixation aux séquences consensus CRE,
induire la transcription du géne o de ’hCG (figure 21 et 22). La délétion des sites CRE réduit de
maniere drastique 1’activation de la transcription de la sous-unité o lors de la différenciation des
trophoblastes, suggérant que les facteurs de transcription CREB sont requis pour 1’activation de la
transcription de la sous-unité a lors de la différenciation des trophoblastes. De méme, il semble que le
facteur AP-2a est impliqué dans la transcription de la sous-unité o au moment de la différenciation,
puisqu’une inactivation de la séquence TSE, induit une diminution de la transcription au moment de la
différenciation des trophoblastes (Knofler et al., 2000).

I1 est a noter que les protéines CREB ne sont pas les seules protéines phosphorylables par la PKA. En
effet, des facteurs CREM (“CRE Modulators”), ATF-1 (“Activating Transcription Factor-17), AP-1
(“Activator Protein-17) et c-Jun interviennent également dans la modulation de la transcription du
gene de la sous-unité a (Ryseck and Bravo, 1991) (Drust et al., 1991).

Les sites CRE peuvent également fixer les membres de la famille ATF. L’augmentation considérable
de la phosphorylation de CREB-1 comparée a celle des ATF-1 suggére que CREB-1 est le facteur de
transcription de la sous-unité a activé principalement par la voie de la PKA. ATF-1 phosphorylé
pourrait donc augmenter ou atténuer les effets de CREB-1. En effet, ATF-1 peut avoir un effet
antagoniste sur la transcription dépendante de CREB-1 par la formation d’hétérodimeére (Knofler et al.,

2000).

- Le promoteur de la sous-unité {3 (figure 23)

Les éléments régulateurs de la sous-unité B de I’hCG ont été particulierement difficiles a
identifier, notamment a cause de I’absence d’une boite TATA et d’autres séquences canoniques, mais
¢galement a cause de 1’activité transcriptionnelle relativement faible de ce promoteur comparé a celui
de la sous-unité a. Il a été montré que plusieurs régions du promoteur de la sous-unité¢ § de I’'hCG
fonctionnent en “combinaison” pour maintenir une expression basale (Steger et al., 1993).

Knofler et al. (Knofler et al., 2004) ont montré la présence de trois sites TSE et de deux sites Sp
important pour I’induction du taux basal de I’expression de la sous-unité . Ces sites sont composés de
séquences courtes riches en GC. Sur les sites TSE se fixe AP-2a, alors que Spl se fixe aux sites Sp.
Les sites TSE et Sp sont des sites adjacents, de ce fait, dii a I’encombrement stérique il est impossible
qu’un facteur AP-2a puisse se fixer si un facteur Spl est déja fixé et inversement. Lors de I’activation
de la voie de I’AMPc, c’est AP-2a qui va étre responsable de 1’augmentation de la transcription de la
sous-unité § de I’hCG.

Des facteurs ont été décrits comme inhibant I’expression de I’hCG-f, il s’agit de C-Jun et Oct3/4. Ces

deux facteurs se fixent sur des régions proches des TSE empéchant alors I’AP-2a de fixer.
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Figure 22: Régulation de ’expression induite par ’AMPc du géne codant la sous-unité o.

TSE: trophoblast specific element, atACT: o activating element, CRE: cAMP responsive element, JRE:
junctional regulatory element, CREB: CRE binding protein. L’activation de la voie de I’AMPc permet
I’activation de la protéine AP-2a et sa fixation sur le TSE, ainsi que la phosphorylation de CREB-1, ce qui
induit sa fixation sur les CRE.
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Figure 23: Régulation de 1’expression induite par P’AMPc du géne codant la sous-unité .
TSE: trophoblast specific element, Sp: élément régulateur de type Sp, Ets: élément régulateur de Ets, Oct et
Jun: sont des séquences des éléments régulateurs oct3/4 et C-Jun.
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Le facteur Sp3 est capable de réprimer 1’activation de Spl d’une maniére dose dépendante sur le
promoteur de la sous-unité § de I’hCG. En fonction du ratio Sp1/Sp3, il va y avoir compétition de Sp1
et Sp3 sur les sites Sp. Le taux d’expression des facteurs Spl, Sp3 et AP-2a varient au cours de la
différenciation du syncytiotrophoblaste et sont donc impliqués dans la modulation de la transcription
de la sous-unité § de I’hCG dans les trophoblastes (Knofler et al., 2004).

Il a récemment été montré que d’autres facteurs sont aussi impliqués dans la régulation de la sous-
unité B de I’hCG. Le facteur Ets2 appartient a la famille des facteurs de transcription se fixant a un
domaine ETS. Les facteurs Ets2 possédent une séquence bHTH (“helix turn helix”) d’environ 85
acides aminés hautement conservés, responsable de la liaison a ’ADN. Deux sites Ets2 ont été
identifiés dans le promoteur de la sous-unité¢ 3 de I’hCG, ces deux sites sont capable de fixer les
facteurs Ets2. Les facteurs Ets2 sont activés par Ras et par des facteurs agissant via la voie de
transduction du signal Ras/MAPK, voie qui est elle méme activée par I’augmentation de I’AMPc

(Ghosh et al., 2003).

3.1.2. La voie de la phopholipase C-DAG-Ca*"-PKC.

L’implication de la voie phospholipase C-DAG (diacylglycerol)-Ca**-PKC dans la modulation
de la synthése et/ou de la sécrétion de I’hCG a été mise en évidence dans des trophoblastes normaux
(Iwashita et al., 1992) (shi and Zhuang, 1993) et des lignées cellulaires provenant de choriocarcinome
(Ilekis and Benveniste, 1985) (Yamawaki and Toyoda, 1994), grace a I’utilisation d’ester de phorbol,
d’analogues du DAG et des inhibiteurs de la PKC. Une réponse retardée, suggérant une modulation de
la synthése plutot que celle de la libération de I’hormone, est enregistrée, montrant une augmentation
des taux d’ARNm des chaines a et § de ’hCG. Dans certains types cellulaires, la PKC est capable de
phosphoryler des protéines appartenant a la famille des AP-1/Jun et Fos, qui régulent la transcription
de genes spécifiques en se fixant sur des PRE (“Phorbol ester-Responsive Element”) (figure 20). Ce
type de séquence a notamment été décrit dans les choriocarcinomes. De plus, des études ont montré
que la PKC était capable de stimuler la production d’AMPc et donc que cette kinase pouvait intéragir
indirectement via les CREB sur la transcription des génes o et f3.

Le Ca®" est impliqué dans la stimulation de la sécrétion d’hCG. Par ailleurs, il a été démontré,
grace a ['utilisation d’inhibiteurs ou de bloquants, qu'une entrée de calcium a travers des canaux
calciques de type L ou par ’échange Na"/Ca®" lors d’une dépolarisation stimule la sécrétion d’hCG
par des explants placentaires (Pollioti et al., 1994) (Meuris et al., 1994). Une autre étude, effectuée sur
des cellules de lignée BeWo, n’a pas mis en évidence d’augmentation de sécrétion d’hCG en présence

d’un ionophore calcique (Yamawaki and Toyoda, 1994).
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Dans certains cas, une synergie d’action entre la voie de ’AMPc-PKA et DAG-Ca**-PKC a
¢été mise en évidence, se produisant au niveau de la transcription pour le géne de la sous-unité o et au
niveau post-transcriptionnel pour le géne de la sous-unité 3 (Andersen et al., 1988). Sur les BeWo, une

intéraction entre les deux voies a été suggérée par la phosphorylation possible de protéines CREB par

la PKC.

3.2. Action de différents agents.

3.2.1. Les facteurs de croissance.

Le 3°™ type de modulateur de la sécrétion d’hCG n’utilise pas la synthése de second
messagers, mais agit via des récepteurs possédant une activité kinase intrinséque (Insuline, EGF, TGF-
B...). Certains de ces facteurs de croissance (Insuline, EGF) interagissent avec des récepteurs qui
possedent une activité tyrosine kinase ou d’autres, comme le récepteur du TGF-f3, qui a une activité

kinase particuliére (serine/thréonine).

Le TGF-p, étroitement apparenté du point du vue structural a 1’activine et I’inhibine, est un

membre de la famille des cytokines. Il influence de nombreux processus physiologiques,
principalement la croissance et la différenciation cellulaires, mais également l’implantation, la
stéroidogéneése et I’hématopoiese (Benzakour, 1994) (Shull and Doetschman, 1994).
Le TGF-B se fixe a deux types de récepteurs différents (Type I et II), les deux récepteurs sont
indispensables pour entrainer 1’action du TGF-. Une autophosphorylation du récepteur ne semble pas
se produire, comme dans le cas des autres facteurs de croissance mentionnés précédemment, mais
plut6t une phosphorylation du récepteur de type I par le récepteur de type II (Wrana et al., 1994). Ces
phosphorylations se produisent sur des résidus sérine ou thréonine, activant [’activité kinase du
récepteur de type I responsable de la propagation intracellulaire du signal.

La présence du TGF- a été décrite au niveau du placenta (Stromberg et al., 1982) et des
récepteurs aux TGF-f ont été mis en évidence au niveau du syncytiotrophoblaste (Ohlsson, 1989). Le
TGF-p inhibe la synthése et la sécrétion de I’hCG, contrairement a I’EGF. Le TGF-p, a long terme,
posséde également une action sur la différenciation trophoblastique (Morrish et al., 1991), or le
syncytiotrophoblaste est le siége principal de la sécrétion d’hCG. Il est donc difficile d’apprécier si
I’effet inhibiteur sur la sécrétion se produit secondairement a 1’action sur la différenciation ou si c’est
I’inverse, car les deux phénomeénes sont trés liés. Par ailleurs, comme c’est le cas pour de nombreux
facteurs de croissance, le TGF-f3 peut interagir avec d’autres facteurs et notamment I’EGF (Morrish et

al., 1991) et les interleukines-1 et -6 (Matsusaki et al., 1992).
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3.2.2. Les stéroides.

La progestérone, majoritairement produite par le placenta (suggérant un mécanisme autocrine
et/ou paracrine), inhibe la sécrétion d’hCG par les trophoblastes normaux ainsi que dans les lignées de
cellules issues de choriocarcinomes (Maruo et al., 1986).

Des récepteurs aux glucocorticoides ont été identifiés au niveau du placenta. La
dexaméthasone (glucocorticoide de synthése) a été décrite comme un stimulateur de la sécrétion
d’hCG in vitro sur des trophoblastes (Ringler and Strauss, 1990). Les taux des ARNm des deux sous-
unités a et f§ de I’hCG sont augmentés en présence de glucocorticoide. D’une manicre générale, les
hormones stéroidiennes se fixent sur des récepteurs protéiques nucléaires, qui en se liant a des
séquences d’ADN spécifiques vont réguler la transcription de certains geénes (Ringler et al., 1989).
Ainsi, au niveau du géne de la chaine a de ’hCG, des GRE (“Glucocorticoid-Response element™) ont
été identifiés.

Il a également été rapporté que les glucocorticoides augmentent la réponse a 1’AMPc, ce qui suggere

une éventuelle intéraction avec le systéme CREB-CRE.

3.2.3. L’hCG.

La mise en évidence d’une action autocrine de I’hCG sur sa sécrétion a été réalisée sur des
trophoblastes normaux de placenta a terme (Licht et al., 1993).
L’hCG a des concentrations faibles (< 200 mUI/ml) n’a pas d’effet sur sa propre synthése et sécrétion,
alors qu’elles I’augmentent pour une concentration moyenne (200-1000 mUI/ml), en revanche a de
forte concentration (> 1000 mUI/ml) la sécrétion d’hCG diminue ou n’a aucun effet.
L’hCG et son récepteur activent principalement la voie de I’AMPc-PKA (voie qui sera plus
amplement détaillée dans la partie “récepteur”), la boucle autocrine observée pour des concentration
en hCG moyenne est due a D’activation du systétme CREB-CRE. Le fait qu’une trop forte
concentration en hCG ne stimule pas sa propre synthése et sécrétion est due au phénomeéne de la

régulation négative (phénomene détaillé dans la partie récepteur).
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II1. Le récepteur LH/CG

D’aprés : (Ascoli et al., 2002)

es récepteurs des gonadotrophines (hCG, LH, FSH, TSH) sont des molécules

présentes en trés faible quantité dans les organes cibles. L’hCG se lie a un récepteur

spécifique, capable de lier aussi la hLH. Le clonage des récepteurs LH/CG de rat et
de porc en 1989 (Loosfelt et al., 1989; McFarland et al., 1989) et humain en 1990 (Minegishi et al.,
1990) ont permis de caractériser une nouvelle famille de récepteurs a 7 domaines transmembranaires
couplés aux protéines G (RCPG), comprenant le récepteur LH/CG, mais aussi le récepteur de la FSH
et celui de la TSH. De plus, ces récepteurs possédent tous une région riche en leucines (RRL). Le R-
LH/CG, le R-FSH, et le R-TSH, appartiennent a une grande famille de protéines caractérisée par la
présence d’un large domaine N-terminal contenant plusieurs RRL, appelé LGR (“leucine-rich repeat-
containing, G protein-coupled receptors”). La structure et la topologie de ces récepteurs font qu’ils
appartiennent a la super-famille des récepteurs LGR de type A : Rhodopsine/f,-adrénergique (Gether,
2000). Les récepteurs aux gonadotrophines se présentent comme 1’assemblage de deux domaines: le
domaine extracellulaire ou ectodomaine dédié¢ a la reconnaissance hormonale alors que le domaine
transmembranaire et cytoplasmique, ou endodomaine, joue un réle dans la transduction du signal
hormonal.
Le récepteur LH/CG a été localisé dans différents tissus et différents type cellulaires notamment, les
cellules de la granulosa, de la théque interne, a la surface des cellules de Leydig, mais également dans
des tissus non gonadiques tels que I’endomeétre, le myométre, les trompes utérines, le placenta, le
cerveau, les vaisseaux sanguins et la prostate (Ascoli and Segaloff, 1989) (Lei et al., 1993b) (Lei et al.,

1993c¢) (Reiter, 1995).
1. STRUCTURE ET BIOSYNTHESE.

1.1. Structure du géne du récepteur LH/CG.

Le récepteur LH/CG humain (R-LH/CG) est codé par un seul géne présent sur le bras court du
chromosome 2 (2p21) (Rousseau-Merck et al., 1990a), le géne du récepteur de la FSH partage la

méme localisation chromosomique (Rousseau-Merck et al., 1993). Ceci évoque la possibilité d’une

duplication génique au cours de 1’évolution a partir d’un géne ancestral commun. En revanche le
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Figure 24: Représentation schématique de ’organisation du géne du R-LH/CG.
(d’aprés http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/LHRID288.html). En vert: les 11 exon; les triangles rouges
représentent les sites d’initiations de la transcriptions; PA: séquence de polyadénylation
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Figure 25: Représentation schématique des différents variants du R-LH/CG.
(d’apreés http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/LHRID288.html).
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récepteur de la TSH est localisé sur un autre chromosome (le chromosome 14) (Rousseau-Merck et al.,
1990b), ce qui suggere sa dispersion dans le génome au cours de I’évolution.

Le géne du récepteur LH/CG (comme tous les génes des récepteurs aux gonadotrophines) est de trés
grande taille, et mesure environ 80kb. Il comprend 10 introns et 11 exons (Atger et al., 1995) (figure
24). La totalité¢ du domaine transmembranaire et cytoplasmique (endodomaine) est codée par 1’exon
11. La région N-terminale (domaine extracellulaire) riche en leucines (RRL) comme I’ensemble du
domaine extracellulaire (ectodomaine) est codée par les exons 1 a 10.

Le promoteur du R-LH/CG est situé dans la région 5° du geéne allant de -176 pb au codon START
(ARG, +1 pb), il possede plusieurs séquences riches en GC, certains auteurs ont montré la présence de
deux sites putatifs de boite TATA et de boite CAAT (Atger et al., 1995), mais il semble en réalité que
le promoteur ne possede pas de “TATA box” (Geng et al., 1999) mais un multi-site d’initiation de la
transcription (figure 24). Le taux basal de transcription est assuré par différents facteurs de

transcriptions qui seront détaillés plus loin.

1.2. Variants, polymorphismes et mutations du géne du récepteur LH/CG.

A c6té du messager codant pour le R-LH/CG complet, d’autres messagers ont été identifiés
physiologiquement, tous résultent d’un épissage alternatif. Des variants du R-LH/CG ont montré une
absence de I’exon 10 dans le géne codant pour le récepteur au niveau des gonades, il en découle alors
une diminution de 1’expression du récepteur a la membrane cellulaire (figure 25). Une délétion de
I’exon 10 semble modifier le transport du récepteur a la membrane cellulaire, tandis que ces variants
gardent la capacité de fixer I’hormone (LH, et hCG) normalement, et d’induire 1’augmentation de
I’AMPc et de I’IP; (Zhang et al., 1997).

I1 existe d’autres formes de messagers du R-LH/CG résultant également d’un épissage alternatif qui
présente une délétion, soit de toute la portion transmembranaire seule, soit de la partie intracellulaire
(Loosfelt et al., 1989) (figure 25). Ces variants sont capables de lier I’hormone (LH et hCG) avec une
affinité similaire a celle du récepteur complet. Des études ont montré que ces variants sont sécrétés
hors de la cellule, leur role physiologique est encore inconnu. Ces formes sont retrouvées au niveau

des testicules et des ovaires (Vuhai-Luuthi et al., 1990; VuHai-LuuThi et al., 1992).

Plusieurs polymorphismes du R-LH/CG ont été rapportés, ce qui a pour conséquence un
changement de la séquence en acides aminés. Une insertion ou une délétion de 6 nucléotides entre les
codons 18 et 19 de I’exon 1 sont a 1’origine de deux variants qui différent par la présence (LQ) ou
I’absence (aL.Q) de deux acides aminés (Leu-Gln) proche de la région C-terminale du peptide signal
(Rodien et al., 1998; Tsai-Morris et al., 1998). Ce polymorphisme a tout d’abord été décrit comme

correspondant a un nouveau gene du R-LH/CG (Tsai-Morris et al., 1998), mais le séquencage du
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Figure 26: Représentation schématique de la séquence peptidique du R-LH/CG.
(d’apres http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/LHRID288.html). Les triangles représentent le peptides
signal; les traits noirs représentent les sites de N-glycosylation, EL (1, 2, 3): boucles extracellulaires; IL (1,
2, 3): boucles intracellulaires; TM (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7): domaines transmembranaires.
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génome humain a permis d’exclure cette hypothése. La fréquence de ce polymorphisme dans la
population caucasienne est de 0.088 (LQ/LQ), 0.558 (aLQ/aLQ), et 0.354 (LQ/aLQ), par ailleurs LQ
est absente dans la population japonaise (Rodien et al., 1998). La présence ou I’absence de LQ
n’affecte pas I’expression ou la fonctionnalité du R-LH/CG (Rodien et al., 1998).

Deux autres polymorphismes ont été observés, touchant chacun un seul nucléotide (SNP) de I’exon 10
du R-LH/CG (codon 291 et 312), codant respectivement pour une Asparagine (Asp) ou une Sérine
(Ser). La fréquence de ce polymorphisme est inconnue, mais la présence d’une Asp ou d’une Ser
n’affecte en rien I’expression et la fonctionnalité du récepteur (Laue et al., 1996). Il existe beaucoup
d’autres polymorphismes de type SNP dans la région codante et dont les mutations restent
silencieuses, ou alors des mutations dans les séquences introniques, sans effet sur la séquence

protéique finale.

Il existe deux types de mutations du récepteur. Les premiéres peuvent entrainer un gain de
fonction du récepteur. Elles sont localisées dans le domaine transmembranaire du récepteur qui est
responsable de la transduction du signal. En revanche, les mutations perte de fonction peuvent étre
situées dans n’importe quel domaine du récepteur et entrainer soit une abolition de la capacité de
liaison de I’hormone, soit une altération de la transduction du signal, ou encore altérer le trafic

intracellulaire du récepteur et son expression a la surface cellulaire.

1.3. La protéine du récepteur LH/CG.

Le récepteur LH/CG est constitué d’une seule chaine polypeptidique, ayant une structure et
une topologie qui font de lui un membre de la superfamille des récepteurs f32-
adrénergique/rhodopsine. Ces récepteurs sont couplés aux protéines G (RCPG) (Bockaert and Pin,
1999; Gether, 2000). Le récepteur LH/CG est constitué¢ d’un grand domaine N-terminal correspondant
au domaine extracellulaire, ou ectodomaine (340 acides aminés). Il posséde 7 domaines trans-
membranaires (TM), reliés par 3 boucles extracellulaires et 3 boucles intracellulaires. Le domaine C-
terminal est intracellulaire (endodomaine) (figure 26). Le pourcentage d’homologie de la séquence en
acides aminés entre I’homme et le rat est approximativement de 88% dans le domaine extracellulaire,

approximativement de 92% dans la région trans-membranaire et de 69% dans la partie C-terminale.

1.3.1. La chaine polypeptidique du R-LH/CG.

La taille de la chaine polypeptidique du récepteur est de 675 acides aminés chez ’homme, la

masse moléculaire prédite est de 75 kDa. Cependant, la masse moléculaire de la forme mature du
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récepteur est plus importante car le récepteur est une protéine glycosylée. In vitro, dans des cellules
transfectées par le vecteur d’expression du récepteur humain, trois groupes de protéines de masse

moléculaire différente ont été décrits.

- Les formes de 65 a 75 kDa.

Les formes comprises entre 65 et 75 kDa correspondent aux précurseurs de la forme présente a
la surface de la cellule (Hipkin et al., 1992) (Bradbury et al., 1997). Ces formes de récepteur sont
intracellulaires car elles sont insensibles aux protéolyses de surface, mais également a la
neuraminidase. En revanche, elles sont sensibles a la digestion par I’Endoglycosidase-H (glycosidase
qui dégrade les carbohydrates de type mannose associés aux glycoprotéines immatures), suggérant
qu’elles sont localisées dans le réticulum endoplasmique et qu’elles possédent des chaines glycaniques

immatures (Hipkin et al., 1992; VuHai-LuuThi et al., 1992).

- Les formes de 85 a 95 kDa.

Les formes de 85 a 95 kDa représentent les formes matures du récepteur, celles qui sont
présentes a la surface de la membrane cellulaire. Par contre, la forme mature du récepteur est sensible
a la digestion par la neuraminidase et la peptide-N-glycosydase-F, qui sont toutes deux impliquées
dans la digestion des chaines carbohydrates matures généralement associées aux glycoprotéines
présentes a la surface des cellules. En revanche ces formes ne sont pas sensibles & Endo-H (Hipkin et

al., 1992) (VuHai-LuuThi et al., 1992).

- Les formes entre 165 a 200 kDa.

Les formes comprises entre 165 et 200 kDa sont des agrégats des formes 65 et 75kDA. Ceci a
été démontré par différentes techniques et par différents auteurs, montrant que la synthése des formes
65-75 kDa et 165-200 kDa sont liées. Ces deux formes sont sensibles a 1’Endo-H et résistantes aux

protéolyses sur cellules enti¢res (Hipkin et al., 1992) (Min and Ascoli, 2000) (Fabritz et al., 1998).

Pour résumer, la forme mature du récepteur est présente a la membrane cellulaire, avec une
masse moléculaire de 85-95 kDa qui provient de la maturation et du transport de la forme précurseur
de 65-75 kDa qui est localisée dans le réticulum endoplasmique. Il a été montré que le précurseur est

capable de lier ’hCG (ou la LH) avec la méme affinité que la forme mature (Fabritz et al., 1998). La

-72 -
INTRODUCTION: Le récepteur LH/CG



maturation et le “turnover” de la forme mature du récepteur n’ont pas été étudiées en détail chez
I’homme, en revanche chez le rat, la conversion de la forme immature en forme mature est un
mécanisme lent (environ 120 min) qui nécessite 1’association de la forme immature avec une protéine
chaperone (la calnexine) (Rozell et al., 1998), cependant la totalité de la forme immature ne sera pas
convertie en forme mature. La demi-vie de la forme immature est approximativement de 60 min. La
forme mature, présente a la surface de la cellule est quant a elle beaucoup plus stable, puisqu’elle

posseéde une demi-vie de 400 min.

1.3.2. Les domaines du R-LH/CG.

Le R-LH/CG est constitué¢ d’un large domaine N-terminal extracellulaire, qui comprend 340
acides aminés, un domaine transmembranaire composé de sept passages transmembranaires (TM1-7),
et d’'un domaine C-terminal intracellulaire (figure 26). Chez le rat, le clonage de I’ADNc du R-LH/CG
a révélé I'existence d’un précurseur contenant un peptide signal de 26 acides aminés dans la région N-
terminale (McFarland et al., 1989) (figure 27). Par convention, le premier acide aminé de la chaine est
le premier résidu de la partie N-terminale, pour le R-LH/CG de rat, I’acide aminé en premiére position
a été déterminé comme étant une arginine (Arg, R). Le clivage du peptide signal a donc lieu dans la
partie N-terminale du récepteur au niveau de 1’arginine. Le role du peptide signal est de faciliter
I’adressage du récepteur a la membrane de la cellule. En effet, le récepteur étant volumineux, son
trafic est assuré par le peptide signal qui est ensuite clivé.

Chez I’homme, il existe aussi un peptide signal, dont 1’identité du premier acide aminé n’a pu étre
déterminée avec certitude, car la protéine du R-LH/CG humain n’a jamais été purifiée et s€quencée.
Par convention, le premier acide aminé du R-LH/CG humain a été choisi et numéroté a partir de la
méthionine initiatrice (dans le peptide signal) du récepteur obtenu par extrapolation de la s€quence de
I’ADNc (Minegishi et al., 1990). Le site le plus probable de clivage du peptide signal chez ’homme a
été prédit comme étant situé avant la leucine™ (Leu™, L*) (figure 27).

I1 est alors possible de réaliser un alignement des séquences protéiques du R-LH/CG humain et de rat,

a partir de la Leu”™ humaine correspondant a la Leu® du rat.

- Le domaine extracellulaire.

Le domaine extracellulaire du récepteur LH/CG posséde 6 sites putatifs de N-glycosylation
(figure 27), qui semblent tous étre occupés. Une étude a montré que des mutations touchant n’importe
lequel des 6 sites de glycosylation n’avaient aucune incidence sur la fixation de I’hormone et sur

I’activation du récepteur (Tapanainen et al., 1993). La perte de fixation de I’hormone sur son récepteur
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Figure 27: Alignement des séquences en acides aminés du R-LH/CG humain et de rat.
(Modification d’aprées ASCOLI, 2002). En bleu: séquence du peptide signal; trait vert clair: le domaine riche
en cystéine; trait rouge: le domaine riche en leucine; trait vert foncé: le domaine charnicre; en gris clair:
I’emplacement des différents exons (notés 1 a 11); le cadre noir: représente les domaines transmembranaires
(noté TM-1 a TM-7); le cadre violet: représente les régions en hélices prédites de la Rhodopsine; les boucles
extracellulaires sont notées EL-1 a EL-3; les boucles intracellulaires sont notées IL-1 a IL-3; en rouge:
résidus N-glycosylés ; en orange: sérines phosphorylées; en vert: les cystéines présentes dans le partie N-
terminale. Le site GTALL a été souligné en noir.
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est le plus souvent due a un ensemble de mutations intervenant dans la structure de la protéine plutot
qu’a des mutations touchant les chaines glycaniques. Ces résultats mettent clairement en évidence que
les chaines glycaniques du R-LH/CG n’interviennent ni dans la fixation de I’hormone ni dans
I’activation du récepteur, mais pourrait étre importantes pour le “routage” du récepteur dans la cellule
et son expression a la membrane. En revanche, les glycosylations de 1’hormone et plus
particuliérement une chaine N-glycanique fixée sur la sous-unité o, serait responsable de 1’activation

du récepteur (Bielinska et al., 1989) (Matzuk et al., 1989) (Sairam, 1989).

Le domaine extracellulaire du R-LH/CG est composé de plusieurs motifs répétés contenant
des leucines (figure 27), au nombre de 9, ils sont riches en acides aminés hydrophobes et sont appelés
“répétitions riche en Leucine” (RRL). L’ectodomaine (ou domaine extracellulaire) peut étre divisé en
trois régions distinctes : la région N-terminale, riche en cystéine, suivie par 9 RRL et une région C-
terminale, riche en cystéine. Les RRL semblent jouer un role dans les processus de reconnaissance et
de la fixation de I’hormone sur son récepteur. La cristallisation du récepteur n’a pu étre réalisée pour
I’instant. En revanche, la structure de I’inhibiteur de la ribonucléase de porc étant connue comme
possédant des RRL, ceci peut nous aider a imaginer une représentation de la structure du RRL dans le
R-LH/CG. Les RRL sont organisés en une succession de feuillets-f et d’hélices-a (figure 28 A et B).
Ces unités forment une super-hélice, ou tous les feuillets-f et les hélices-a sont orientés parallélement
les uns par rapport aux autres conduisant a la formation d'une molécule non-globulaire et se présentant
sous la forme d’un fer a cheval (figure 28 B). Dans cette molécule, tous les feuillets-f3 sont orientés
vers I’intérieur, alors que les hélices-a sont orientées vers 1’extérieur de la super-hélice (Kobe and

Deisenhofer, 1993).

- Le domaine transmembranaire.

Le domaine transmembranaire des protéines appartenant a la famille des RCPG (protéine a 7
domaines transmembranaire couplés aux protéines G), est caractérisé par une trés grande homologie
dans leur séquence en acides aminés. L acquisition récente de la structure cristalline de la Rhodopsine
a permis de construire un mode¢le théorique de la partie transmembranaire du R-LH/CG (Palczewski et
al., 2000) (figure 29). La structure de la Rhodopsine présente huit helices-a, les sept premiéres
composent les sept domaines transmembranaires du R-LH/CG, la huitiéme hélice-a est entiérement
cytoplasmique, localisée entre le septiéme domaine transmembranaire et la queue C-terminale.

Pour résumer, le domaine transmembranaire posséde sept segments transmembranaires (TM1-7) reliés

par trois boucles intracellulaires (IL1-3) et trois boucles extracellulaires (EL1-3).
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Figure 28 A: Représentation schématique du domaine LRR du R-LH/CG.

(d’aprés bioinfo.mbb.yale.edu).

Figure 28 B: Représentation schématique du domaine LRR du R-LH/CG .

(d’aprés bioinfo.mbb.yale.edu).
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- Le domaine intracellulaire.

Aucune étude n’a permis de déterminer la structure 3D de la partie C-terminale du R-LH/CG.
C’est une région qui diverge beaucoup selon les espéces et elle est connue pour posséder deux
modifications post-traductionnelles: de palmitoylation (qui correspond a la fixation par liaison
thioester d’un groupement palmitate sur la chaine latérale d’une cystéine) et de phosphorylation. Le R-
LH/CG posséde deux cystéines adjacentes potenticllement palmitoylables. Cependant la
palmitoylation du R-LH/CG n’a pas été mise en évidence chez ’homme, mais seulement chez le rat
(Kawate and Menon, 1994) (Zhu et al., 1995). La palmitoylation n’est détectable que sur la forme
mature du récepteur suggérant que cette modification post-traductionnelle a lieu pendant la maturation
et le transport de la forme immature a la membrane cellulaire. Des mutations de la palmitoylation
n’ont aucun effet sur la fixation de I’hormone sur son récepteur et sur la transduction du signal, mais il
a été rapporté que cette modification post-traductionnelle stimulerait 1’internalisation du récepteur
(Kawate and Menon, 1994) (Zhu et al., 1995).
Il a également ét¢é montré que le R-LH/CG est phosporylé (Min and Ascoli, 2000) lorsqu’il est
exprimé dans des cellules transfectées. Seule la forme mature du récepteur est phosphorylée (Hipkin et
al., 1993). La phosphorylation de la forme mature peut étre induite dans des cellules par I’hCG, les
esters de phorbol ou des analogues de ’AMPc (Min and Ascoli, 2000) (Hipkin et al., 1993). Les
protéines kinases impliquées dans la phosphorylation du R-LH/CG ne sont pas encore connues, mais
les protéines kinases appartenant a la famille des GRK (pour “G-protein receptor kinases” qui sont des
sérine/thréonine kinases) semblent étre de bons candidats (Pitcher et al., 1998). En effet, la
surexpression de GRK2 est responsable d’une augmentation de phosphorylation du R-LH/CG (Min
and Ascoli, 2000). I1 semble que, comme chez le rat, les sites putatifs de phosphorylation du R-LH/CG
soient les: Ser®”, Ser®’, Ser®”’, et la Ser® (Min and Ascoli, 2000) (Hipkin et al., 1995) (figure 27).

2. FONCTIONNEMENT DU R-LH/CG.

2.1. Expression du R-LH/CG.

De part le role de la LH et de son récepteur LH/CG dans les testicules et les ovaires, on pensait
il y a quelques années, que le récepteur LH/CG ne pouvait étre localisé que dans les gonades.
Dans les testicules, le R-LH/CG n’est présent que dans les cellules de Leydig. Dans les ovaires,
I’expression du récepteur est retrouvée dans les cellules de la théque, les cellules interstitielles, les
cellules de la granulosa et dans les cellules lutéales (Rao, 1982).
De récentes études ont mis en évidence la présence du R-LH/CG dans les tissus extragonadiques. En

effet, le récepteur a été observé dans 1I’endothélium de I’endométre (Reshef et al., 1990), mais aussi
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Figure 29: Représentation schématique du domaine transmembranaire de la Rhodopsine.

A: (d’aprés www.bioinformatics.org). Les différents domaines transmembranaires sont notés (de I a VII). B:
(d’apres http://www.chez.com/rcpg/). Représentation de la Rhodopsine dans la membrane plamique. La
Rhodopsine posséde 7 domaines transmembranaires, cette structure est siirement trés proche de celle du

domaine transmembranaire de R-LH/CG.
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dans d’autres tissus incluant les spermatozoides, les vésicules séminales, la prostate, la peau, la rétine,
les cellules neuroendocrines, le cerveau (Rao, 1996) (Rao, 1999) (Lei et al., 2001). Le messager et la
protéine du récepteur ont aussi été trouvés dans différentes cellules de lignées cancéreuses, comme les

carcinomes de prostate et dans les cellules de cancer du sein (Meduri et al., 1997).

2.2. Les voies de signalisation du R-LH/CG.

Les protéines G (ou guanines nucléotidiques) sont constituées de trois sous-unités: a, 3, et y. Il
est clairement bien établi maintenant que le récepteur LH/CG active la voie de la protéine
Gas/adénylate cyclase/cAMP/PKA/MAPK (figure 30).

La liaison de I’hCG ou de la LH au récepteur entraine 1’activation des protéines G, induisant la
dissociation de la sous-unit¢ o par changement de conformation allostérique qui va permettre
I’échange GTP en GDP. Pour le récepteur R-LH/CG, c’est essentiellement la protéine Goas qui est
impliquée dans la signalisation. Ceci provoque I’activation de 1’adénylate cyclase et la production
d’AMPc (adénosine monophosphate cyclique). L’accumulation d’AMPc intracellulaire permet
I’activation de la protéine kinase A (PKA) entrainant la phosphorylation de différentes protéines
(enzymes, facteurs de transcription). Cette phosphorylation sera responsable de 1’activation ou de

I’inhibition de génes cibles via notamment les MAPK (Leung and Steele, 1992).

Il est maintenant clair que la voie de 1’adénylate cyclase/AMPc n’est pas la seule voie mise en
ccuvre lors de ’activation du récepteur, en effet la voie de la PLC (phospholipase C) est elle aussi
activée (Richards, 1994) (figure 30). Le R-LH/CG active la protéine Gas (Herrlich et al., 1996)
(Rajagopalan-Gupta et al., 1998), mais ’identité des autres protéines G activées par le récepteur et
notamment celles qui activent la voie de la PLC est trés controversée. Cependant, il semble que
lorsque le R-LH/CG se trouve en présence d’une forte concentration de ligand, il active une protéine
Gai, qui a pour réle I’inhibition de I’adénylate cyclase. Les sous-unités By, libérées par la Gai, vont
ainsi activer la phospholipase C (PLC). La PLC, enzyme catalysant la réaction d’hydrolyse du PIP,
(phosphatidyl inositol bis-phosphate) en IP; (inositol-3-phosphate) et DAG (diacylglycérol).
L’accumulation d’IP; va agir au niveau de récepteurs spécifiques, situés a la membrane de
compartiments vésiculaires intracellulaires, entrainant un libération a I’intérieur du cytosol des ions
calcium (Ca®") contenus dans ces vésicules (Herrlich et al., 1996).

Le DAG quant a lui, active la protéine kinase C, qui elle aussi comme la protéine kinase A est capable
de phosphoryler des protéines, afin d’en moduler ’activité. Cette voie est trés mal décrite dans le

systéeme du R-LH/CG.
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Figure 30: Représentation schématique des principales voies de transduction du R-LH/CG .
(d’apreés http://herkules.oulu.fi/isbn9514279298/isbn9514279298 pdf). AC: adénylate cyclase, PLC:
phospholipase C, PLA,: phospholipase A2, MAPKs: mitogen activated protein kinase, AMPc: adénosine
monophosphate cyclique, IP5: inositol triphosphate, DAG: diacyl glycérol, PKA: protéine kinase A, PKC:
protéine kinase C, Ca**: calcium.
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La voie de la PLC activée par le R-LH/CG est dépendante de la forte expression du récepteur a la
surface des cellules, ainsi qu’en présence d’une forte concentration d’hCG (Hipkin et al., 1995) (Wang
et al., 1996) (Wang et al., 1997) (Zhu et al., 1994).

La délétion de la partie C-terminale du R-LH/CG a partir de 1’acide aminé 653, n’a aucun effet sur
I’activation par ’hCG de la voie de 1’adénylate cyclase, en revanche dans ces conditions, I’activation
de la voie de la PLC se trouve fortement diminuée. Une délétion de 1’acide aminé 628 active de
maniére constitutive les deux voies de transduction du R-LH/CG (Wang et al., 1996).

D’autres études sont en cours afin de mieux comprendre les bases moléculaires des différentes voies

activées par le R-LH/CG.

2.3. Fixation de I’hCG ou de la LH sur le R-LH/CG.

La séquence en acides aminés et la topologie supposée du R-LH/CG a permis de mettre en
évidence que 1’ectodomaine est responsable de la reconnaissance et de la haute affinité du récepteur
pour ’hCG et la LH (Xie et al., 1990). En effet, la fixation de I’hormone et 1’activation du récepteur
(avec I’accumulation d’AMPc) se déroulent normalement dans des cellules transfectées par une
construction donnant naissance a une protéine chimére possédant le domaine extracellulaire du R-
LH/CG et I’endodomaine du R-FSH (Braun et al., 1991) (Nakamura et al., 1999b). Une forme soluble
du domaine extracellulaire du R-LH/CG inhibe la fixation de I’hCG sur un R-LH/CG complet présent
a la surface des cellules tandis qu’une forme soluble du domaine extracellulaire du R-LH/CG
n’empéche pas la fixation de la FSH sur un R-FSH, la réciproque est vérifiée, une forme soluble du
domaine extracellulaire de R-FSH inhibe la fixation de la FSH sur un R-FSH complet (Osuga et al.,
1997). Ces résultats permettent de confirmer I’importance du domaine extracellulaire dans la
reconnaissance de I’hormone et de son récepteur.

Les domaines extracellulaires des R-LH/CG chez I’homme, le rat, le porc présentent une affinité treés
proche pour ’hCG (Kd = 0,2-0,5 nM) (Tsai-Morris et al., 1990) (Ji and Ji, 1991b) (VuHai-LuuThi et
al., 1992). La forme immature (de 65-75 kDa) présente la méme affinité que la forme mature (85-95

kDa) (Fabritz et al., 1998).

Un grand nombre d’études portant sur 1’affinité de I’hCG pour le R-LH/CG ont été obtenues a
partir de travaux portant sur des mutations réalisées sur le R-LH/CG de rat cloné dans différentes
lignées cellulaires. I1 a été démontré que différentes mutations du R-LH/CG avaient des implications
sur la maturation et/ou le transport du récepteur a la membrane des cellules, mais on comprend

aisément que des mutations du récepteur peuvent avoir une incidence sur ’affinité et la fixation de
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I’hormone pour ce dernier. Plusieurs études ont donc été réalisées pour étudier ’implication de
différentes mutations sur I’affinité de I’hCG (ou la LH) pour son récepteur.

Zhang et collaborateurs ont montré que dans des cellules transfectées (cellules 293) dans lesquelles le
récepteur ne posséde pas I’exon 10, il n’y a pas de modification de I’affinité, de I’hCG pour ce
récepteur modifié (Zhang et al., 1998). En revanche la délétion de I’exon 8 du R-LH/CG présente une
trés nette diminution de I’affinité de I’hCG pour son récepteur (Laue et al., 1996). Contrairement a
I’exon 10, I’exon 8 est trés important pour la fixation de I’hormone a son récepteur. Suite a ces
observations, Ji et collaborateurs (Hong et al., 1998) (Zeng et al., 2001) ont étudié plusieurs délétions
de la partie C-terminale de 1’ectodomaine. Des constructions de récepteur contenant uniquement les
exons: 1-7, 1-8, et 1-9 voient I’affinité¢ de I’hCG pour son récepteur diminuée de 10 a 20 fois (résultant
de la délétion des acides aminés 180, 205 et 267 respectivement). Par contre des constructions
possédant les exons: 1-6 et 1-5 diminuent I’affinité de 1’hormone pour le R-LH/CG (délétion des
acides aminés 157 et 131 respectivement), de maniére plus importante, allant de 100 a 200 fois. Les
constructions possédant les exons: 1-4, 1-3 et 1-2 diminuent 1’affinité de 1’hormone de maniére
drastique, de 300 a 600 fois (résultant de la délétion des résidus 106, 81 et 56). Les constructions ne
possédant que I’exon 1 ne peuvent plus fixer ’hCG (Hong et al., 1998) (Zeng et al., 2001).

Thomas et collaborateurs, (Thomas et al., 1996) ont étudié I’implication de différentes délétions dans
la région N-terminale du R-LH/CG sur I’affinité de 1’hormone. Ils ont montré que les délétions
successives des acides aminés: 1-11, 12-38, 39-63, 64-88, 89-112, 113-118 et 139-164 empéchent
toute fixation de I’hCG sur le récepteur.

L’ensemble de ces résultats montre clairement que 1’exon 1-7, qui code pour la région riche en
cystéine du domaine N-terminal et les RRL1-RRL7, est essentiel pour la reconnaissance et la fixation
de I’hCG sur le récepteur.

En revanche des études portant sur la délétion des exons 9 et 10 (codant pour les RRL-8, et RRL-9)
ont montré que ces exons n’étaient pas nécessaires pour la reconnaissance et la fixation de I’hCG sur
son récepteur (Braun et al., 1991) (Thomas et al., 1996) (Zhang et al., 1998).

Des mutations dans la région riche en cystéines (particulierement dans les RRL-3 et RRL-4) n’ont
aucun effet sur I’affinité de 1’hormone pour son récepteur (Zhang et al., 1996). La plupart des
mutations qui empéchent la fixation de I’hCG sur le R-LH/CG sont localisées dans les RLL qui
forment des feuillets- f (Bhowmick et al., 1996) (Zhang et al., 1996) (Song et al., 2001) (Song et al.,
2001), la localisation de ces acides aminés est intéressante puisqu’ils sont localisés dans les feuillets-3
impliqués dans la structure en fer a cheval du domaine extracellulaire.

D’autres auteurs ont montré I’importance des boucles extracellulaires et des hélices du domaine
transmembranaire dans la fixation de la LH et de I’hCG au domaine extracellulaire du R-LH/CG, mais
actuellement il n'y a aucun accord sur la fagon dont les EL (les boucles extracellulaires) et les TM (les

segments transmembranaires) agissent sur cette fixation (Ji and Ji, 1991a) (Quintana et al., 1993).
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2.4. Activation du R-LH/CG.

Grace au modele de la structure 3D des RCPG, il a été possible d’émettre des hypothéses sur
I’activation des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G.
Les RCPG peuvent étre dans un état inactif (R,), lorsqu’ils sont en absence de ligand. Cet état est en
équilibre avec 1’état actif (R*) (Gether, 2000). Le ligand permet d’activer et surtout de stabiliser les
RCPG dans un état actif (R*). Certaines études ont montré sur ce modéele théorique que ’activation
des RCPG n’est pas seulement due a la fixation du ligand, mais peut étre aussi activée par diverses
mutations. Ces mutations qui vont avoir pour incidence de stabiliser les RCPG dans un état actif (R*),

comme on 1’observe lors de la fixation du ligand.

2.4.1. Les régions responsables de I’activation du R-LH/CG.

Comme pour les autres RCPG, le R-LH/CG interagit avec une protéine G. L’intéraction
présumée du récepteur avec la protéine G semble se localiser dans les quatre boucles intracellulaires,
et les différentes hélices du domaine transmembranaire (TM) (proches du cytoplasme). Cependant, la
région précise du R-LH/CG qui active les protéines G (Gs et autres) n’est pas clairement définie. Abell
et collaborateurs (Abell and Segaloff, 1997) ont montré I’importance de I’IL3 (boucle intracellulaire 3)
et les régions juxta-cytoplasmiques des TM4, TMS5, TM6 et TM7 dans ’activation de la transduction
du signal, en revanche ils ont montré que les TM1 et TM3 n’avaient aucun réle sur 1’activation des
protéines G. Par contre, il a été mentionné par d’autres auteurs I’importance de I’IL3 dans I’activation
du R-LH/CG (Gether, 2000) (Bockaert and Pin, 1999). Fanelli quand a lui, démontre que 1I’IL3 n’est
pas la seule région du récepteur a étre impliquée dans ’activation des RCPG, en effet il semblerait que
I’IL2 comme I’IL3 (mais pas I’IL1), jouent un role dans la reconnaissance et I’activation de la protéine

G (Fanelli et al., 1999).

Basés sur plusieurs études et la topologie présumée du récepteur, trois modeles d’activation du

R-LH/CG ont été proposés:

2.4.2. Modéle 1.

La LH ou I’hCG se fixe au domaine extracellulaire du R-LH/CG et les deux hormones
interagissent avec le domaine transmembranaire en activant ce dernier. Ce modéle tient compte de la
trés grande homologie entre les trois récepteurs des gonadotrophines et les quatre hormones. La

spécificité de fixation est dictée par la séquence en acides aminés du domaine extracellulaire du R-
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LH/CG et par la séquence en acides aminés de la sous-unité 3 de I’hormone. Les différentes étapes de
I’activation du R-LH/CG sont communes a tous les récepteurs des glyco-hormones et sont basées sur
I’intéraction spécifique d’une séquence en acides aminés commune a toutes les sous-unités o des
quatre gonadotrophines et une séquence en acides aminés conservée dans le domaine
transmembranaire des trois récepteurs aux glyco-hormones (Braun et al., 1991) (Ji et al., 1993) (Jiang
et al., 1995) (Kajava et al., 1995). Ce modcle est étayé par différents travaux montrant que certaines
mutations de I’hormone (LH ou hCG) peuvent inhiber 1’activation du récepteur sans affecter la
fixation de I’hormone sur le R-LH/CG (Strickland et al., 1985) (Sairam, 1989) (Ji et al., 1993) (Pierce

and Parsons, 1981), toutes ces mutations sont localisés dans la sous-unité o de I’hormone.

2.4.3. Modgéle 2.

La LH ou I’hCG se fixent au domaine extracellulaire du R-LH/CG qui permet alors
I’activation du domaine transmembranaire. Le deuxiéme mode¢le est identique au premier, sauf que
I’accent est mis sur le fait que c’est le domaine extracellulaire et non ’hormone fixée au R-LH/CG qui
active le récepteur. Ce modeéle a été mis en place suite a 1’étude de mutations du domaine
extracellulaire qui inhibe la transduction du signal mais pas la fixation de I’hormone (Alvarez et al.,
1999). Ce modéle suggere que lorsque le récepteur est dans un état inactif, le domaine extracellulaire
n’est pas étroitement lié avec le domaine transmembranaire, contrairement a I’état actif (di a la
fixation de I’hormone sur son récepteur), ou le domaine extracellulaire est en contact avec le domaine

transmembranaire.

2.4.4. Modéele 3.

Le mode¢le 3, quant a lui propose que le domaine extracellulaire du R-LH/CG maintiendrait le
domaine transmembranaire dans un état inactif, grice a une intéraction des deux domaines. La fixation
de la LH, ou de I’hCG a I’ectodomaine, permet d’activer le domaine transmembranaire en diminuant
I’intéraction des deux domaines (Moyle et al., 1995) (Nakabayashi et al., 2000) (Zeng et al., 2001)
(Nishi et al., 2001). Ce modéle a ét¢ mis en place suite a 1’incidence de mutations du domaine
extracellulaire, qui rendent le R-LH/CG actif de maniere constitutive (Nakabayashi et al., 2000) (Zeng
et al., 2001).

Ces trois modéles sont relativement bien étayés et actuellement il est impossible d’en favoriser

un parmi les autres.
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2.5. Régulation du R-LH/CG.

2.5.1. Régulation transcriptionnelle.

Le récepteur LH/CG est régulé négativement a la surface des cellules, en présence de trés forte
concentration de ligand (LH ou d’hCG) qui est caractérisé par la régulation de I’expression du
récepteur a la surface des cellules, ainsi qu’une diminution de toutes formes d’ARNm du R-LH/CG
(Segaloff et al., 1990) (LaPolt et al., 1990) (Hoffman et al., 1991) (Peegel et al., 1994). La régulation
négative de ’ARNm du R-LH/CG observée en présence de fortes concentrations d’hormone n’est pas
seulement due qu’a une diminution de la transcription du géne mais s’accompagne aussi d’une
augmentation de la dégradation de ’ARNm du R-LH/CG (lu et al., 1993). Certains auteurs (Kash and
Menon, 1998) (Kash and Menon, 1999) ont identifié une protéine: la “LH receptor binding protein 1”
(LRBP1), qui se fixe sur une phase ouverte de lecture de I’ARNm du R-LH/CG. Il a été supposé, mais
pas encore démontré que la LRBP1 régule la stabilité de ’ARNm du R-LH/CG. Ces observations ont

été réalisé et mises en évidence chez le rat.

Chez I’homme, 1’activité basale de la transcription a été étudiée par le laboratoire de M. Dufau (Tsai-
Morris et al., 1998) (Geng et al., 1999) (Zhang and Dufau, 2000). La région promotrice du R-LH/CG
est localisée dans les 176 pb de la région 5° du gene du récepteur (Tsai-Morris et al., 1998). Cette
région du récepteur contient des séquences concensus avec deux sites Spl (Spl I et Sp1 II) qui fixent
Sp1/Sp3 (Geng et al., 1999) et un élément de réponse aux estrogénes (EREhs). La délétion d’un ou des
deux sites Sp1 entraine une diminution de la transcription du R-LH/CG (Geng et al., 1999).

En amont des sites Spl, deux sites putatifs ERE/DR (¢lément de réponse aux cestrogénes/“direct
repeats) est présent a — 171 nucléotides, 1a ou il a été montré la fixation de trois récepteurs nucléaires,
les “nuclear orphan receptor” qui sont retrouvés dans d’autres systémes de régulation de la
transcription (EAR2, EAR3/COUP-TF1) et TR4) (Zhang and Dufau, 2000). La fixation EAR2 (Erb A
related protein 2) et EAR3/COUP-TF1 (Erb A related protein 3/ Chicken ovalbumine upstream
promotor transcription factor 1) sur les deux sites putatifs ERE/DR entrainent une répression de la
transcription du R-LH/CG, alors que la fixation de TR4 (Thyroid hormone receptor 4) qui est un autre
“nuclear orphan receptor” active le promoteur du R-LH/CG en se fixant sur les mémes sites putatifs
que EAR2 et EAR3/COUP-TF1 (Zhang and Dufau, 2000) (Zhang and Dufau, 2001) (figure 31).

Il a été montré récemment que la structure de la chromatine, modulée par I’acétylation et la dé-
acétylation des histones, joue un réle important dans la régulation du géne du récepteur LH/CG
(Zhang and Dufau, 2002). Le site Spl I du promoteur du geéne du récepteur LH/CG a été identifié
comme un site permettant le recrutement du complexe: histone déacétylase, (HDAC)-mSin3A-
RbAp48, qui est responsable de la répression du géne du R-LH/CG via une hypoacétylation des

histones qui entraine une condensation de la chromatine (Zhang and Dufau, 2002) (figure 31).
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Figure 31: Représentation schématique de I’organisation du promoteur du géne du R-LH/CG.
(d’aprés http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/LHRID288.html). Fléche vers le haut:activation; fleche vers
le bas: inhibition; ERE: élément de réponse aux oestrogénes; DR: “direct repeat”; OR: “orphan receptor”;
Spl I et II: sites de fixation des facteurs de transcriptions Sp1; PIC: “preinitialition complex”.
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L’activation de la transcription du géne du récepteur LH/CG dépend de 1’assemblage de la polymérase
II (Pol II) avec d’autres facteurs de transcriptions tels que: TFIIA, -B, -D, -E, -F, et —H, qui forment
ainsi dans la région promotrice un complexe de préinitiation (PIC, “preinitialition complex”) (Zawel
and Reinberg, 1993). Les activateurs de la transcription (Sp1l, Sp3, TR4), et les répresseurs (EAR2,
EAR3/COUP-TF1, HDAC-mSin3A-RbAp48) doivent étre en contact avec TFIIB pour induire ou non
la formation du complexe PIC (Zhang and Dufau, 2003) (figure 31).

2.5.2. Régulation post-traductionnelle.

La désensibilisation est le mot utilisé pour décrire la perte de réponse des cellules cibles a
I’action continue d’un agoniste. La désensibilisation est un phénoméne important de la régulation
hormonale.

Il existe plusieurs étapes de désensibilisation de la réponse induite par I’agoniste : le découplage et
I’internalisation sont les deux processus impliqués dans la régulation post-traductionnelle. Le
processus de la régulation négative du nombre total de récepteurs a la surface cellulaire est un autre

processus de régulation du R-LH/CG lors d’une exposition longue a un ligand agoniste.

- Le découplage.

La premicre étape, appelée découplage (figure 32 A), est une étape rapide, qui consiste a
diminuer I’intéraction du R-LH/CG avec les protéines G. L’activation du R-LH/CG active les
protéines G intracellulaires. Ce couplage est peu a peu inhib¢, car on assiste a une phosphorylation de
cinq résidus sérine (quatre chez le rat), qui sont localisés dans la partie C-terminale, région en partie
responsable de [’activation des protéines G. Cette phosphorylation est réalisée par des enzymes
appartenant a la famille des sérines-thréonines kinases ou GRK. La région du récepteur phosphorylé
est alors reconnue par une B-arrestine, qui se lie au récepteur et le rend incapable d’activer 1’échange
GDP-GTP au niveau des protéines G. Le complexe fB-arrestine et R-LH/CG se forme de maniére
steechiométrique.

Les protéines impliquées dans le découplage du R-LH/CG sous I’action de la LH ou de I’hCG ont été
identifiées comme appartenant a la famille des B-arrestines et portent le nom d’arrestine 1 (ou f-
arrestine 1) et arrestine 3 (ou f-arrestine 2).

Le complexe RCPG/B-arrestine est un intermédiaire dans la modulation de la fonction des RCPG.
Tout d’abord il permet le découplage du R-LH/CG aux protéines G (Freedman and Lefkowitz, 1996)
et enfin il permet la formation d’une espéce de puit recouvert de clathrine indispensable pour

I’internalisation du récepteur (Krupnick and Benovic, 1998) (Ferguson, 2001).
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Figure 32 A:
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Figure 32 B: Représentation schématique de I’internalisation du complexe hormone/récepteur.

(d’aprés www.chez.com/rcpg/partie4.html).

"

NS
YRVAYS
Diminution de
\ ln synthése
Augmenistion /

L C;F
digradation
Suyam

Figure 32 C: Représentation schématique de la régulation négative (“down regulation”).

(d’aprés www.chez.com/rcpg/partie4.html).
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I1 est clairement établi que I’hCG ou la LH induisent sous 1’action des B-arrestines, le découplage du
R-LH/CG, cependant la phosphorylation du RCPG sous stimulation d’agoniste et la fixation des p-
arrestines dans le processus de découplage est soumis a controverse. En effet, chez ’homme, certaines
mutations touchant des résidus cibles impliqués dans 1’activation et/ou la phosphorylation du R-
LH/CG, ont montré que la formation du complexe hormone/récepteur et la fixation des p-arrestines
sont dues a ’activation du récepteur et dans une moindre mesure dii a sa phosphorylation (Min et al.,
2002). La phosphorylation du récepteur R-LH/CG est nécessaire mais non suffisante pour le
découplage du récepteur a ’adénylate cyclase et pour I’internalisation du complexe hormone-

récepteur.

- L’internalisation.

Les mécanismes de phosphorylation du R-LH/CG et de liaison de I’arrestine sont suivis par
une internalisation du complexe ligand-récepteur phosphorylé (Min and Ascoli, 2000) (Nakamura et
al., 2000) (Nakamura and Ascoli, 1999) (figure 32 B).

En absence d’agoniste, le R-LH/CG a une répartition homogéne a la membrane cellulaire, mais en
présence d’agoniste, le complexe ligand-récepteur est internalisé dans des vésicules recouvertes de
clathrine dans des endosomes (Ghinea et al., 1992). Les récepteurs ainsi endocytosés peuvent alors
soit subir en recyclage a la membrane plasmique, ce qui nécessite une déphosphorylation du récepteur
et une élimination du ligand (voix préférentielle chez ’homme), soit subir une dégradation, avec la
fusion des vésicules d’endocytose avec les lysosomes (voie préférentielle chez le rat) (Kishi et al.,
2001). L’internalisation du complexe hormone-récepteur est d’environ 20 min (Nakamura et al.,
2000).

L’activation du R-LH/CG est essentielle pour déclencher le processus d’internalisation. Il a été montré
que certaines mutations du R-LH/CG humain pouvaient diminuer, voir annuler toute internalisation du
complexe ligand-récepteur (Min et al., 1998) (Min and Ascoli, 2000). En revanche, il existe des
mutations activatrices qui augmentent 1’endocytose (Min et al., 1998) (Min and Ascoli, 2000).
L’importance de la phosphorylation des sérines dans la partie C-terminale du R-LH/CG dans le
processus d’internalisation n’est pas encore trés claire. En effet, les mutations de trois des cinq sérines
Ser®’, Ser®, et Ser®”’, susceptibles d’étre phosphorylés chez I’homme n’ont peu ou pas d’effet sur
I’internalisation du récepteur (Min and Ascoli, 2000), contrairement au rat, ou de telles mutations
diminuent son internalisation (Wang et al., 1996) (Wang et al., 1997).

L’analyse de sept mutations dans les IL2, IL3, et IL4, ont montré que les résidus val**?, GIn**, Arg525,
GIn™', Thr*, Pro™®, et Leu®'? étaient importants dans la vitesse d’internalisation du récepteur, des
auteurs ont montré que ces acides aminés sont impliqués dans la reconnaissance et la fixation des [3-

arrestines (Nakamura et al., 2000).
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Les complexes ligand-récepteur internalisés sont en général dissociés dans 1’environnement acide (pH
5-6) des endosomes. Le complexe agoniste-récepteur LH/CG est insensible a la dissociation dans cet
environnement (Ascoli, 1984). Le complexe formé de I’hCG et de R-LH/CG internalisé dans un
endosome est alors délivré a un lysosome. L’environnement plus acide présent dans le lysosome
permet la dissociation de 1’agoniste et du récepteur, mais aussi la dégradation des deux sous unités qui
composent I’hCG (ou de la LH) (Ascoli, 1982).

La dégradation lysosomale du récepteur internalisé est trés mal connue, il semble que ce processus soit
prédominant chez le rat, alors que chez ’homme, le recyclage du récepteur serait majoritaire (sauf

dans le cas de “down régulation”).

- La régulation négative ou “down regulation”.

Le processus appelé “down regulation” est un processus lent qui a pour but de diminuer le
nombre de récepteurs a la surface des cellules (figure 32 C). Lors d’une exposition longue, chronique,
a un ligand agoniste, on peut observer une diminution du nombre total de récepteurs a la surface
cellulaire. Deux phénomeénes sont impliqués dans la régulation négative: une diminution de la
synthése des récepteurs et une augmentation de leur dégradation. Le phénomeéne de “down regulation”
est précédé des processus de découplage et d’internalisation du R-LH/CG.

Le processus d’internalisation intervenant dans la régulation négative a été particulierement étudié
dans les MA-10 (Wang et al., 1991). 1l est clair que I’hCG, via ’activation de son second messager
I’AMPc, diminue la transcription du géne et ’ARNm du R-LH/CG. L’hCG joue un rdéle dans
I’induction du processus de régulation négative.

I1 existe une corrélation entre le taux d’internalisation du complexe hormone-récepteur et I’importance
du phénoméne de régulation négative. En effet, des mutations affectant I’internalisation du récepteur
(activation ou inhibition) affectent aussi la régulation négative (en I’activant ou [’inhibant
respectivement).

Le taux d’internalisation du R-LH/CG, en présence d’hCG ou de LH est déterminant pour induire le
niveau de réponse de la régulation négative. Le complexe hormone/récepteur est accumulé dans les
lysosomes aprés stimulation des cellules par 1’agoniste, ce qui a pour conséquence une dégradation de
I’hCG (Ghinea et al., 1992) (Ascoli, 1982) (Nakamura et al., 1999a), mais aussi une diminution de
I’expression du R-LH/CG a la membrane cellulaire (Wang et al., 1991) (Nakamura et al., 1999a).

Dans le lysosome, le récepteur peut soit s’orienter dans une voie de dégradation (prépondérante en cas
de régulation négative), soit se diriger dans une voie de recyclage du récepteur a la membrane
cellulaire. Chez I’homme, la voie du recyclage est prépondérante a la voie de la dégradation,

contrairement au rat (Kishi et al., 2001).
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Kishi et collaborateurs (Kishi et al., 2001) ont montré chez I’homme la présence d’une séquence dans
la région C-terminale appelé GTALL (pour la séquence en acides aminés), qui lorsqu’elle est ajoutée a
la séquence du R-LH/CG présent chez le rat, permet de rediriger le récepteur dans la voie de
recyclage, plutét que dans celle de la dégradation. Cependant la délétion de cette séquence chez

I’homme n’a aucune incidence sur le routage du R-LH/CG dans le recyclage.

3. PATHOLOGIE LIEE AUX R-LH/CG.

3.1. Mutations activatrices du gene du R-LH/CG (figure 33).

La puberté précoce familiale du gargon, appelée aussi testoxicose, est indépendante des
gonadotrophines. Elle se transmet sur le mode autosomique dominant et n’a pas d’équivalent chez la
fille. La concentration de testostérone est trés élevée alors que la concentration en LH est celle
observée normalement en période prépubére. La cause du syndrome a été élucidée: il s’agit de
mutations germinales activatrices du géne du récepteur LH/CG. Une substitution d’un acide aminé
siégeant en position 578 dans le TM6 (sixiéme passage transmembranaire) a été trouvée (Shenker et
al., 1993). Dans une lignée cellulaire (Ies COS-7), I’expression du récepteur muté dans cette méme
région augmente la concentration intracellulaire d’AMPc. La production excessive et autonome de
testostérone chez les patients est donc liée a une activation constitutive du récepteur LH/CG muté.

Des mutations du TM2 et TMS5, ainsi que de la troisiéme boucle intracellulaire (IL3) ont été identifiées
comme activatrices du récepteur LH/CG (Yano et al., 1994) (Kosugi et al., 1995) (Latronico et al.,
1995). L’activation constitutionnelle du R-LH/CG dans les cellules de la theque et les cellules lutéales
ou interstitielles de I’ovaire n’entraine pas d’anomalie fonctionnelle chez la fille qui ne présente aucun
signe clinique d’hyper androgénie, ni de puberté précoce (Laue et al., 1995). Les explorations
hormonales réalisées a I’age adulte chez une mére porteuse de la mutation 578 se sont révélées étres
normales (Rosenthal et al., 1996).

Dans les cas de puberté précoce sporadique du garcon, a taux de gonadotrophine basse (Yano et al.,
1994), il a été décrit plusieurs types de mutations du géne du R-LH/CG localisées dans le TM6, dont
celle située en position 578. L’expression clinique de ces mutations a 1’age adulte est inconnue. La

fonction gonadique adulte semble normale.

3.2. Mutations inactivatrices du géne du R-LH/CG (figure 33).

La moitié des ambiguités sexuelles détectées a la naissance sont des pseudohermaphrodismes

masculins liés a des anomalies de la différenciation sexuelle qui s’accompagnent d’un défaut de
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Figure 33: Localisation des différentes mutations et polymorphismes du R-LH/CG.

(d’aprés ASCOLLI, 2002). En bleu: séquence du peptide signal; trait vert clair: domaine riche en cystéine;
trait rouge: domaine riche en leucine; trait vert foncé: domainecharniére; en gris clair: emplacement des
différents exons (notés 1a 11); le cadre noir représente les domaines transmembranaires (notés TM-1 a TM-
7); Les boucles extra-cellulaires sont notées EL-1 a EL-3 et les boucles intracellulaires sont notées IL-1 a IL-
3. En rouge: résidusN-glycosylés; en violet: localisation des différents polymorphismes; en jaune les
mutations perte de fonctions et en vert les mutations entrainant un gains de fonctionsA: pour délétion.
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virilisation d’un sujet porteur de deux testicules. Certaines sont bien connues, comme des anomalies
de production de la testostérone, les anomalies de la 5o réductase et des défauts d’action de la
testostérone (anomalie du récepteur des androgénes). Cependant, malgré les progrés de
I’endocrinologie, de 70 a 80% des pseudohermaphrodismes masculins restent de cause inconnue.

Le syndrome dit de résistance du testicule a la LH, ou agénésie des cellules de Leydig, a été décrit en
1976 (Berthezene et al., 1976). Ce syndrome est de transmission autosomique récessive, ou 1I’examen
des gonades met en évidence I’absence de cellule de Leydig mature. A la naissance, le phénotype de
pseudohermaphrodisme masculin ou phénotype féminin est observé. A la puberté, les taux de
testostérone et de ses précurseurs sont effondrés et le récepteur non stimulable par I’hCG; la LH est
¢levée et la FSH normale. Ce syndrome a été rattaché a des mutations homozygotes du onziéme exon

du géne du R-LH/CG chez des patients phénotypiquement féminins (Ala™”, Cys’®, Arg”"). Une

291 616 ]33)

double mutation hétérozygote (Asn”, Ser’ °) et une mutation homozygote (Cys ~°) sont décrites chez
des sujets présentant un phénotype ambigu a la naissance.

La premiére observation d’une fille, homozygote pour la mutation du récepteur de la LH, a été décrite,
il y a une dizaine d’années. Elle présentait une aménorrhée primaire mais une féminisation normale,
laissant supposer que le role de la LH dans son développement pubertaire est modeste. Ce syndrome

est rattaché a une mutation homozygote dans le onziéme exon (Ala>”).
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Figure 34: Représentation schématique des processus de non disjonction des chromosomes 21 donnant
naissance a une trisomie 21.

En bleu: chromosome 21; en rouge chromosome autre que le 21
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IV. Trisomie 21 et aneuploidies

n 1833, Jean-Etienne Esquirol (psychiatre francais, 1772-1840) fait pour la premicre

fois part d’une curieuse maladie mentale, sa description est trés loin de ce que I’on

appellera plus tard la trisomie 21. En 1846, Edouard Séguin (médecin francais,
1812-1880) décrit pour la premiére fois le visage trés caractéristique des individus trisomiques, mais
encore une fois sa description de la pathologie reste incompléte. C’est en 1866, qu’un médecin
anglais, John Langdon Down (médecin britannique, 1828-1896) attire D’attention du monde
scientifique sur un groupe d’enfants arriérés mentaux dont le faciés particulier lui suggere d’appeler
ces enfants “mongoliens”. L’origine de cette maladie congénitale est restée mystérieuse jusqu’en
1959, ou Jérome Lejeune (pédiatre et généticien, 1926-1994), Raymond Turpin (pédiatre et généticien,
1895-1988) et Marthe Gautier mettent en évidence la cause génétique de ce syndrome a savoir la
présence dans le patrimoine génétique de trois chromosomes 21, le nom de “trisomie 21 était né
(Lejeune et al., 1959). Ce fut la premiére maladie pour laquelle fut mise en évidence la relation entre
génotype et phénotype. En 1961, un groupe de scientifiques dont le petit-fils du docteur J.L.. Down
propose que le terme de “mongolisme” soit remplacé par celui de “syndrome de Down”. Ce terme est

alors accepté par I’organisation mondiale de la santé en 1965.

1. GENERALITES SUR LA TRISOMIE 21

1.1. Définition et différents types de trisomies 21.

La non-disjonction des chromosomes 21, survenant soit au cours de la premiére ou de la
seconde division méiotique maternelle ou paternelle, soit lors des toutes premieres divisions de 1’ceuf
fécondé peut étre considérée comme un accident isolé (Figure 34).

On distingue différents types de trisomies 21, & savoir les trisomies 21 libres, les trisomies 21 par

translocation (Robertsionienne) et les trisomies 21 mosaiques.
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Figure 35: Représentation schématique d’un caryotype de trisomie 21.
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Figure 36: Représentation schématique de la translocation Roberstonienne.

Il s’agit de la cassure et de I’échange des bras chromosomiques des chromosome 21 chez un des parents,
anomalie que I’on retrouve au niveau des gametes.
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1.1.1. La trisomie 21 libre et homogéne.

Elle représente a elle seule la plupart des trisomies 21, soient 92,5 a 94%. On retrouve alors
dans toutes les cellules de I’organisme, 47 chromosomes au lieu de 46, 1’élément surnuméraire étant
un chromosome 21 d’apparence normale (Figure 35). Elle résulte d’une non-disjonction des
chromosomes en premiére ou en deuxiéme divisions de méiose, ou lors de la premicre division

cellulaire. 1/3 de ces trisomies 21 sont dues a une non-disjonction paternelle.

1.1.2. La trisomie 21 par translocation (translocation Robertsonienne).

Elle représente 4,8% des trisomies 21. Il s’agit de la translocation de la totalité ou d’une partie
du chromosome 21 sur un chromosome court (généralement sur le chromosome 14, mais aussi sur le
21 ou le 22) (Figure 36). Cette translocation peut survenir de novo chez des parents (50% des cas),
dont le caryotype est normal. Le caryotype présentant dans ce cas 46 chromosomes, mais un examen
attentif montre qu’il existe bien trois chromosome 21: deux libres et le troisiéme fixé a un autre
chromosome (Figure 37). Une étude a porté sur la détermination du fragment surnuméraire transloqué
le plus petit et dont la présence est associée aux caractéristiques du syndrome de Down, il a été alors
possible de circonscrire une région soupconnée d’abriter les génes a I’origine des anomalies observées.
Celle-ci ne comporte que 33 génes et se nomme “région critique du syndrome de Down” (DSCR) (on

parle alors de trisomie 21 partielle).

1.1.3. La trisomie 21 en mosaique.

Elle ne représente que 2,7% des trisomies 21. L’erreur de distribution des chromosomes 21
survient au cours de la deuxieéme, voire de la troisiéme division cellulaire. L enfant posséde alors deux
types de cellules, les unes normales (avec 46 chromosomes) et les autres trisomiques 21 (avec 47
chromosomes dont 3 chromosomes 21). L’importance relative des deux clones varie en fonction de la

date de I’accident qui est toujours mitotique post zygotique.

1.2. Epidémiologie.

La trisomie 21 est ’anomalie chromosomique autosomique viable la plus fréquente et la cause
majeure de retard mental congénital. Les aneuploidies les plus fréquentes aprés la trisomie 21 sont la

trisomie 13 et la trisomie 18. Le diagnostic anténatal indique qu™un feetus sur 1000 porte cette
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anomalie, mais ’élimination spontanée du feetus trisomique avant terme (environ 23% des foetus
trisomiques 21 diagnostiqués in utero a 16 semaines de grossesse sont éliminés spontanément)
conduirait a une fréquence d’une naissance sur 700 si aucun diagnostic n’était effectué. On estime
ainsi a 1000 le nombre de naissances d’enfants trisomiques chaque année en France. Le sexe ratio est
de 6 gargons pour 2 filles.

Au retard mental, s’associent d’importantes anomalies morphologiques qui sont a I’origine d’un taux
important de fausses couches spontanées précoces ou tardives. Le seul facteur de risque connu est
I’age maternel. En effet, le risque de donner naissance a un enfant trisomique 21 augmente avec 1’age
maternel. Il existe plusieurs tables évaluant le risque de T21 en fonction de 1’age, la table de Hook
(Hecht and Hook, 1994) proposé en 1994 évalue le risque de trisomie 21 a terme et en fonction de

I’age maternel (figure 38).

1.3. Phénotype associé a la trisomie 21.

La présence d’un chromosome 21 surnuméraire induit 1’expression d’un phénotype plus ou
moins marqué.
A la naissance, on constate une hypotonie qui se confirme au cours de la croissance. Le retard
psychomoteur est constant. D’un point de vue morphologique, la téte d’un enfant trisomique est plus
petite que la normale, le visage est rond et plat, le nez est petit, les yeux légérement bridés, les mains
comme les pieds, sont larges et trapus, avec des doigts plus cours que la normale, on note de plus des
plis palmaires.
Par ailleurs, de graves malformations viscérales sont associées a la trisomie 21. Ces malformations
peuvent étre dépistées par échographie au deuxiéme trimestre durant la grossesse et constituent les
signes majeurs d’appel échographique (SAE). Les malformations les plus fréquentes sont des
malformations cardiaques: 46% des foetus trisomiques en sont porteurs, a des degrés divers. Ces
cardiopathies, trés séveres, sont le plus souvent fatales dans la premiére année de vie. On note aussi
des malformations digestives, ainsi que des anomalies osseuses (anomalie du bassin, des doigts
notamment).
De plus, il est a noter des anomalies mentales. En effet, 1’acquisition du langage se fait trés
tardivement; [’apprentissage de la lecture et de 1’écriture ne se fait que dans de tres rares cas. Le
quotient intellectuel se situe généralement aux environs de 50 a I’dge de cinq ans mais décroit par la

suite.

Globalement, 50% des naissances survenant a terme ont au moins une anomalie congénitale grave
associée au retard mental; 20% des enfants présentant une malformation cardiaque mourront avant

I’age d’un an; 10% des enfants trisomiques ont un QI inférieur a 20, 70% se situent entre 20 et 50 et
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age maternel risque T21 a terme
15 1/1587
16 1/1562
17 1/1562
18 1/1562
19 1/1538
20 1/1538
21 1/1515
22 1/1492
23 1/1449
24 1/1408
25 1/1351
26 1/1282
27 1/1204
28 1/1123
29 1/1020
30 1/909
31 1/793
32 1/680
33 1/571
34 1/471
35 1/381
36 1/304
37 1/240
38 1/187
39 1/145
40 1111
41 1/085
42 1/064
43 1/049
44 1/037
45 1/028
46 1/021
47 1/016
48 1/012
49 1/009
50 1/007

Figure 38: Table montrant le rapport entre I’Age maternel et le risque d’une grossesse associée a une
trisomie 21. (d’aprés HECHT, 1994)
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20% dépassent 50; 2% d’entre eux développeront une leucémie; 20% des trisomiques meurent avant

cinq ans, 44% survivent jusqu’a 60 ans; leur espérance de vie moyenne est de 50 ans.

2. LE DEPISTAGE DE LA TRISOMIE 21

(voir figure 39)

2.1. Dépistage échographique.

L'échographie morphologique du deuxieéme trimestre va permettre de déceler I’ensemble des
anomalies morphologiques li¢es a la trisomie 21 avec principalement les malformations cardiaques
entre autre, les malformations du canal atrio-ventriculaire, représentant un risque de trisomie 21 de
40%, les malformations digestives (avec la sténose duodénale, représentant un risque de trisomie 21
de 30%). L’épaisseur de la nuque (>6 mm) est un signe d’appel de la trisomie 21.

Le fémur et I’humérus court peuvent constituer un signe d'appel avec une diminution du rapport
longueur du fémur sur longueur du pied qui est normalement égal a 1. Les anomalies rénales, surtout
si elles sont associées a un signe échographique mineur de trisomie 21 (c¢f ci-dessous), doivent étre
prises en compte. Le retard de croissance intra utérin peut s'observer mais demande a étre interprété en
tenant compte des autres causes possibles (vasculaires, familiales, géniques, ...), s'il est "idiopathique"
(de cause non déterminée), il peut étre évocateur de trisomie 21.

Les signes mineurs de la trisomie 21 sont le plus souvent des malformations de la face ou des

extrémités (mains).

A partir des années 1990, il a été démontré 1’intérét de la mesure échographique de 1’épaisseur
de la nuque feetale (clarté nucale) entre 10 et 14 semaines d’aménorrhée (au premier trimestre). En
effet, si a cette date I’épaisseur de la nuque du feetus est supérieure a 3 mm, cette anomalie signe le
risque d’étre en présence d’un feetus trisomique avec une probabilité de 73%, avec un seuil de faux
positif de 5%, cependant il est difficile de mesurer la taille de la nuque correctement. La clarté nucale
correspond a un cedéme dii au retard d’apparition du systéme lymphatique qui empéche le drainage de

I’eau.
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2.2. Dépistage biologique.

2.2.1. L’age maternel.

Dans le passé, il n’existait qu’un seul moyen de dépistage anténatal de la trisomie 21. Les
patientes étaient simplement détectées aprés un prélévement de liquide amniotique (amniocentése,
choriocentése c’est a dire un prélévement de villosités choriales). Le risque était évalué en fonction de
I’age de la patiente ou des antécédents familiaux ayant donné lieu a la naissance d’un enfant
trisomique. Le probléme qui se posait alors était de placer un seuil adéquat a 1’dge maternel permettant
I’accés a ce diagnostic. L’age gestationnel au moment du dépistage est important puisque I’on sait que
50% des diagnostics de trisomie 21 effectués sur un prélévement de villosités choriales va interrompre
spontanément la grossesse et que 25% des foetus découverts aprés amniocentéses ne pourront
poursuivre leur développement et seront également éliminés. En France, le seuil choisi a été celui de
38 ans (correspondant au risque de 1/250 d’avoir une grossesse associé¢e a trisomie 21) (Hecht and

Hook, 1994).

2.2.2. Au premier trimestre.

Si aujourd’hui en France, la loi fixe de manicre trés stricte les dates de prélévements sanguins
en vue du dépistage de la trisomie 21 (entre la 14°™ et la 18°™ SA), dans d’autres pays on accéde au
dépistage dés le premier trimestre par la mesure échographique de la clarté nucale combinée ou non au
dosage des marqueurs sériques du premier trimestre, tels que la sous-unité 3 libre de I’hCG et de la

Protéine A plasmatique associée a la grossesse (PAPP-A) (Muller et al., 2003).

- La sous-unité § de I’hCG.

Dés 1987, Bogart (Bogart et al., 1987) note une corrélation entre 1’augmentation des
concentrations sériques maternelles en hCG et les grossesses associées a une trisomie 21. En 1990,
Macri (Macri et al., 1990) montre que 1’utilisation de la fraction libre de la sous-unité 3 de I’hCG est
un bon parametre de dépistage de la trisomie 21 au premier trimestre surtout s’il est associ¢ au dosage

de la protéine PAPP-A.
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- La PAPP-A.

La PAPP-A est une glycoprotéine hétérotétramérique. Elle circule dans le sang maternel a
99% sous forme d’un complexe li¢ avec le précurseur de la protéine basique majeure du polynucléaire
¢osinophile (ProMBP). Elle est synthétisée principalement par le syncytiotrophoblaste et la cellule
déciduale (Kristensen et al., 1994). En cas de trisomie 21, il y aurait des anomalies de la glycosylation
de cette molécule, associées a une perturbation de son transfert placentaire et de sa sécrétion ainsi
qu'une diminution de sa stabilité, entrainant un effondrement des concentrations plasmatiques

maternelles.

- Les tests combinés.

Le principal inconvénient des déductions faites a partir du dosage des marqueurs sériques (3
hCG libre et PAPP-A), quand ils sont utilisés isolément, est un manque de discrimination individuel.
Mais comme ces marqueurs varient de fagon indépendante 1’un par rapport a 1’autre dans le risque de
trisomie 21, leur association permet de dépister 60% de trisomie 21 pour un taux de faux positifs de
5%. Quant a I’association des facteurs: age, clarté nucale et marqueurs sériques, elle permet de

dépister 87% de trisomie 21 pour un taux d’amniocentése limité a 5%.

2.2.3. Au deuxi€éme trimestre.

- L’a feeto-protéine (AFP).

En 1976 est mis en place en Grande-Bretagne un dépistage de masse des anomalies de
fermeture du tube neural (Spina Bifida) grace au dosage sérique maternel de I’AFP (o feeto-protéine) a
partir de la 15°™ SA. L’ AFP synthétisée par le foie et I’intestin foetal, se retrouve augmentée dans le
sang maternel.

A partir des résultats observés par Merkatz (Merkatz et al., 1984) chez une patiente ayant accouché
d’un enfant trisomique 18 et présentant en paralléle un taux d’AFP fortement diminué au cours de sa
grossesse, il a été recherché activement les relations pouvant exister entre les marqueurs sériques
maternels et les anomalies chromosomiques. Dans 1’étude de Merkatz, 25% des feetus trisomiques 21
auraient été dépistés par un dosage isolé d’AFP diminué dans les grossesses associées a une trisomie

21.
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- L’hCG et la sous-unité 3.

Bogart, en 1987 (Bogart et al., 1987) a mis en évidence I'intérét du dosage de I’hCG comme
marqueur sérique maternel de la trisomie 21 feetale. En cas de trisomie 21 feetale, les taux d’hCG ou
de la sous-unité B, sont augmentés dans le sang maternel (figure 40). L’association de I’AFP et de
I’hCG permet de dépister 59% des trisomie 21 feetale.

Des travaux récents, mettent en évidence des glycoformes de I’hCG sériques dans la trisomie 21
feetale (Cole et al., 1998) (Frendo et al., 2004), laissant supposer qu’il serait intéressant d’effectuer une
analyse fine visant a mettre en évidence d’éventuelles modifications post-traductionnelles

caractéristiques de ces marqueurs en relation avec la trisomie 21.

- L’cestriol non conjugué (uE3).

Canick (Canick et al., 1988) en 1988 a mis ’accent sur I’intérét du dosage de 1’cestriol non-
conjugé (uE3) pour le dépistage de la trisomie 21. L’cestriol est une hormone stéroide synthétisée par
I’unité foeto-placentaire. Le taux sérique maternel s’éléve dés la 12°™ semaine de grossesse. Les taux

décrits dans la littérature chez les femmes attendant un enfant atteint de trisomie 21 sont diminués.

- Les tests combinés.

En 1988 Wald (Wald et al., 1988) a utilisé¢ conjointement les trois marqueurs sériques (AFP,
hCG et uE3) associés a 1’age maternel: ces 4 variables sont statistiquement indépendantes et sont plus
ou moins discriminantes dans le dépistage de la trisomie 21 feetale. La combinaison de 1’dge maternel
avec ’AFP, ’hCG avec ou sans I'uE3 permet de dépister 69% des trisomies 21 pour 5-6% de faux
positifs. La combinaison de 1’age maternel, de I’AFP de la sous-unité § de I’'hCG et de I’'uE3 permet
de dépister 73% des trisomies 21 pour 6% de faux positifs.

Pour le dépistage de la trisomie 21, I’age de la mére étant le premier facteur a prendre en compte, on
peut classer par ordre croissant de sensibilité les marqueurs, dge, AFP, cestriol, hCG. Wald a alors
proposé un calcul statistique intégré dans un logiciel permettant de définir pour chaque patiente un
risque chiffré prenant en compte les résultats des 3 dosages de I’AFP, de I’cestriol et de I’hCG d’une
part et d’autres part, les données cliniques (dge de la mére, terme de la grossesse).

La prise en compte de plusieurs facteurs: marqueurs biologiques et 4ge maternel qui présentent une
sensibilité et des spécificités différentes a permis d’augmenter les performances du dépistage, on

détermine alors un seuil de risque au-dela duquel I’amniocentése sera proposée a la mere.
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Figure 40: Profil de sécrétion de ’hCG dans le sang maternel au cours de la grossesse.

En rose est représenté le taux d’hCG sérique maternel en cas de T21 dosé a la 157 semaine.
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- Le calcul du risque d’une grossesse associée a une trisomie 21.

Grace a un logiciel d’algorithme qui tient compte de différents facteurs (Age maternel, signe
d’appel échographique, résultats analytiques des dosages biologiques), il est possible de déterminer le
risque d’attendre un enfant trisomique 21 pour chaque grossesse. En France, le seuil de risques a été
déterminé a 1/250 au moment de ’analyse (qui correspond au risque d’avoir une grossesse associée a
une trisomie 21 pour une femme agée de 38 ans).

Si le calcul de risques est inférieur a 1/250, la patiente est classée dans un groupe a risque ¢loigné, qui
ne justifie pas a priori la nécessité de pratiquer une amniocentese.

Si ce risque est trouvé supérieur ou égal a 1/250, une amniocentése, ou une autre méthode de
diagnostic sera proposée au couple apreés vérification des informations cliniques et des données

échographiques.

2.3. Les méthodes de diagnostic de la trisomie 21.

Parmi les différentes méthodes proposées dans le cadre du diagnostic des anomalies
chromosomiques, I’amniocentése au second trimestre de la grossesse est de loin, I’examen le plus
souvent réalisé dans le cadre de la démarche de dépistage de la trisomie 21, les autres examens tels
que la biopsie de trophoblaste, I’amniocentése au premier trimestre ou enfin la ponction de sang feetal

sont, dans ce contexte précis, bien moins souvent réalisés.

2.3.1. L’amniocentése.

L’amniocentése est une procédure qui permet la ponction de liquide amniotique a partir de la
cavité amniotique, elle s'effectue le plus souvent au second trimestre de la grossesse (15-16 semaines),
mais le liquide amniotique peut étre prélevé dés la 13éme semaine jusqu'au terme de la grossesse.
L’amniocentése va permettre de réaliser le caryotype feetal, puisqu’on retrouve des cellules foetales
dans le liquide amniotique. Les cellules présentes dans le liquide amniotique aprés centrifugation sont
mises en culture et peuvent faire 1'objet selon les cas, d'études chromosomiques par FISH (Fluorescent
In Situ Hybridization, hybridation du chromosome 21 sur les noyaux des cellules grace a des sondes
spécifiques) ou moléculaires par PCR (avec des amorces spécifiques de génes présents sur le

chromosome 21). La mort feetale causée par une amniocentése oscille entre 0,3 et 1,5%.
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2.3.2. La choriocentése (ou biopsie de trophoblaste).

La choriocentése est pratiquée dés la 10°™ SA, elle consiste a réaliser une biopsie de
trophoblaste, qui va permettre de réaliser le caryotype feetal (soit directement, soit aprés une mise en
culture des cellules trophoblastiques). En effet, le placenta et le feetus possédent le méme caryotype (a
I’exception des rares cas de trisomies mosaiques). Les techniques utilisées sont les mémes que pour
I’amniocentése (FISH et PCR). La mort foetale entrainée par une choriocentése est de 1,5 a 2%, mais

présente 10% de faux positifs et 1/1000 de faux négatifs.

2.3.3. La ponction de sang feetal.

Il s’agit de réaliser un prélévement de sang feetal par ponction de sang du cordon ombilical,
prés de son insertion au niveau du placenta. Il se pratique aprés la 18¢me semaine de grossesse. Le
risque de fausse-couche est évalué aujourd'’hui dans des mains expertes aux alentours de 1,3%. Il est
utilisé pour étudier un caryotype sur des grossesses déja avancées puisque le résultat est obtenu en 72

heures.

2.4. L’hCG hyperglycosylée: un nouveau marqueur sérique de la trisomie 21 ?

Actuellement de nombreux articles portent sur ’intérét potentiel d’une nouvelle forme de
I’hCG: une hCG anormalement glycosylée, dite hyperglycosylée ou Invasive Trophoblast Antigen
(ITA), circulant dans le sang des femmes portant un enfant trisomique.
En 1997, Elliott décrit I’apparition de formes anormalement glycosylées de I’hCG dans les urines de
patientes atteintes de choriocarcinomes (Elliott et al., 1997). Il montre que les N-glycannes produits en
relation avec le choriocarcinome présentent un taux élevé de fucosylations, et note également la
disparition des structures biantennés classiques au profit de structure triantennés ainsi qu’une
augmentation du taux d’acides sialiques terminaux.
Des anticorps monoclonaux spécifiques ont été produits contre les structures de I’'ITA (Cole et al.,
1998). Des échantillons urinaires de femmes enceintes (second trimestre) ont été mis en présence avec
ces anticorps afin de vérifier la pertinence de leur utilisation dans le cadre d’un diagnostic de trisomie
21 feetale (Cole et al., 1999). Les chiffres annoncés dans ces articles sont de 80% a 90% de détection
pour 5% de faux positifs. Paralléelement, d’autres auteurs ont montré qu’en utilisant les mémes
anticorps, ils obtiennent 45% de détection pour un taux de faux positifs identiques. Ces résultats ont

été vivement critiqués par Cole.
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Au laboratoire, nous avons pu observer que I’ITA n’est pas la forme d’hCG majoritairement sécrétée
in vitro dans le milieu de culture, par le syncytiotrophoblaste de trisomie 21 (résultat non publi¢).
Finalement, de nombreuses études, majoritairement menées par Cole, basées sur un diagnostic de la
trisomie 21 par des anticorps spécifiques de structures produites par des choriocarcinomes ont été
réalisées. Mais aujourd’hui, aucune structure précise relative a la trisomie 21 n’a été décrite.
L’anticorps anti-ITA n’est pas convaincant comme outil de dépistage de la trisomie 21, cependant la
présence d’une hCG hyperglycosylée dans I'urines des femmes enceintes d’un enfant trisomique 21

est une réalité.

3. TRISOMIE 21 ET PLACENTA

Le développement du placenta humain dans la trisomie 21 est trés mal connu. De rares études
anatomo-pathologiques et histologiques soulignent I’existence d’un retard de maturation placentaire et
d’un amincissement du syncytiotrophoblaste (Oberweiss et al., 1983) (Roberts et al., 2000). Peu
d’études moléculaires ou cellulaires ont été menées. Elles sont principalement focalisées sur
I’expression de I’hCG et mettent en évidence des résultats contradictoires concernant sa sécrétion dans
la trisomie 21 du fait notamment, des méthodologies employées (Brizot et al., 1995) (Eldar-Geva et

al., 1995) (Frendo et al., 2000).

3.1. Anomalie de la différenciation morphologique et fonctionnelle du cytotrophoblaste

villeux dans la trisomie 21.

En dehors des rares cas de mosaicisme placentaire, le caryotype placentaire est le méme que le
caryotype fcetal et la cellule trophoblastique est donc aneuploide pour le chromosome 21.
In vitro, les cytotrophoblastes isolés de placenta de trisomie 21 restent agrégés et ne fusionnent que
faiblement ou avec un retard, comparativement aux cytotrophoblastes normaux. Ce défaut de
différenciation morphologique s’accompagne d’un défaut de différenciation fonctionnelle. En effet, il
y a une diminution de la synthése des deux sous-unités de I’hCG ainsi qu’une diminution de la
sécrétion d’hCG au cours de la différenciation des cytotrophoblastes en syncytium (figure 41). Ce
phénomene affecte également d’autres hormones placentaires (hPL, pGH, leptine). In vivo,
I’expression des hormones syncytiales est diminuée dans le placenta de trisomie 21, attestant d’une
altération de la masse syncytiale (Frendo et al., 2000) (Massin et al., 2001), cette diminution de la
production d’hCG est donc en contradiction avec les concentrations circulantes élevées d’hCG

observées dans la circulation des meéres dont le feetus est atteint de trisomie 21.
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Figure 41: Représentation du défaut de différenciation morphologique et fonctionnelle des
trophoblastes trisomiques in vitro.

(d’aprés FRENDO, 2000) Schéma du défaut de différenciation in vitro. Inmunocytologie: en bleu les
noyaux marqué au DAPI, en vert les contours cellulaires marqués avec un anti-desmoplakine & 72h de
culture. On note 1’absence de formation de syncytium (ST) dans la T21. Sécrétion des hormones (hCG et
hPL) dans le milieu de culture a 24, 48 et 72h pour des cellules normales (noir) et des cellules trisomiques
(gris).
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3.2. Trisomie 21 et stress-oxydant.

Des radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques tels que la stimulation
cellulaire par des hormones, des facteurs de croissances, ou 1’action des cytokines. Ces radicaux libres
sont utiles pour 1’organisme a dose modérée puisqu’ils peuvent agir comme seconds messagers dans la
cellule et ainsi activer la prolifération cellulaire ou la différenciation (Schreck and Bauerle, 1991)
(Finkel, 1998).

Le stress oxydant qui résulte d’une production excessive de radicaux libres peut avoir comme
conséquence 1’induction de phénoménes toxiques pour la cellule, obligeant celle-ci & mettre au point
différents systémes antioxydants.

Les radicaux libres primaires proviennent de 1’oxygéne, suite a des réductions a €lectron, il va donner
naissance notamment a ’anion superoxyde (O,”) et au peroxyde d’hydrogéne (Irani et al., 1997)
(Fridovich, 1997). L’anion superoxyde va, sous I’action de deux metalloenzyme, la Cu/Zn-SOD
(SOD1, ou cuivre/zinc superoxyde dismutase 1) et la Mn-SOD (SOD2, ou manganése superoxide
dismutase), étre transformé en peroxyde d’hydrogéne (H,0,) (Fridovich, 1997). La catalase et la
glutathion peroxydase (GPX) sont deux enzymes qui vont étre responsables ensuite de la

transformation de I’H,0, en eau (H,O) et oxygéne (O,) (Forman and Fisher, 1982).

Nous avons vu précédemment (dans le chapitre 1 2.2) que le statut oxydatif joue un réle
important dans la régulation de la fusion et de la différenciation des cytotrophoblastes en
syncytiotrophoblaste (Frendo et al., 2000) (Frendo et al., 2002). Par ailleurs, le géne de la SOD1, étant
sur le chromosome 21, en position q22.1 (Sinet et al., 1976) (Figure 42), nous avons étudié
I’expression de la SOD1 dans les cellules trisomiques. L’activité enzymatique de la SODI se trouve
augmentée de 50% dans différentes cellules mises en culture, provenant d’individu trisomique 21
telles que les fibroblastes, les lymphocytes, les globules rouges. Frendo et a/, en 2001 (Frendo et al.,
2001), ont montré que I’augmentation d’activité de 50% de la SOD1 se retrouvait également dans les
cellules trophoblastiques issues de placentas de trisomies 21 par rapport aux trophoblastes issus de
placentas normaux. Ils ont montré de plus, que 1’augmentation de 1’activité de la SOD1 pouvait &tre
responsable en partie, du défaut de fusion et de la formation du syncytiotrophoblaste dans les
trophoblastes issus de trisomie 21. En effet, la sur-expression de la SOD1 dans des cytotrophoblastes
normaux s’accompagne d’un défaut de différenciation et de formation du syncytiotrophoblaste
(Frendo et al., 2001).

Par ailleurs, nous avons ¢étudié I’expression de la GPX et de la catalase, qui sont deux enzymes
impliqués dans le maintien du statut oxydatif (Pidoux et al., 2004). Nous avons mis en évidence que
dans les trophoblastes en culture, issus de placenta trisomique, 1’expression de la catalase est
augmentée, alors qu’aucunes différences n’est observable dans 1’expresion de la GPX. Il semble que

les cellules trophoblastiques trisomiques ne soient pas capables de rétablir 1’équilibre de la balance du
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Figure 42: Représentation schématique du chromosome 21 avec la localisation des principaux génes.
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statut oxydatif (déséquilibre dii a la surexpression de la SOD1). Un équilibre qui pourrait &tre

nottamment atteint ici avec une augmentation de I’expression de la catalase et de la GPX.

Chez les individus atteints de trisomie 21, on note une augmentation du stress-oxydant dans différents
types cellulaires et notamment dans le cerveau (de Haan et al., 1997) (Jovanovic et al., 1998). D’autre
part, il faut noter que I’augmentation d’expression de la SOD1 observée chez les individus trisomiques
21 et notamment au niveau des trophoblastes, est responsable en partie, du défaut de fusion des
cytotrophoblastes et de la formation du syncytium préalablement observés dans la trisomie 21 (Frendo

et al., 2000) (Evain-Brion et al., 2000).

4. LES DIFFERENTS MODELES D’ETUDE DE LA TRISOMIE 21

4.1. Les modéles murins

La trisomie 21 se manifeste de fagcon plus ou moins séveére selon les individus, mais
s’accompagne toujours des mémes caractéristiques: anomalies du développement cranio-facial et
retard mental. Des études menées récemment chez la souris ont permis d’apporter de nouvelles
informations sur la compréhension de la pathologie.

Chez la souris, les orthologues du chromosome 21 humain sont répartis sur trois chromosomes: le 10,
le 16 et le 17. Le chromosome 16 porte la majorité des génes communs avec le chromosome 21
humain, cependant, il héberge aussi des génes qui, lorsqu’ils se trouvent tripliqués, conduisent a la
mort de I’animal. La région du chromosome 21 humain comprenant la région du centromeére a la
position 21q22.3 (géne ZNF295) et qui posséde 240 génes est orthologue avec la région télomérique
du chromosome 16 de la souris. Une autre région de 1,5 Mb du chromosome 21 humain contenant
approximativement 20 geénes est orthologue avec la région centromérique du chromosome 17 murin.
La région télomérique de 1,5 Mb du chromosome 21 humain, contenant approximativement 70 génes

est orthologue avec un segment interne du chromosome 10 de la souris.

Le premier modéle de souris trisomique a été utilisé dans les années 1970. C’est un modele
possédant une triple copie du chromosome 16 murin contenant 80% des génes retrouvés sur le
chromosome 21 humain. Ce modéle est appelé Ts16. Malheureusement ces souris n’étaient pas viables
a la naissance, excluant toute étude touchant au développement, aux fonctions du systéme nerveux et
aux processus de vieillissement. De plus, ces souris possédent d’autres génes qui ne se trouvent pas
sur le chromosome 21 humain rendant le modéle des souris Ts16 que trés peu satisfaisant pour 1’étude

de la trisomie 21.

-113 -

INTRODUCTION: Trisomie 21 et aneuploidies



Chromosome 21 hnmasin

Als1RhE Mal/Ts65
TaiiSlin Tt i
TslCje I

DSCR

&

Figure 43: Représentation des différentes constructions chromosomigues avant servies a la
construction de souris transgénigues trisomiques.
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de Down, les régions orthologues sont représentées par la méme couleur.
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Il y a quelques années, la premicre souris permettant réellement une étude de la trisomie 21 a
été développée par le laboratoire du Dr. M. Davisson (Davisson et al., 1990) (Davisson et al., 1993),
cette souris est appelée: Ts65Dn (Figure 43). Les souris Ts65Dn possédent les copies triplées de la
majeure partie du chromosome 16 murin (allant du groupe multigénique Gabpa/App a la partie
télomérique du chromosome) orthologue du chromosome 21 humain, les souris possédent donc la
région critique du syndrome de Down (DSCR). La région DSCR comporte plusieurs geénes, qui
lorsqu’ils sont en triple copies sont responsables en grande partie du phénotype observé dans la
trisomie 21.

Un autre modéle de souris trisomique a été développé, les souris Ts1Cje. Ces souris sont trisomiques
sur la région allant de la partie distale du chromosome 16 correspondant au géne SOD/ (sans ’inclure)
jusqu’a la région télomérique (Sago et al., 1998) (Figure 43).

Ces deux modéles présentent des phénotypes semblables (Richtsmeier et al., 2000) (Richtsmeier et al.,
2002) et maints aspects de la trisomie 21 humaine. Les animaux présentent des modifications affectant
les os du crane, de la face et de la machoire. De méme, il est a noter une diminution de la densité des
granules contenus dans les neurones du cervelet. Ce caractére, d’abord mis en évidence chez les souris
trisomiques (particuliérement chez les Ts65Dn) (Reeves, 2001), a ensuite été retrouvé chez I’homme
trisomique 21.

Selon les geénes que 1’on souhaite étudier, on choisira I'un ou ’autre de ces deux modeles, qui se
révelent étre performants pour I’étude de la trisomie 21, et de son phénotype associé.

Deux autres modéles de souris trisomiques ont été récemment mis en place afin d’étudier
I’implication majeure de la DSCR dans la trisomie 21 il s’agit des souris Ts1Rhr (qui possédent le
domaine DSCR en triple copie) et les souris Ms1Rhr/Ts65Dn (qui possédent la méme construction
chromosomique que les Ts65Dn avec la partie DSCR délétée). L étude de ces deux modéles n’a pas
conduit a la conclusion que la DSCR est responsable du phénotype observé dans la trisomie 21

(Figure 43).

D’autres modeles de souris trisomiques sont a I’é¢tude, notamment les souris Ms1/Ts65Dn qui
ne possédent qu’une petite région du chromosome 16 en triple. Ce modéle permet d’étudier
I’implication de I’expression d’une petite quantité de géne en trois copies. Les scientifiques cherchent
actuellement a construire un nouveau modele murin d’étude de la trisomie 21 humaine, en tripliquant
I’ensemble des génes orthologues du 21 humain présent sur les chromosomes 10, 16 et 17 de la souris.
Les modéles animaux murins ont permis et permettent encore de mieux comprendre les liens qui

existent entre les régions chromosomiques modifiées et les symptomes observés dans la trisomie 21.

Toutefois, 1’élaboration de nouveaux modéles d’étude utilisant la culture cellulaire, semble

particuliérement intéressante, car ils permettent d’élargir les connaissances mais surtout de mieux
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comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en cause dans la trisomie 21 chez

I’homme.

4.2. Le modéle de culture cellulaire humaine

Tres peu de modeles cellulaires de la trisomie 21 sont utilisés et bien développés a ce jour. Mis
a part des cultures de cellules trisomiques réalisées a partir de biopsie, seul le modéele proposé par
Frendo et a/ (Frendo et al., 2000) et portant sur la mise en culture des cytotrophoblastes issus de
placenta de trisomie 21 est bien étayé. Ces cytotrophoblastes, issus de placenta de trisomie 21, sont

trisomiques puisque le placenta posséde le méme caryotype que le feetus.

5. LES AUTRES ANEUPLOIDIES

Il existe d’autres formes de trisomies, qui sont le résultat d’une translocation d’une partie d’un
chromosome fixée sur un autre chromosome. Ces trisomies peuvent toucher tous les chromosomes et
sont difficilement répertoriables. En revanche deux autres trisomies libres et homogénes existent et

sont en partie connues, il s’agit de la trisomie 13 et de la trisomie 18.

5.1. La trisomie 13.

La trisomie 13 est une anomalie chromosomique qui fait référence a la présence d'un
chromosome supplémentaire sur la paire 13; c'est le syndrome de Patau décrit initialement en 1960.
Certaines des malformations cardiaques ou du systéme nerveux central sont létales, expliquant le taux
de mortalité périnatale élevé et les 97% de déces avant I'dge de 6 mois. Les enfants ont un poids de
naissance normal et sont souvent hypotoniques. Ils présentent diverses anomalies ophtalmiques, des
troubles neurologiques et diverses malformations. La prévalence moyenne enregistrée en Europe pour

la trisomie 13 est 1,5 sur 10.000 naissances.

5.2. La trisomie 18.

La trisomie 18 est une anomalie chromosomique qui fait référence a la présence d'un
chromosome supplémentaire sur la paire 18 ; c'est le syndrome d'Edwards décrit initialement en 1960.

La prévalence moyenne enregistrée en Europe pour la trisomie 18 est 3,7 sur 10.000 naissances. Les
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enfants ont un poids de naissance bas et sont hypertoniques. Ils présentent eux aussi des troubles

neurologiques, ainsi que de multiples malformations.

Ces deux trisomies étant relativement rares, nous ne possédons aucune donnée fiable et établie
sur le comportement des cytotrophoblastes en culture dans le cas de ces anomalies. Il n’existe pas non

plus, a ce jour, de modéle d’étude de ces deux autres trisomies.
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V. Objectifs du travail

e diagnostic prénatal de la trisomie 21 repose sur 1’établissement du caryotype foetal

obtenu le plus souvent aprés amniocentése. L’amniocentése est proposée aux

femmes enceintes selon trois critéres: 1’dge maternel, la mise en évidence
d’anomalies feetales par 1’échographie et/ou des taux des marqueurs sériques maternels anormaux. Les
marqueurs actuellement utilisés manquent a la fois de spécificité (faux positifs, associés a un
caryotype normal) et de sensibilité (faux négatifs, trisomie 21 non détectées). Ils reposent sur le
dosage, dans le sérum maternel, de la diminution de I’a-feetoprotéine et de 1’cestriol et de
I’augmentation de 1’hormone chorionique gonadotrophine (hCG) et de sa fraction f§ libre. Il est
maintenant bien établi que lorsque le feetus se révele affecté par une trisomie 21, I’hCG ou sa sous-
unité 3 libre sont augmentées dans le sérum maternel. Cependant, en dépit de son utilisation clinique,
la physiopathologie de cette augmentation demeure en grande partie inconnue, tout comme la
modification du profil hormonal sérique maternel des autres marqueurs utilisés.
In vivo, I’expression des hormones syncytiales (hPL ou hormone lactogene placentaire, pGH ou
hormone de croissance placentaire et leptine) est diminuée dans le placenta de trisomie 21, attestant
d’une altération de la masse syncytiale.
In vitro, les cellules trophoblastiques trisomiques s’agrégent normalement mais fusionnent peu ou
avec du retard. Ce défaut de différenciation morphologique s’accompagne d’un défaut de
différenciation fonctionnelle, qui se caractérise par une diminution de la synthése et de la sécrétion des
hormones de la grossesse et notamment de I’hCG.
En résumé, lors de grossesses associées a une trisomie 21, le placenta présente des anomalies
morphologiques et fonctionnelles, se traduisant par une diminution de la masse syncytiale et par une
diminution de la production des hormones associées a la grossesse. Par conséquent, chez les femmes
enceintes, porteuses d’un feetus trisomique, il y a une discordance entre les taux d’hCG trouvés

anormalement élevés dans le sérum maternel et le faible taux de synthése placentaire de I’hCG.

Afin de trouver une explication a ce paradoxe, nous nous sommes naturellement orientés dans
un premier temps, vers une é¢tude comparative de la sécrétion d’hCG par des trophoblastes mis en
culture et provenant de placenta de foetus normaux ou de feetus trisomiques. Nous avons donc procédé
a une étude quantitative et qualitative de I’hCG, sécrétée par les cellules normales et par les cellules
trophoblastiques trisomiques. Ces études ont été réalisées afin de comprendre si la différence
paradoxale de sécrétion observée entre /’in vivo et 1’in vitro serait due a la présence d’une hCG de

nature différente dans le cas de la trisomie.
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En paralléle, nous avons étudié ’expression du récepteur a I’hCG. Car étudier I’hormone sans son
récepteur n’apporte que des résultats incomplets. Pour cela nos objectifs ont été d’une part, de
caractériser le R-LH/CG dans le placenta humain et plus précisément au niveau des cytotrophoblastes
et du syncytiotrophoblaste et d’autre part, d’établir son implication dans la différenciation du
trophoblaste humain.

Enfin nous avons procédé a une étude qualitative et quantitative du R-LH/CG dans les cellules
trophoblastiques trisomiques comparativement aux cellules normales, afin d’expliquer si le paradoxe
des taux de sécrétion de I’hCG sérique et trophoblastique dans le cas de la trisomie 21, reléverait d’un

probléme d’expression ou de fonctionnement du récepteur (R-LH/CG).

Nous avons regroupé et analysé ’ensemble des informations obtenues sur I’hCG et son
récepteur, dans les cellules trophoblastiques trisomiques et les cellules issues de placenta normal. Ces
données nous ont permis de mieux comprendre le défaut de différenciation observé dans les cellules
trophoblastiques trisomiques et de proposer un modele permettant d’expliquer les taux élevés d’hCG
dans le sang maternel en cas de grossesse associée a une trisomie 21 malgré sa production diminuée au

niveau des cellules trophoblastiques trisomiques.
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I. BIOLOGIE CELLULAIRE

1.1. Extraits totaux de placenta humain.

Des biopsies placentaires sont prélevées du co6té maternel. Les extraits sont lavés dans de
I’HBSS afin d’éliminer toute trace de sang, et ensuite refroidis et congelés dans les vapeurs d’azote

liquide avant d’étre placés a -80°C, pour des études ultérieures (extraction d’ARN et de protéines).

1.2. Inconvénient des études sur des extraits totaux de placenta.

Des extraits totaux de placenta sont souvent utilisés en clinique ou en recherche fondamentale
pour étudier notamment les échanges foetaux maternels ou les fonctions hormonales du placenta.
Cependant, le placenta est un organe trés hétérogéne dans sa structure et dans sa composition
cellulaire. Selon 1’endroit ou les échantillons seront prélevés, les résultats obtenus vont refléter cette
variabilité. Nous avons étudié 1’expression ainsi que la distribution des ARN messagers des hormones
(hCG, hPL et PGH) produites par le syncytiotrophoblaste, de la cytokératine 7 (exprimée par le
trophoblaste), ainsi que du PPARy et RXRa, qui sont des récepteurs nucléaires. Cette étude a été
réalisée sur plusieurs placentas (étude inter-placentaire), mais aussi au sein d’un méme placenta (étude
intra-placentaire). Pour chacune de ces études, plusieurs villosités totales ont donc été prélevées. Les
ARN totaux extraits, sont quantifiés par RT-PCR (Transcription Inverse suivie d’une Réaction en
Chaine par Polymérase) quantitative en temps réel.

Nous avons pu observer une trés grande variabilité dans ’expression des différents transcrits,
a la fois sur I’étude intra-placentaire mais aussi sur I’étude inter-placentaire. Ces différences peuvent
étre expliquées en partie par le fait que dans le placenta total il existe une trés grande hétérogénéité
cellulaire. En effet, les extraits placentaires contiennent des fibroblastes, des cellules musculaires
lisses, des cellules endothéliales, provenant du mésenchyme de la villosité, des cytotrophoblastes, des
syncytiotrophoblastes, mais aussi des cellules sanguines maternelles. Ces observations nous montrent
qu’il faut étre prudent lorsque des études sur des extraits de placenta total sont réalisées. Cependant
des études sur des extraits totaux sont exploitables a condition de réaliser un grand nombre
d’échantillons au sein d’un méme placenta, mais il est souhaitable de réaliser ces études a partir de
prélévements obtenus sur plusieurs placentas. Pour éviter toutes ces contraintes, il est également
possible de travailler sur un modéle de culture primaire des cytotrophoblastes basé sur la purification

de ces cellules a partir du placenta humain (Kliman et al., 1986).
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Human placenta extracts are widely used in clinical and fundamental research, particularly to study the hormonal and exchange
functions of the placenta. However, very little is known about the distribution of the main hormone mRNAs in the placenta as a
whole. Total placenta extracts are heterogeneous in their cellular components, as they contain material of both fetal and maternal
origin, and in their structure. Results vary greatly depending upon the location of the biopsy and the number of biopsies
performed. We used real-time quantitative RT-PCR to determine whether transcripts corresponding to the main hormones
secreted by the human placenta (e.g. hCG, HPL and PGH) are equally distributed within and between term placentae. We also
measured cytokeratin 7 transcripts, which are specifically expressed in the trophoblast, and transcripts corresponding to nuclear
receptors PPARY and RXRa. A comparison of the results obtained with 12 different samples from each of four normal term
placentae revealed that the amounts of transcripts differ considerably within and between each placenta. This emphasizes the need

to study large numbers of samples when looking for significant differences in gene expression.

Placenta (2003), 00, 1-5

© 2003 Published by Elsevier Ltd.

INTRODUCTION

During recent years, powerful molecular biology tools have
opened new possibilities for studying the placenta. Variations
in the expression of a large number of genes can now be
studied by macro- or microarray analysis and by real-time
quantitative RT-PCR [1]. Real-time quantitative RT—PCR is
now widely used as it can rapidly compare the relative amounts
of transcripts present in different samples.

The placenta at term is a complex organ that includes
numerous cellular components of both fetal and maternal
origin. Total placental extracts contain fibroblasts, smooth
muscle cells, endothelial cells from the mesenchymal core of
the villi, the villous trophoblast with the cytotrophoblastic and
syncytiotrophoblastic layers, but also maternal blood cells
and components of the maternal decidua [2]. The cellular
composition of total placenta extracts reflect the localization of
the biopsy.

“ To whom correspondence should be addressed. Tel.: +33-1-44-07-
39-91; Fax: +33-1-44-07-39-92; E-mail: jlfrendo@pharmacie.univ-
paris5.fr

0143-4004/03/$-see front matter

The placenta is also very heterogenous morphologically.
The trophoblast is a continuously renewing epithelium. Key
molecular and morphological changes occur in the trophoblast
during spatiotemporally coordinated phases of proliferation,
fusion, functional differentiation, terminal differentiation and
extrusion [3,4]. For example, the cyto- and syncytiotroblastic
layers are renewed constantly [5] and levels of angiogenesis,
vascularization and capillarization vary [6]. This suggests that
the relative and absolute volumes and surface areas of tropho-
blast domains change during gestation. Stereological methods
were recently used to estimate directly the absolute sizes of
trophoblast compartments (volume, surface, number of nuclei)
and these data have been used to assess epithelial steady states
in normal and complicated pregnancies [4,7-9].

Many studies on human placenta hormone and exchange
functions involve a small number of samples and details are
rarely given about the exact site of sampling and whether the
factors studied are equally distributed throughout the placenta.
The present study was performed to investigate whether
transcripts corresponding to the main hormones produced in
the syncytiotrophoblast are equally distributed across the
human placenta in each of several placentaec. We used real-time

© 2003 Published by Elsevier Ltd.
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quantitative RT-PCR to measure the levels of several mRNAs
from genes involved in, and/or specific to, syncytiotrophoblast
formation in placenta samples. These genes included hCG,
hPL., PGH [10-14], cytokeratin 7 (CY'T7), which is specifi-
cally expressed in the trophoblast [15,16] and the nuclear
receptors PPARy, which is mainly trophoblastic [17,18] and
RXRa, which is widely expressed [17,19]. The aim of this
study was to provide information about the variability of
trophoblast gene expression within the same normal placenta
by illustrating the results obtained with a large number of
samples (10 placentae in total, with 12 biopsies were taken
from each of four).

MATERIALS AND METHODS

Placental tissue collection

Term placentac were obtained immediately after iterative
Caesarean from healthy mothers with uncomplicated preg-
nancies. The terms of the pregnancies were 35 weeks of
amenorrhea (wa): n=1; 38 wa: n=1 and 39 wa: n=8).

One sample was first taken from each of ten placentae.
Biopsy samples (small cubes of 75 mm?®) from each placenta
were collected in the placenta (the maternal side facing
upwards), half distance from the edge and the insertion of the
cord blood, at a depth of 1.5 cm to avoid a sampling
contamination by decidua. These 10 samples were used to test
inter-individual variation.

Seven samples were then taken from each of four of the
placentae (matched for gestational age, sex and weight) at 2.5
cm intervals throughout the whole diameter of the placenta at
a depth of 1 cm from the maternal side; and five samples were
also collected at different depths from the maternal side to the
fetal side. Therefore, we collected 12 samples from each of the
four placentae.

Placenta samples were immediately frozen in liquid
nitrogen and stored at —80°C. The study was approved by
our local ethics committee.

RNA isolation and analysis

Total RNA was extracted from frozen placental samples by
means of the single-step guanidium—phenol—chloroform
method described by Chomczynski and Sacchi [20]. Total
RNA concentration was determined by measuring absorbance
at 260 nm and its integrity was monitored by 1 per cent agarose
gel electrophoresis.

Quantification of transcripts by real-time
RT-PCR

The relative mRNA levels of the different genes of
interest were measured by quantitative RT-PCR, essentially
as described in [21], using the ABI Prism 7700 Sequence
Detection System (Perkin-Elmer Applied Biosystems) and the

Placenta (2003), Vol. 00

SYBR Green PCR Core Reagents kit (Perkin-Elmer Applied
Biosystems). The nucleotide sequences of the primers have
been previously published [22,23]: hCGa (+) 5'-TCCCACT
CCACTAAGGTCCAA-3" and hCGa (—) 5'-CCCCATTA
CTGTGACCCTGTT-3"; hPL (+) 5'-GCATGACTCCCA
GACCTCCTT-3" and hPL (—) 5'-TGCGGAGCAGCTCT
AGATTGG-3"; PGH (+) 5'-AGAACCCCCAGACCTCC
CT-3" and PGH (—) 5'-TGCGGAGCAGCTCTAGGTT
AG-3" CYT7 (+) 5'-GGACATCGAGATCGCCACCT-3’
and CYT7 (—) 5'-ACCGCCACTGCTACTGCCA-3';
PPARY (+) 5'-AGTGGGGATGTCTCATAATGCC-3' and
PPARg (—) 5'-AGGTCAGCGGACTCTGGATTC-3';
RXRa (+) 5-CCTTTCTCGGTCATCAGCTC-3" and
RXRa (—) 5'-CTCGCAGCTGTACACTCCAT-3"; PPIA
(+) 5'-GTCAACCCCACCGTGTTCTT-3" and PPIA (—)
5'-CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT-3".

To avoid amplifying contaminating genomic DNA, one of
the two primers covered the junction between two exons, if
possible. In general, amplicons were between 90 and 170
nucleotides long. Gel electrophoresis was used to verify the
specificity of PCR amplicons. For each primer pair, we per-
formed no-template control and no reverse transcriptase con-
trol (RT negative) assays, which produced negligible signals
(usually >40 in Ct value), suggesting that primer-dimer forma-
tion and genomic DNA contamination effects were negligible.

Each sample was analysed in duplicate. Comparison of Ct
values for duplicate samples revealed minimal variation as
assessed from the standard deviation, and the coefficient of
variance was less than 1 per cent. A calibration curve was run
in parallel for each analysis. The level of transcripts of the
PPIA gene encoding human peptidylprolyl isomerase A (also
known as cyclophilin A), which encodes a constitutive house-
keeping protein, was quantified in each sample to control
for sample-to-sample differences in RNA concentration and
quality. The PCR data are thus reported as the number of
transcripts per cyclophilin A molecule.

Statistical tests

Statistical analysis was performed using the StatView F-4.5
software package (Abacus Concepts, Inc. Berkeley, CA, USA).
ANOVA was used to identify significant differences (P<0.05).
Values are shown as mean &= SEM. To test if there is a significant
difference between medians and mean=+SEM corresponding
to the 12 biopsies for the four placentae, we used the non
parametric Kruskal-Wallis (Anova) test for multiple com-
parisons and the Mann—Whitney U test for two groups
comparisons. P values below 0.05 were considered significant.

RESULTS
Comparison of mRNA levels in 10 term
placentae

We measured concomitantly, by real-time quantitative RT—
PCR, transcript levels of hCGa, hPL, PGH, cytokeratin 7,
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Figure 1. Comparison of mRNA expression in 10 term placentae. Levels of hCGa, hPL, PGH, cytokeratin 7, PPARY and RXRa. transcripts were measured by
real-time quantitative RT-PCR from one biopsy (@) from each of ten different placentae at term (CS). Graphs show the levels of these six transcripts normalized
with respect to PPIA (arbitrary units). The table presents the median, range, coefficient of variance and mean £ sEM of the 10 biopsies.

PPARy and RXRa (Figure 1). The levels of each of the
transcripts, normalized to PPIA varied greatly from one
placenta to another. This shows a large inter-individual
variation as illustrated by the variance coefficient and the range
presented in the table at the bottom of the Figure 1.

Comparison of mRNA levels within and
between four term placentae

We then took 12 biopsies from each of four placentae (A, B, C
and D) to assess the within placenta variability.

All the biopsies from the same placenta contained different
amounts of the six mRNAs tested (Figure 2). However, despite
this high level of within placenta variability, the medians and
mean £ SEM of the 12 biopsies for each placenta were very
similar. There was no significant difference between the
amounts of any of the mRNAs in any of the placentae except
for hCGoa (hCGa: P<0.0226; hPL: P<0.78; PGH: P<0.79;
CYT7: P<0.12; RXRa: P<0.96 and PPARy: P<0.53;
Kruskal-Wallis test; P<(0.05 was considered significant).

DISCUSSION

This study only included term placentae obtained after
Caesarean sections after normal pregnancies. All of the

placentac used were of similar weights. Samples were
immediately frozen to avoid any variation related to the quality
of sampling. We focused on three genes encoding pregnancy-
specific hormones that are mainly expressed in the syncytio-
trophoblast, which covers the chorionic villi: hCG, hPL and
PGH. We also measured levels of Cyt 7 and PPARY tran-
scripts, which are uniquely and mainly present in the tropho-
blast respectively, and thus reflect the presence of trophoblast
tissue in the samples. We observed a great variability in the
levels of all six transcripts in homogenized placenta samples.
The levels of these transcripts in 10 total tissue extracts from
normal term human placentae differed significantly (Figure 1).
This variability may be partly due to individual variability
(genetic component) and partly due to the heterogeneous
composition of the placenta. Total placenta extracts are
heterogeneous in their cellular components, as they contain
both fetal and maternal material, and in their structure [2].
Moreover, the cytotrophoblast and syncytiotrophoblast only
make up a small percentage of the cell population of the
placenta [24] and trophoblast compartments are not homo-
geneous in size or composition due to their continuous renewal
[2-4]. Therefore, findings may vary greatly depending upon
the location of the biopsy. This is particularly true in patho-
logical situations where infarction and/or tissue necrosis are
frequent.



4 Placenta (2003), Vol. 00
140 700 60 12 T 10
© © 10 © ©
9
1207 © 6001 o | e©®© | o
o 507 o 10 9 Q0
o o O 870 0O
i i @) (@) @) i
100 0 500 o s o 8 i
7
= ~ ° < O 7] A °
S s © = 400 o0 3 800 = 00 g 080 s ¢
z ° = o 8 S .1 0% 0o =18 £ 678 08 2 e
< z of Z%| eg| <ol Boo| z .leeg.| < s18°8
— e = B S —
607 o o 300*O = 95 £ o) = 3o % & ©
A a > 0 = g O O - 4
3 e = © = o0 3 ° Z 410 3 4
&) 808 3 88@ 5 ZOAOog §>4* :f < O &~ 00O
2 401 © 8 & 2007 Ag 4 @@O 9 E‘.@ & ;10 £ 37 @8
£ go¢Q g O E £ © £ £ 6
TIE g © O 0808 . 218 %56
018934 00 o © 107 go 2189 8
é ©o 8 o 1 o 1 e
0L P . 0@ 0
ABCD ABCD ABCD A BCD ABCD ABCD
hCGa / PPIA (x 0.01) hPL / PPIA (x 0.01) PGH / PPIA (x 0.01)
A B C D A c D A B C D
Median 24 47 21 27 292 250 215 220 27 23 21 28
Range 1550 20-119 1147 1-73 123-480  100-591 69-563 10-511 11-56 751 952 1-52
%VC 43 61 48 69 37 51 52 61 47 53 50 62
Mean=SEM 294438  56£9.9  21.8+3 29.4+59 | 270430 294+43 259439 229+40 302443 27442 24335 27+4.7
Cytokeratin 7 / PPIA (x 10) PPARy / PPIA (x 10) RXRa / PPIA (x 10)
A B C D A B c D A B C D
Median 3.4 35 43 39 59 53 6 54 43 4.1 43 4
Range 18-85 262 26112 169 3186 4.1-10.6 45-102 1-9 188 1394 2286 1-79
%VC 49 35 46 45 28 24 28 36 44 49 4 46
Mean=SEM 3.6£0.55 3.740.38 52+0.7 4.140.55 | 59:0.51 6+0.55 6.5+0.54 544057 | 4.1£0.58 4.3+0.62 4.6+0.56 4.1+0.55

Figure 2. Comparison of mRNA levels within and between four term placentae. Levels of hCGa, hPL, PGH, cytokeratin 7, PPARy and RXRo. transcripts were
measured by real-time quantitative RT-PCR. Twelve biopsies were collected from each of four placentae (A, B, C and D): seven biopsies were collected from sites
across the whole diameter of the maternal side of the placenta (O) and five biopsies were collected in the placental depth (Z). Graphs show the levels of these
six transcripts normalized with respect to PPIA (arbitrary units). Table presents the median, the range, the coefficient of variance (%) and the mean % sEm levels

of hCGa, hPL, PGH, cytokeratin 7, PPARy and RXRa mRNA per placenta.

To verify this hypothesis, we collected 12 samples from
each of four placentae and analysed intra-placental variability.
We found a high level of within placenta variability, indicating
that the distribution of all the species measured was hetero-
geneous throughout the placenta.

This intra-placenta variability, associated with the site of
sampling, may partly explain the observed inter-placenta
variability.

However, despite this great variability within the same
placenta, the median and mean =+ SEM levels of the six mRNAs
were very similar in all placentae. With a larger number of
sampling sites, no significant differences in levels were found
between the four placentae, except for hCGa (P<0.0226). The
levels of hCGo were particularly high in placenta B (median
and mean =+ sEM >2-fold higher than in the other three placen-
tae), which may explain this result. However, this discrepancy
cannot be due to differences in storage or homogenizing of

placental tissue because the levels of the five other mRNAs
tested were similar in all four placentae.

We quantified PPIA gene transcripts, coding for human
peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A), as an endogenous
RNA control, and normalized each sample with respect to
PPIA content. To avoid variations due to the PPIA gene, we
also normalized mRNA levels to those of two other consti-
tutive housekeeping genes: ribosomal protein large PO (RPL
P0) and TATA box-binding protein (TBP). Similar results
were obtained whatever the reference gene used (data not
shown). Moreover, the ratio between the different reference
genes (PPIA, PO and TBP) used to normalize the target gene
expression was similar for all samples (data not shown).

Raijmakers et al. recently studied the distribution of
components of the glutathione detoxification system in the
human placenta [25]. They concluded that when a large
number of biopsies were used (2=12), the distribution of all
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variables measured was homogeneous throughout the placenta.
However, they also pointed out that all the variables examined
showed a large intra-individual variation.

These findings show that investigators must be very
cautious when performing experiments on total placenta
homogenates. Our results show that even in normal preg-
nancies, the levels of transcripts in a biopsy vary greatly from
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1.3. Culture primaire trophoblastique (cytotrophoblastes villeux).

L’isolement des cytotrophoblastes villeux a été mis au point a partir de placenta a terme
(Kliman et al., 1986) et du deuxi¢me trimestre (Alsat et al., 1991). Aprés une dissection du placenta,
les villosités choriales récupérées sont traitées par une solution de Trypsine (0,5%) afin d’extraire
I’ensemble des cellules qui les composent. Les cellules obtenues sont ensuite purifiées sur gradient de
Percoll (permettant de trier les cellules en fonction de leur densité), puis les cytotrophoblastes villeux
sont ensemencés dans des boites de culture (2,7 x 10° cellules par boite de 60mm). Les
cytotrophoblastes sont cultivés dans un milieu de culture, du DMEM contenant 4,5g de glucose, en
présence de Glutamine et de 10% de sérum de veau feetal (SVF). Les cytotrophoblastes villeux sont
des cellules adhérentes. Cultivées sur plastique, les cytotrophoblastes villeux s’agrégent dans les
vingt-quatre premicres heures de culture puis fusionnent : le syncytium ainsi formé est fonctionnel au
niveau endocrine (sécrétion d’hCG) et structural (polarisation) (Kliman et al., 1986). Des différences
quantitatives de comportement endocrine selon les termes des placentas sont observées par exemple :
les cultures cellulaires de placenta de 2°™ trimestre produisent plus d’hCG que réalisées a partir d’un

placenta a terme (Frendo et al., 2000).

1.4. Lignées tumorales.

Les choriocarcinomes sont des tumeurs malignes d’origine trophoblastique (Benirschke and
Kaufmann, 2000). Elles sécreétent généralement des taux élevés d’hCG. Ces tumeurs sont constituées
de cytotrophoblastes actifs au niveau mitotique, avec des degrés de différenciation modérés (Ringler
and Strauss, 1990).

Des lignées cellulaires de choriocarcinomes ont été établies. Ces cellules ont gardé des
caractéristiques trophoblastiques, mais elles ont en plus acquis un caractére prolifératif, et sont
couramment utilisées comme modéle d’étude des trophoblastes, au niveau endocrine mais aussi pour
leurs caractéristiques de cellules tumorales (Ringler and Strauss, 1990).

Trois lignées de choriocarcinomes sont couramment utilisées : les BeWo, les JEG-3, et les
JAR. Ces cellules sécrétent certaines des hormones trophoblastiques, dont I’hCG et la progestérone.
Elles présentent des différences au niveau de leur croissance et des taux de base de sécrétions
hormonales (Ringler and Strauss, 1990). Les BeWo et les JEG-3 sont des cellules mononuclées en
culture (Ringler and Strauss, 1990). Stimulées par I’AMPc, les BeWo fusionnent et forment un
syncytium (Wice et al.,, 1990). Les JAR ont été obtenues par mise en culture directe de cellules

obtenues a partir d’une biopsie de choriocarcinome (Ringler and Strauss, 1990).
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Les MA-10 sont des cellules de Leydig tumorales murines qui possédent le récepteur LH/CG
humain (Ascoli, 1981); elles ont la particularit¢ de synthétiser des stéroides (progestérone et
testostérone) en réponse a des doses stimulantes d’hCG ou de LH. A I’origine, ces cellules
exprimaient un récepteur LH/CG endogene, mais au cours des divisions cellulaires successives les
MA-10 perdent ’expression de ce dernier, il est donc indispensable de transfecter ces cellules, afin
qu’elles expriment le récepteur recombinant LH/CG humain (Hirakawa et al., 2002).

Les MA-10 sont des cellules qui se cultivent sur gélatine, avec du milieu de culture RPMI 1640, en

présence de Glutamine et de 10% de SVF.
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I1. BIOLOGIE MOLECULAIRE

2.1. Extraction d’ARN totaux.

Les ARN totaux sont extraits par une technique utilisant le Trizol (Gibco-BRL) dérivée de la
méthode de Chomczynski (Chomczynski and Sacchi, 1987), qui repose sur la solubilité différentielle
de ’ADN et de ’ARN. La solution de Trizol, contenant du thiocyanate de guanidium et du phénol
permet, d’une part, la formation d’un complexe entre I’ARN, le guanidium et les molécules d’eau, et
supprime d’autre part, les interactions hydrophiles avec I’ADN et les protéines. Les cellules (culot sec
stocké a -80°C) sont reprises dans du Trizol (1 ml/10° cellules), aprés incubation quelques minutes a
température ambiante, on ajoute 0,2 ml de choroforme. Le mélange est vigoureusement agité pendant
15 secondes puis placé dans la glace pendant 5 minutes. Le mélange est ensuite centrifugé 15 minutes
a 12000g, et a 4°C. Apres centrifugation, les ARN totaux sont contenus dans la phase aqueuse
supérieure, I’ADN et les protéines se retrouvant dans la phase organique inférieure. Aprés prélévement
de la phase aqueuse, un volume égal d’isopropanol froid lui est ajouté afin de précipiter les ARN.
L’échantillon est placé 5 minutes dans la glace avant d’étre centrifugé 15 minutes a 12000g, a 4°C. Le
culot, aprés élimination du surnageant, est lavé avec de I’éthanol 75%, agité puis centrifugé 10
minutes a 7500g a 4°C. Aprés évaporation de 1’éthanol 75%, les ARN sont solubilisés dans de I’eau

ultra-pure et préte a I’emploi.

2.2. Transcription inverse et réaction de polymérisation en chaine (RT-PCR).

Pour obtenir I’ADNc nécessaire pour réaliser la polymérisation en chaine, il est nécessaire de
réaliser tout d’abord la transcription inverse a partir de 5 ug d’ARN totaux dans un volume final de 20
ul. Apres dénaturation des ARN a 70°C pendant 10 minutes dans un volume de 10 ul contenant des
“random primers” (solution-meére a 500 ug/ml) et de I’eau “RNase free”, on compléte le volume a 20
ul avec une solution de mélange réactionel contenant : 2 ul d’un mélange de dNTP (10mM), 1 ul de
RNasin, 2 ul de DTT (0,1 M), 0,5 ul (50 pM) d’oligo (dT), 4 ul de tampon 5X (250 mM Tris-HCI,
375 mM KCl, 15 mM MgCl,) et I’enzyme: la transcriptase inverse utilisée a 1 ul (200 U) (Superscript
[1/Gibco-BRL).

Le mélange réactionnel est tout d’abord incubé 10 minutes a 25°C, puis a 42°C pendant 50 minutes, et

enfin a 95°C pendant 5 minutes pour inactiver I’enzyme.

La réaction de polymérisation en chaine est alors réalisée dans un volume final de 50 ul a

partir de 5 ul d’ADNc (500 ng dans les 5 ul) auxquels sont ajoutés 45 ul d’une solution de PCR
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contenant du tampon 10X [KCl1 (500 mM), Tris HCI pH 8,4 (200 mM), MgCl, (50 mM)]; 0,1 U de

Taq DNA Polymérase (5 U/ul); I’oligonucléotide sens (25 pmoles); 1’oligonucléotide anti-sens (25
pmoles); les ANTP (0,25 mM); du MgCl, (50 mM) et de I’eau stérile. Le déroulement de la PCR se fait

en plusieurs étapes : elle débute par une dénaturation initiale a 94°C pendant 4 minutes. Cette premiére

étape est suivie de 40 cycles composés chacun de 3 séquences successives a 94°C 1min, a x°C 1min

(ou x differe en fonction des couples d’oligonucléotides choisis), et enfin & 72°C pendant 1min. Tous

ces cycles d’amplifications sont suivis d’une élongation terminale de 10 min a 72°C.

Les oligonucléotides choisis pour les différentes études réalisées au cours de ce travail sont les

suivants (de 5’ a3’) :

Genes

Primers 5°-3°

LH/CG-R START

ATG AAG CAG CGG TTC TCG GCG CTG

LH/CG-R STOP

ACA CTC TGT GTA GCG AGT CTT GTC

LH/CG-R UNTRANSLATED Sens

CAG ACA CTG GCA AGC CGC AGA AGC

LH/CG-R UNTRANSLATED Anti-sens

GTG GCA GTG GTC ATA GACTAC AC

LH/CG-R LIN1 Sens

GCA TCT GTA ACA CAG GCATC

LH/CG-R LIN1 Anti-sens

CAT CTG GTT CAG GAG CAC AT

LH/CG-R LH Sens

CAA GCT TTC AGA GGA CTT AAT GAG

LH/CG-R LH Anti-sens

AAA GCA CAG CAGTGG CTG GGG TA

LH/CG-R Xantho Sens

CAG ACT TTT GCA TGG GGC TC

LH/CG-R Xantho Anti-sens

ATC GGT GAA GAT GAG GAT TGC

LH/CG-R Exon 1-5 Sens

TCG ACT ATC ACT TGC CTA CC

LH/CG-R Exon 1-5 Anti-sens

GGA GAA GACCTT CGT AAC AT

LH/CG-R Ohtnax Anti-sens

CAG CCC CAT GCA AAA GTC TG

LH/CG-R INil Sens

ATG TGC TCC TGA ACC AGA TG

LH/CG-R 1Nil Anti-sens

GAT GCC TGT GTT ACA GAT GC

LH/CG-R HL Sens

TAC CCC AGC CACTGCTGT GCT TT

LH/CG-R HL Anti-sens

GAC CTC ATT AAG TCC TCT GAA AG

Actine Sens

GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA

Actine Anti-sens

CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC

2.3. Quantification des ARN messagers par RT-PCR quantitative en temps réel.

Les amorces des geénes cibles et des génes de référence sont choisies grace a des logiciels

informatiques: Oligo 4.0 (National Biosciences) et Primer Express (Perkin-Elmer Applied
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Biosystems). Les séquences choisies des génes cibles sont ensuite testées sur les banques de données

informatiques pour s’assurer de la spécificité de la séquence nucléotidique, et de 1’absence de

polymorphisme. Pour s’assurer que I’amplification ne soit pas contaminée par de I’ADN génomique,

les primers sont choisis sur des exons différents.

Les couples de primers utilisés pour la RT-PCR quantitative en temps réel sont les suivants :

Genes Primers 5°-3° Taille Protéines
(+) TCC CAC TCC ACT AAG GTC CAA
CGA 106 pb | hCGa
(-) CCC CAT TAC TGT GAC CCT GTT
(+) GCT ACT GCC CCA CCA TGA CC
CGB 94 pb hCGp
(-) ATG GAC TCG AAG CGC ACA TC
(+) GTC AAC CCC ACC GTG TTC TT -
PPIA 97 pb Cyclophiline A
(-) CTG CTG TCT TTG GGA CCT TGT
(+) GCA TGA CTC CCA GAC CTC CTT
hPL 157pb |hPL
(-) TGC GGA GCA GCT CTA GAT TGG
(+) AGA ACC CCC AGA CCT ccC T )
pGH 50 pb GH placentaire
(-) TGC GGA GCA GCT CTA GGT TAG
(+) GGA CAT CGA GAT CGC CAC CT ]
CYT7 123 pb | Cytokératine 7
(-) ACC GCC ACT GCT ACT GCC A
(+) AGT GGG GAT GTC TCA TAA TGC
PPARy 235pb |PPARy
(-) AGG TCA GCG GAC TCT GGA TTC
(+) CCT TTC TCG GTC ATC AGC TC
RXRa 269 pb  |RXRa
(-) CTC GCA GCT GTA CAC TCC AT
(+) TCG ACT ATC ACT TGC CTA CC
LHCG-R exon 1-5 291 pb |LHCG-R
(-) GGA GAA GAC CTT CGT AAC AT
(+) GGC GAC CTG GAA GTC CAA CT Ribosomal protéine
RPL PO 149 pb
(-) CCA TCA GCA CCA CAG CCT TC large PO
(+) ACC CCC ACT GAA AAA GAT GAG
BN 116 pb | B2 microglobuline

(-) GGC ATC TTC AAA CCT CCA TGA

Pour réaliser la RT-PCR quantitative en temps réel, I’ARN obtenu précédemment (1 ug) subit

ensuite une transcription inverse dans un volume final de 20 ul, contenant du 1X buffer (contenant:

500 mM de chaque dNTP, 3 mM de MgCl,, 75 mM KCI, 50 mM Tris-HCI pH 8,3), 10 unités

d’inhibiteur de ribonuclease (Promega), 10 mM de DTT, 50 unités de reverse transcriptase: superscript

II RNase H™ (Invitrogen), 1,5 mM de random primer. Les échantillons sont donc incubés pendant 10

min a 20°C, ensuite 30 min a 42°C, puis la reverse transcription est inactivée en chauffant a 99°C
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pendant 5 min, enfin les échantillons sont placés a 4°C pendant 5 min, avant de subir une réaction de
polymérisation en chaine.

Les PCR sont réalisées en utilisant un appareil ABI Prism 7700 Sequence Detection System
(Perkin-Elmer Applied Biosystems). Aprés une étape de dénaturation a 95°C pendant 10min,
I’amplification des échantillons est réalisée durant 50 cycles a 95°C de 15 sec et a 65°C pendant 1
min. A chaque cycle, des dNTP fluorescents sont incorporés a I’ADN néo-synthétisé. La fluorescence
est utilisée comme systéme rapporteur pour quantifier 1’augmentation de la quantit¢ d’ADN

synthétisée au cours de la PCR et enregistrée a chaque fin de cycle SyBRGreen®.

2.4. Clonage et séquencage du R-LH/CG.

Les produits de PCR obtenus (ADN de R-LH/CG et actine) sont visualisés sur gel d’agarose
1,8%. Les bandes correspondant aux différents ADN sont purifiées a I’aide d’un kit (Macherey Nagel
kit : NucleoSpin Extract II). Chaque fragment d’ADN, une fois purifi¢ a été cloné dans le vecteur
pCRII-TOPO (TOPO-Cloning, Invitrogen), puis ce plasmide a ensuite été introduit dans des bactéries
(TOP10, Invitrogen) pour permettre I’amplification du plasmide contenant le fragment d’intérét. Apres
extraction et purification des plasmides, les fragments d’intérét sont séquencés (Genome express) pour

vérification.

2.5. Hybridation des produits d’amplification par une sonde radio-marquée.

Les produits de PCR obtenus (ADN de R-LH/CG et actine) sont séparés sur gel d’agarose
1,8%. Aprés migration, le gel est plongé dans une solution d’HCI (0,25N) pendant 10 min, puis dans
d’une solution de soude (0,4N) pendant 15 min. Les ADN sont transférés sur une membrane de nylon
(gene screen) par capillarité dans de la soude (0,4N) pendant une nuit. Les produits d’amplification
sont fixés par exposition aux UV (5 min face ADN vers les UV a 1800 kJ/min).
Les membranes sur lesquelles sont fixées les différents ADN sont ensuite hybridées avec une sonde
radiomarquée. Quatre sondes ont été synthétisées au laboratoire : une sonde de 540 pb spécifique de
I’actine, une sonde appelée Linl (de 660 pb), une sonde appelée LH (de 647 pb) et une sonde appelée
Xantho (de 524pb) spécifiques du récepteur LH/CG. Les sondes sont marquées au ~°P  par “random
priming” en utilisant un kit (Prime a gene labeling system, Promega). Cette technique de multi-
amor¢age au hasard consiste a fabriquer un brin d’ADN a I’aide d’une ADN polymérase (DNA
Polymerase I Large (Klenow) Fragment) en présence d’un mélange d’oligonucléotides dATP, dGTP,
dTTP froid et de dCTP marqué au *°P. La sonde ainsi synthétisée est purifiée sur colonne (Macherey

Nagel kit : NucleoSpin Extract II).
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Les membranes réalisées a partir des gels d’agarose obtenues précédemment sont pré-hybridées
pendant 1h minimum a 65°C dans un tampon d’hybridation (MicroHyb, Invitrogen, 50% formamide
désionisé, 1% SDS, 2 x SSC, 10% sulfate dextran) contenant du sperme de saumon (10mg/ml).
L’hybridation est faite dans la méme solution additionnée de la sonde radiomarquée préalablement
dénaturée pendant Smin a 100°C. L’incubation se fait sur la nuit a 55°C sous rotation. Apres
hybridation, les membranes sont lavées deux fois 15min a 55°C avec un tampon de faible stringence
contenant 2x SSC et 0,1% SDS (1x SSC = 0,15 M NaCl, 15 mM citrate de sodium), puis lavées deux
fois 15min a 55°C avec un tampon de forte stringence contenant 0,1x SSC et 0,1% SDS.

La radioactivité fixée sur les membranes est quantifiée sous Cyclonelmager (storage phosphor system,

Hewlett Packard. France).

2.6. ARN interférence.

Le principe de I’ARN interférence est d’inhiber rapidement et spécifiquement un géne d’une
cellule cible grace a I’action de petits fragments d'ARN double brin spécifiques de ce géne. Pour les
expériences d’ARN interférence, nous avons utilisé un “Smartpool ”provenant de chez Dharmacon.
C’est a dire un mélange de quatre séquences différentes d’ARN double brin. Les RNAI utilisés sont
spécifiques du récepteur LH/CG (M-003681). 5 ul (20 uM) de RNAI dirigés contre le récepteur
LH/CG, et un témoin de transfection : “scrambled” (46-2629, Invitrogen) sont dilués dans 245 ul
d’OPTI-MEM (Invitrogen). 4 ul d’agent transfectant (DharmaFECT 2, Dharmacon) sont dilués dans
245 ul d’OPTI-MEM. Ces deux solutions sont incubées, sé€parément a température ambiante pendant 5
min. Les deux solutions sont ensuite mélangées et incubées 20min a température ambiante. Le
mélange est alors ajouté aux cellules a 24h de culture (2.0 x 10° cellules par boites) qui contiennent
préalablement 1,5 ml d’OPTI-MEM, I’ensemble est alors incubé pendant 48h a 37°C avec 5% de CO,.
Apreés la transfection, le milieu de culture est prélevé pour doser I’hCG. Les cellules de chaque groupe
(RNAI et témoin transfection : “scrambled”) sont récupérées et les protéines sont extraites afin de

réaliser des western-blot.
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II1. BIOCHIMIE

3.1. Extraction et dosage de protéines.

Les culots cellulaires (cytotrophoblastes, syncytiotrophoblaste, MA-10 et extraits de placenta
total) sont placés dans du tampon RIPA (300 ul de RIPA pour 5x10° cellules) (50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 1% Triton x100, 1% Deoxycholate, 0,1% SDS, pH: 8) avec des inhibiteurs de protéases
(Calbiochem, contenant: anti-sérine protéases, anti-estérases, anti-cystéine protéases, anti-
métalloprotéases, anti-trypsin-like protéases). Les échantillons sont ensuite soniqués: 30 sec (1 pulse
par seconde) dans de la glace, puis centrifugés 5 min a 10000g pour éliminer tous les débris
cellulaires.
La concentration en protéines de chaque échantillon est déterminée par la méthode de Bradford
(Bradford, 1976) par lecture au spectrophotomeétre a 595 nm de longueur d’onde. L’albumine de sérum

bovin est utilisée comme standard.

3.2. Western-blot et immunodétection.

Les échantillons (entre 50 a 100ug de protéines) sont suspendus dans du tampon de Laemmli
(Tris/HCI 62,5mM; pH 6,8; 2% SDS; 10% DTT; 10% glycérol; et 0,2% bleu de bromophénol), et
dénaturés a 100°C pendant 4min (sauf pour les études du LH/CG-R: 60°C pendant 10min) puis
refroidis rapidement a 4°C. Les échantillons sont déposés sur un gel de polyacrylamide 7,5% (ou a
gradient 4-12%). La migration se fait dans du tampon 1X Nupage/Mops ou Nupage/MES (Invitrogen).
Une fois la migration sur gel réalisée, les protéines sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose. Le tampon de transfert 1 X Nupage (Invitrogen) est additionné de méthanol (20%) et de
SDS (0,1%) (pour facilité le transfére des protéines).

La membrane est ensuite saturée pendant 1h a température ambiante, dans du PBS/tween 20
(0,05%) contenant 5% de lait en poudre écrémé. La membrane est ensuite incubée 1h a température
ambiante avec |’anticorps primaire, préalablement dilué dans du PBS/Tween. Apres étre lavée
plusieurs fois dans du PBS/Tween, la membrane est incubée a nouveau 45 min a température ambiante
avec 1’anticorps secondaire couplé a la peroxydase dilué au 1/15000 dans du PBS/Tween. La
révélation de la membrane se fait par le systéme West Pico Pierce chemiluminescence qui met en
présence le substrat de la peroxydase présente sur I’anticorps secondaire. La quantification du signal

émis est réalisée par impression sur un film photographique.
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Les anticorps primaires utilisés pour la réalisation des différentes études sont résumés dans le tableau

MATERIEL ET METHODES

ci-dessous:
Anticorps WB IH IC IP Isotype Référence | Fournisseur |PM
LHR (H50) 1/200 | 2pug/ml | 1/100 |2ug/ml |Rabbit IgG | SC-25828 Santa Cruz 75/90 kDA
LHR (K15) 1/200 | 2pg/ml | 1/100 |20pg/ml | Goat IgG SC-26341 Santa Cruz 75/90 kDA
hCG 1/500 | 2ug/ml | 1/100 |- Rabbit IgG | A0231 Dako 38 kDA
hPL 1/500 |- 1/100 |- Rabbit IgG | A0137 Dako 21 kDA
Cytokératine 7 |1/500 | lug/ml | 1/100 |- Mouse IgG | M7018 Dako 54 kDA
Actine 1/1000 |- - - Rabbit I[gG | A5060 Sigma 42 kDA
Desmoplakine |- - 1/100 |- Rabbit I[gG | AHP320 Serotec 210/250 kDA
WB: Western Blot IH: Immunohistochimie IC: Immunocytochimie IP: Immunoprécipitation
Liste des anticorps secondaires utilisés :
Anticorps | Couplé Type WB IC Référence Fournisseur
Donkey Anti- Horse-Radish Jackson
HRP 1/40000 - 705035147
Goat Peroxidase ImmunoResearch
Goat Anti- Horse-Radish Jackson
HRP 1/40000 - 111035046
Rabbit Peroxidase ImmunoResearch
Goat Anti- Horse-Radish Jackson
HRP 1/40000 - 115035071
Mouse Peroxidase ImmunoResearch
Rabbit Anti- Fluorescein Jackson
FITC - 1/150 | 305095003
Goat Isothiocyanate ImmunoResearch
Goat Anti- Fluorescein Jackson
FITC - 1/150 | 111095046
Rabbit Isothiocyanate ImmunoResearch
Donkey Anti- Fluorescein Jackson
FITC - 1/150 | 715095150
Mouse Isothiocyanate ImmunoResearch
Goat Anti- ™3 ) Jackson
Cy Cyanine Cy3 - 1/150 | 111095046
Rabbit ImmunoResearch
Donkey Anti- ™3 ) Jackson
Cy Cyanine Cy3 - 1/150 | 715165150
Mouse ImmunoResearch
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3.3. Ligand blot.

Le principe du ligand blot est la fixation d’un ligand radioactif sur des protéines présentes sur
une membrane de nitrocellulose. Aprés migration, les protéines sont transférées sur membrane de
nitrocellulose (comme décrit précédemment). Les sites non spécifiques de la membrane sont saturés
pendant 1 heure avec une solution de PBS/Tween 20 (0,05%) contenant 5% de lait en poudre non gras.
La membrane est incubée en présence de 10° M d’'*I-hCG (Perkin-Elmer) pendant 16 heures a 4°C.
La membrane est ensuite lavée dix fois avec du PBS/Tween 20, puis séchée et soumise soit a un
Cyclonelmager (storage phosphor system, Hewlett Packard. France), soit a une autoradiographie

classique.

3.4. Immunoprécipitation.

L’immunoprécipitation est une technique ou les protéines vont réagir spécifiquement avec un
anticorps, et le complexe anticorps-antigéne ainsi formé va étre purifié et analysé par western-blot. De
la protéine G Plus-Agarose (bille d’agarose qui peut fixer la partie Fc des anticorps, Santa Cruz) est
mise en présence ou non pour le témoin d’un anticorps polyclonal anti LHCG-R (K15 ou H50, Santa
Cruz). 10° cellules trophoblastiques sont ensemencées dans des plaques 6 puits et cultivées comme
décrit précédemment. Aprés 24 heures de culture, les cellules sont lavées avec du PBS puis “grattées”
dans du tampon RIPA froid (supplémenté en antiprotéases). Aprés sonication, les extraits cellulaires
sont centrifugés a 10000g a 4°C, afin de séparer les débris cellulaires. Le surnageant est mis a incuber
avec le complexe protéine G en présence ou non de I’anticorps anti-LHCG-R, pendant 18 heures sous
agitation a 4°C. Les extraits cellulaires sont ensuite lavés plusieurs fois dans du tampon RIPA. Les
protéines sont ensuite éluées en chauffant le complexe a 60°C pendant 10 min dans du tampon 1X
d’¢électrophorése (BioRad) contenant du DTT (10%). Les échantillons sont ensuite soumis a un gel
d’¢électrophorése SDS-PAGE a 7,5% puis transférés sur une membrane de nitrocellulose. La

membrane est alors traitée avec différents anticorps comme décrit précédemment.

3.5. Crosslinking et immunoprécipitation.

Le DTSSP (3,3’-Dithiobis sulfosuccinimidylpropionate) est un agent cross linkant, qui va
réaliser une liaison covalente entre les amines réactives des protéines et le groupement NHS-ester du
DTSSP, formant une liaison amide et relarguant du N-hydroxysuccinimide. La liaison covalente
formée est “clivable” en présence de 10-50 mM de DTT chauffé & 37°C pendant 30 min. 10° cellules

trophoblastiques sont ensemencées dans des plaques 6 puits et cultivées comme décrit précédemment.
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Du DTSSP dilué (&2 25mM) dans de I’eau milliQ est ajouté au milieu de culture des cellules
trophoblastiques (2 2 mM final) et incubé 30 min a température ambiante. Le DTSSP va ainsi créer
des liaisons covalentes entre I’hCG présente dans le milieu et le LHCG-R présent & la surface des
cellules. Une solution de Tris/Glycine (20 mM, pH 7,5) est ajoutée pendant 15 min a température
ambiante pour arréter la réaction de cross link. Le milieu de culture contenant le DTSSP et le
Tris/Glycine est retiré, et les cellules sont lavées avec du PBS froid, puis “grattées” dans du tampon
RIPA froid (supplémenté en antiprotéases). Apres sonication a 4°C, ’ensemble des extraits cellulaires
est ensuite mis a incuber avec le complexe Protéine G/anticorps anti LHCG-R, comme décrit
précédemment. Les protéines sont ensuite éluées en chauffant le complexe a 60°C pendant 10 min
dans du tampon 1X d’électrophorése (BioRad) contenant, ou non du DTT (10%) (le DTT permet de
cliver la liaison covalente préalablement réalisée par le DTSSP). Les échantillons sont ensuite soumis
a un gel d’électrophorése SDS-PAGE a 7,5% puis transférés sur une membrane de nitrocellulose. La
membrane est alors traitée avec différents anticorps (anti LHCG-R, et anti hCG) comme décrit

précédemment.

3.6. Immunohistochimie.

Des extraits de placenta total sont prélevés sur des placentas du second trimestre (provenant
d’IMG et de T21) et des placentas a terme. Les échantillons sont fixés en les incubant dans du
formalin (4%) pendant 4 & 12h a température ambiante, puis inclus dans de la paraffine. Des coupes
sont ensuite réalisées a partir des blocks de paraffine ainsi obtenus. Les coupes sont plongées dans du
xyléne et réhydratées dans un mélange d’éthanol/eau. L immuno-marquage est réalisé grace a un Kkit:
streptavidin-peroxydase immunostaining (Dako). Les sites non spécifiques sont bloqués en incubant
les coupes pendant 5 min dans une solution contenant 3% d’H,O, puis pendant 30 min dans une
solution de PBS contenant 3% de BSA. Les coupes sont ensuite incubées avec un anticorps primaire
(voir tableau des anticorps) pendant 1h a température ambiante. Apres lavage dans du PBS, les coupes
sont incubées pendant 15 min avec un deuxiéme anticorps biotinilé. Les coupes sont lavées trois fois
en PBS avant d’étre incubées pendant 15 min en présence de streptavidine couplée a la HRP (horse-
radish peroxydase). L’immuno-marquage est détecté par incubation des coupes pendant 30 sec avec du
DAB (3,3’- diaminobenzidine) chromogen. Les coupes contréles sont incubées en présence d’IgG non

spécifique a la méme concentration que 1’anticorps primaire préalablement utilisé.
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3.7. immunocytochimie.

Les cellules en culture provenant de placenta (du second trimestre de gestation et a terme) sont
lavées avec du PBS, avant d’étre fixées et perméabilisées avec du méthanol pendant 8 min a -20°C.
Les cellules en culture subissent une premiere incubation en présence d’un anticorps primaire (voir
tableau) pendant 1h a température ambiante suivie d’une nouvelle incubation avec un anticorps

secondaire couplé FITC (fluorescein isothiocyanate), ou de la Cy™”

(cyanine 3) pendant 45 min dans
le noir a température ambiante. Du liquide de montage (Vectashield®, Biovalley) contenant du DAPI
(colorant nucléaire) est ajouté aux cellules. Les cellules sont ensuite observées au microscope a
fluorescence. Les contrdles sont réalisés en incubant les cellules avec des IgG non spécifiques du

méme isotype que 1’anticorps primaire utilisé.

3.8. Dosage d’AMPec.

Des cellules (10°) provenant de placentas du second trimestre ou a terme, sont ensemencées
dans des plaques 6 puits et cultivées comme décrit précédemment. Aprés 24h ou 72h les cellules sont
lavées 5 fois, puis placées en milieu sans sérum pendant 2h afin de d’éliminer I’hCG endogéne
sécrétée dans le milieu de culture. Les cellules sont placées en milieu sans sérum et en présence de 10
mM d’IBMX (3-Isobutyl-1methylxanthine, a 10 mM, solution permettant de bloquer la dégradation de
I’AMPc) pendant 1h, puis elles sont ensuite stimulées avec différentes concentrations d’hCG pendant
20 min (10"*M et 10°M, C6322, Sigma). Pour doser et extraire I’AMPc, les trophoblastes sont repris
dans de 1’éthanol 65% et refroidis a 4°C. Les extraits cellulaires sont lyophilisés et placés a -20°C. La
concentration en AMPc est déterminée aprés acétylation des échantillons, avec le “kit” (Amersham
Bioscience). Ce “kit” est basé¢ sur la compétition entre de I’AMPc non marqué (présent dans les
échantillons) et de ’AMPc marqué a 1"'*’I reconnu par un anticorps spécifique de ’AMPc. Le
premier anticorps est reconnu par un deuxiéme anticorps (Amerlex "-M) qui est couplé avec des
particules magnétiques. La séparation entre I’AMPc reconnu par I’anticorps et la fraction libre est
réalisée par décantation gridce a un portoir magnétique qui va attirer les particules magnétiques
couplées d’AMPc, le surnageant est alors éliminé et la concentration d’AMPc non marqué est

déterminée par interpolation avec une gamme standard.

3.9. Marquage d’affinité.

Aprés 24h ou 72h les cellules (10° cellules/puit) sont lavées 5 fois en PBS, puis placées en

milieu sans sérum pendant 2h afin d’éliminer I’hCG endogéne présente dans le milieu de culture. Les
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cellules sont lavées 2 fois en milieu sans sérum contenant de la BSA 1%, puis placées en milieu sans
sérum, BSA 1%, Hepes 1 mM, et anti-protéase 1X. On ajoute ensuite au milieu de culture 0,5 nM
d’'"*I-hCG en présence ou non d’hCG froide a différentes concentrations (de 10"*M a 10°M, C6322,
Sigma) pendant 30 min a température ambiante sous agitation. Le milieu de culture est alors aspiré, les
cellules lavées avec du PBS, et “grattées” dans de la soude 0,5 N. La radioactivité fixée par les cellules

est déterminée par comptage au compteur gamma.

3.10. Marquage de I’hCG a I'T'®,

L’hCG marquée a I’iode-I1'** a été préparée en utilisant de la chloramine-T comme oxidant
(HUNTER and GREENWOOD, 1962). Dans un volume final de 20 ul, de I’hCG (5 ug; 4,4 uM) est
ajoutée a 0,5 mCi de Na-I'% (Perkin-Elmer Life and Analytical Sciences, MA, USA; 17,4 Ci/mg, 11,5
uM) neutralisé avec 0,1 M de Mops (acide 4-Morpholino-propane-sulfonic) et PEG 1000 (poly
éthyléne glycol 1%). La réaction chimique a lieu dans un tampon Mops (25 mM, pH 7,2) et démarre
en ajoutant 100 uM de chloramine-T pendant 3 min a température ambiante. La réaction est arrétée en
ajoutant 120 uM de sodium bisulfite pendant 3 min puis 2 mM de Na-I pendant 1 min. Le volume est
ensuite ajusté a 0,5 ml avec une solution tamponnée de Mops (20 mM Mops, 130 mM NacCl, pH 7,2)

contenant 1 mg/ml de BSA (sérum albumine de beeuf). L’hCG marquée a ’iode (I'*

) est récupérée
aprés passage sur une colonne PD10 Sephadex G25-M. L’activité spécifique de I’'hCG-I'* est de 2,1-

2,4 Ci/umole correspondant a un atome d’iode par molécule d’hCG.

3.11. Dosages hormonaux.

La concentration d’hCG est déterminée dans les milieux de culture a 24h et 72h, ainsi que
dans les sérums maternels en utilisant I’ACS180SE (Bayer, Fernwald, Allemagne) et une technique
d’ELISA. La limite de détection est de 2 mUI/ml.

Les concentrations d’hPL ont été déterminé en utilisant une technique de RIA (Amerlex IRMA,

Amersham Pharmacia biotech) avec une limite de détection de 0,5 ug/ml.
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CHAPITRE C : RESULTATS
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I. Article 1 :

Trophoblast production of a weakly bioactive human chorionic

gonadotropin in trisomy 21-affected pregnancy

J-L. Frendo, J. Guibourdenche, G. Pidoux, M. Vidaud, D. Luton, Y. Giovangrandi, D.
Porquet, F. Muller and D. Evain-Brion
J Clin Endocrinol Metab, 2004, 89 (2), 727-732.



1. Introduction.

Les placentas issus de grossesses associées a une trisomie 21 présentent des anomalies
morphologiques et fonctionnelles, qui ont pour conséquences une diminution de la production et de la
sécrétion des hormones synthétisées par le syncytiotrophoblaste. Ces résultats sont en contradiction
avec le fait que I’on retrouve I’hCG augmentée dans le sang maternel en cas de grossesse associée a
une trisomie 21.

L’objectif de ce premier article a été¢ de vérifier ou d’infirmer les différentes hypotheses émises afin
d’expliquer la discordance observée in vitro et in vivo au niveau de la production et de la sécrétion
d’hCG lors d’une grossesse associée a une trisomie 21. En effet, nous avons voulu savoir dans un
premier temps si lors d’une grossesse associ¢e a une trisomie 21, I’hCG était retrouvée augmentée
dans le sang maternel tout au long de la grossesse, ou si au moment du dosage des marqueurs sériques
maternels (15°™ SA), il n’y aurait pas un décalage du pic de sécrétion de I’hCG, normalement observé
ala 8™ SA.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a la clairance maternelle de I’hCG. Nous
avons cherché a savoir si la demi-vie plasmatique de I’hCG présente chez les femmes ayant une
grossesse associée a une trisomie 21 n’était pas plus longue que celle de I’hCG plasmatique retrouvée
chez les femmes ayant une grossesse normale.

Enfin, nous avons caractérisé I’hCG synthétisée et sécrétée lors de grossesse associée a une trisomie
21. Nous avons voulu savoir si des modifications post-traductionnelles pouvaient étre a 1’origine du
paradoxe observé. Pour cela nous avons utilis¢ différentes lectines ainsi que 1’iso-électrofocalisation
mettant alors en évidence 1’existence d’une hCG hyperglycosylée dans le trisomie 21.

Nous avons ensuite montré en utilisant le test de fonctionnalit¢ de I’hCG (cellules MA-10) que

I’hormone hyperglycosylée retrouvée dans la trisomie 21 est moins active pour stimuler son récepteur.
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2. Résultats.

2.1. Concentration d’hCG dans les sérums maternels.

La premiére figure de ’article (ci-aprés) compare les concentrations d’hCG dans les sérums
maternels tout au long de la gestation, a partir d’une large cohorte de grossesses normales (n = 894) et
de grossesses affectées par une trisomie 21 (n = 499). Nous avons observé que dans les 499 sérums
issus de grossesses associées a une trisomie 21, les niveaux d’hCG sont augmentés. Il est intéressant
de noter que cette augmentation se poursuit tout au long de la grossesse et est constante quel que soit
le terme. De plus, nous avons observé que le pic de sécrétion d’hCG se retrouve toujours entre la 8™

et la 10 SA a la fois dans les grossesses normales et celles associées a une trisomie 21.

2.2. Concentration d’hCG dans les milieux de culture des cellules trophoblastiques.

Nous avons étudié sur un grand nombre de cultures primaires, la diminution significative (p =
0,003) de la sécrétion d’hCG dans les milieux de culture de cellules trophoblastiques isolées a partir de
placentas de trisomie 21 (337 £ 62 Ul/l; n = 29) ou de placentas témoins au méme age gestationnel
(930 + 246 UI/L; n = 13). Nous avons confirmé cette observation en mesurant par RT-PCR quantitative
en temps réel, les transcrits de la sous-unité § de I’hCG. Les taux de transcrits sont significativement
diminués (p < 0,01) dans les cellules issues de placentas trisomiques (4139 £+ 1554 en unité arbitraire,
UA) comparés a ceux des cellules issues de placentas témoins (19494 + 5812 UA). En revanche, le
niveau d’hCG dans le sérum maternel correspondant a ces placentas se révele significativement plus

élevé (p <0,0001) dans les grossesses affectées par une trisomie 21 que dans les grossesses témoins.

2.3. Cinétique d’élimination de I’hCG dans le sérum maternel apres la délivrance.

Une des raisons de ’augmentation de I’hCG dans le sérum maternel et dans les milieux de
culture de cellules trisomiques pourrait étre 1’augmentation de la demi-vie de I’hCG. Nous avons alors
étudié la cinétique de disparition de I’hCG dans le sérum maternel aprés la délivrance et 1’expulsion du
placenta. Le pourcentage d’hCG restant dans la circulation maternelle, a différent temps apres la
délivrance (Table 1 de I’article 1) n’est pas significativement différent entre les grossesses normales

ou celles associées a une trisomie 21.
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2.4. Bioactivité de I’hCG.

Nous avons ensuite utilisé le test fonctionnel des cellules de Leydig (MA-10). Ces cellules
expriment le récepteur de I’hCG (R-LH/CG) et produisent de la progestérone en réponse a une
stimulation par ’hCG. L’utilisation de ce test nous a permis de comparer la capacité de ’hCG issue
des milieux de culture normaux et trisomiques a stimuler la production de progestérone par les cellules
MA-10. A concentration égale (107'°M), I’'hCG présente dans les milieux de trophoblastes trisomiques
est significativement moins active (38% du témoin, p < 0,0008) pour stimuler la sécrétion de

progestérone par les cellules MA-10 (Figure 2 de I’article 1).

2.5. Glycosylation de I’hCG.

Dans le but de déterminer quelles anomalies de glycosylation pouvaient étre responsables de
la nette diminution de la bioactivité de ’hormone, nous avons quantifi¢é par RT-PCR quantitative le
niveau des transcrits de deux enzymes impliquées dans la voie de glycosylation de I’hCG: la sialyl-
transférase-1 (SIAT-1, qui ajoute un groupement sialyl aux structures antennées) et la fucosyl-
transférase-1 (FUT-1, qui ajoute un groupement fucose au premier N-acétyl-glucosamine des
glycoprotéines). Les ARNm de ces deux enzymes sont significativement plus élevés (p < 0,05) dans
les cytotrophoblastes trisomiques (n = 5) comparés aux cytotrophoblastes normaux (n = 5) (27 £ 15
UA vs 2,5 £ 1 UA pour la SIAT-1 et 9 £ 3 UA vs 3 = 1 UA pour la FUT-1). L’utilisation de lectines
spécifiques de plusieurs groupements glycosylés a montré que I’hCG sécrétée par les
cytotrophoblastes trisomiques est différemment glycosylée par rapport a celle présente dans les
milieux de culture normaux (tableau 2 de I’article 1). L’IEF (iso-électrofocalisation) et le western-blot
(figure 3 de D’article 1) montrent que ’hCG présente dans les milieux de culture de trophoblastes
normaux s’équilibre aux alentours d’un point isoélectrique égal a 7,3 tandis que dans les milieux de

culture de trisomie 21, I’hCG est caractérisée par un point isoélectrique plus acide (pHi =4,5).

- 152 -

RESULTATS: Article 1



3. Conclusion.

Le défaut de différenciation trophoblastique et le retard de maturation placentaire observés
dans la trisomie 21, nous a incité a penser que I’augmentation de I’hCG observée pourrait étre liée a
un décalage du pic de la sécrétion de I’hormone dans le sang maternel. Lors de grossesses normales, la
concentration d’hCG sécrétée dans le sang maternel augmente rapidement pour atteindre un pic entre
la 8™ et la 10°™ SA, cette augmentation est suivie d’une chute rapide, les taux d’hCG restent alors
constants tout le long de la grossesse dans le sang maternel. Les facteurs responsables de ce pic de
sécrétion d’hCG restent actuellement inconnus. Lors de grossesses associées a une trisomie 21, le pic
de sécrétion d’hCG dans le sang maternel est observé au méme moment que celui observé lors de
grossesses normales (entre la 8™ et la 10°™ SA). Cependant, I’hCG est retrouvée augmentée dans le
sang maternel tout le long d’une grossesse associée a une trisomie 21. Le décalage du pic de sécrétion
ne peut donc pas étre retenu comme I’hypothése expliquant le paradoxe des sécrétions d’hCG. Une
nouvelle hypothése, concernant des modifications de la clairance de I’hCG, a été vérifiée dans cet
article afin d’expliquer la discordance entre une synthése d’hCG placentaire diminuée et un taux
maternel élevé. L’élimination de I’hCG sérique maternel dépend de son catabolisme hépatique, de son
¢limination rénale et de sa captation par le placenta et les ovaires. Dans cette étude, nous avons montré
que la disparition de I’hCG présente dans le sang maternel aprés expulsion du placenta, est la méme
entre des grossesses normales et celles associées a une trisomie 21. L’hypothése d’une clairance
différentielle en 1’absence de placenta entre une hCG dite “normale” et “trisomique 21” n’est pas
valable. Cependant 1’hypothése d’une clairance différentielle au niveau du placenta n’est pas a
exclure.
Nous avons étudié de maniere qualitative et fonctionnelle, I’hCG sécrétée par les trophoblastes en
culture issus de placentas de trisomie 21 comparées a ceux issus de placentas normaux. Nous avons
montré pour la premiére fois, grace a différentes techniques (IEF et utilisations de lectines, étude des
messagers des enzymes impliqués dans la glycosylation), que ’hCG produite par les cellules
trophoblastiques trisomiques est anormalement glycosylée. Les cellules trophoblastiques trisomiques
produisent une hCG plus acide (pHi de 4,5) due a une augmentation des résidus d’acide sialique, mais
aussi une hCG plus fucosylée par rapport & I’hCG synthétisée et sécrétée par les cellules
trophoblastiques normales. Nous avons alors regardé quel pouvait étre I’impact de cette glycosylation
anormale sur la bioactivité de I’hormone.
Nous avons pu mettre en évidence, grace au test de bioactivité réalisé¢ sur des cellules de Leydig
(Ascoli, 1981), que I’hCG produite par les trophoblastes trisomiques est biologiquement moins active
que I’hCG produite par des trophoblastes normaux. L’hCG produite par les cellules trophoblastiques
trisomiques stimule moins bien le récepteur LH/CG au niveau des organes cibles et par conséquent au

niveau du placenta, qu’une hCG produite par des cellules trophoblastiques normales. Le placenta est
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un organe qui posséde un grand nombre de récepteurs LH/CG (Licht et al., 1993) et il est maintenant
bien établi que I’hCG joue un réle autocrine important dans la différenciation trophoblastique (Cronier
et al., 1994) (Yang et al., 2003). Il existe une re-capture de I’hCG par les cellules trophoblastiques.

Dans cette étude, nous n’avons pas pu expliquer le paradoxe de I’hCG, les hypothéses qui avaient été
émises se sont révélées infructueuses. Cependant cette étude nous a permis de mettre en évidence la
présence d’une hCG anormalement glycosylée, sécrétée par les cellules trophoblastiques trisomiques.
Nous avons pu montrer de méme, que cette hCG anormalement glycosylée est biologiquement moins
active. Ceci nous a amené a proposer de nouvelles hypothéses afin d’expliquer le paradoxe de I’hCG.
En effet, I’augmentation de I’hCG sérique maternelle retrouvé lors d’une grossesse associée a une

trisomie 21 pourrait étre due:

- A une diminution du nombre de récepteurs LH/CG au niveau des cellules
trophoblastiques trisomiques, ou a la présence d’un récepteur anormal.

- A une diminution de fixation sur son récepteur et/ou d’internalisation de I’hCG
anormalement glycosylée et biologiquement moins active, sécrétée par les cellules

trophoblastiques trisomiques.
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Total human chorionic gonadotropin (hCG) is high in mater-
nal serum at 14-18 wk of trisomy 21 (T21)-affected pregnancy,
despite low placental hCG synthesis. We sought an explana-
tion for this paradox. We first observed that, in T21-affected
pregnancies, maternal serum hCG levels peaked at around 10
wk and then followed the same pattern throughout pregnancy
as in controls, albeit at a higher (2.2-fold) level. After delivery,
hCG clearance was not significantly different from that in
controls. We isolated cytotrophoblasts from 29 T21-affected
placentas (12-25 wk) and 13 gestational age-matched control
placentas and cultured them for 3 d. In this large series, we
confirmed that, in the culture medium of trophoblasts iso-

lower (P < 0.003) than in controls, in contrast to the high hCG
in maternal serum of the same patients. In T21 cultured tro-
phoblasts, transcripts of sialyltransferase-1 and fucosyltrans-
ferase-1 were abnormally high. In corresponding culture me-
dium, hCG was abnormally glycosylated; highly acidic
[isoelectric points (pHi) = 4.5] as shown by isoelectric focus-
ing,immunoblotting, and lectin binding; and weakly bioactive
(46% of control) as determined using the Leydig cell model. In
conclusion, T21 trophoblast cells produced hCG that was
weakly bioactive and abnormally glycosylated but whose ma-
ternal clearance was unaltered. (J Clin Endocrinol Metab 89:
727-732, 2004)

lated from T21 placentas, hCG secretion was significantly
TRISOMY OF CHROMOSOME 21 (T21), which causes the

phenotype known as Down syndrome, is the major
known genetic cause of mental retardation and is found in
around 1:800 live births. Screening strategies to identify
women at increased risk of bearing a T21-fetus are based on
maternal age, ultrasound signs (1), and maternal serum
marker (2-5). Some of these markers, such as human chori-
onic gonadotropin (hCG), are of placental origin.

When the fetus is T21-affected, it is now well established
that total hCG or its free B-subunit are raised [2-2.2 multiples
of the median (MoM)] in maternal serum at 14-18 wk of
pregnancy. However, despite its widespread clinical use, the
pathophysiology of this increase remains largely unknown.

hCG is composed of two subunits: one a common to all
glycoprotein hormones (FSH, LH, and TSH), and one specific
B-subunit. The a-subunit is a 92-amino-acid polypeptide
with two N-linked oligosaccharides. The specific S-subunit
is a 145-amino-acid polypeptide with two N-linked oligo-
saccharides and four O-linked oligosaccharides (6).

hCG is synthesized by the trophoblast, mainly by the syn-
cytiotrophoblast, the outer layer of the chorionic villus (7). The
syncytiotrophoblast is a very active endocrine unit, which se-
cretes the vast majority of its hormonal products into the ma-

Abbreviations: hCG, Human chorionic gonadotropin; IEF, isoelec-
trofocusing; MoM, multiples of the median; pHi, isoelectric point; T21,
trisomy of chromosome 21.
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ternal circulation. The syncytiotrophoblast arises in vivo (8) and
in vitro (9) from differentiation of cytotrophoblasts.

In T21, we recently confirmed previous observations by
Eldar-Geva (10) that cultured cytotrophoblasts, isolated from
T21-affected placentas, aggregate but fuse poorly or tardily
(11). This is in agreement with previous macroscopic and
histological observations pointing to an increase in the cy-
totrophoblast layer in T21 placentas (12-14). In addition, we
demonstrated that this in vitro defect or delay in syncytiotro-
phoblast formation and function is characterized by a dra-
matic decrease in the synthesis and secretion of syncytiotro-
phoblastic pregnancy-associated hormones such as hCG,
human placental lactogen, and human placental GH (11, 15).
Similarly, we observed a significant decrease in mRNA levels
of these hormones in T21 total placenta extracts, indicating
a decrease in functional syncytiotrophoblast mass in T21-
affected placenta (11).

In summary, T21-affected placenta presents morphologi-
cal and functional anomalies, which result in a decrease in
pregnancy-associated hormone production by the syncy-
tiotrophoblast. Therefore, there is a discrepancy between the
abnormally high maternal serum hCG values and the low
placental rate of hCG synthesis. The aim of this study was to
find an explanation for this paradox.

Materials and Methods
Maternal sera and placental tissue collection

Since 1988, maternal serum samples have been collected at the Ho-
pital Ambroise Paré from women included in second-trimester T21
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maternal serum screening. In addition, all pregnant women in France
undergo first-trimester maternal serum screening for toxoplasmosis.
During the third trimester, blood samples were taken in the case of
abnormal ultrasound findings. The resulting serum samples were stored
frozen at —30 C. Moreover, since 1996, maternal serum samples have
been collected from women before termination of T21-affected preg-
nancy. French law allows termination of pregnancy with no gestational
age limit when severe fetal abnormalities are observed. T21 was diag-
nosed by karyotyping. The indications for chorionic villus sampling,
amniocentesis, or fetal blood sampling were advanced maternal age,
ultrasound abnormalities, or abnormal maternal serum markers. De-
mographic and pregnancy-related information (maternal age, weight,
and gestational age at sampling) were entered in a database.

Samples of placental tissues were collected at the time of termination
of pregnancy at 12-25 wk of gestation (in weeks of amenorrhea) in
T21-affected pregnancies and gestational age-matched control cases.
Gestational age was confirmed by ultrasound measurement of crown-
rump length at 8—12 wk of gestation. Fetal Down syndrome was diag-
nosed by karyotyping of amniotic fluid cells, chorionic villi, or fetal
blood cells. Termination of pregnancy was performed in control cases
affected by severe bilateral or low obstructive uropathy or major cardiac
abnormalities. The karyotype of placental cells was checked in all cases
(free T21 or normal).

For maternal serum hCG clearance, maternal blood samples were
taken at the indicated times after delivery (placental expulsion) in nine
T21 pregnancies (free T21) and in eight gestational age-matched controls
(second trimester of pregnancy, fetus with severe bilateral uropathy or
major cardiac abnormalities and normal karyotype). Informed consent
was obtained in all cases. The resulting serum samples were stored
frozen at —30 C.

Trophoblast cell culture

Villous cytotrophoblast culture was undertaken as previously de-
scribed (11). Cytotrophoblasts were isolated from gestational age-
matched controls (second trimester) and T21-affected placentas and
cultured for 3 d. For each culture, cells were plated on three dishes. The
culture medium of each dish was changed every 24 h, collected, and
assayed for hormonal concentrations. The mean value of triplicates was
calculated and was representative of hCG secretion at 72 h. This was
done for the 29 T21 cultures and the 13 control cultures.

RNA isolation and analysis

Total RNA was extracted from placental tissues and cultured cells
following the procedure of QIAGEN (Courtabeuf, France). The total
RNA concentration was determined at 260 nm, and its integrity was
monitored by 1% agarose gel electrophoresis.

B hCG transcript levels were quantified in total placental homoge-
nates as previously described (16). Sialyl-transferase mRNA and fuco-
syl-tranferase mRNA levels were measured in cultured cells. Three
dishes were pooled for each determination by quantitative RT-PCR
assay as previously described (16). The nucleotide sequences of the
primers are the following: available on request (mvidaud@teaser.fr). The
levels of transcripts were normalized using the RPLP0 gene (also known
as 36B4) encoding human acidic ribosomal phosphoprotein PO as an
endogenous RNA control. The 24-h conditioned culture medium was
collected at d 3 and frozen.

Affinity chromatographies

Lectin-affinity chromatographies were used to analyze glycosylation
of total hCG in culture medium: 1) Triticum vulgaris, which recognizes
the N-acetyl glucose and sialyl groups of glycoproteins; 2) Tetragonolo-
bus purpureas, which recognizes a-fucosyl groups; 3) Ricinus commu-
nis, which recognizes -galactosyl groups; 4) Concanavalin A, a lectin
that recognizes biantennary structures but neither tri- or tetra-antennary
structures nor biantennary structures of glycoproteins. Samples were
applied to 0.5-ml columns of lectin (10 ml/h, room temperature) as
described by Baenziger and Fiete (17). The first fraction, not bound by
the lectin, was eluted in the starting buffer and the second fraction
(lectin-bound) with starting buffer supplemented with 0.2 m lectin-
specific ose. hCG was assayed in each fraction.
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Isoelectrofocusing (IEF) was performed as previously described (18)
using a monoclonal antibody against free B-hCG (Ab FBT10, generous
gift of Pr. J.-M. Bidart, Institut Gustave Roussy, Villejuif, France) (19).

Hormone assay

Total hCG was measured in culture media and maternal serum using
the ACS180SE instrument (Bayer, Fernwald, Germany).

hCG biological activity assay

Biological activity of secreted hCG was tested on Leydig cells (MA.10
cells, generous gift of Pr. M. Ascoli, University of Iowa, Iowa City, IA)
as previously described (20). hCG levels were first assayed in the culture
medium of trophoblasts. Different amounts of culture medium were
added for 4 h to 2.10° MA-10 cells cultured on gelatin-coated 30-mm
dishes. Progesterone was then assayed in the MA-10 cell incubation
medium. Results were expressed as progesterone concentration per
number of cells for each tested concentration of hCG present in the
control and T21 trophoblast culture medium. Progesterone was assayed
using the ACS180SE instrument (Bayer).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Statview F4.5 software
package (Abacus Concept, Inc; Berkleley, CA). Values are presented as
the mean = seM. Comparisons were performed using Student’s ¢ test.
P < 0.05 was considered significant.

Results
Maternal serum hCGQG levels

Maternal serum hCG levels were analyzed throughout
pregnancy in a large cohort of control and T21-affected preg-
nancies (Fig. 1). We confirmed that, in T21 cases, hCG levels
were increased during the periods 7-13 wk and 14-18 wk. In
addition, we observed that the hCG levels peaked around 10
wk in both T21 and control cases, with no gap between the
two peaks. Moreover, we noted that this increase continued
during the third trimester. The discrepancies between MoMs
in normal (1 MoM) and T21-affected cases (2.16 MoM) were
approximately constant throughout gestation.
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Fia. 1. Transversal study of maternal serum levels as a function of
gestational age of total hCG (control cases, n = 894; T21, n = 499).
Empty circle, Controls; black triangle, T21-affected pregnancy. Each
point represents a single measurement for one patient. Inset, Median
values.
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Trophoblast culture

We confirmed in a large series of primary cultures the
significant (P = 0.003) decrease in hCG secretion in the cul-
ture medium of trophoblast cells isolated from T21 placentas
(n = 29; mean * seM, 337 * 62 IU/liter) compared with
gestational age-matched control placentas (n = 13; mean *
sEM, 930 + 246). Likewise, as previously described (11), we
confirmed, in this series, that in the total homogenates of the
corresponding placentas the transcript levels of B hCG mea-
sured by real-time quantitative RT-PCR were significantly
decreased (P < 0.01) in T21-affected placentas (mean * sEm,
4139 =+ 1554) compared with controls (mean * sem, 19494 =
5812). In contrast, hCG levels in maternal serum correspond-
ing to these placentas were significantly higher (P < 0.0001)
in T21-affected pregnancies (median of MoM, 2.3) than in
control pregnancies (median MoM, 1.0).

Maternal serum hCG clearance

We studied the disappearance of hCG in the maternal
serum after delivery and therefore after expulsion of the
placenta. The percentage of hCG remaining in maternal cir-
culation at different times after delivery (Table 1) was not
significantly different between normal and T21-affected
pregnancies.

hCG bioactivity
We tested the ability of culture medium from normal and

T21 trophoblasts to stimulate steroid production in Leydig

TABLE 1. Percentage of hCG in maternal sera at different times
after delivery as compared to the values observed 24 h before
expulsion

Hours Control T21
3 63 = 11% (n = 3) 48 * 9% (n = 3)
6 51+ 17% (n = 5) 45 + 0.03% (n = 3)
12 37 +12% (n = 8) 28+ 6% (n=29)
24 22+ 9% (n="17) 17 = 5% (n = 9)
55 4
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Fia. 2. Bioactivity of hCG secreted by normal and T21 trophoblast
cells. hCG produced by trophoblast cells was measured by immuno-
assay in conditioned media from cultures of normal (N) (n = 5) and
T21 trophoblasts (n = 5). Different volumes of these media corre-
sponding to the indicated concentrations of hCG were added to MA-10
Leydig cell culture. Progesterone was assayed in MA-10 culture media
3 h later. *, P < 0.05; *** P < 0.001
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cells possessing LH receptors, which bind hCG. At equal
concentration of hCG in the culture medium (10~'° m), the
ability of culture media of T21 trophoblasts to stimulate
Leydig cell progesterone secretion was significantly (P <
0.0008) decreased (Fig. 2).

Trophoblast glycosylation activity

mRNA levels of two enzymes involved in the glycosyla-
tion pathway, sialyl-transferase-1 (which adds a sialyl group
to antennary structures) and fucosyl-transferase-1 (which
adds a fucose to the first N-acetyl-glucosamine of glycopro-
teins), were significantly higher (P < 0.05) in cultured tro-
phoblasts isolated from T21 placenta (n = 5) than in control
cases (n = 5) (mean * sEM, 27 = 15vs. 2.5 * 1 and 9 *+ 3 vs.
3 * 1, respectively). Lectin binding differed between hCG
secreted by normal and T21 trophoblast cultures (Table 2).
IEF and immunobloting (Fig. 3) of hCG present in culture
medium from normal trophoblasts revealed a band with an
isoelectric point (pHi) at 7.3; whereas in culture medium
from T21 trophoblast, a more acid band (pHi = 4.5) was
present.

Discussion

The major endocrine component of human placenta is the
villous trophoblast and mainly the syncytiotrophoblast,
which arises in vivo and in vitro from fusion of mononucle-
ated cytotrophoblasts. We previously demonstrated in vitro

TABLE 2. Glycosylation analysis of hCG in culture medium of
five different 72-h trophoblast cell cultures

Lectin Control Trisomy 21
Triticum vulgaris 89.5 = 4.8% 93.9 + 3.5%
Tetragonolobus purpurea 1.4+ 0.5% 7.7 = 3.6%"
Ricinus communis 5.7 * 1.4% 18.8 *+ 6.5%"
Concanavalin A 96.8 + 1.8% 81.6 + 2%“

Lectin-bound fractions are expressed as a percent of the total frac-
tion (mean * SD).
“P < 0.05.

N T2 N T21 T21 N

pHi =173

pHi = 4.5

Fic. 3. hCG isoforms secreted by normal (N) (n = 3) and T21 tro-
phoblast cells (n = 3) as revealed by isofocusing and immunoblot.
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(11, 15), and confirmed in the present study in a large number
of primary trophoblast cultures (n = 29), that in T21-affected
placenta, formation of syncytiotrophoblast is defective or
delayed. The genetic overexpression of copper-zinc super-
oxide dismutase is involved in this abnormal trophoblast
fusion and differentiation (16). These results are in agreement
with previous macroscopic and histological observations of
T21-affected placentas that reveal delayed maturation of cho-
rionic villi and syncytiotrophoblastic hypoplasia with a per-
sistent cytotrophoblastic layer in the third trimester (12, 14).
They point to a decrease in the syncytiotrophoblast mass in
T21-affected placentas and therefore to a decrease in hCG
synthesis. We confirmed in this study our previous obser-
vation of a significant decrease in hCG transcript levels in
total placental homogenats from T21-affected placentas com-
pared with gestational age-matched controls. These results
do not agree with previous observations of different authors
describing increased or no change in hCG transcript levels or
protein levels. Eldar-Geva (10) reported an increase in hCGa
and hCGB mRNA in trophoblast cells of T21-affected pla-
centa. This was based on a Northern analysis performed with
cells cultured for 24 h. In this study, the secretion of hCG at
24 his extremely variable from one T21 cell culture to another
one. In addition the secretion of hCG at 24 h in normal cells
orin T21 cells is higher than the one observed at 72 h and 96 h.
This suggests a contamination of cytotrophoblast cell cul-
tures by fragments of syncytiotrophoblast, which explains
the highest transcript levels of hCG. Indeed it is now well
established that hCG transcript levels and hCG secretion are
higher in the syncytiotrophoblast compared with the cy-
totrophoblasts (9, 21-24). Jauniaux et al. (25) and Newby et al.
(26) have compared the levels of hCG and/or of its free
subunits, detected by immunoassay in placental total ho-
mogenate extracts. This is a different methodological ap-
proach, focused on the protein levels and thereby depending
on the specificity of the antibodies. In addition, total placen-
tal extracts are contaminated by maternal blood, which may
lead to artifactual increase in hCG levels and therefore do
not directly reflect the trophoblast synthesis of hCG. In ad-
dition, Newby et al., did not find an increase in hCG by
immunohistochemistry.

The defect in trophoblast differentiation pointing to a de-
layed placental maturation in T21 prompted us first to check
that the increased hCG levels observed during first- and
second-trimester maternal screening are not related to a de-
lay in the physiological peak of hCG in the maternal circu-
lation. In normal pregnancies, hCG concentrations rise rap-
idly in maternal serum, peaking at 9-10 wk of gestation,
followed by a fall during the second trimester. The factors
involved in the peak of hCG during pregnancy are widely
debated and remain to be elucidated (see Ref. 27 for review).
Maternal serum hCG peaked in T21-affected pregnancies at
exactly the same time (10 wk) as in normal pregnancies, and
these high levels of hCG persisted throughout pregnancy in
the case of T21.

The discrepancy between decreased placental hCG pro-
duction and high maternal serum levels in T21-affected preg-
nancies points to an abnormal clearance of this hormone in
the maternal-placental compartment. Maternal serum hCG
clearance depends on maternal hepatic catabolism, renal ex-
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cretion, ovarian uptake, and placental uptake. In this study,
we observed that after placental expulsion, the disappear-
ance of hCG in the maternal serum was similar in normal and
T21-affected pregnancies. This suggested that in the absence
of placenta, the clearance of hCG in the maternal compart-
ment was the same. Therefore, this pointed to an abnormal
placental hCG clearance in T21-affected pregnancies. In ad-
dition, we observed, for the first time, that hCG produced by
T21-affected trophoblasts had a low bioactivity, as shown by
the well-established Leydig cell assay (20). Therefore, hCG
produced by T21-affected trophoblasts will have little ability
to stimulate the LH/hCG receptors in its main target organs,
and therefore in the placenta. Indeed, the placenta is an organ
that possesses a large number of hCG receptors (28), and hCG
plays a major role via an autocrine process in trophoblastic
differentiation (29-31). Furthermore, the placenta presents a
large surface of exchange due to the presence of microvilli at
the surface of the syncytiotrophoblast bathing in the mater-
nal blood. This favors the capture of circulating maternal
hCG by trophoblast receptors (13). Therefore, the increased
maternal hCG levels observed in T21-affected pregnancies
might be related to different abnormalities: 1) a decreased
number of hCG receptors in T21-affected placentas or an
abnormality of these receptors (hCG receptors in T21-af-
fected placentas are poorly known; however, an increase in
receptor gene expression has been described in these pla-
centas) (25); 2) a decreased binding and /or internalization of
this low bioactive hCG secreted by T21-affected trophoblast.

hCG is a complex glycoprotein hormone whose molecular
size and carbohydrate content change in physiological pro-
cesses (gestation) or in pathological conditions such as cho-
riocarcinoma (32-35). Based on the use of a monoclonal an-
tibody (B152 hCG) raised against the hyperglycosylated
choriocarcinoma hCG, a hyperglycosylated isoform pro-
duced by the first-trimester cytotrophoblast cells (but not
syncytiotrophoblast) can be detected in the maternal blood
and urine only during the first 6-7 wk of pregnancy (36-38).
Cole et al. (39-44) investigated the composition of the N-
linked and O-linked oligosaccharide side chains in hCG. In
Down syndrome pregnancies, hyperglycosylated hCG, also
called invasive trophoblast antigen, was found in maternal
serum and urine in higher proportion than in controls, and
its measurement was proposed as a potential alternative to
hCG in Down syndrome screening during the first or second
trimester.

In the present work, for the first time, hCG glycosylation
was studied comparatively at the source of hormone pro-
duction, i.e. cultured trophoblast cells from age-matched sec-
ond-trimester control and T21-affected placentas. The dem-
onstration of an abnormally glycosylated hCG synthesized
by T21 placental cells was based on: 1) fucosyl-transferase-1
and sialyl-tranferase-1 transcript increases in T21 trophoblast
cells; 2) different binding of the secreted hCG to different
lectins; 3) detection by IEF of a highly acidic form of hCG in
the T21 cell culture medium. The IEF pattern reflects the
heterogeneity of the charged sugar (sialic acid), which varies
with the multiantennarity and/or moiety of the N- or O-
oligosaccharide chains in which sialic acid is the terminal
sugar (45). Glycosylation modification of polypeptide hor-
mones is known to modulate their activity on target cells.
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Interestingly, this T21-hCG had a low bioactivity compared
with hCG secreted by gestational age control trophoblasts.

In conclusion, due to the pleiotropic role of this hormone
in human pregnancy, maintenance of corpus luteum, tro-
phoblast differentiation, endometrium vascularization, and
other factors (7, 46), these results suggest that this abnormal
highly glycosylated weakly bioactive hCG might be impli-
cated in the highly frequent spontaneous abortion observed
in this aneuploidy.
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1. Introduction.

Dans I’article précédent, nous avons mis en évidence une forme d’hCG hyperglycosylée et
biologiquement moins active. Ceci nous a amené a formuler de nouvelles hypothéses afin d’expliquer
le fait que I’on retrouve I’hCG augmentée dans le sang maternel lors d’une grossesse associée a une
trisomie 21, alors que sa production trophoblastique est diminuée.

Une de ces hypotheses a été de suggérer que ’augmentation de ’hCG sérique maternelle lors de
grossesse associée a une trisomie 21, pourrait étre due a une anomalie quantitative et/ou qualitative du
R-LH/CG dans les cellules trophoblastiques trisomiques. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons
cherché a caratériser 1I’expression du R-LH/CG au cours de la différenciation trophoblastiques. Peu de
données sont disponibles sur ce sujet. Nous avons donc, dans un premier temps focalisé notre étude
sur le modéle de différenciation des cytotrophoblastes normaux.

Nous avons montré par wester-blot et immunoprécipitation que I’expression du R-LH/CG décroit au
fur et 2 mesure de la fusion et de la différenciation trophoblastique, alors que les hormones hCG et
hPL (spécifiques de la formation syncytiale) augmentent. Nous avons confirmé ces résultats par une
analyse de Scatchard en démontrant que la forme mature du récepteur, exprimée a la surface des
cellules trophoblastiques et fixant I’'hCG-I', est fortement moins exprimée par le
syncytiotrophoblaste que par les cytotrophoblastes. De plus, sous stimulation par une hCG

recombinante, le syncytiotrophoblaste produit moins d’AMPc que le cytotrophoblaste.
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2. Résultats.

2.1. Différenciation in vitro des trophoblastes humains.

La figure 1 (de I’article 2) présente les cultures a 24h de cytotrophoblastes purifiés et isolés a
partir de placenta et le syncytiotrophoblaste formé & 72h. La formation du syncytiotrophoblaste est
associée a une augmentation significative du taux d’hPL et d’hCG dans les milieux de culture (Figure
11 de I’article 2). Parallélement, les immunomarquages de I’hCG (figure 1A et 1B de I’article 2) et de
I’hPL (figure 1F et 1H de I’article de 2) présentent une augmentation de leur intensité in vitro durant la
formation du syncytiotrophoblaste. L’hPL, qui est exprimée seulement par le syncytiotrophoblaste
(Handwerger, 1991), est détectée par immunomarquage a 72h (figure 1D et 1H de I’article 2), alors
qu’aucun marquage n’est observable a 24h (figure 1C et 1F de I’article 2). L’immunomarquage de la
cytokératine 7, qui est exprimée par les cellules trophoblastiques (Blaschitz et al., 2000) est observable
a 24h (figure 1C et 1E de I’article 2) et a 72h (figure 1D et 1G de DParticle 2). La différenciation des
cytotrophoblastes en syncytiotrophoblaste est associée avec une augmentation de 1’expression et de la

sécrétion de I’hCG et de I’hPL.

2.2. Diminution in vitro de ’expression de la protéine du R-LH/CG pendant la différenciation

trophoblastique.

La figure 2A et 2B (de I’article 2) montre que le R-LH/CG est exprimé dans les cultures de
cytotrophoblastes. Le R-LH/CG est exprimé par les cytotrophoblastes (a 24h) et le
syncytiotrophoblaste (a 72h) et se présente de manicre ponctiforme. L’ immunomarquage semble étre
plus fort dans le cytotrophoblaste que dans le syncytiotrophoblaste. Pour valider cette observation,
nous avons procédé a une analyse par western-blot sur des extraits cellulaires de cytotrophoblastes (a
24h) et de syncytiotrophoblaste (a 72h) (figure 2C de I’article 2). A 24h et 72h de culture, deux bandes
majeures de poids moléculaires différents: 65-75 kDa et 85-95 kDa sont observées. Dans la littérature
la bande correspondant a la taille 85-95 kDa a été décrite comme étant la forme mature du récepteur
présent a la surface des cellules. La taille 65-75 kDa correspond au précurseur de la forme mature du
récepteur, présente a la surface cellulaire (Ascoli et al., 2002).

Nos résultats montrent que 1’expression de la forme mature du récepteur LH/CG et de son précurseur
(respectivement marqué m et p dans la figure 2C de larticle 2) sont diminués pendant la
différenciation des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblaste, contrairement a [’actine, dont
I’expression reste constante tout au long du processus de différenciation. La normalisation de

I’expression de la forme mature du R-LH/CG par I’expression de ’actine montre une diminution
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significative (58,6 = 6,7% ; p< 0,0001) de la forme présente a la surface des cellules. Dans les mémes
extraits cellulaires, la diminution de I’expression de la forme mature et du précurseur du R-LH/CG
coincide avec une augmentation de 1’expression de I’hCG et de I’hPL (figure 2C de I’article 2).

Pour mieux caractériser 1’expression du R-LH/CG pendant la différenciation trophoblastique, nous
avons réalisé une immuno-précipitation (IP) avec un anticorps dirigé contre la partie transmembranaire
du récepteur LH/CG humain (K15). Une bande de 90 kDa correspondant a la forme mature du R-
LH/CG (m) et une bande de 75 kDa correspondant au précurseur (p) ont ainsi été mises en évidence.
Afin de déterminer la forme du récepteur fixant I’hCG, nous avons utilisé de I’hCG-I'*’ dans des
expériences de ligand-blot (figure 2D de I’article 2). L’incubation d’hCG-I'® (10"'M) avec la
membrane de I'IP révéle une bande majeure pour 90 kDa. Cette bande est absente lorsque la
membrane de I’IP est incubée en présence d’un exces d’hCG froide (10°M) et avec de I’hCG-I'** (10"
""M). La quantité d’hCG-I'*® fixé sur la bande 4 90 kDa est plus importante dans les cytotrophoblastes

que dans le syncytiotrophoblaste.

2.3. Diminution in vitro de I’expression de ’ARNm du R-LH/CG pendant la différenciation
trophoblastique.

Nous avons procédé a des RT-PCR semi quantitatives en utilisant deux couples
d’oligonucléotides (P1 et P2) (leur position est indiquée sur la figure 3A de I’article 2). Pour exclure
toute contamination par de ’ADN génomique, chaque oligonucléotide est localisé sur des exons
différents et les échantillons d’ARN ont été prétraités avec de la DNAse I. La figure 3B (de I’article 2)
montre que les amplifications de 647-pb et de 282-pb (obtenues avec P1 et P2 respectivement)
spécifique de I’ARNm du R-LH/CG sont plus abondantes dans les cytotrophoblastes (24h) que dans le
syncytiotrophoblaste (72h). Aucune différence significative n’est observable pour I’expression de
I’ARNm de I’actine. Les fragments de 647-pb et de 282-pb ont été clonés et séquencés, confirmant
qu’il s’agit bien du R-LH/CG humain. La normalisation de 1’expression de I’ARNm du R-LH/CG par
I’expression de I’ARNm de l’actine aprés RT-PCR montre une diminution significative de
I’expression de I’ARNm du R-LH/CG lors de la différenciation des cytotrophoblastes en
syncytiotrophoblaste (figure 3C de 1’article 2). Avec P1, on observe une diminution allant de 0,332 +
0,014 UA a24h 2 0,132 £ 0,013 UA a 72h (p< 0,0001). Une diminution similaire est observable avec
P2, allant de 0,817 £ 0,018 UA 4 24h 4 0,356 +£ 0,011 UA a 72h (p< 0,0001).
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2.4. Diminution in vitro de la fixation d’hCG-I'™ sur le R-LH/CG pendant la différenciation

trophoblastique.

Pour confirmer la diminution de I’expression du R-LH/CG observée au niveau de la protéine
et des messagers, nous avons réalisé des expériences de liaison, (comprenant des études de saturation
et de compétition) avec de ’hCG radiomarquée dans les culture a 24h et 72h (figure 4 de I’article 2).
Les analyses de Scatchard montrent que le nombre de molécules radiomarquées fixées a la membrane
est supérieur (p = 0,042) dans les cytotrophoblastes (3511 = 693 molécules fixées/cellules
ensemencée) que dans le syncytiotrophoblaste (929 + 583 molécules fixées/cellules ensemencée).
Aucune différence dans 1’affinité de ’hormone (Kd) n’est observable entre les cellules a 24h (0,5 +

0,09 nM) et & 72h (0,4 + 0,13 nM).

2.5. Stimulation in vitro du R-LH/CG pendant la différenciation trophoblastique.

Pour confirmer la diminution de I’expression de la forme mature du récepteur LH/CG observé
dans le syncytiotrophoblaste par rapport aux cytotrophoblastes, nous avons mesuré la production
d’AMPc en réponse a une stimulation d’hCG biosynthétique (figure 5 de P’article 2). Nous pouvons
observer que la production et I’accumulation d’AMPc sous stimulation d’hCG est supérieure (p =
0,0021) dans les cytotrophoblaste que dans le syncytiotrophoblaste. A 24h, la stimulation d’hCG (10°
*M) induit une production d’AMPc deux fois plus forte que les cytotrophoblastes non stimulés (p =
0,0016), alors que la stimulation avec 10*M d’hCG n’induit pas de production d’AMPc détectable sur
le syncytiotrophoblaste (p = 0,7644). 1l est important de noter que la stimulation par 1’épinéphrine
(utilisée comme témoin positif) entraine une augmentation similaire d’AMPc dans les
cytotrophoblastes et les syncytiotrophoblastes, ceci suggérant que la voie de ’AMPc est bien

fonctionnelle dans les deux types cellulaires.

2.6. Immunolocalisation du R-LH/CG sur des coupes de placentas.

Nous avons confirmé les précédents résultats observés in vitro, en examinant in situ
I’expression du R-LH/CG sur des coupes de placentas de premier trimestre. Nous avons choisi de
travailler sur des coupes de placentas issus du premier trimestre car la couche de cellules
trophoblastiques est plus abondante qu’a terme et constitue une couche continue. L’expression du R-
LH/CG est retrouvé a la fois dans les cytotrophoblastes et le syncytiotrophoblaste. La figure 6A (de
’article 2) montre que 1’expression du récepteur est plus importante dans le cytotrophoblaste que dans

le syncytiotrophoblaste. Le R-LH/CG est aussi exprimé dans les cellules périvasculaies (VC) de la
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villosité choriale (figure 6A de I’article 2). Aucun marquage n’est observable sur les coupes controles
(figure 6D de Dl’article 2). Un fort marquage de ’hCG est observé au niveau du syncytiotrophoblaste
(figure 6B de l’article 2), tandis que le marquage de la cytokératine 7 est principalement localisé dans

la couche de cytotrophoblastes (figure 6C de ’article 2).
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3. Conclusion.

L’hCG, qui est produite en grande quantité par le syncytiotrophoblaste, joue un role clef dans
la différenciation du cytotrophoblaste en syncytiotrophoblaste. De nombreuses études se sont
intéressées au role central de I’hCG et de son récepteur dans le mécanisme de différenciation
trophoblastique. L’inhibition de 1’expression du R-LH/CG par 'utilisation d’anti-sens spécifiques
pendant la culture de cytotrophoblastes a pour conséquence d’entrainer une inhibition de la
différenciation trophoblastique, montrant que I’hCG, via son récepteur est un régulateur autocrine et
paracrine de la formation du syncytiotrophoblaste (Yang et al., 2003). Plusieurs auteurs ont décrit un
phénomene de “down regulation” du récepteur LH/CG en présence de forte concentration d’hCG. Ce
phénomene est caractérisé par une diminution du nombre de récepteurs LH/CG présents a la surface
de la membrane cellulaire, corrélée a une diminution des transcrits du R-LH/CG (Segaloff et al., 1990)
(LaPolt et al., 1990) (Hoffman et al., 1991) (Peegel et al., 1994).

En utilisant différentes méthodes biochimiques, nous avons clairement démontré dans cette étude, une
diminution des transcrits et de la protéine du récepteur LH/CG dans le syncytiotrophoblaste
comparativement aux cytotrophoblastes. La diminution de la forme mature du récepteur LH/CG
présent a la surface de la membrane cellulaire a été confirmée dans notre étude par une nette
diminution de la production d’AMPc apres stimulation par une hCG recombinante dans le
syncytiotrophoblaste par rapport aux cytotrophoblastes. La diminution de la production d’AMPc dans
le syncytiotrophoblaste n’est pas due a une diminution de ’affinit¢ de I’hCG pour son récepteur,
puisque la constante de dissociation de 1’hormone pour son récepteur (Kd) est la méme dans les
cytotrophoblastes et le syncytiotrophoblaste. De plus, les études de Scatchard ont permis de confirmer
la diminution du nombre de récepteurs présents a la surface cellulaire, par la diminution significative
du nombre de molécules radiomarquées fixées a la membrane du syncytiotrophoblaste
comparativement aux cytotrophoblastes. Par ailleurs, la diminution de I’expression du récepteur
LH/CG dans le syncytiotrophoblaste par rapport aux cytotrophoblastes a de plus, été confirmée in situ.
Le processus de découplage du R-LH/CG est un phénomeéne qui empéche temporairement 1’intéraction
des protéines G avec le R-LH/CG, inhibant ainsi toute production d’AMPc. Ce phénoméne a lieu
lorsque le récepteur est soumis a de trés fortes concentrations d’hCG ou a une longue exposition du
récepteur avec son ligand (Segaloff et al., 1990). La perte de réponse et de production d’AMPc
observée dans le syncytiotrophoblaste en présence d’'une hCG recombinante peut étre due en partie au
découplage des récepteurs présents a la surface de la membrane cellulaire.

Dans cette étude, nous avons caractérisé de manic€re biochimique et pour la premicre fois dans un
modele physiologique humain, le récepteur LH/CG. Nous avons ainsi démontré que le R-LH/CG est
exprimé par les cytotrophoblastes et en quantité moindre, par le syncytiotrophoblaste. L’expression du

R-LH/CG semble étre régulée durant la différenciation des trophoblastes villeux et cette régulation
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peut faire intervenir un phénomeéne de régulation négative du récepteur par son ligand. Phénoméne qui
permet la diminution du nombre de récepteurs présents a la surface membranaire cellulaire, par
internalisation et dégradation du R-LH/CG. Ce processus se produit lorsque la cellule est en présence
d’une grande quantité de ligand ou lors d’une exposition prolongée du R-LH/CG avec son ligand. Une
régulation anormale de ce processus pourrait étre impliquée dans les grossesses associées a une
trisomie 21, pour lesquelles nous avons précédemment démontré la présence d’'une hCG
anormalement glycosylée et biologiquement moins active, entrainant a un retard de formation du

syncytiotrophoblaste (Frendo et al., 2000) (Frendo et al., 2004).
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ABSTRACT

Due to the key role of the human chorionic gonadotropin hormone (hCG) in placental
development, the aim of this study was to characterize the human trophoblastic luteinizing
hormone/chorionic gonadotropin receptor (LH/CG-R) and to investigate its expression using the in
vitro model of human cytotrophoblast differentiation into syncytiotrophoblast. We confirmed by in
situ  immunochemistry and in cultured cells, that LH/CG-R is expressed in both villous
cytotrophoblasts and syncytiotrophoblasts. However, LH/CG-R expression decreased during
trophoblast fusion and differentiation, while the expression of hCG and hPL (specific markers of
syncytiotrophoblast formation) increased. A decrease in LH/CG-R mRNA during trophoblast
differentiation was observed by means of semi-quantitative RT-PCR with two sets of primers. A
corresponding decrease (~ 60%) in LH/CG-R protein content was shown by western-blot and
immunoprecipitation experiments. The amount of the mature form of LH/CG-R, detected as a 90-kDa

125

band specifically binding “I-hCG, was lower in syncytiotrophoblasts than in cytotrophoblasts. This
was confirmed by Scatchard analysis of binding data on cultured cells. Maximum binding at the cell
surface decreased from 3511 to about 929 molecules/seeded cells with a Kd of 0.4 - 0.5 nM.
Moreover, on stimulation by recombinant hCG, the syncytiotrophoblast produced less cyclic AMP

than cytotrophoblasts, indicating that LH/CG-R expression is regulated during human villous

trophoblast differentiation.
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INTRODUCTION

Human chorionic gonadotropin (hCG) belongs to a family of glycoprotein hormones, which
includes lutropin (LH), thyrotropin (TSH) and follitropin (FSH). These hormones composed of two
non-covalently linked subunits, alpha (o) and beta (f3), are active on bicatenary form. The a-subunit is
common to all glycoprotein hormones, whereas the f3-subunits confer the hormonal specificity (Pierce
and Parsons, 1981). Alpha hCG is encoded by a single gene and BhCG by six genes, one of which,
CGp5, is predominantly expressed in the placenta (Bo and Boime, 1992). HCG is essential for the
initiation and maintenance of early pregnancy. After implantation, hCG is produced by the placenta
and mainly by the trophoblast (Hoshina et al., 1985; Kliman et al., 1986; Muyan and Boime, 1997,
Handschuh et al., 2006). It is used as a diagnostic marker of pregnancy.

The human placenta is characterized by extensive invasion of the trophoblast in the maternal
uterus, creating direct trophoblast contact with maternal blood (haemochorial placentation). In early
pregnancy, mononuclear cytotrophoblasts (CT) proliferate and invade the maternal endometrium to
form the anchoring villi. (Aplin, 1991). Cytotrophoblasts also differentiate into a multinucleated
continuous layer known as the syncytiotrophoblast (ST). This cell layer, which covers the chorionic
villi, is bathed by maternal blood in the intervillous spaces from early gestation (Richard, 1961;
Midgley et al., 1963; Boyd and Hamilton, 1970; Benirschke and Kaufmann, 2000). This
syncytiotrophoblast is multifunctional, but its primary functions are exchange of oxygen, nutrients,
removal of waste products and hormone production. The syncytiotrophoblast secretes hCG in large
amounts, directly into the maternal blood bathing the chorionic villi in the intervillous space.

The mechanisms underlying villous trophoblast differentiation remain largely to be explored.
Syncytiotrophoblast formation in vivo and in vitro arises from villous cytotrophoblast fusion and
differentiation. Several factors modulate villous trophoblast differentiation, including EGF (epidermal
growth factor) and EGF receptor expression (Morrish et al., 1987; Alsat et al., 1993), hypoxia (Alsat et
al., 1996), cAMP-dependent protein kinase (PKA) (Keryer et al., 1998), granulocyte-macrophage
stimulating factor (Garcia-Lloret et al., 1994), transforming growth factor  (TGFp) (Morrish et al.,

1991) and oxidative stress due to overexpression of copper zinc superoxide dismutase (Frendo et al.,
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2000a, 2001). The molecular mechanisms underlying trophoblast membrane fusion are poorly
understood. Proteins involved in cell adhesion (cadherin 11) (Getsios and MacCalman, 2003) and cell-
cell communication (connexin 43) (Frendo et al., 2003a) are known to be directly involved. We
recently demonstrated the direct involvement of syncytin I, a human endogenous retroviral envelope
glycoprotein (Frendo et al., 2003b), and the presence of syncytin 2, restricted to some villous
cytotrophoblasts (Malassiné et al, 2006).

Several studies suggest that hCG stimulates villous trophoblast differentiation by acting on the
LH/CG-R (Shi et al., 1993; Cronier et al., 1994; Yang et al., 2003). This receptor, which has seven
transmembrane domains, belongs to the superfamily of G protein-coupled receptors (Pierce and
Parsons, 1981; Loosfelt et al., 1989; McFarland et al., 1989; Minegishi et al., 1990). The LH/CG
receptor gene has been cloned in pig, mouse, rat and human; in humans it is composed of 11 exons
and 10 introns, and its coding region is over 60 kb long (Segaloff and Ascoli, 1993). HCG binding to
its receptor activates adenylate cyclase, phospholipase C and ion channels, which in turn control
cellular cAMP, inositol phosphates, Ca*" and other secondary messengers (Gudermann et al., 1992;
Hipkin et al., 1992).

The presence of LH/CG-R in human placenta was first described by Alsat (Alsat and Cedar,
1974) and has since been confirmed by other authors (Reshef et al., 1990; Lei and Rao, 1992).
Inhibition of LH/CG-R expression by specific antisense oligodeoxynucleotides during cytotrophoblast
culture results in time- and concentration-dependent inhibition of cytotrophoblast differentiation,
showing that hCG, via its receptor, is an autocrine and paracrine regulator of human placental
syncytiotrophoblast formation (Yang et al., 2003).

Most of the studies actually done, have used transfected cells with cDNA from LH/CG-
receptor in rat or mouse models. In human, the characterization and the modulation of LH/CG-R
expression during syncytiotrophoblast formation is poorly documented. Here we wused the
physiological model of cultured primary human trophoblasts (Kliman et al., 1986; Frendo et al.,
2000b), in which isolated mononuclear cytotrophoblasts differentiate and fuse to form a
syncytiotrophoblast, which secretes large amounts of hCG and other pregnancy-related hormones. We

used various methodological approaches to characterize the hCG/LH receptor, and observed its down-
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regulation during villous trophoblast differentiation. This was confirmed by in situ

immunolocalisation of the hCG receptor in sections of human placenta.

MATERIALS AND METHODS

Placental tissue collection and trophoblast cell culture

These studies were performed in agreement with our local ethics committee and with written informed
consent of patients. Third trimester placentas were obtained immediately after iterative Caesarian
section from healthy mothers delivered at 35-39 weeks of amenorrhea. First trimester placentas (7-12
weeks of gestation) were collected following legal voluntary interruption of pregnancy from women
who gave their written informed consent. Cytotrophoblasts were isolated as previously described
(Alsat et al., 1993). After sequential trypsin (0.25%)/DNase I digestion followed by Percoll gradient
centrifugation (Frendo et al., 2003a), the cells were further purified by negative selection to obtain a
trophoblast preparation not contaminated by other cells, by using a monoclonal anti-human leukocytic
antigen A, B and C antibodies (W6-32HL, Sera Lab, Crawley Down, UK) according to a published
method (Schmon et al., 1991; Cronier et al., 2002). This antibody reacts with most cell types (e.g.
macrophages, fibroblasts, extravillous trophoblasts) but not with villous cyto- or
syncytiotrophoblast. Cytotrophoblasts were diluted to a final density of 2.7x10° cells in 3 ml of
minimum essential medium (MEM) containing 10% fetal calf serum (FCS). Cells were plated in 60-
mm plastic dishes (TPP, Trasadingen, Switzerland) and incubated at 37°C in 5% CO,. Cytokeratin 7
immunocytochemistry was performed to confirm the cytotrophoblastic nature of the attached cells:

about 95-98% of the cells were positively stained.

Hormone assay
The hCG concentration was determined in culture medium after 24 and 72 hours of culture by using
an enzyme-linked fluorescence assay (Vidas System, BioMerieux, Marcy I’Etoile, France) with a

detection limit of 2 mU/ml. The hPL concentration was determined in 4-fold-concentrated conditioned
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medium by using a method (Amerlex IRMA, Amersham Pharmacia Biotech) with a detection limit of

0.5 pg/ml. All reported values are means = SEM of triplicate determinations.

Immunohistochemistry

Placental samples were obtained after first-trimester abortion. They were fixed by incubation in 4%
formalin for 4 to 12 h at room temperature and then embedded in paraffin, dewaxed in xylene and
rehydrated in ethanol/water. Immunostaining was performed with a universal streptavidin-peroxidase
immunostaining kit (Peroxidase, Dako LSAB®+Kit, DAKO®, Glostrup, Denmark). Non-specific
binding was blocked by incubation for 5 min in a blocking reagent containing 3% H,O, and then in
3% serum albumin in PBS for 30 min. The sections were incubated with the primary antibody for 30
min at room temperature. The primary antibodies (table 1) were polyclonal anti-human LH/CG-R
(LHR-K15, Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA, at 2 pg/ml), monoclonal anti-cytokeratin 7
(M7018, DAKO®, Glostrup, Denmark, at 1 pg/ml), and polyclonal anti-hCG (A0231 against the beta
subunit of hCG, DAKO®, Glostrup, Denmark, at 2 pg/ml). Sections were washed in PBS and
incubated with a biotinylated secondary antibody for 15 min. They were then washed three times in
PBS and incubated with streptavidin conjugated to horseradish peroxidase for 15 min. The sections
were washed in PBS and staining was detected by incubation for 30 seconds with the DAB (3,3’-
diaminobenzidine) chromogen. Controls were performed by incubating the sections with nonspecific
IgG at the same concentration as the primary antibody. Successive pre-adsorptions of LH/CG-R

antibody with trophoblastic cells in culture abrogate LH/CG-R immunodetection.

Immunocytochemistry

To detect desmoplakin, LH/CG-R, hCG, cytokeratin 7 and hPL, cultured cells were rinsed with PBS,
fixed and permeabilized in methanol at -20°C for 8 min. Alternatively, cultured cells were fixed with
4% paraformaldehyde at 4°C for 20 min. After washing once with PBS, the remaining free aldehyde
groups were blocked by adding 50mM NH,CI for 10 min. A polyclonal anti-desmoplakin (AHP320,
Serotec, Oxford, UK at 2.5 ug/ml), two polyclonal anti-LH/CGR (LHR-K15 and LHR-H50, Santa

Cruz Biotechnology Inc, CA, USA, at 2 pg/ml), two polyclonal anti-hCG (A0231, DAKO®, Glostrup,
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Denmark at 2 ug/ml and SC-7821, Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA at 2ug/ul), a monoclonal
anti-cytokeratin 7 (M7018, DAKO®, Glostrup, Denmark, at 2.6 ug/ml), or a polyclonal anti-hPL
(A0137, DAKO®, Glostrup, Denmark, at 1.6 ug/ml) was then applied (table 1), followed by
fluorescein isothiocyanate-labeled goat anti-mouse IgG, or fluorescein isothiocyanate-labeled goat
anti-rabbit IgG (Jackson Immuno Research, Baltimore, USA at 1:150), or Alexa 488-labeled donkey
anti rabbit (Molecular probes Inc, OR, USA at 1:400), or Texas red labeled donkey anti goat (Jackson

Immuno Research, Baltimore, USA at 1:400), or CyTM3

goat anti-rabbit IgG, as previously described
(Frendo et al., 2001). The controls, which consisted of omitting the primary antibody or applying the

non specific IgG of the same isotype, were all negative.

Immunoblotting

Cell extracts were prepared as previously described (Alsat et al., 1996). Protein (70 ug) was
solubilized in RIPA (radioimmunoprecipitation) buffer (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 1% Triton X100,
1% deoxycholate, 0.1% SDS, pH: 8), and stained markers were submitted to 7.5% SDS-PAGE and
transferred to nitrocellulose sheets. Membranes were immunoblotted with two polyclonal antibodies
against LH/CG-R, LHR-K15 (goat anti human, Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA) and LHR-
H50 (rabbit anti human, Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA) at 2 ug/ml each, and the specific
band was revealed by chemiluminescence (West Pico Chemiluminescent, Pierce, Rockford, IL, USA)
after incubation with an anti-goat or anti-rabbit peroxidase-coupled antibody (Jackson Immuno
Research, Baltimore, USA). To detect actin, cytokeratin 7, hCG and hPL, we proceeded as described
above, except that proteins were immunoblotted with rabbit polyclonal antibody at 0.7 ug/ml for actin
(Sigma-Aldrich, MO, USA), rabbit polyclonal antibody at 0.4 ug/ml for hCG and 0.32 ug/ml for hPL
(DAKO®, Glostrup, Denmark) and mouse monoclonal antibody at 0.5 ug/ml for cytokeratin 7
(DAKO®, Glostrup, Denmark). Successive pre-adsorptions of LH/CG-R antibody with trophoblastic

cells in culture abrogate LH/CG-R immunodetection in western-blot analysis.
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Immunoprecipitation and ligand blotting

Protein G Plus-Agarose (Immuno precipitation Reagent, Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA)
was pre-mixed with a polyclonal antibody against human LHCG-R (K15, Santa Cruz Biotechnology
Inc, CA, USA), or without antibody. Cells (1.0 x 10%well) were seeded in six-well plates and cultured
as previously described. After 24 hours of culture, cells were washed with PBS and scraped free in
ice-cold RIPA buffer. After sonication, the cellular lysate and debris were separated by centrifugation
at 10000 g for 10 min at 4°C. The supernatant was transferred to the protein G-anti-human LHCG-R
immunocomplex and incubated overnight at 4°C on a rocker platform, followed by four washes in
RIPA buffer. Protein was eluted by heating at 60°C for 10 min in 1X electrophoresis sample buffer
(Bio-Rad laboratories, CA, USA). Aliquots were submitted to 7.5% SDS-PAGE and transferred to
nitrocellulose membranes. Membranes were exposed to antibody as previously described, or the blots
were incubated with '*I-hCG at 10" M (PerkinElmer Life and Analytical Sciences Inc. MA, USA)
for 16 h at 4°C in the absence or presence of excess unlabeled hCG at 10° M (Organon SA, Puteaux,
France). The blots were washed with PBS containing 0.1% Tween 20, then dried. Bound '*’I-hCG was
visualized by autoradiography and analyzed by Cyclone (Storage phosphorlmaging System, Hewlett

Packard, France).

RNA extraction

Total RNA was extracted from trophoblastic cells after 24 or 72 hours of culture by using the Trizol
reagent (Invitrogen Life Technologies, CA, USA) and was stored at -80°C or at -20°C in 75% ethanol
until use. The total RNA concentration was determined at 260 nm and RNA integrity was checked in
1% agarose gel. The relative LH/CG-R mRNA levels were determined by semi-quantitative reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). The transcript level was normalized to the actin

mRNA level (endogenous control).

RT-polymerase chain reaction
RNA samples were pretreated with DNAse I using the RQ1 RNase-Free DNase kit (Promega Inc, WI,

USA). Briefly, we used 5 units of RQ1 RNase-free DNase per 5 micrograms of RNA, we then added
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RQ1 RNase-free 10x reaction buffer and TE buffer. Mixture was incubated at 37°C for 30 min and the
digestion was terminated by the RQ1 DNase stop solution. DNase was then inactivated by heating at
65°C for 10 min.

Complementary DNA was synthesized from 5 pg of total RNA. The reaction mixture had a final
volume of 20 pl and contained 375 mM KCl, 250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 15 mM MgCl,, 0.1 M DTT,
40 U of RNAsin®, 200 U of reverse transcriptase Superscript II (Invitrogen Life Technologies, CA,
USA), 10 mM each dNTP and 200 ng of random primers (Invitrogen Life Technologies, CA, USA).
Mixture of total RNA, DTT and random primers was heat at 65°C for 5 min. Annealing was run for 10
min at 25°C and primer extension for 50 min at 42°C. An aliquot of the reaction mixture (5 pl) was
then made up to 45 ul with Taq polymerase buffer containing 1 unit of Taq polymerase Platinium
(Invitrogen Life Technologies, CA, USA). Before heating to 94°C (hot-start), 50 pmol of each specific
primer was added. Amplification was run for 40 cycles for LH/CG-R and for 20 cycles for actin,
consisting of 1 min at 94°C (denaturation), 1 min at 55°C (annealing) and 1 min at 72°C (extension).
Oligonucleotide primers specific for the coding sequence of LH/CG-R (NM_000233) were used (Fig.
3A): P1 (+): 5'-CAAGCTTTCAGAGGACTTAATGAGGTC-3"; P1 (-): 5~AAAGCACAGCAGTGG
CTGGGGTA-3"; P2 (+): 5'-“TCGACTATCACTTGCCTACC-3"; P2 (-): 5'-GGAGAAGACCTTCGTA
ACAT-3"; Actin (NM_001101) (+): 5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3"; Actin (-): 5'-CTCCTTA
ATGTCACGCACGATTTC-3'". Amplified products were analyzed by electrophoresis on 1.8% agarose

gels and visualized by ethidium bromide staining.

Cloning and DNA sequencing of LH/CG-R from trophoblastic cells

PCR products were eluted from agarose gel by using the Macherey Nagel kit (NucleoSpin Extract II,
MN, Hoerdt, France) and purified DNA fragments were cloned into the pCRII-TOPO vector by using
the TOPO-TA Cloning kit (Invitrogen Life Technologies, CA, USA). Positive clones were selected by
PCR and were sequenced by Genome Express (Meylan, France). Both strands of DNA fragments were

sequenced, using MI3 reverse and MI3 forward primers.

- 177 -

RESULTATS: Article 2



Intracellular cAMP determination

Cells (1.0 x 10°well) were seeded in six-well plates and cultured as described above. After 24 h or 72
h, cells were preincubated with 10mM IBMX (3-isobutyl-1methylxanthine) for 1 hour to prevent
cAMP degradation and were stimulated for 20 min with 10®* M hCG (C6322, Sigma-Aldrich, MO,
USA). Cells were frozen on dry ice and cAMP was extracted with ice-cold 65% ethanol. The extracts
were dried and kept at -20°C until use. Cyclic AMP was assayed after acetylation by using a method
(Amersham Biosciences, NJ, USA) based on the competition between unlabelled cAMP and a fixed
quantity of '“I-labelled cAMP for binding to a cAMP-specific antibody. Bound antibody was
separated from free fraction by magnetic separation with a second antibody Amerlex'"-M preparation
that is bound to magnetizable polymer particles. Separation of the antibody bound fraction is effected
either by magnetic separation of the Amerlex'"-M suspension or decantation of the supernatant. The
concentration of unlabelled cAMP in the sample was then determined by interpolation from a standard

curve.

Binding assay and Scatchard analyses

Trophoblastic cells (1.0 x 10%well) were seeded in six-well plates and cultured as described above.
After 24 h or 72 h of culture the cells were washed five times and cultured in DMEM, 0.1% BSA for 2
hours to dissociate any bound endogenous hCG. The cells were then washed and placed in 1 ml of
DMEM containing 0.1% BSA and 1 mM HEPES, pH 7.3. Cells were incubated for 30 min at room
temperature with 0.5 nM '*’I-hCG and an increasing concentration of unlabelled hCG (from 10> M to
10® M, 6322, Sigma-Aldrich, MO, USA) on a shaker platform at 50 cycles/min. At the end of the
incubation period the cells were washed and scraped free, and bound radioactivity was counted. Each
assay was performed in triplicate. Data were analyzed by using the LIGAND fitting program (version
4.97) (Munson and Rodbard, 1980). For Scatchard analysis, the results showing the number of labeled
molecules associated with the cellular membrane were expressed in a number of molecule associated
per seeded cells. For comparison between CT and ST experiments, nuclei were counted at 24h and

72h of culture after staining with DAPI, as previously described in the immunocytochemistry section.
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We did not observe difference between the number of nuclei at 24h and 72h of culture (CT are non
proliferative cells and apoptosis or cellular loss account for about 4% (data not shown).

'*I-labeled hCG was prepared using chloramine T as oxidant (Hunter and Greenwood, 1962). In a
final volume of 20 ul, hCG (5 pg, 4.4 uM) was added to 0.5 mCi of Na'*I (Perkin-Elmer Life and
Analytical Sciences, MA, USA; 17.4 Ci/mg, 11.5 pM) neutralized with 0.1 M Mops and poly(ethylene
glycol) 1000 (1%). The reaction in 25 mM Mops buffer pH 7.2 was started by adding 100 pM
chloramine-T for 3 min at room temperature and was stopped by adding 120 uM sodium bisulfite for 3
min and 2 mM Nal for 1 min. The volume was then adjusted to 0.5 ml with Mops-buffered saline (20
mM Mops, 130 mM NaCl, pH 7.2) containing 1 mg/ml BSA. lodinated-hCG was desalted on a PD10
Sephadex G25-M column in the same buffer. Specific activity of '*I-hCG was 2.1-2.4 Ci/umole

corresponding to about 1 atom of iodine per molecule hCG.

Statistical analysis
We used the StatView F-4.5 software package (Abacus Concepts, Inc., CA, USA). Values are reported

as means + SEM. Significant differences (p<0.05) were identified by analysis of variance (ANOVA).

RESULTS

Human villous trophoblast differentiation in vitro

We used the primary cell culture model of villous cytotrophoblasts isolated from term placenta
(Kliman et al., 1986; Alsat et al., 1991). Figure 1 shows purified cytotrophoblasts cultured on plastic
dishes for 24 and 72 hours. Mononuclear cytotrophoblasts fused and formed multinucleated
syncytiotrophoblasts, 72 hours after plating (Kliman et al., 1986). Syncytiotrophoblast formation was
associated with a significant increase in hCG and hPL levels in the culture medium (Fig. 1 I).
Concomitantly, immunostaining for hCG (Fig. 1 A and B) and hPL (Fig. 1 F and H) showed an
increase in intensity during in vitro syncytiotrophoblast formation. HPL, expressed mainly by the

syncytiotrophoblast (Handwerger, 1991), was detected by immunostaining at 72 h (Fig. 1 D and H)
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but not at 24 h (Fig. 1 C and F). Immunostaining of cytokeratin 7, expressed by trophoblastic cells
(Blaschitz et al., 2000), was positive at 24 h (Fig. 1 C and E) and 72 h (Fig. 1 D and G).

These results showed that differentiation of isolated cytotrophoblasts into a syncytiotrophoblast is
associated with an increase in the expression and secretion of hCG and hPL, hormones mainly

synthesized by the syncytiotrophoblast.

Decrease in LH/CG-R protein levels during in vitro trophoblast differentiation

As shown in figures 2 A and B, LH/CG-R was expressed by cultured cytotrophoblasts. The LH/CG-R
immunostaining shown in this figure was obtained with the polyclonal antibody LHR-K15. Another
antibody (LHR-H50) gave the same results (data not shown). LH/CG-R was expressed in both
cytotrophoblasts (24 h) and syncytotrophoblasts (72 h), with punctuate immunolabeling. LH/CG-R
immunostaining appeared stronger in cytotrophoblasts than in syncytiotrophoblasts. Double
immunostaining for LH/CG-R (LHR-50) and hCG (C-20) of trophoblasts cultured for 48 hours (Fig. 2
C and D respectively, merge Fig. 2 E) illustrated the dynamics of the process. A mononucleated
cytotrophoblast (Fig. 2 C arrow head) expressed LH/CG-R, whereas aggregated trophoblasts showed
and heterogenous immunostaining of both LH/CG-R and hCG (Fig. 2 E). To validate this observation,
western-blot analysis was performed on extracts of cytotrophoblasts (24 h) and syncytiotrophoblasts
(72 h) (Fig. 3 A). At 24 h and 72 h of culture, two major bands with molecular masses (estimated from
SDS gels) of 65-75 kDa and 85-95 kDa were observed, as described in other cellular models and in
mammalian cells transfected with LH/CG-R cDNA. In the literature, the 85-95 kDa band corresponds
to the mature LH/CG-R present at the cell surface, and the 65-75 kDa band is the precursor of the cell-
surface receptor (for review see Ascoli et al., 2002).

Our results show that the expression of the mature LH/CG-R and its precursor (respectively
designated m and p in Fig. 3 A) decreases during cytotrophoblast differentiation. At the same time,
actin expression remains constant. Normalization of mature LH/CG-R protein expression to actin
expression showed a significant decrease (58.6 = 6.7%; p< 0.0001) in cell-surface receptor expression.

We obtained similar results with the two antibodies used (LHR-K15 and LHR-HS50).
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Interestingly, in the same cellular extracts, the decrease in precursor and mature LH/CG-R expression
coincided with an increase in hCG and hPL expression (Fig. 3 A).

To further characterize LH/CG-R expression during trophoblast differentiation, we performed
immunoprecipitation (IP) with anti-human LH/CG-R antibody (K15). Cellular extracts were purified
by immobilized anti-receptor antibody (IP) and eluates were analyzed by SDS-PAGE and
immunoblotting using the receptor-specific antibody (K15). A 90 kDa band corresponded to the
mature form of LH/CG-R (m), and a major band of 75 kDa corresponded to the precursor (p).

To determine which molecular form of the receptor bound the hormone, we used '*’I-hCG in ligand-
blot experiments (Fig. 3 B). Incubation of the IP blot with '*’I-hCG (10"'M) revealed a major band of
90 kDa. This band was absent when the blot was incubated with an excess of unlabeled hCG (10° M),
showing that the 90-kDa LH/CG-R specifically binds the hormone. In these conditions, '*’I- hCG
binding to the mature form of the receptor (90 kDa) was lower in the syncytiotrophoblast than in

cytotrophoblasts.

Decrease in LH/CG-R mRNA expression during in vitro trophoblast differentiation

We conducted semi-quantitative RT-PCR experiments with two different sets of primers (P1 and P2)
(for primer positions see Fig. 4 A). To avoid contamination by genomic DNA, each primer was
located on a separate exon and RNA extracts were pretreated with DNAse 1.

As shown in figure 4 B, amplification of the 647-bp and 282-bp fragments, obtained with primers P1
and P2 respectively, indicated that LH/CG-R mRNA was significantly less abundant in the
syncytiotrophoblast (72 h) than in cytotrophoblasts (24 h). No significant difference was noted in the
actin mRNA level. We obtained similar results with the two sets of primers. The amplification
products were then purified from the agarose gel and cloned into the pCRII-TOPO vector. Sequencing
confirmed that both the 647-bp and 282-bp fragments were part of the human LH/CG receptor.
Normalization of LH/CG-R mRNA to actin mRNA after RT-PCR with primer sets P1 and P2 showed
a significant decrease in LH/CG-R mRNA levels during differentiation (Fig. 4 C). With the P1
primers, LH/CG-R mRNA levels fell from 0.33 + 0.01 at 24 h to 0.13 + 0.01 at 72 h (p< 0.0001). A

similar decrease was observed with the P2 primers (from 0.82 & 0.02 at 24 h to 0.36 = 0.01 at 72 h; p<
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0.0001). Although the amplification product obtained with primers P2 appeared to be at least twice as
abundant as that obtained with primers P1 (probably because the P2 amplicon is about half the length
of the P1 amplicon), the size of the decrease in LH/CG-R levels at 72 h was similar with the two

primer sets (respectively 2.5- and 2.3-fold).

Decrease in "“I-hCG binding to cell-surface LH/CG-R during in vitro trophoblast differentiation

To confirm the decrease in LH/CG-R mRNA and protein levels, we performed binding saturation
experiments with iodinated hCG at 24 h and 72 h of culture (Fig. 5). Scatchard analysis of binding
data showed that the number of molecules bound per seeded cell at 24 h of culture (cytotrophoblasts)
was 3511+£693. After differentiation, at 72 h of culture, this number fell significantly (p=0.02) to
929+583. No significant difference in Kd values was observed between 24 h (0.5+0.1 nM) and 72 h

(0.4+0.1 nM).

LH/CG-R stimulation during in vitro trophoblast differentiation

In order to confirm the reduction in functional mature hCG receptor expression at the
syncytiotrophoblast surface compared to the cytotrophoblast surface, we determined cAMP production
in response to an effective hCG concentration for 20 min (Fig. 6). As cAMP is a second messenger for
hCG signaling in trophoblastic cells, the decrease in LH/CG-R transcript and protein levels ought to
be associated with a decrease in cAMP production. Determination of the most effective hCG
concentration was carried out by stimulating trophoblasts with 10">M to 10°M hCG; 10®* M hCG was
the most effective concentration (data not shown). As shown in figure 6, hCG-stimulated cAMP
production by trophoblasts was higher at 24 h than at 72 h of culture (p= 0.0021). Trophoblast
stimulation by hCG (10 M) at 24 h of culture induced at least a 2-fold increase in cAMP production
compared to the basal level (p= 0.0016), but did not induce detectable cAMP production at 72 h of
culture (p= 0.7644). In contrast, epinephrine (which stimulates camp production and is used as a
positive control) induced similar cAMP production at 24 h and 72 h of culture, indicating that the cells
were functional and that the decrease in cAMP production observed at 72 h was not due to a defective

cAMP pathway.
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Immunolocalization of LH/CG-R in villous sections

These in vitro findings were confirmed by examining placental LH/CG-R expression in situ, on villous
sections. First-trimester placenta was chosen because cytotrophoblasts are more abundant than at other
stages of pregnancy and form a continuous layer.

LH/CG-R was detected in villous cytotrophoblasts and syncytiotrophoblasts. Use of a polyclonal
antibody raised against the extracellular domain of human LH/CG-R showed that LH/CG-R is mainly
expressed by the cytotrophoblast layer (Fig. 7 A). Weaker staining was observed in the
syncytiotrophoblast (ST). LH/CG-R was also expressed by perivascular cells (VC) of the villous core.
We obtained similar results with two other monoclonal antibodies (LHR 29 and LHR 1055) which
recognize two different epitopes of the extracellular domain of LH/CG-R (Vuhai et al., 1990; Méduri
et al. 1997) (data not shown). No staining was detected in negative control sections (Fig. 7 D).
Interestingly, strong hCG immunostaining was observed in the syncytiotrophoblast (Fig. 7 B) while

cytokeratin 7 was mainly located in the cytotrophoblast layer (Fig. 7 C).

Taken together, these results strongly suggest that the expression of a functional cell-surface

LH/CG-R decreases during cytotrophoblast differentiation into a syncytiotrophoblast.

DISCUSSION

By using several complementary methods and a well-characterized in vitro model of human
villous trophoblast differentiation, we clearly observed that LH/CG-R mRNA and protein expression
is lower in syncytiotrophoblasts than in cytotrophoblasts and that this down-regulation is associated
with an apparent decrease of receptor activation by its specific hormone. These results differ from
those of two previous studies published by CV. Rao, who described stronger expression of LH/CG-R
in syncytiotrophoblasts than in cytotrophoblasts (Reshef et al., 1990; Lei and Rao, 1992). This
divergence may come from the use of different tools. Anti-human LH/CG-R antibodies were not

available in the early 1990s, and most immunohistochemical and western-blotting studies used
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antibodies raised against the N-terminal part of the rat LH/CG receptor. The amino acid sequence
identity between the rat and human receptors is 85%, with the strongest similitude in the
transmembrane portion of the molecule and not in the N-terminal region (Segaloff and Ascoli, 1993).
Moreover, experiments involving radiolabeled probes, such as northern blotting and in situ
hybridization, used porcine cDNA with 88% sequence identity to the human sequence. In this study,
we cloned PCR fragments of the human hCG/LH receptor from villous cytotrophoblasts and used
antibodies specific for the human receptor.

HCG, which is produced in large amounts by the syncytiotrophoblast, plays an important role
in cytotrophoblast differentiation into syncytiotrophoblast. An increasing number of studies have
investigated the central role of hCG and its receptor in the trophoblastic differentiation process. Many
authors have described down-regulation of LH/CG-R expression by increasing concentrations of hCG.
Indeed, exposure of ovarian or testicular cells expressing the endogenous LH/CG-R to a high
concentration of hCG down-regulates cell-surface receptor expression. This coincides with a decrease
in the abundance of LH/CG-R transcripts (Segaloff et al., 1990; Peegel et al., 1994; Hoffman et al.,
1991; LaPolt et al., 1990; Hu et al., 1990). It is noteworthy in this respect that hCG is secreted in large
amounts during syncytiotrophoblast formation. The decrease in cell-surface receptor expression was
confirmed in our study by the clear decrease in cAMP production by the syncytiotrophoblast after
stimulation by recombinant hCG. Interestingly, the decrease in cAMP production by the
syncytiotrophoblast was not due to a loss of affinity or to weak binding between the receptor and its
hormone, as we found no difference in LH/CG-R Kd values between 24 h and 72 h of culture.
Moreover, Scatchard plots clearly showed that the maximum number of hCG molecules bound per
seeded cell was significantly lower at 72 h of culture than at 24 h (~74%). This result confirms the
decrease of LH/CG-R (~60%) observed by western-blot analysis. The difference in LH/CG-R
decrease (60% versus 74%) may be due to the technical approaches used for the purpose. By western-
blot analysis, we quantified the mature form of the LH/CG-R in proteins from total cellular extracts. In
binding experiments, we used living cells, meaning that only the mature form of the LH/CG-R present
at the cell surface was quantified. Some mature forms internalized or present in the endosome might

not be accessible to '*’I-hCG.
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LH/CG-R desensitization has been described in rat ovary and is accompanied by a transient
loss of responsiveness to LH, the receptor being temporarily uncoupled from its Gs protein (Segaloff
et al., 1990). We observed here that syncytiotrophoblast stimulation by recombinant hCG (10™® M) did
not induce detectable cAMP production although the cAMP pathway was functional as shown by
epinephrine stimulation. This loss of responsiveness to recombinant hCG may thus be due in part to
cell-surface receptor desensitization.

Western blotting showed that two major species of LH/CG-R with molecular masses of 65-75
kDa and 85-95 kDa were expressed by cytotrophoblasts and by syncytiotrophoblasts.
Immunoprecipitation experiments and ligand blot analysis confirmed that the 65-75 kDa band was the
intracellular precursor of the cell-surface receptor and that the 85-95 kDa band corresponded to mature
LH/CG-R present at the cell surface, as shown by its ability to bind specifically labeled '*I-hCG. Our
results show that the expression of the mature LH/CG-R and its intracellular precursor decreased
during cytotrophoblast differentiation. Furthermore, the precursor form seemed to be more strongly
expressed than the mature form in trophoblastic cells. Most studies of these two forms of LH/CG-R
have used mammalian cells transfected with the cDNA for the porcine, rat or human receptor (for
review see Ascoli and al., 2002), but as shown here, primary cultured human trophoblasts may be an
excellent model for studying the maturation of the intracellular precursor into the mature cell-surface
protein. Recently, Pietila et al using transfection models have shown that regulation of the immature
form into the mature form might considered be important in LH/CG-R expression (Pietila et al., 2005).

In this study, we characterized for the first time, in a human physiological model, the
expression and regulation of LH/CG-receptor. We demonstrate, both in situ and in vitro, that LH/CG-
R is expressed by human cytotrophoblasts and, albeit to a lesser extent, by the syncytiotrophoblast.
LH/CG-R expression thus seems to be regulated during villous trophoblast differentiation, and this
regulation may involve down-regulation of the receptor by its ligand. Abnormal regulation of this
process might be involved in trisomy 21-associated pregnancies, in which we recently observed an
abnormal glycosylated form of hCG associated with defective syncytiotrophoblast formation (Frendo
et al., 2000b, 2004). Abnormal syncytiotrophoblast formation might lead to complications such as

preeclampsia and intrauterine growth retardation.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 In vitro human villous trophoblast differentiation. (A) and (B): hCG immunodetection after
24 and 72 hours of culture of villous cytotrophoblasts isolated from term placentas. At 24 hours the
cells are sparse or aggregated (A). At 72 hours, they have fused to form the syncytiotrophoblast,
characterized by multiple nuclei and a strong positive immunofluorescent staining for hCG (B). Nuclei
were labeled with DAPI (blue fluorescence). (C) and (D): co-immunolocalization of cytokeratin 7 (in
green) and hPL (in red) at 24 hours (C) and 72 hours of culture (D). Nuclei are stained blue with
DAPI. HPL, known to be expressed mainly by the syncytiotrophoblast, was detected by
immunostaining at 72 h (H) but not at 24 h of culture (F). Cytokeratin 7 immunostaining, was positive
at 24 h (E) and 72 h (G). (I): levels of hCG and hPL (expressed respectively in milli-international
units per milliliter and micrograms per milliliter of medium) secreted into the culture medium at the
indicated times. Since cells were plated in triplicate (see Experimental procedures), hCG and hPL
levels were determinated for each plate. ND: non detectable. Results are means £ SEM of the three
culture dishes. This figure illustrates one experiment representative of three. Scale for pictures A-D: 1

cm = 30 um. Scale for pictures E-H: 0.5 cm =30 um.

Fig. 2 LH/CG-R immunodetection during in vitro trophoblast differentiation. (A) and (B):
immunostaining for LH/CG-R by using the polyclonal antibody LHR-K15 raised against the human
LH/CG receptor. LH/CG-R was expressed in both cyto- (A; 24h) and syncytotrophoblasts (B; 72h),
albeit more strongly in cytotrophoblasts. (E): co-immunodetection of LH/CG-R and hCG by using the
polyclonal antibodies LHR-H50 (C; in green) and hCG-C20 (D; in red) respectively at 48 hours of
culture. Single trophoblast (arrowed) was stained for LH/CG-R and aggregated trophoblasts were
stained for both LH/CG-R and hCG. Nuclei were labeled with DAPI (blue fluorescence). Scale for

pictures A and B: 0.5 cm = 30 um; scale for pictures C-E: 1 cm =15 pm.

Fig. 3 LH/CG-R protein expression during in vitro trophoblast differentiation. (A) and (B):

Western-blot analyses (A) were performed using the same antibody on extracts from cytotrophoblasts
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(24 h) and syncytiotrophoblasts (72 h). At 24 h and 72 h of culture, two major bands with molecular
masses of 65-75 kDa, corresponding to the precursor (p) of the cell-surface receptor and 85-95 kDa,
corresponding to the mature LH/CG-R (m) present at the cell surface, were observed. The histogram
presents the normalization of mature LH/CG-R protein expression (m) by actin expression (43kDa)
(***: p< 0.0001). Results are expressed as the mean £ SEM of three culture dishes. In the same
cellular extracts, decrease in precursor and mature LH/CG-R expression was concomitant with an
increase in hCG (38kDa) and hPL (22 kDa) expression. (B): immuno-precipitation and ligand-blot
analysis. Cellular extracts were purified by immobilized anti-receptor antibody. Eluates were analyzed
by SDS-PAGE and immunoblotting using the receptor-specific antibody. A 90 kDa band
corresponding to the mature form of LH/CG-R (m) and a major band with a molecular mass of 75 kDa
corresponding to the precursor (p) were observed. Incubation of the IP blot with labeled '*’I-hCG (10°
""M) revealed a major radioactive band at a molecular weight of 90 kDa, which was not detected when
the blot was incubated with an excess of unlabeled hCG (10° M). Figures A and B illustrate one

experiment representative of five.

Fig. 4 LH/CG-R mRNA expression during in vitro trophoblast differentiation. (A): diagram
showing the seven transmembrane domains of the LH/CG-receptor and the location of the primers sets
used in this study. The two sets of primers (P1 and P2) are located on the extracellular domain. P1
amplifies a fragment of 647-bp in the exons 2-9 and P2 amplifies a fragment of 282-bp in the exons 1-
5. (B): Ethidium bromide-staining gel of one representative of five independent experiments. Semi-
quantitative RT-PCR experiments with both the primers P1 and P2 shows respectively a 647-bp and a
282-bp amplified fragment. RT-PCR products were separated on 1.8% agarose gel and analysed by
densitometry. Sequencing confirmed that both the 647-bp and the 282-bp fragments are part of the
LH/CG receptor. (C): histograms represent the normalization of LH/CG-R mRNA by actin mRNA
after RT-PCR with primers sets P1 (upper histogram) and P2 (lower histogram). Data are expressed as
mean £ SEM of five independent experiments similar to the one shown in B. bp: base pairs; ***: p<

0.0001.
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Fig. 5 Scatchard analyses of '*’I-hCG binding to trophoblasts during in vitro differentiation.
Binding was performed for 30 minutes at room temperature, on cells at 24 hours () or 72 hours (@)
of culture. The apparent dissociation constants (Kd) and the maximum number of molecules bound per
mg of protein at 24 hours and 72 hours of culture were calculated by the LIGAND program (lower

table). Results are expressed as the mean = SEM of three experiments.

Fig. 6 Intracellular cAMP production after LH/CG-R stimulation during in vitro trophoblasts
differentiation. Stimulation of cells at 24 hours and 72 hours of culture was performed with 10™ M of
hCG or with epinephrine (used as a positive control) for 20 min and compared to non stimulated cells

(0). **: p< 0.005 and ***: p< 0.0001

Fig. 7 Immunolocalization of LH/CG-R, hCG and cytokeratin 7 in villous sections. (A):
immunohistochemical staining of LH/CG-R, using the polyclonal antibody (H50) raised against the
extracellular domain. Villous cytotrophoblasts (CT), syncytiotrophoblast (ST) and perivascular cells
(VC) of the villous core were positively stained. (B): a strong immunostaining of hCG was observed
in the syncytiotrophoblast. (C): immunostaining of cytokeratin 7 was mainly located in
cytotrophoblasts layer. (D): No staining was observed in control sections treated with non specific

isotypic immunoglobulins.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Table 1
Antibodies used for immunohistochemistry, immunocytochemistry and Western-blot

Antibody Antigen Isotype Species  Source
M7018 Cytokeratin 7 IgGlx Mouse Dako
A0231 B hCG and total h\CG Polyclonal Rabbit Dako
A0137 hPL Polyclonal Rabbit Dako

SC-25828 LHR (H50) extracellular  Polyclonal Rabbit Santa Cruz
domain 28-77

SC-26341 LHR (K15) internal Polyclonal Goat Santa Cruz
region

AHP320  Desmoplakin Polyclonal Rabbit Serotec

AS5060 Actin Polyclonal Rabbit Sigma-Aldrich

-202 -

RESULTATS: Article 2



I11. Article 3 :

Trisomie 21 is associated with abnormal autocrine hCG signaling

impairing trophoblast fusion and differentiation

G. Pidoux, P. Gerbaud, O. Marpeau, J. Guibourdenche, F. Ferreira, G. Meduri, J. Badet, D.
Evain-Brion, and J-L. Frendo

Article en préparation



1. Introduction.

Dans le placenta issu de grossesse associée a une trisomie 21, les cytotrophoblastes s’agrégent
normalement, mais fusionnent peu ou avec retard (Frendo et al., 2000), ce défaut de différenciation
morphologique est associ¢ a un défaut de différenciation fonctionnelle, avec notamment une
diminution de la synthése et de la sécrétion d’hCG (Frendo et al., 2000) (Massin et al., 2001). De plus,
nous avons montré que I’hCG produite par les cellules trophoblastiques trisomiques est anormalement
glycosylée et biologiquement moins active (Frendo et al., 2004).

L’action de I’hCG dans la stimulation de la fusion et de la différenciation des cytotrophoblastes en
syncytiotrophoblaste passe par 1’activation du récepteur LH/CG. Nous avons démontré dans I’article
précédent, que I’expression du R-LH/CG est modulée au cours de la fusion et de la différenciation des
cytotrophoblastes (Pidoux et al.,, 2006). Pour mieux comprendre le défaut de formation du
syncytiotrophoblaste observé in vivo, comme in vitro sur les cellules trophoblastiques trisomiques,
nous nous sommes intéressés a la relation du couple hormone/récepteur (hCG-récepteur LH/CG) dans
les trophoblastes issus de placenta associe a une trisomie 21. Nous avons étudié la fonctionnalité et
I’intéraction de I’hCG anormalement glycosylée et biologiquement moins active sur le R-LH/CG,
produite par les cellules trophoblastiques trisomiques et de I’implication du R-LH/CG dans le
processus de différenciation cellulaire.

Cette étude va aussi nous permettre de vérifier les hypothéses précédemment établies concernant le
paradoxe de I’hCG. Hypothéses qui suggéraient que I’augmentation de 1’hCG sérique maternel
retrouvée lors de grossesse associée a une trisomie 21 pourrait étre due a une anomalie quantitative

et/ou qualitative du R-LH/CG dans les cellules trophoblastiques trisomiques.
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2. Résultats.

2.1. Le défaut de différenciation morphologique observé dans les cellules trophoblastiques

trisomiques est réversible en présence d’une hCG recombinante.

Comme illustré sur la figure 1A (de Iarticle 3), les cytotrophoblastes (CT) isolés de placentas
normaux s’agrégent a 24h et fusionnent a 72h de culture pour former le syncytiotrophoblaste (ST). Par
contre, les cytotrophoblastes isolés de placentas issus de grossesses associées a une trisomie 21
s’agrégent normalement a 24h, mais fusionnent peu ou faiblement a 3 jours de cultures. Ce défaut de
différenciation morphologique s’accompagne d’un défaut de différenciation fonctionnelle dans les
cellules trophoblastiques trisomiques. En effet, comme représenté sur la figure 1B (de I’article 3) la
différenciation et la fusion des cellules isolées a partir de placentas normaux s’accompagnent d’une
augmentation de la sécrétion d’hCG dans le milieu de culture (7,4 = 2,3 mUl/ml/ 10° cellules a 24h et
891,8 + 9,5 mUI/mI/10° cellules a 72h; n = 3). Dans les cellules isolées a partir de placentas
trisomiques, le défaut de formation syncytiale est associé¢ a une trés nette diminution (p< 0,0001) de la
sécrétion d’hCG dans le milieu de culture (16,8 £ 9,5 4 366,7 + 28,9 mUI d’hCG/ml/10° cellules; n =
3) (figure 1B de I’article 3). Ces résultats suggérent que dans les placentas trisomiques, il existe un
défaut et/ou un retard dans la fusion et la différenciation des cytotrophoblastes en
syncytiotrophoblaste. Ce défaut de différenciation morphologique est associ¢ a un défaut de
différenciation fonctionnelle, se traduisant par la diminution de la sécrétion d’hCG. Nous avons décidé
de stimuler la fusion et la différenciation des cytotrophoblastes issus de placentas trisomiques par
Iutilisation d’une hCG recombinante. Nous avons ajouté 10°M d’une hCG recombinante dans les
milieux de cultures de cellules trophoblastiques trisomiques et nous avons observé la formation de
syncytium. Le nombre de noyaux a ét¢ déterminé par marquage au DAPI dans les cellules
mononucléées et dans les cellules syncytialisées. Les syncitia ont été déterminé par marquage des
pourtours cellulaires par la desmoplakine. A 24h de culture et avant ’ajout d’une hCG recombinante,
les cellules normales et trisomiques sont agrégées (figure 1A de Darticle 3). A 72h de culture, en
présence ou non d’une hCG recombinante, les cellules normales ont fusionnées et forment de larges
syncytia (figure 1C de I’article 3). Comme illustré dans 1’histogramme de la figure 1C (de I’article 3),
le pourcentage de cellules mononucléaires, aprés traitement ou non avec une hCG recombinante reste
du méme ordre (respectivement 15,8% + 1,16 et 17,2% =+ 0,44). Cependant 1’addition d’une hCG
recombinante stimule la fusion des syncytia déja formés pour former des syncitia encore plus grands
(figure 1C de l’article 3). Le pourcentage de syncitia contenant 100 noyaux et plus est
significativement plus important dans les cellules traitées que dans les cellules controles (p< 0,0001).
Dans les cytotrophoblastes issus de placentas trisomiques, & 72h de culture et en absence de
traitement, nous avons observé une faible formation de syncytium (figure 1A de I’article 3). En

présence de I’hCG recombinante (10°M), les cellules trisomiques sont capables de fusionner et de
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former de larges syncytia (figure 1C de D’article 3). Le comptage des cellules mononucléées
trisomiques traitées ou non par I’hCG recombinante, indique que les cellules mononuclées dans les
cultures contréles (76,17% + 0,6) sont deux fois plus nombreuses que dans les cellules traitées
(39,33% =+ 0,88; p< 0,0001). De plus, le traitement par une hCG recombinante induit la fusion et la
différenciation de 60% des cellules trisomiques, alors que 1’on retrouve seulement 23% de cellules
fusionnées dans les cellules trisomiques non traitées (figure 1C de 1’article 3). Plus précisément, le
pourcentage de syncytia contenant 10 a 50 noyaux est de 1,56% = 0,29 dans les cellules trisomiques
non traitées et de 13% = 1,7 dans les cellules trisomiques traitées avec de I’hCG recombinante (p<
0,0029). Cependant, contrairement aux cellules normales, aucun syncytium contenant plus de 50
noyaux (> 50) n’est observable dans les cellules trisomiques traitées ou non.

Ces résultats montrent que les cellules trisomiques sont capables de fusionner lorsqu’elles sont
stimulées par une hCG recombinante, indiquant que le défaut de fusion et de différenciation observé

dans les cellules trophoblastiques trisomiques semble étre réversible.

2.2. La diminution du R-LH/CG est directement impliquée dans le défaut de différenciation

des cytotrophoblastes.

Nous avons ensuite évalué¢ 1’incidence d’une diminution du R-LH/CG sur la fusion et la
différenciation des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblaste. Dans cette étude, les cellules
trophoblastiques issues de placentas normaux sont incubées avec des siRNA spécifiques du R-LH/CG.
L’importance et le nombre des syncytia ont été déterminés aprés immuno-marquage de la
desmoplakine et en déterminant le nombre de noyaux dans les cellules mononucléées ou dans les
cellules multinuclées avec le DAPI (figure 2A de I’article 3). Le western-blot de la figure 2B (de
I’article 3) montre que les siRNA spécifiques du R-LH/CG diminuent bien I’expression du récepteur.
L’utilisation de ces siRNA entrainent une diminution de 74,2% (8,03 + 0,07 UA vs 2,07 + 0,05 UA;
p< 0,0025) de I’expression du R-LH/CG dans les cytotrophoblastes transfectés avec les siRNA
comparé aux cytotrophoblastes traités avec le siRNA témoin (“scrambled”). On observe des résultats
similaires avec des cellules non transfectées comparées aux cellules transfectées avec les siRNA
spécifiques du R-LH/CG, avec 78,4% d’inhibition et un p< 0,002). Aucune différence significative
n’est observable entre les cellules non transfectées et celles transfectées avec le siRNA témoin
(“scrambled”), suggérant que la transfection n’a pas d’effet sur la diminution de 1’expression du
récepteur LH/CG.

L’inhibition spécifique de 1’expression du R-LH/CG par ’utilisation des siRNA est associée a une
forte diminution de la fusion et de la différenciation, comme illustré dans la figure 2A (de 1’article 3).
L’histogramme de la figure 2A (de I’article 3) montre que les cellules en présence de siRNA

spécifique du R-LH/CG sont majoritairement mononucléées (p< 0,0054; 58,5% = 0,15 de cellules
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mononuclées) par rapport au témoin (“scrambled”) (32,5% + 0,1 de cellules mononuclées). L’index de
fusion, qui est le reflet de la fusion totale montre que le processus de fusion est diminué (p< 0,0166)
en présence de siRNA spécifiques du R-LH/CG, avec seulement 25% + 0,57 de cellules fusionnées
par rapport au témoin (“scrambled”) ou la fusion touche 53,3% + 7,12 des cellules. La diminution de
la fusion observée en présence des siRNA spécifique du R-LH/CG, a pour conséquence une
diminution significative (p< 0,0001) de 59,6% de la sécrétion d’hCG dans les milieux de cultures par
rapport au témoin (“scrambled”). On observe des résultats similaires par comparaison avec le témoin
non transfecté (diminution de 66% de la sécrétion d’hCG; p< 0,0131). On observe aucune différence
entre la sécrétion d’hCG du témoin transfecté (“scrambled”) et du témoin non transfecté, suggérant
que la diminution de la sécrétion d’hCG observée en présence de siRNA spécifique du R-LH/CG n’est
pas due a une augmentation de la mort cellulaire aprés la transfection.

L’utilisation de siRNA spécifiques du R-LH/CG dans les cytotrophoblastes issus de grossesses
normales semble mimer ce qu’on observe dans les cultures de cellules trophoblastiques trisomiques:
une diminution de la sécrétion d’hCG et une diminution de la fusion des cytotrophoblastes. Ces
résultats montrant que le R-LH/CG est directement impliqué dans le processus de fusion et de
différenciation cellulaire, nous nous sommes alors intéressés a I’étude de I’expression du R-LH/CG

dans les cellules trophoblastiques trisomiques.

2.3. Diminution de I’expression du messager du R-LH/CG dans les cellules trophoblastiques

trisomiques.

Nous avons dans un premier temps, étudié 1’expression de ’ARNm du R-LH/CG dans les
cytotrophoblastes normaux et trisomiques a 24h de culture. Nous avons réalis¢ des RT-PCR semi-
quantitatives en utilisant trois couples d’amorces (P1, P2, et P3) (les positions sont indiquées sur la
figure 3A de I’article 3). Comme présenté sur la figure 3B (de ’article 3), les fragments de 800-pb,
660-pb et 647-pb obtenus respectivement avec les amorces P1, P2 et P3, indiquent que I’expression de
I’ARNm du R-LH/CG est significativement plus faible dans les cytotrophoblastes issus de grossesses
associées a une trisomie 21 que dans les cytotrophoblastes normaux. Aucune différence significative
n’est observable dans le niveau d’expression de I’ARNm de ’actine. Nous avons obtenu les mémes
types de résultats avec les trois couples d’amorces. Pour confirmer la spécificité les résultats obtenus
par RT-PCR, les produits d’amplifications ont été transférés sur membrane de nylon et hybridés avec
des sondes radiomarquées au P*?, spécifiques du R-LH/CG. Nous avons utilisé trois sondes
différentes, spécifiques du domaine extracellulaire, trans-membranaire et intracellulaire du R-LH/CG.
Les résultats d’hybridation montre une diminution nette de 1’expression de I’ARNm du R-LH/CG dans
les cytotrophoblastes trisomiques par rapport aux cellules normales, alors qu’aucune variation

d’expression n’a été observée avec une sonde spécifique de 1’actine (résultats non montrés).
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La normalisation de ’ARNm du R-LH/CG par I’ARNm de I’actine confirme les précédant résultats,
avec une diminution du niveau d’ARNm du R-LH/CG dans les cellules trophoblastiques trisomiques
(figure 3C de I’article 3). En utilisant le couple d’amorce P1, le niveau d’ARNm du R-LH/CG
diminue de 1,234 £ 0,264 (en unité arbitraire) dans les cellules normales a 0,62 + 0,094 dans les
cellules trophoblastiques trisomiques (p< 0,0132). Une diminution similaire est observable avec le
couple d’amorce P2 (1,199 £+ 0,262 pour les cytotrophoblastes normaux et 0,349 £ 0,057 pour les
cytotrophoblastes trisomiques, p< 0,0341) et avec le couple d’amorce P3 (1,425 + 0,122 pour les
cellules normales et 0,542 + 0,276 pour les cellules trisomiques, p< 0,0431). La diminution du niveau
d’ARNm du R-LH/CG dans les cellules trophoblastiques trisomiques est similaire avec les trois

couples d’amorces (avec respectivement 2-; 3,4 et 2,6 fois).

2.4. Diminution de I’expression protéique du R-LH/CG dans les cellules trophoblastiques

trisomiques.

Nous avons décrit la diminution du niveau d’ARNm du R-LH/CG entre les cytotrophoblastes
normaux et les cytotrophoblastes trisomiques. Pour confirmer ces résultats, nous avons analysé le
niveau d’expression protéique du R-LH/CG dans des extraits cellulaires totaux de cytotrophoblastes
normaux et des cytotrophoblastes trisomiques par western blot, en utilisant un anticorps polyclonal le
LHR-HS50 (figure 4A de I’article 3). Les deux bandes majeures, déja décrites dans I’article 2 a 65-75
kDa et 85-95 kDa sont observées.

La figure 4A (de I’article 3) montre que la forme mature du R-LH/CG est trés nettement diminuée
dans les cellules trophoblastiques trisomiques par comparaison aux cellules normales, alors qu’aucune
différence dans I’expression de I’actine n’a pu étre observée. La normalisation de la forme mature du
R-LH/CG par I’expression de 1’actine (tableau de la figure 4A de I’article 3) montre une diminution
significative (de 68%) dans les cytotrophoblastes normaux comparé aux cellules trophoblastiques
trisomiques (p< 0,0038).

Pour confirmer la diminution de I’expression de ’ARNm et de la protéine du R-LH/CG dans les
cellules trophoblastiques trisomiques, nous avons procédé a des expériences de marquage d’affinité
avec de I’'hCG-I'* sur des cellules normales et trisomiques en culture a 24h (figure 4B de 1’article 3).
Les analyses de Scatchard montrent que le nombre de molécules radiomarquées fixées a la membrane
est supérieure (p < 0,0407) dans les cytotrophoblastes (3511 = 693 molécules fixées/cellules
ensemencée) que dans les cytotrophoblastes issus de grossesse associée a une trisomie 21 (1124 = 350
molécules fixées/cellules ensemencée). Cependant, aucune différence significative n’a été observé
dans la valeur du Kd (constante de dissociation) entre les cytotrophoblastes normaux et trisomiques.
Les résultats de la figure 4B (de D’article 3) indiquent que dans les cellules trophoblastiques

trisomiques, 1’expression du récepteur LH/CG est 3 fois plus faible que dans les cellules normales.
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Cependant malgré une diminution du nombre de récepteur LH/CG, I’hCG-1'%

se fixe aux récepteurs
(de cytotrophoblastes normaux et trisomiques) avec la méme affinité.

Pour confirmer la diminution d’expression de la forme mature du R-LH/CG présent a la surface des
cellules trophoblastiques trisomiques, nous avons mesuré le taux de production d’AMPc en réponse a
une hCG recombinante (thCG) a 24h de culture. La diminution du R-LH/CG observée au niveau des
ARNm et de la protéine doit étre associée a une diminution de production d’AMPc. Dans la figure 4C
(de ’article 3) on peut voir que pour une concentration équivalente en thCG (107'°M), la production
d’AMPc est plus faible dans les cellules trophoblastiques trisomiques (p< 0,0066) que dans les cellules
normales. La production d’AMPc normalisée par la concentration en protéine des cellules
trophoblastiques stimulées par 10'°M d’hCG recombinante diminue de 221,9 + 2,2 fmol/mg de
protéine dans les cytotrophoblastes normaux a 163,7 + 10,1 fmol/mg de protéine dans les
cytotrophoblastes issus de grossesses associées a une trisomie 21. Dans les cellules trophoblastiques
normales, le taux basal d’AMPc est de 79,7 + 8,1 fmol/mg de protéine et augmente jusqu'a 221,9 £ 2,2
fmol/mg de protéine (soit une augmentation de 2,8 fois) aprés stimulation par de I’hCG recombinante
a 10"'°M (p< 0,0013). Dans les cellules trophoblastiques trisomiques, le taux basal d’AMPc (107,4 +
8,1 fmol/mg de protéine) n’est pas significativement différent du taux basal observé dans les
cytotrophoblastes normaux, mais I’augmentation de production d’AMPc (1,5 fois) aprés stimulation
par de ’hCG recombinante a 10"°M est plus faible (p< 0,049) que dans les cellules normales. La
stimulation avec de I’épinéphrine (utilisée comme témoin positif, figure 4C de 1’article 3), induit dans
les cellules trophoblastiques trisomiques la méme accumulation d’AMPc intracellulaire que dans les
cellules normales, suggérant que les cellules trisomiques sont bien vivantes et que la diminution de
production d’AMPc observée dans les cellules trisomiques par rapport aux cellules normales n’est pas
di a une augmentation de 1’apoptose dans les cellules issues de placentas de trisomie 21, ou & un
défaut de fonctionnement de la voie de ’AMPc. L’accumulation intracellulaire d’AMPc observée est
bien spécifique de I’action de I’hCG recombinante, car I’incubation de la thCG (a 107'°M et 10°M)
avec des anticorps bloquant dirigés contre I’hCG ou contre le R-LH/CG (résultats non présentés)
inhibe toute accumulation et production d’AMPc.

Les résultats montrent que la diminution de production d’AMPc pourrait étre di @ une diminution de
I’expression de la forme mature du R-LH/CG présent a la surface des cellules trophoblastiques

trisomiques.

2.5. Le récepteur LH/CG peut fixer une hCG anormale et biologiquement moins active.

Nous avons voulu savoir si I’hCG hyperglycosylée (voir article 1) sécrétée par les cellules

trophoblastiques trisomiques est capable de se fixer sur son récepteur LH/CG, présent a la surface des

cytotrophoblastes. Nous avons donc utilisé¢ des cytotrophoblastes normaux et trisomiques en cultures
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pour fixer de maniére covalente (“cross link”) I’hCG présente dans les milieux de cultures sur leurs
récepteurs pour former des complexes hCG-récepteur LH/CG. Ces complexes sont ensuite immuno-
précipités (figure SA de I’article 3) en utilisant un anticorps polyclonal dirigé contre le R-LH/CG (le
LHR-HS50), puis les complexes sont incubés en présence ou en absence de DTT. Nous avons utilisé le
DTSSP comme agent “cross-linkant”. Il posséde la caractéristique intéressante d’étre réversible en
présence de DTT. La figure SA (de I’article 3) présente les complexes immuno-précipités et révélés
avec ’anticorps spécifique du R-LH/CG. En I’absence d’agent réducteur (- DTT), nous pouvons
observer un complexe de masse moléculaire de 130 kDa correspondant a I’hCG liée a son récepteur
LH/CG. Lorsque nous ajoutons l’agent réducteur (+ DTT), le complexe hormone-récepteur est
dissocié et le complexe de 130 kDa disparait, laissant la place a une bande de 90 kDa dans les cellules
normales et trisomiques. Pour étre sir que la bande de 130 kDa corresponde bien au complexe hCG-
récepteur LH/CG, nous avons utilisé un anticorps polyclonal spécifique de I’hCG sur les complexes
immuno-précipités (figure SA de I’article 3). Dans les conditions non dénaturantes, une bande de 130
kDa correspondant a I’hCG fixé sur son récepteur et une bande plus basse de 40 kDa correspondant a
I’hCG sont observées dans les cellules normales et trisomiques. Dans les conditions dénaturantes,
seule la bande a 40 kDa est observable, correspondant a I’hCG total. Aucune bande a 130 kDa n’est
observable et le complexe hCG-récepteur LH/CG est dissocié. Les interactions et les complexes
observés dans cette expérience sont spécifiques, car aucune bande n’est révélée dans les différents
controles réalisés. Nous avons visualisé pour la premiére fois que I’hCG synthétisée et sécrété par les
cellules trophoblastiques trisomiques est capable de se fixer sur son récepteur.

Pour tester si la forme d’hCG plus acide, retrouvée dans les milieux de culture de cellules trisomiques
est fonctionnelle, nous avons quantifi¢ la production intracellulaire d’AMPc dans les cellules de
Leydig aprés stimulation avec de I’hCG synthétisée par des cellules normales (n = 3) et par des
cellules trophoblastiques trisomiques (n = 3). La figure 3B (de I’article 3) montre que I’hCG sécrétée a
72h par les cellules trophoblastiques trisomiques stimule significativement moins (3 fois moins, p<
0,0001) la production d’AMPc (509,6 = 63,6 fmol/mg de protéine) que I’hCG sécrétée a 72h par les
cellules trophoblastiques normales (1535,2 + 61 fmol/mg de protéine). Nous avons obtenu les mémes
résultats en utilisant des milieux de cultures issus de cellules trophoblastiques normales et trisomiques

a 24h (résultats non présentés).
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3. Conclusion.

Peu de cellules humaines sont capables de fusionner et de se différencier en une masse
cytoplasmique multinucléée, ou syncytium. Ce processus est retrouvé seulement pour les ostéoclastes
(Zambonin Zallone et al., 1984), les myoblastes qui forment les myotubes (Wakelam, 1985) et les
cytotrophoblastes qui fusionnent en syncytiotrophoblaste (Midgley et al.,, 1963). Le
syncytiotrophoblaste joue un réle clef dans la placentation humaine puisqu’il est a 1’origine des
échanges d’oxygene et de nutriments entre la mére et le foetus ainsi que de la production hormonale
dont la plus grande majorité est sécrétée dans le sang maternel. Le phénoméne de fusion cellulaire
observé dans le syncytiotrophoblaste est trés peu connu.

Dans cette étude, nous montrons que le défaut de différenciation et de formation du
syncytiotrophoblaste observé dans les cellules trophoblastiques trisomiques pourrait étre du a une
diminution du nombre a la surface de la membrane cellulaire, de récepteurs LH/CG matures couplé a
I’action d’une hCG anormalement glycosylée et biologiquement moins active. L’hCG hyperglycosylée
et biologiquement moins active, sécrétée par les cellules trophoblastiques trisomiques est capable de
se lier a son récepteur LH/CG. Par différentes approches méthodologiques, nous avons pu montrer que
la forme mature du récepteur présent a la surface des cellules se retrouve diminuée (ARNm, protéines
et immunohistologie) dans les cellules trophoblastiques trisomiques en comparaison avec des
trophoblastes normaux. Cette diminution a été confirmée par différentes approches complémentaires,
en utilisant le mode¢le in vitro de différenciation des trophoblastes humains.

La diminution de la forme mature du récepteur dans les cellules trophoblastiques trisomiques a été
confirmée par la diminution de la production d’AMPc sous stimulation d’une hCG recombinante. La
diminution de la production d’AMPc observée par les cellules trophoblastiques trisomiques n’est pas
due a une diminution de ’affinité de I’hormone pour son récepteur, en effet aucune différence pour les
valeurs de Kd n’a été observée entre les cytotrophoblastes normaux et les cytotrophoblastes
trisomiques. Cette diminution de la production d’AMPc n’est pas due a des mutations du récepteur
dans la région de reconnaissance des protéines G, puisque nous montrons que la séquence du R-
LH/CG dans les cellules trophoblastiques trisomiques est normale. De plus, les analyses de Scatchard
nous ont permis de montrer que le nombre de molécules radiomarquées fixées aux cellules
trophoblastiques trisomiques est nettement diminué par rapport aux cellules normales, ceci pouvant
expliquer la diminution de production d’AMPc.

Le récepteur LH/CG est donc directement impliqué dans le processus de fusion et de différenciation
trophoblastique. En effet, 1’inhibition spécifique de I’expression du récepteur LH/CG par
I’intermédiaire de siRNA inhibe la fusion et la différenciation trophoblastique. Nous sommes en
mesure de dire que I’hCG et son récepteur sont impliqués dans la différenciation des cytotrophoblastes

en syncytiotrophoblaste. Dans cette étude, nous montrons pour la premiére fois, que le phénotype des
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cytotrophoblastes trisomiques (défaut de fusion cellulaire et diminution de sécrétion d’hCG) est
réversible aprés stimulation par une hCG recombinante. Ceci suggére que les cytotrophoblastes
trisomiques posseédent toute la machinerie nécessaire a la fusion cellulaire et que cette derniére est
fonctionnelle. Par ailleurs, le fait de remplacer I’hCG anormale retrouvée dans la trisomie 21, par une
hCG recombinante totalement fonctionnelle, ré-induit le processus de fusion chez les
cytotrophoblastes trisomiques, suggérant que 1’hormone anormale semble étre la cause du défaut de

fusion et de différenciation observée dans la trisomie 21.

, 2212 -
RESULTATS: Article 3



Figure legends

Figure 1

Abnormal T21 trophoblastic cells differentiation is reversed by biosynthetic hCG. (A): Differentiation
is followed under electronic microscopy at 24h and 72h of culture, in normal cells (N) and T21
affected cells. Villous cytotrophoblasts (CT), syncytiotrophoblast (ST). After 24h and 72h of culture,
cells were immunostained with an anti-desmoplakin monoclonal antibody, and nuclei were
counterstained with DAPI. At 24h of culture, normal and T21-affected trophoblastic cells were
aggregated. Aggregated cells were also observed at 72h of culture, normal trophoblastic cells have
fused to form a large cytoplasmic mass delimited by the cytoplasmic membrane. The syncytium
contains many nuclei. During the same time of culture, trisomic cytotrophoblast haven't fused and are
still aggregated. (B): levels of hCG (expressed in milli-international units per milliliter of medium and
per number of cells) secreted into the culture medium at the indicated times, from normal (N) and
T21-affected cell cultures. Since cells were plated in triplicate (see materials and methods), hCG level
was determinated for each plate. Results are means + SEM of three culture dishes. This figure
illustrates one experiment representative of three. ***: p< 0.0001. (C): Normal (N) and trisomic (T21)
cytotrophoblasts were cultivated during 24h or 72h in presence (+ recombinant hCG (rhCG)) or not
(control) of recombinant hCG (10®M). Mononuclear cells were counted and nuclei distribution was
evaluated as followed: 100 syncytia were scored after desmoplakin staining, and nuclei were counted
in each syncytium. Datas (from one representative experiment among five) are expressed as the
distribution of syncytia as a function of the number of nuclei per syncytium. Results are expressed as

the mean + SEM. **: p<0.01; ***: p< 0.001; ND: non detectable.

Figure 2

Specific inhibition of the LH/CG-R expression by siRNA in normal trophoblasts impairs
syncitiotrophoblast formation. (A): Normal cytotrophoblasts were transfected with scrambled or
LH/CG-R specific siRNA. After 72h of culture, cells were immunostained with anti-desmoplakin

monoclonal antibody, and nuclei were counterstained with DAPI. Mononuclear cells were counted
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and the fusion index was determined as (N — S)/T, where N is the number of nuclei in the syncytia, S is
the number of syncytia, and 7 is the total number of nuclei counted. Results are expressed as
percentages of fusion index. Larger syncytia were observed in cells treated by random siRNA
(scrambled) compared to cells treated with LH/CG-R siRNA. Datas are one representative experiment
among five. (B): Western blot analysis of LH/CG-R expression in cell lysates from non transfected
cells (lane: control) or transfected cells with scrambled (lane: scrambled) and LH/CG-R (lane:
LH/CG-R siRNA) siRNA. Detection was done with a polyclonal antibody LHR-H50 raised against
the human LH/CG receptor and standardization using an anti-actin polyclonal antibody. Histogram
presents the normalization of the LH/CG-R protein expression by actin expression. (C): hCG titration
in non transfected cells (control), in the absence (scrambled) or presence of LH/CG-R specific siRNA.
Levels of hCG (expressed in milli-international units per milliliter of medium and per number of cells)
secreted into the culture medium at 72h of culture. Results are expressed as the mean + SEM, *: p<

0.05; **: p< 0.01; ND: non detectable. Figure 9 illustrates one experiment representative of four.

Figure 3

LH/CG-R mRNA expression in T2lI-affected trophoblast is decreased compare to normal
cytotrophoblasts. (A): Schematic representation of LH/CG-receptor seven transmembrane domains
and location of primers sets used for this study. Primer sets (P2 and P3) are located on the extracellular
domain and the pair of primer P1 is located in the transmembrane domain to the intracellular domain.
P1 amplifies a fragment of 800-bp, P2 amplifies a fragment of 660-bp and P3 amplifies a fragment of
647-bp. (B): Ethidium bromide-staining gel after RT-PCR. Products were separated on 1.8% agarose
gel and analyzed by densitometry. Semi-quantitative RT-PCR experiments with the primers P1, P2
and P3 shows respectively an 800-bp, 660-bp, and 647-bp amplified fragments. Hybridization with
specific probes confirmed that amplified fragments are part of the LH/CG-R. RT-PCR experiments
were done with total mRNA extracted from normal (N) and trisomic (T21) cytotrophoblasts obtained
from 3 different individus (N: n = 3; T21: n = 3). (C): Histograms represent the normalization of

LH/CG-R mRNA by actin mRNA after RT-PCR with primers sets P1, P2, and P3. Data are expressed
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as mean = SEM of five independent experiments similar to the one shown in B. bp: base pairs. *: p<

0.05.

Figure 4

LH/CG-R protein expression in T2I-affected trophoblast is decreased compare to normal
cytotrophoblasts. (A): western-blot analyses were performed with normal and T21-affected
trophoblast cell extrats. By using the polyclonal antibody LHR-HS50 raised against the human LH/CG
receptor, two major bands were visualized after SDS-PAGE analysis. One band presents a molecular
masses of 65-75 kDa, corresponding to the LH/CG-R precursor (p) and the other band presents a 85-
95 kDa, corresponding to the mature LH/CG-R (m) present at the cell surface. The table shows the
normalization of mature LH/CG-R protein expression (m) by actin expression (43 kDa). Results are
expressed as the mean = SEM of five culture dishes. Figure 5 illustrates one experiment representative
of five. **: p< 0.01. (B): Scatchard analyses of '*’I-hCG binding in vitro between normal and T21-
affected trophoblasts. Binding was performed for 30 minutes at room temperature, at 24 hours of
culture, on T21-affected cells (M) and normal trophoblasts (O). The apparent dissociation constants
(Kd) and the maximum number of molecules bound per cell between normal cells and T21 affected
cells were calculated by LIGAND program (lower table). Results are expressed as the mean £ SEM of
three experiments. (C): Intracellular cAMP production after LH/CG-R stimulation in vitro between
normal and T21-affected trophoblasts. Stimulation of T21-affected cells (M) and normal trophoblasts
(O) was performed with an exogenous hCG (10™"* M to 10° M) or with epinephrin (10~ M, used as a
positive control) and compared to non stimulated cells (0). Figure 7 illustrates one experiment

representative of three. **: p<0.01.

Figure 5

LH/CG receptor binds an abnormal low bioactivity hCG. (A): Abnormal hCG produced by T21-
affected trophoblasts can bind its LH/CG receptor. Endogenous hCG from normal (N) and trisomic
(T21) cultures was cross-linking on its receptor by using DTSSP. This cross-linker agent is reversible

and cleavable under reducing conditions. Cellular extracts were purified by immobilized LH/CG-R
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antibody (LHR HS50) on protein G Plus-agarose. LH/CG-R — hCG complexes were analyzed by SDS-
PAGE under reducing condition using DTT (+) or not (-), and probed with LH/CG-R antibody
(LH/CG-R Ab +) or hCG antibody (hCG Ab +). LH/CG-R antibody was used as the probe. Under non
reducing agent (-), cells extracts from normal (N) and T21-affected cells present a 130 kDa band
corresponding to the complex hormone/receptor. Under reducing condition (+), the complex
hormone/receptor is disrupted and a 90 kDa band corresponding to the LH/CG-R was observed in
cells extracts from normal and T21-affected cells. HCG antibody was used to probe the immuno-blot.
Under non reducing agent (-), cell extracts from normal (N) and T21-affected cells present a 130 kDa
band corresponding to the complex hormone/receptor. A band with a molecular mass of 40 kDa,
corresponding the hCG total, is detectable. Under reducing condition (+), the complex
hormone/receptor is disrupted and a 40 kDa band corresponding to the total hCG was observed in cells
extracts from normal and T21 affected cells. (B): T21-affected trophoblasts produce an abnormal and
weakly bioactive hCG. hCG isoforms secreted by normal (N) and trisomic trophoblast (T21) cells as
revealed by isofocusing and immunoblot (as we can see on the left panel). One culture medium from
normal cytotrophoblast (N) and two from trisomic cells (T21) were analyzed. Right panel: hCG
produced by trophoblastic cells was measured by immuno-assay in conditioned media from cultures of
normal (N) (n = 3) and T21 trophoblasts (n = 3). MA-10 Leydig cell were stimulated with hCG
coming from normal (N) and T21 culture media. Different volumes of these media corresponding to
the indicated concentrations of hCG were added to MA-10 Leydig cell culture. Progesterone was
assayed in MA-10 culture media 3h later. Level of progesterone was expressed in nanograms per
milliliter of medium and per number of cells. Under pannel: hCG produced by trophoblast cells in
culture media was used to stimulate MA-10 cells. Three culture medium from normal (n = 3) and T21
(n = 3) cells were used. Different volumes of these media corresponding to the indicated
concentrations of hCG were added to MA-10 cell culture. Level of cAMP production was expressed in
fento-mol per milligrams of protein. To show the specificity of the stimulation by hCG, we have used
an anti-hCG (Ab-hCG) and an anti-LH/CG-R (Ab LH/CG-R) blocking antibodies. *: p< 0.05; **: p<

0.01; ***: p<0.001.
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Figure 1

A: Differentiation of CT into ST in cell culture
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Figure 2
A: Specific inhibition of the LH/CG-R expression reduces syncytium formation.
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Figure 3

A: Schematic representation of LH/CG-R and location of primers sets.
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B: Ethidium bromide-staining gel and hybridization with specific probes after RT-PCR experiments.
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Figure 4

A: LH/CG-R protein expression. B: Scatchard analysis of "I-hCG binding.
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Figure S

A: T21-affected trophoblasts produce an abnormal and weakly bioactive hCG.
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CHAPITRE D : DISCUSSION
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e syncytiotrophoblaste, tissu spécifique du placenta, est localisé au niveau de la

couche externe de la villosité choriale. Le syncytiotrophoblaste se forme in vivo et in

vitro, par fusion cellulaire a partir des cytotrophoblastes, qui sont les cellules
mononucléées sous-jacentes du syncytiotrophoblaste. Ce processus se déroule tout le long de la
grossesse et assure le renouvellement du syncytiotrophoblaste. Il s’agit d’un épithélium polarisé avec a
son pdle apical de nombreuses microvillosités qui se projettent dans 1’espace intervilleux, baignant
ainsi dans le sang maternel. Le syncytiotrophoblaste joue un réle essentiel dans le maintien de la
grossesse et dans la croissance feetale, en étant responsable des échanges d’oxygene, de nutriments et
de I’élimination des déchets entre la mére et le foetus. Ces fonctions d’échanges sont réalisées au
niveau du placenta par diffusion, transport actif et endocytose. Il assure des fonctions métaboliques
indispensables a son développement, ainsi qu’au bon déroulement de Ila grossesse. Le
syncytiotrophoblaste est le siége d’une synthése importante de stéroides, de peptides et de protéines
qui sont majoritairement sécrétés dans la chambre intervilleuse et par conséquent dans la circulation
maternelle. La plupart sont doués d’activités endocrines nécessaires au maintien de la grossesse, a
I’adaptation de 1’organisme maternel et au développement feoetoplacentaire. Les mécanismes
intervenant dans la différenciation in vitro du trophoblaste ont été largement étudiés. Plusieurs facteurs
modulent la différenciation trophoblastique incluant notamment I’EGF et son récepteur (Morrish et al.,
1987a) (Alsat et al., 1993), ’AMPc (Keryer et al., 1998), le TGFf (Caniggia et al., 2000), et ’hCG
(Shi et al., 1993) (Cronier et al., 1994).
L’hCG (hormone chorionique gonadotrope humaine), qui se présente sous forme d’un hétérodimere
constitué par 1’association non covalente de deux sous-unités différentes o et 3, est synthétisée par le
trophoblaste et principalement par le syncytiotrophoblaste (Muyan and Boime, 1997). La sous-unité o
est commune aux autres glyco-hormones (LH, FSH, et TSH), alors que la sous-unité {3 est responsable
de la spécificité hormonale. La différenciation du cytotrophoblaste en syncytiotrophoblaste est régulée
de fagon autocrine, paracrine et endocrine notamment par 1’hCG (Shi et al., 1993) (Cronier et al.,
1994) (Yang et al., 2003).
La trisomie 21 est I’anomalie génétique viable la plus fréquente (1 pour 700 naissances) et la cause
majeure de retard mental congénital. En dehors des rares cas de mosaicisme placentaire, le caryotype
placentaire est le méme que le caryotype feetal, la cellule trophoblastique est donc aneuploide. Le
dépistage de la trisomie 21 repose sur 1’établissement du caryotype feetal obtenu le plus souvent apres
amniocentése. L’amniocentése est proposée aux patientes sur trois critéres: I’age maternel, la présence
d’anomalies feetales a 1’échographie et des marqueurs sériques maternels anormaux. Les marqueurs

sériques actuellement utilisés manquent a la fois de spécificité (faux positifs conduisant a un caryotype
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normal) et de sensibilité (faux négatifs, trisomies 21 non détectées). Ils reposent sur le dosage, dans le
sang maternel, de 1’alpha-feetoprotéine (qui est diminuée), I’cestriol (qui est également diminuée) et
I’hCG ou sa fraction f libre (toutes deux sont augmentées). Il est maintenant bien établi que lorsque le
feetus est affecté par une trisomie 21, I’hCG ou sa sous-unité § libre sont augmentées dans le sang
maternel entre la 14™ et la 18°™ semaine d’aménorrhée (correspondant au moment du dépistage). In
vitro, les cytotrophoblastes isolés de placenta de trisomie 21 restent agrégés et ne fusionnent que
faiblement ou avec du retard, comparativement aux cytotrophoblastes normaux (Frendo et al., 2000).
Il a ét¢ montré que ce défaut de différenciation morphologique s’accompagne d’un défaut de
différenciation fonctionnelle, en effet il existe une diminution des deux sous-unités de I’hCG ainsi
qu’une diminution de la sécrétion d’hCG au cours de la différenciation des cytotrophoblastes en
syncytium (Frendo et al., 2000). Ce phénomeéne affecte également d’autres hormones placentaires
(hPL, pGH, leptine). In vivo, I’expression des hormones syncytiales est diminuée dans le placenta de
trisomie 21, attestant d’une altération de la masse syncytiale (Frendo et al., 2000) (Massin et al.,
2001). Des études macroscopiques et histologiques réalisées sur des placentas trisomiques montrent
une maturation retardée de la villosité choriale et une hypoplasie du syncytiotrophoblaste associée a la
persistance d’une couche de cytotrophoblastes plus importante durant le troisiéme trimestre de la
grossesse (Oberweiss et al., 1983) (Roberts et al., 2000). Ces résultats suggerent une diminution de la
masse syncytiale dans le placenta de trisomie 21.

La diminution de la production d’hCG observée in vitro, contraste avec les concentrations circulantes
¢levées d’hCG observées dans la circulation des méres dont le feetus est atteint de trisomie 21.

La premiére hypothése qui permettait d’expliquer I’augmentation de I’hCG dans le sang maternel
suggérait une augmentation de la production et de la sécrétion d’hCG par les cellules trophoblastiques
trisomiques (Figure 44 A). Grace aux précédentes observations réalisées par Frendo et al. (Frendo et
al., 2000), cette hypothése a pu étre écartée, mais ils ne proposent pas de modéle permettant
d’expliquer le paradoxe observé.

Nous nous sommes alors demandés si le niveau d’hCG augmenté dans la circulation maternelle lors du
dépistage de la trisomie 21 n’était pas dii au retard de maturation du placenta, entrainant ainsi un
décalage du pic physiologique de la sécrétion d’hCG dans la circulation maternelle (Figure 44 B). En
effet, dans les grossesses normales, il existe un pic de sécrétion d’hCG entre la 8™ et la 10™ semaine
de gestation, puis les taux circulants d’hCG diminuent rapidement pendant le deuxiéme trimestre.
Nous montrons qu’il n’y a pas de décalage du pic de la sécrétion physiologique de ’hCG dans la
trisomie 21 (qui survient lui aussi entre la 8™ et la 10°™ SA) mais bien une augmentation constante et
continue tout au long de la grossesse du niveau d’hCG circulante dans le sang de la mére. Les facteurs
responsables de ’apparition du pic d’hCG pendant la grossesse font I’objet d’un large débat et leur
role doit encore étre expliqué (Malassine et al., 2003).

Le paradoxe entre la diminution de la production d’hCG par le placenta et le niveau élevé auquel on

retrouve I’hormone dans le sérum maternel lors d’une grossesse associée a une trisomie 21 oriente
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vers une ¢limination anormale de cette hormone(Figure 44 C). La dégradation de ’hCG dans le sérum
maternel dépend du catabolisme hépatique maternel, de la filtration rénale, et de la capture de
I’hormone par le placenta. Nous avons observé qu’aprés 1’accouchement et I’expulsion du placenta, la
cinétique de disparition de I’hCG dans le sérum maternel est similaire dans les grossesses normales ou
associées a un feetus trisomique. Cela suggére qu’en 1’absence de placenta, la dégradation de
I’hormone dans le compartiment maternel est la méme. Il semblerait donc qu’il existe une élimination
anormale de I’hCG par le placenta dans les grossesses affectées par une trisomie 21. En plus, nous
avons observé pour la premiére fois que I’hCG produite par les trophoblastes trisomiques a une
bioactivité diminuée. Donc, I’hCG produite par les trophoblastes de trisomie 21 a une capacité
moindre a stimuler les récepteurs LH/CG présents a la surface des organes cibles principaux et en
particulier ceux du placenta. En effet, le placenta est un organe qui posséde de nombreux récepteurs
LH/CG (Licht et al., 1993) et I’hormone joue un réle majeur dans la différenciation trophoblastique
via une stimulation autocrine de son récepteur (Cronier et al., 1994) (Yang et al., 2003). De plus, le
placenta présente une grande surface d’échange car il posséde de trés nombreuses microvillosités a la
surface du syncytiotrophoblaste baignant dans le sang maternel. Cela favorise la capture de I’hCG
maternelle circulante par les récepteurs situés a la surface des trophoblastes (Benirschke and
Kaufmann, 1993). Les concentrations d’hCG maternelle trouvées augmentées dans la trisomie 21
pourraient étre reliées a un nombre diminué de récepteurs LH/CG dans les placentas trisomiques ou a
une anomalie de fonctionnement de ces récepteurs; ou elle pourrait également étre reliée a une
diminution de la fixation de ’hormone sur son récepteur et/ou une internalisation diminuée de cette
hCG moins bioactive sécrétée par les trophoblastes trisomiques.

Les modifications structurales (dues a la glycosylation anormale) et la faible bioactivité de I’hormone
dans la trisomie 21 pourraient expliquer que chez les femmes enceintes porteuses d’un fcetus
trisomique, il y a une discordance entre les taux d’hCG anormalement élevés dans le sérum maternel
et le faible taux de synthése placentaire de I’hCG. En effet, les modifications de [’hormone pourrait
étre responsable d’un défaut de capture de I’hCG par son récepteur et donc favoriser une accumulation
de I’hormone dans le sang maternel. Par ailleurs, la diminution de la bioactivité de I’hCG pourrait se
traduire par une internalisation du complexe hormone-recepteur moins importante. Cela pouvant avoir
comme conséquences un recyclage moins effectif du récepteur libre a la surface des cellules et donc de
diminuer le nombre de récepteurs libres capables de lier I’hormone.

La plupart des études réalisées sur le récepteur LH/CG ont été faites sur des cellules transfectées avec
I’ADNc du R-LH/CG dans des modéles de rats ou de souris principalement. Chez I’homme, la
caractérisation et la modulation de I’expression du R-LH/CG pendant le processus de formation du
syncytiotrophoblaste sont trés peu documentées. Nous avons caractérisé dans un premier temps et
pour la premiére fois dans un modéle physiologique humain in vitro, la régulation de 1’expression du

R-LH/CG au cours de la différenciation du cytotrophoblaste en syncytiotrophoblaste.
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Le récepteur LH/CG est une récepteur a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G
(Pierce and Parsons, 1981) (Loosfelt et al., 1989) (McFarland et al., 1989) (Minegishi et al., 1990), qui
est activé par la fixation de la LH ou de I’hCG. La stimulation du récepteur LH/CG par ces agonistes
entraine 1’activation de 1’adénylate cyclase, de la phospholipase C qui seront responsables de
I’augmentation intracellulaire de second messager tels que I’AMPc, IP; et le Ca®” (Gudermann et al.,

1992) (Hipkin et al., 1992).

Nous avons montré, in vitro comme in vivo, que le syncytiotrophoblaste exprime plus
faiblement le R-LH/CG que le cytotrophoblaste. Ces observations ne sont pas en accord avec certains
auteurs (Reshef et al., 1990) (Lei and Rao, 1992) qui montrent une expression du récepteur LH/CG
plus forte dans le syncytiotrophoblaste que dans le cytotrophoblaste. Cette discordance dans les
résultats peut, en partie s’expliquer par le matériel et les techniques utilisés. Par exemple, les anticorps
utilisés par les autres groupes sont dirigés contre la partie N-terminale du récepteur LH/CG de rat (qui
posseéde seulement 85% d’homologie dans cette région avec le récepteur humain). Les sondes
radiomarquées utilisées ont été réalisées chez le porc (avec 88% d’homologie avec le récepteur
humain). Aucune étude n’a jusqu’alors été réalisée sur un modéle physiologique humain en utilisant
différents outils spécifiques de I’espéce humaine.

L’expression du R-LH/CG semble étre régulé pendant le processus de différenciation et cette
régulation pourrait étre due a un phénomeéne de régulation négative du récepteur par son ligand. En
effet, il a été démontré par différents auteurs qu’une exposition longue avec de fortes concentrations
en hCG sur des cellules (ovariennes et testiculaires) est responsable d’un processus de régulation
négative qui a pour conséquence, une diminution de I’expression du récepteur LH/CG a la membrane
cellulaire, ainsi qu’une diminution de la transcription et du nombre de transcrits du R-LH/CG
(Segaloff et al., 1990) (Hu et al., 1990) (LaPolt et al., 1990) (Hoffman et al., 1991) (Peegel et al.,
1994). Dans le systéme de différenciation trophoblastique, c’est le syncytiotrophoblaste qui est
responsable de la synthése et de la sécrétion en grande quantité de I’hCG. In vivo, comme in vitro, le
syncytiotrophoblaste baigne dans de fortes concentrations d’hCG. En réponse a de trop fortes
concentrations en hCG, le syncytiotrophoblaste va mettre en place différents moyens pour éviter une
activation systématique et continue du R-LH/CG. Le récepteur va dans un premier temps subir le
phénomeéne de découplage (mis en place trés rapidement) et qui empéche toute intéraction du
récepteur LH/CG avec les protéines G, le récepteur ne peut donc plus étre activé par ’hCG. C’est le
phénomeéne que nous avons observé lors de la stimulation du syncytiotrophoblaste par de I’hCG
recombinante, et qui a pour conséquence une diminution de la production d’AMPc.

Dans un deuxiéme temps, pour répondre a une stimulation persistante de 1’hCG, le
syncytiotrophoblaste va mettre en place le processus de régulation négative (phénomeéne plus lent a

intervenir), processus qui pourrait étre illustré par nos résultats montrant la diminution de la synthése
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et de la transcription des ARNm du R-LH/CG, la diminution de la protéine du récepteur ainsi que du
nombre de récepteurs LH/CG présents a la membrane du syncytiotrophoblaste.

Nous avons montré que [’expression du R-LH/CG est majoritaire dans le cytotrophoblaste
comparativement au syncytiotrophoblaste. Par ailleurs, dans la trisomie 21, le défaut de différenciation
observé ralentit I’obtention d’un syncytiotrophoblaste normalement bien établi a 72h de culture. 11 sera
donc assez aisé¢ d’étudier le paradoxe de I’hCG en testant les hypothéses portant sur une expression
qualitative et/ou quantitative différentielle du R-LH/CG a partir de cytotrophoblastes normaux et

trisomiques 21 mis en culture.

Afin d’expliquer les concentrations d’hCG maternelle augmentées dans la trisomie 21, nous
avons émis 4 hypothéses. 1: Un nombre diminué de récepteurs LH/CG dans le placenta trisomique; 2:
Une anomalie de fonctionnement de ces récepteurs; 3: Une diminution de la fixation de I’hormone sur
son récepteur; et 4: Une internalisation diminuée de cette hCG moins bioactive sécrétée par les
trophoblastes trisomiques. Pour répondre a ces questions, nous avons d’abord caractérisée pour la
premiére fois le R-LH/CG dans les cytotrophoblastes issus de placentas de grossesses associées a une
trisomie 21. Nous avons clairement montré que I’expression de la forme mature du récepteur LH/CG
présent a la surface cellulaire des cytotrophoblastes est trés nettement diminuée dans les cellules
trophoblastiques trisomiques comparativement aux cellules normales. Cette diminution a été mise en
évidence in vitro et in vivo, par différentes approches complémentaires. Elles se traduit par une
diminution du nombre des transcrits du récepteur, associée a une diminution de 1’expression de la
forme mature de la protéine du R-LH/CG présent a la surface des cytotrophoblastes trisomiques. Cette
diminution du R-LH/CG est confirmée par la diminution de la production d’AMPc des
cytotrophoblastes trisomiques aprés stimulation par une hCG recombinante comparativement aux
cellules normales. Ici, on peut penser que la diminution de la production d’AMPc n’est pas le reflet
d’un découplage ou d’une régulation négative, puisque les cytotrophoblastes trisomiques avant d’étre
stimulés par de I’hCG recombinante ne sont pas soumis a une fortes concentrations d’hCG endogénes.
En effet a 24h de culture, la sécrétion d’hCG reste faible.
La diminution du nombre de récepteurs que nous avons mis en évidence dans les cellules
trophoblastiques trisomiques est en accord avec une précédente étude publiée par K. Nicolaides
(Banerjee et al., 2005), cependant nos résultats difféerent de ceux présentés par CV. Rao (Jauniaux et
al., 2000), montrant une augmentation du R-LH/CG dans les cellules trophoblastiques trisomiques.
Cette divergence peut venir du fait qu’ici encore, ils ont utilisé un anticorps dirigé contre la partie N-
terminale du récepteur LH/CG de rat et de I'utilisation d’une sonde radiomarquée pour I’hybridation in
situ réalisé chez le porc. Dans nos études, nous avons utilisé différents outils (anticorps, sondes
radiomarquées) spécifiques de la forme humaine du récepteur LH/CG.
Nous avons montré que le récepteur était indispensable au processus de différenciation

trophoblastique. En effet, si on bloque de maniére spécifique I’expression du récepteur LH/CG par des
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siRNA dans des cytotrophoblastes normaux, on diminue de maniére notable la fusion et la
différenciation cellulaires. Il a été précédemment démontré par différents auteurs que ’hCG jouait un
role clef dans la différenciation trophoblastique, en stimulant la fusion et la formation du
syncytiotrophoblaste (Shi et al., 1993) (Cronier et al., 1994) (Yang et al., 2003). Il n’est pas illusoire
de penser que l’action de I’hCG sur la fusion et la différenciation des cytotrophoblastes en
syncytiotrophoblaste se fasse via la stimulation et I’activation de son récepteur. L’utilisation de siRNA
spécifiques du R-LH/CG dans les cytotrophoblastes normaux mime ce qu’on observe dans les
cytotrophoblastes trisomiques. En effet, on observe une diminution de I’expression de la forme mature
du récepteur LH/CG, concomitante avec une diminution de la fusion cellulaire. Le défaut de
différenciation morphologique observé dans les cellules trophoblastiques trisomiques peut donc étre
relié en partie a la diminution du nombre de la forme mature du récepteur LH/CG présent a la
membrane cellulaire. Méme si la diminution du nombre de récepteur peut expliquer le défaut de
différenciation morphologique (retard de formation du syncytiotrophoblaste) et par conséquent le
défaut de différenciation fonctionnelle (défaut de synthése et de sécrétion des hormones de la
grossesse), il n’explique pas pourquoi le nombre de récepteur LH/CG est retrouvé diminué dans les
cellules trophoblastiques trisomiques. En revanche on peut penser que dans les premicres étapes de la
différenciation le faible taux d’hCG présent a 24h de culture dans les cellules normales soit nécessaire
pour induire une augmentation de 1’expression du R-LH/CG, afin d’optimiser la réponse et d’orienter
les cellules trophoblastiques dans un processus de différenciation et de fusion cellulaire. Une fois le
syncytium formé la grande quantité d’hCG sécrétée sera responsable notamment du phénoméne de
découplage et de la régulation négative ayant pour conséquence une diminution de 1’expression de la
forme mature du R-LH/CG présent dans le syncytiotrophoblaste.

Le récepteur est important pour induire la différenciation des cytotrophoblastes, mais la qualité de
I’hCG est tout aussi primordiale. En effet, sous 1’action d’une hCG recombinante fonctionnelle, les
cellules trophoblastiques trisomiques, qui jusqu’alors étaient caractérisées par un défaut ou un retard
de formation du syncytiotrophoblaste, sont capables de se différencier et de fusionner pour donner
naissance a un syncytiotrophoblaste. Le blocage de la différenciation et de la fusion observé dans les
cytotrophoblastes trisomiques est un processus réversible si on utilise une hCG fonctionnelle. C’est
une donnée importante, qui sous-entend que I’hCG anormalement glycosylée et biologiquement moins
active est responsable du défaut de différenciation morphologique et fonctionnelle observée dans les

cellules trophoblastiques trisomiques.

Les résultats obtenus au cours de ma thése, nous permettent de vérifier ou d’infirmer les
différentes hypothéses préalablement émises concernant le paradoxe de I’hCG. Les hypotheses
émises, afin d’expliquer le fait que ’on retrouve ’hCG augmentée dans le sang maternel lors de

grossesse associée a une trisomie 21 alors que sa synthése est diminuée, sont:
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* Un nombre diminué de récepteurs LH/CG dans les placentas trisomiques ou une anomalie de

fonctionnement de ces récepteurs.

Nous avons démontré qu’il existe bien une diminution du nombre de récepteur LH/CG mature
dans les cellules trophoblastiques trisomiques. En effet par différentes méthodes complémentaires,
nous avons confirmé la diminution des transcrits et de la protéine du R-LH/CG dans les cellules
trophoblastiques trisomiques. On comprend donc que méme si la production d’hCG est diminuée dans
la trisomie 21, du fait de I’expression et du nombre de récepteurs LH/CG diminués dans les cellules
trophoblastiques trisomiques, la capture de ’hCG par le placenta sera par conséquent diminuée. On
pourra alors observer une accumulation de ’hCG dans le compartiment maternel. La diminution du
nombre de récepteur pourrait s’expliquer par la diminution de la bioactivité de I’hCG. En effet, cette
diminution de la bioactivité pourrait étre responsable d’une diminution de la stimulation de
I’expression de la forme mature récepteur LH/CG a la membrane cellulaire.

Existe-il une anomalie de fonctionnement des récepteurs LH/CG présents dans les cellules
trophoblastiques trisomiques ? Il semble que le récepteur LH/CG présent dans les cellules
trophoblastiques trisomiques fonctionne normalement, d’une part parce que le séquencage du R-
LH/CG ne montre pas de différence dans la séquence en acides nucléiques entre les cellules
trisomiques et les cellules normales, suggérant qu’il n’y a pas de mutation dans les zones responsables
de ’activation et de la transmission du signal. D’autre part la stimulation par une hCG recombinante,
des cytotrophoblastes issus de placenta de trisomie 21 montrent qu’ils sont capables de fusionner et de
former un syncytiotrophoblaste. Cette observation suggere qu’en présence d’une hCG normale le
récepteur LH/CG présent dans les cellules trophoblastiques trisomiques fonctionne normalement. De
plus, nous avons montré que les deux populations d’hCG synthétisées et sécrétées par les cellules
trophoblastiques normales et trisomiques sont capables d’activer le R-LH/CG en stimulant
I’augmentation de la production d’AMPc intracellulaire. Méme si la production d’AMPc est plus
faible dans les cellules trophoblastiques trisomiques que dans les cellules normales, ceci n’est pas le
reflet d’une anomalie de fonctionnement du R-LH/CG dans les cellules issues de placenta de
grossesses associée a une trisomie 21, mais est le reflet de la diminution du nombre de récepteurs
présent a la surface des cellules trophoblastiques trisomiques.

Il semble donc que dans cette premiére hypothése seule la diminution du nombre de récepteurs
dans les cellules trophoblastiques trisomiques soit valable. Nos résultats confirment que, le récepteur

LH/CG semble étre tout a fait fonctionnel dans les cellules trisomiques.
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* Une diminution de la fixation de I’hormone sur son récepteur et/ou une internalisation

diminuée de cette hCG moins bioactive sécrétée par les trophoblastes trisomiques.

Nous avons vu que le paradoxe ne peut pas étre expliqué par une diminution de la fixation de
I’hormone sur son récepteur, puisque nous avons montré que I’hCG synthétisée par les cellules
trophoblastiques normales ou I’hCG anormalement glycosylée et biologiquement moins active
synthétisée et sécrétée par les cellules trophoblastiques trisomiques sont toutes deux capables de se
fixer de manicre équivalente sur leurs R-LH/CG respectifs (méme Kd et visualisation de la fixation
par cross-link). Par ailleurs, nous avons montré que 1’hormone normale avait la méme affinité pour un
récepteur LH/CG normal et trisomique. Réciproquement, nous avons montré que 1’hormone sécrétée
par les cellules trophoblastiques trisomiques a la méme affinité que I’hCG sécrétée par les cellules
normales pour un récepteur normal (résultats non publiés). Dans la mesure ou il parait difficile de
tester I’affinité de I’hCG anormalement glycosylée et biologiquement moins active sur les cellules
trophoblastiques trisomiques, nous pouvons cependant conclure qu'une diminution de 1’affinité de
I’hCG pour son récepteur ne semble pas étre une réalité.

Existe-il une diminution de D’internalisation de 1'hCG sécrétée par les trophoblastes
trisomiques ? Pour I’instant nous n’avons aucune preuve directe qui permette d’écarter cette
hypothése. Il faudrait marquer I’hCG avec un traceur (de ’or coloidale par exemple) et suivre son
“routage” intracellulaire dans des cellules trophoblastiques trisomiques et normales. Cependant, nous
avons vu que I’hCG synthétisée et sécrétée par les cellules trophoblastiques trisomiques est
biologiquement moins active, elle stimule donc moins bien son récepteur que I’hCG sécrétée par les
cellules normales. Lors du processus normal d’activation du R-LH/CG, I’hormone se fixe sur le
récepteur et active les voies de transduction du signal (adénylate cyclase et phospholipase C), mais il
enclenche aussi 1’internalisation du complexe hormone/récepteur dans la cellule. Ce phénoméne est
indispensable pour libérer les sites occupés par I’hormone et recycler les récepteurs libres a la
membrane. Si ’hormone sécrétée par les cellules trisomiques active moins bien son récepteur, le
processus d’internalisation sera par conséquent diminué lui aussi, le récepteur LH/CG reste donc
présent a la membrane cellulaire, avec son site occupé par 1’agoniste anormalement glycosylé et
biologiquement moins actif. Par conséquent, malgré une synthése d’hCG diminuée dans les cellules
trophoblastiques trisomiques la diminution du processus d’internalisation du complexe
hormone/récepteur peut étre a 1’origine d’une accumulation de I’hCG dans le compartiment sanguin
maternel.

Il semble donc que dans cette deuxiéme hypothése seule la diminution d’internalisation du

récepteur puisse expliquer le paradoxe de I’hCG.
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En regroupant tous les résultats que nous avons acquis, ainsi que les conclusions que nous
avons tirées a partir des vérifications des hypothéses émises, nous proposons un modele possible
expliquant le paradoxe de ’hCG dans les grossesses associées a une trisomie 21 (Figure 45).

Dans le processus de différenciation observé a partir de cellules issues de placenta normal (Figure 45
A): les faibles taux d’hCG présent a 24h de culture (ou en présence des cytotrophoblastes) vont se
fixer sur les R-LH/CG. Cette hCG va étre responsable dans un premier temps de 1’activation des voies
de transduction du signal et des seconds messagers activés vont a leur tour pouvoir activer et/ou
réprimer des geénes cibles. L’augmentation de la stimulation des voies de transduction du signal li¢e au
R-LH/CG va avoir pour conséquence 1’augmentation de 1’expression des protéines impliquées dans la
fusion cellulaire et une augmentation de la synthése et de la sécrétion d’hCG. Ceci conduisant a la
formation du syncytiotrophoblaste. La forte concentration d’hCG présente a ce moment-la, va
entrainer d’une part la régulation négative du récepteur, conduisant a la diminution de son expression a
la membrane ainsi qu’au ralentissement de la synthése et de la sécrétion d’hCG, et d’autre part a
I’augmentation du phénomeéne d’internalisation du complexe hormone/récepteur. Le phénomeéne de
recyclage et de dégradation de I’hCG qui s’en suit, contr6le sirement de maniére négative 1’expression
et la sécrétion de I’hCG par le syncytiotrophoblaste (ralentissant ainsi sa sécrétion).

Ce phénomeéne est un équilibre (entre la synthése d’hCG et la régulation de I’expression du R-
LH/CG) qui assure une expression suffisante du R-LH/CG & la membrane, nécessaire pour permettre
le phénoméne de recyclage et ainsi contréler le taux d’hCG tout le long de la grossesse dans la

chambre intervilleuse et dans le sang maternel (Figure 45 A).

Dans les cellules issues de placenta associée a une trisomie 21 (Figure 45 B): les faibles taux d’hCG
anormalement glycosylée présents a 24h de culture (ou en présence des cytotrophoblastes) vont se
fixer sur les R-LH/CG (présents en faible quantité a la membrane cellulaire). Malheureusement, cette
hCG est biologiquement moins active, elle ne va donc pas pouvoir activer de maniére optimale les
voies de transductions du signal liées au R-LH/CG. Ce phénoméne est amplifi¢ par le fait que le R-
LH/CG est d’autant moins exprimé a la surface des cytotrophoblastes trisomiques. Ceci se traduisant
par une synthése et une sécrétion d’hCG faible et une expression du R-LH/CG qui reste faible. Il est
possible que les protéines impliquées dans la fusion soient elles aussi diminuées par rapport aux
cellules trophoblastiques normales, ce qui pourrait avoir comme incidence, le défaut de différenciation
morphologique observé dans les placentas trisomiques. Du fait de 1’activité biologique diminuée et du
nombre de R-LH/CG diminué, le phénomeéne de recyclage du récepteur est lui aussi diminué. Par
conséquent, I’hCG sécrétée s’accumule dans la chambre intervilleuse et dans le sang maternel (Figure

45 B).

Nos résultats révelent que dans les cellules trophoblastiques trisomiques, il existe une

anomalie de glycosylation de I’hCG, qui est le résultat d’une augmentation de 1’expression et de
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I’activité de deux enzymes de la glycosylation, la fucosyl-transférase, et la sialyl-transférase. Il serait
intéressant de regarder le profil d’expression d’autres enzymes de la glycosylation dans les cellules
trophoblastiques trisomiques, mais aussi de regarder 1’expression et l’activité de 1’ensemble des
enzymes impliqués dans la glycosylation, dans d’autres types cellulaires impliqués dans la synthése et
la sécrétion de protéines ou de glyco-hormones chez les individus trisomiques.

Il est intéressant de noter que toutes les hormones placentaires synthétisées par les cellules
trophoblastiques trisomiques (leptine, hPL, pGH, et hCG), présentent des taux d’expression de leurs
messagers diminués par rapport au placenta de grossesse normale, ainsi que dans les milieu de cultures
(Frendo et al., 2000). Dans les grossesses associées a une trisomie 21, on retrouve une diminution dans
le sang maternel de la concentration en leptine et de I’hPL et une augmentation sérique maternelle de
la pGH et de I’hCG. Seules la leptine et ’hPL reflétent bien la diminution de la masse syncytiale
observée dans les grossesses associées a une trisomie 21. Bien que ces hormones soient totalement
différentes, la leptine et I’hPL sont deux hormones non glycosylées, tandis que I’hCG et la pGH sont
toutes deux des hormones glycosylées. La glycosylation anormale de I’hCG est responsable de son
taux élevé dans le sang maternel, a I’instar de I’hCG, la pGH pourrait étre anormalement glycosylée
dans les cellules trophoblastiques trisomiques et cette glycosylation anormale pourrait expliquer son
taux ¢élevé dans le sang maternel par une activité biologique moindre ou un catabolisme diminué. Cette
observation est intéressante, en effet il serait bon de regarder si ’anomalie de glycosylation observée
au niveau du placenta peut étre étendue et généralisée a toutes les cellules trisomiques responsables de
la synthése et de la sécrétion de glyco-hormones. Au méme titre que I’hCG, les autres glyco-hormones
(LH, FSH et TSH), pourraient étre anormalement glycosylées. Certains auteurs ont montré une
augmentation des taux de LH et de FSH chez les individus trisomiques 21, qui pourrait étre a I’origine
de troubles gonadiques (Hsiang et al., 1987) (Hestnes et al., 1991). D’autres auteurs ont montré une
augmentation de la TSH chez les individus trisomiques, cette augmentation est reliée a une
hypothyroidie (Hestnes et al., 1991) (Pueschel et al., 1991). Il serait alors intéressant d’étudier ces
hormones, pour voir si elles présentent les mémes types d’anomalies que I’hCG. 1l serait intéressant de
savoir si elles sont également biologiquement moins actives; ce qui pourrait peut-&tre expliquer le

phénotype dans certaines pathologies observées chez les individus atteint par la trisomie 21.

Nous savons que I’hCG est impliquée dans le processus de fusion des cytotrophoblastes en
syncytiotrophoblaste. Nous ne connaissons pas les mécanismes qui permettent d’induire ce
phénomene. Il est possible que ’hCG soit a I’origine du contrdle et de la régulation de I’expression de
certaines protéines impliquées dans la fusion des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblaste, comme la
connexine 43, HERV-W et HERV-FRD. Il serait intéressant de regarder 1’expression de ces protéines
dans les cellules trophoblastiques trisomiques, pour savoir si la diminution de la bioactivité de I’"hCG
ne serait pas responsable de la diminution de ces protéines impliquées dans la fusion cellulaire, ce qui

pourrait alors expliquer et confirmer le défaut de différenciation morphologique observé dans les
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cellules trophoblastiques trisomiques. Afin de confirmer le réle de I’hCG dans 1’expression des
protéines impliquées dans la fusion des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblaste, il semblerait
intéressant de vérifier si les promoteurs de ces protéines possédent des éléments de réponses sensibles

a des facteurs de transcription résultants de 1’activation du récepteur par ’hCG

Ce travail a permis, pour la premicre fois, de mettre en évidence une nouvelle forme d’hCG
synthétisée et sécrétée par les cellules trophoblastiques trisomiques. Nous avons caractérisé cette hCG
comme étant anormalement glycosylée. Cette anomalie a de graves incidences puisque 1’hormone est
biologiquement moins active. Nous avons montré en paralléle, qu’il y a une diminution importante de
I’expression du R-LH/CG dans les cellules trophoblastiques trisomiques et que ce récepteur joue un
r6le important dans le processus de différenciation des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblaste.
Nous avons montré que le défaut de différenciation morphologique et fonctionnelle observé dans les
cellules trophoblastiques trisomiques pouvait &tre rattaché a la diminution de la bioactivité¢ de I’hCG et
a la diminution de I’expression des R-LH/CG. La synergie des deux phénoménes (hCG moins
fonctionnelle et diminution du nombre de R-LH/CG a la surface des cytotrophoblastes trisomiques)
participe grandement au défaut de différenciation morphologique et fonctionnelle observé dans les
cellules trophoblastiques trisomiques. Cependant, nous avons montré que le défaut de différenciation
pouvait étre réversible. En effet, en présence d’hCG recombinante, la fusion et la différenciation des
cytotrophoblastes trisomiques est possible. Ceci suggeére que les cytotrophoblastes trisomiques
possedent un récepteur a I’hCG normal et fonctionnel et qu’ils possédent également toute la
machinerie nécessaire a la fusion cellulaire. Ceci nous améne & conclure que dans la trisomie 21,
I’anomalie de I’hCG, bien plus que la diminution de 1’expression de son récepteur, semble étre la
principale “responsable” du phénotype observé. A partir de ces résultats, nous avons pu proposer un
mod¢le possible permettant d’expliquer le taux d’hCG sérique maternel élevé lors de grossesse

associées a une trisomie 21.
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Although trisomy 21 (T21) is the most frequent genetic abnormality and some maternal serum markers for this fetoplacental
aneuploidy are of placental origin, little is known of its impact on placental development. We therefore studied the influence of
T21 on trophoblast behaviour.

Using cultured cells from 46 human T21 pregnancies, we confirmed the defective morphological and functional differentiation
of the villous cytotrophoblast in this setting; indeed, villous cytotrophoblast cells aggregate normally but fuse inefficiently to form
the syncytiotrophoblast. This is in part related to the abnormal oxidative status of the T21 cytotrophoblast, characterized by a gene
dosage-related increase in SOD-1 (copper—zinc superoxide dismutase) expression and activity. This was associated with a
significant (P<0.01) increase in catalase activity but no significant change in glutathione peroxidase activity. On the basis of these
in vitro findings and studies of large panels of maternal serum, we propose a pathophysiological explanation for trisomy 21

maternal serum markers of placental origin.

© 2004 IFPA and Elsevier Ltd. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Chromosome 21 trisomy (T21), which causes the phenotype
known as Down syndrome, is the principal known genetic
cause of mental retardation, affecting about 1 in 800 live
births. Screening strategies designed to identify women at an
increased risk of bearing a T21 fetus are based on maternal age,
ultrasound signs [1] and/or maternal serum markers [2—4].
Some of these markers, such as hCG, are of placental origin.

The syncytiotrophoblast (ST), which forms the outer
layer of the chorionic villi, is the active endocrine unit of the
human placenta, secreting its hormonal products into the
maternal circulation. Some of these polypeptide hormones
are specific to pregnancy, such as human chorionic gonado-
tropin (hCG), human placental lactogen (hPL) and placental
growth hormone (hPGH) [5-7], and can be used as markers
of syncytium formation. The syncytiotrophoblast arises
both in vitro [8,9] and in vivo [10] by differentiation of
villous cytotrophoblasts, which aggregate and fuse to form
multinucleated syncytiotrophoblasts.

We recently examined the impact of T21 on trophoblast
behaviour, and confirmed previous observations by Eldar-

“ To whom correspondence should be addressed. Tel.: +33-1-44-07-
39-91; Fax: +33-1-44-07-39-92; E-mail: evain@pharmacie.univ-
paris5.fr
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Geva et al. [11] that cultured cytotrophoblasts isolated from
T21 placentae aggregate normally but fuse poorly or tardily
[12,13]. This is in agreement with previous macroscopic and
histological observations pointing to an increase in the cyto-
trophoblast layer in T21 placentae [14-16]. We also found that
this defective/delayed syncytiotrophoblast formation and
function in vitro was characterized by markedly decreased
synthesis and secretion of syncytiotrophoblastic pregnancy-
associated hormones such as hCG, human placental lactogen
(hPL), human placental growth hormone (hPGH) and leptin
[12,13]. Similarly, we observed a significant fall in the mRNA
levels of these hormones in total extracts of T21 placentae,
indicating a decrease in functional syncytiotrophoblast mass in
T21 placentae [12].

Given the role of oxygen free radicals in trophoblast cell
differentiation, we then investigated the role of the key
antioxidant enzyme copper/zinc superoxide dismutase
(SOD-1), the gene for which is located on chromosome 21, in
trophoblast differentiation in vitro. We found that SOD-1
over-expression in normal cytotrophoblasts impaired ST
formation. This was associated with significantly reduced
mRNA levels and significantly subnormal secretion of hCG
and other hormonal markers of ST. We confirmed abnormal
cell fusion by overexpression of GIFP (green fluorescent
protein)-tagged SOD-1 in cytotrophoblasts. We then

© 2004 IFPA and Elsevier Ltd. All rights reserved.
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examined SOD-1 expression and activity in isolated tropho-
blast cells from T21 placentae. SOD-1 mRNA expression
(P<0.05), protein levels (P<0.01), and activity (P<0.05) were
significantly higher in trophoblast cells isolated from T21
placentae than from normal placentae [17,18]. This suggested
that SOD-1 overexpression might directly impair trophoblast
cell differentiation and fusion, and might, at least in part, be
responsible for the failure of ST formation observed in T21
placentae.

Here, we studied the oxidative status of villous cytotropho-
blast cells isolated from T21 placentae, and confirmed their
abnormal differentiation into a syncytiotrophoblast. We pro-
pose a pathophysiological explanation for trisomy 21 maternal
serum markers of placental origin.

MATERIALS AND METHODS

Collection of placentae and sera

Since 1988, maternal serum samples have been collected at
Hopital Ambroise Paré from women undergoing second-
trimester trisomy 21 maternal serum screening. All pregnant
women in France also undergo first-trimester maternal serum
screening for toxoplasmosis, and stored samples were also used
for this study. During the third trimester, maternal blood
samples are taken when ultrasound findings are abnormal. All
serum samples were stored at —30°C. Since 1996, serum
samples have been collected from all women prior to termin-
ation of T21 pregnancies. (French law authorizes termination
of pregnancy, with no gestational age limit, when severe fetal
abnormalities are observed.) Trisomy 21 was diagnosed by
karyotyping. The indications for chorionic villus sampling,
amniocentesis or fetal blood sampling were advanced maternal
age, ultrasound abnormalities or abnormal maternal serum
markers. Demographic and pregnancy-related information
(maternal age, weight, and gestational age at sampling) were
entered in a database.

Placental tissues were collected at termination of pregnancy
(12-25 weeks of amenorrhea) in T21 pregnancies and gesta-
tional age-matched control pregnancies. Gestational age was
confirmed by ultrasound measurement of crown—rump length
at 8-12 weeks of pregnancy. Fetal Down syndrome was
diagnosed by karyotyping of amniotic fluid cells, chorionic villi
or fetal blood cells.

The indications for termination of control pregnancies were
severe bilateral or low obstructive uropathy and major cardiac
abnormalities. The karyotype of placental cells was checked in
all cases (free T21 or normal).

Hormone assays

Commercial kits were used to assay maternal serum for free
B-hCG, total hCG (time-resolved fluoroimmunoassay Delfia,
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Figure 1. Morphological and functional differentiation of villous cytotro-
phoblasts from T21 placentae. Panel A. Desmoplakin immunodetection after
three days of culture of trophoblast cells isolated from normal (N) and T21
placentae. With normal trophoblast cells, positive immunofluorescence stain-
ing is only observed in cytotrophoblasts juxtaposing the syncytiotrophoblast,
and no staining is seen in the fused syncytiotrophoblast. In contrast, desmo-
plakin staining is observed at the boundaries between aggregated cytotrophob-
lasts from T21 placentae (% 2200). Panel B. HCG secretion in the culture
medium of 46 primary cultures from 15 control placentae (N) and 46 primary
cultures from 31 T21 placentae (T21). The results are means=+SEm of 3
culture dishes per time point.

Perking Elmer, France). Assay sensitivity was 2 mU/ml. hPL.
concentration was assayed (Amerlex IRMA, Amersham) in
maternal serum. Assay sensitivity was 0.5 mg/ml. Leptin was
determined using the Sensitive Human Leptin RIA kit (Linco,
St Louis, USA). Assay sensitivity was 0.05 ng/ml.

Cell culture

Cytotrophoblast culture was undertaken as previously
described [12]. Villous tissue was dissected free of membranes,
rinsed and minced in Ca®*-, Mg®*-free Hank’s balanced salt
solution. Cytotrophoblasts were isolated after trypsin-DNase
digestion and discontinuous Percoll gradient fractionation,
using the method of Kliman and Alsat with slight modifica-
tions [8,9] and adaptation for second-trimester placentae.
The villous samples were submitted to sequential enzymatic
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Figure 2. Activity of antioxidant enzymes (mU/mg of protein) in control and T21 cytotrophoblasts SOD-1, GPX and catalase activities are compared between
normal cytotrophoblasts (white) and T21 cytotrophoblasts (gray). *: P<0.05 and **: P<0.01.

digestion in a solution containing 0.5 per cent powdered
trypsin (W/V, Difco), 5 TU/ml DNAse I, 25 mm HEPES,
4.2 mm MgSO, and 1 per cent (W/V) penicillin/streptomycin
(Biochemical Industry, Israel) in HBSS, with monitoring
under a light microscope. The first and/or second digestions
were discarded to eliminate syncytiotrophoblast fragments,
and the following four or five digestions were kept for further
use. Cells contained in these latter digestions were purified on
a discontinuous Percoll gradient (5 to 70 per cent in 5 per cent
steps). Cells that migrated to the middle layer (density 1.048—
1.062) were allowed to adhere to plastic culture dishes
(10° cells/cm?), then washed three times with culture medium
3 h later. At this time, we checked that 90-95 per cent of the
cells isolated from both normal and T21 placentae were
cytokeratin 7-positive (specific monoclonal antibody, dilution
1:200; Dako, France), that less than 0.5 per cent were
vimentin-positive (monoclonal antibody, dilution 1 : 200,
Amersham International), and that other cells were mono-
nucleated (macrophages). None of these cells were hPL-positive
with a specific polyclonal antibody (dilution 1 : 500, Dako).

Cells were plated in triplicate on glass slides (for immuno-
cytochemistry) or on 60-mm culture dishes (10° cells/cm?,
culture period 3 days). Cytotrophoblasts were isolated from
T21 placentae and from gestational age-matched (second-
trimester) control placentae.

Enzyme assays

SOD-1, catalase and GPX (glutathione peroxidase) activities
were measured in T21 and control cytotrophoblasts as pre-
viously described [17,19]. Cells cultured from six individual
T21 placentae and six control placentae were studied.

RESULTS

Morphological and functional differentiation of
T21 villous cytotrophoblasts

As previously described [12], we confirmed in 46 primary
cultures (from 46 placentae) that villous cytotrophoblasts
isolated from T21 placentae had the same plating efficiency as
controls; we also confirmed that they aggregated normally, but
that their fusion was inefficient and/or delayed. After 3 days
of culture syncytiotrophoblasts were rare, as indicated by
immunodetection of desmoplakin (a desmosomal plaque pro-
tein) and E-cadherin (a cell adhesion molecule) (Figure 1,
panel A). We also tested 31 of these primary cultures for hCG
secretion in the culture medium, and confirmed that levels
were significantly lower (mean £ sEm 323 +59 TU/I; P<0.04)
than in controls (=15, mean & sem 850 £ 220 [U/1). Similarly,
as previously described [12,13], the transcript levels of hCG
beta and alpha subunit (P<0.001), leptin (P<0.01) and hPL
(P<0.008) were significantly lower in T21 cells than in control
cells. Human PL and leptin protein secretion were not
detected in 3-day culture medium of trophoblast cells isolated
from T21 placentae, contrary to controls.

Oxidative status of T21 villous cytotrophoblasts

As illustrated in Figure 2, catalase activity was significantly
higher (P<0.008) in T21 cytotrophoblasts than in controls,
while glutathione peroxidase activity was similar. We also
confirmed the significantly elevated SOD-1 expression and
activity in T21 cytotrophoblasts relative to controls.
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Figure 3. Maternal serum levels of two non-glycosylated hormones as a
function of gestational age: panel A, leptin (controls: #=293; T21: #=80); panel
B, hPL (controls: #=707; T21: #=199). Empty circles=controls; black
triangles="T21 pregnancies. Inserts show median values.

Maternal leptin and hPL profiles in T21
pregnancies

The pattern of in vitro trophoblast differentiation and syn-
cytiotrophoblast formation observed here, and the subnormal
hormone transcript levels in total placental extracts reported
elsewhere [12,20] pointed to reduced syncytiotrophoblast mass
in T21 placentae. To determine whether this was accompanied
by subnormal maternal serum levels of hormones of syncytio-
trophoblastic origin, we assayed large panels of maternal sera
for hPL. and leptin, two hormones which directly reflect
syncytiotrophoblast mass and activity. Indeed these hormones
are simple unglycosylated polypeptide hormones secreted by
the syncytiotrophoblast [6,21,22], directly into the maternal
blood bathing the chorionic villi in the intervillous spaces.
Levels of these two hormones in maternal serum were signifi-
cantly lower in T21 pregnancies than in gestational age-
matched control pregnancies (Figure 3, panel A and B). These
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low levels were constant and were observed throughout preg-
nancy (Table 1). We also confirmed that maternal serum hCG
levels are elevated throughout T21 pregnancies (Figure 4,
Table 1).

DISCUSSION

The main component of the human placenta is the syncytio-
trophoblast, a highly polarized tissue which secretes the bulk of
its hormonal products into the maternal circulation and has
almost no storage capacity [10]. Any alteration in syncytiotro-
phoblast formation and/or function should therefore be
reflected in the maternal circulation by changes in
syncytiotrophoblast-secreted hormone levels. Here we con-
firmed the in vitro defect in syncytiotrophoblast formation of
T21 placentae. Indeed, as compared to gestational age matched
control cells, T21 cells aggregate but fuse poorly or with delay
to form syncytiotrophoblast.

The molecular mechanisms underlying cytotrophoblast
fusion are poorly understood. Recently, an endogenous
retroviral envelope protein [23-25], connexin 43 [26,27] and
cadherin 11 [28] were all shown to be directly involved in
cytotrophoblast membrane fusion. Cytotrophoblast cell
oxidative status appears to play a regulatory role in this
process. In particular, we and others have observed that
cytotrophoblast fusion and differentiation is inhibited by
hypoxia [29-31]. Similarly, the histological abnormalities of
term placentae from pregnancies associated with under-
perfusion and hypoxia are characterized by abundant cyto-
trophoblasts and abnormal syncytiotrophoblast differentiation
[32,33]. This suggests that cytotrophoblast oxidative status
may be a key element regulating differentiation into the
syncytium, and points to a direct role of oxygen free radicals in
cell fusion. Cu/Zn superoxide dismutase (SOD-1 is a cyto-
plasmic enzyme which protects cells from oxygen free radicals
[34]. SOD-1 transforms the superoxide anion O, into
hydrogen peroxide, which is then converted to water by
peroxisomal catalase and glutathione peroxidase (GPx). This
two-step process eliminates H,O, and other reactive oxygen
species that could otherwise interact with macromolecules such
as DNA, proteins and lipids, to alter their structure and
function. However, any alteration of the balance between the
first and second steps may induce an oxidative stress related to
the misregulation of H,O, production.

The human SOD-1 gene is located on chromosome 21 [35].
SOD-1 activity is increased by about 50 per cent in red blood
cells [36] platelets [37] lymphocytes, polymorphonuclear
granulocytes and fibroblasts [38] of individuals with trisomy
21. Here we confirmed that SOD-1 mRNA and activity in
purified trophoblast cells isolated from T21 placentae were
about 50 per cent higher than in normal trophoblasts, in
keeping with a gene dosage effect. We also observed signifi-
cantly increased catalase activity, but normal GPX activity.
Antioxidant enzyme studies of patients with Down’s syndrome
have generally focused on red blood cells, and have given
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Table 1. Median of markers expressed in multiple of median (MoM) throughout gestation

hCG hPL Leptin PAPP-A
Firt trimester 1.90 (n=15) (n=2) (n=5) 0.42 (n=39)
Second trimester 2.15 (n=373) 0.62 (n=123) 0.76 (n=46) 0.94 (n=24)
Third trimester 1.93 (#=109) 0.70 (n=73) 0.55 (n=28) 0.72 (n=13)

conflicting results [39-41]. Recently, Muchova et al. [39]
confirmed an oxidative imbalance (elevated ratio of SOD-1 to
catalase+GPX) in red blood cells from these patients,
accompanied by an increase in cellular malondialdehyde
content. Preliminary results also indicate an increased
malondialdehyde content in T21 cytotrophoblasts compared to
controls (Conti, personal data). This suggests that T21 tropho-
blast cells cannot fully compensate for the oxidative imbalance
due to genetically mediated SOD-1 overexpression.

It was recently reported that, in T21 pregnancies, chorionic
villi show an increased double layer of proliferative tropho-
blasts. This suggests that the increased oxidative stress due to
SOD-1 overexpression damages trophoblasts, resulting in their
increased proliferation and diminished differentiation, as
observed in other pathological conditions [42—44].

1600007

A 100000
1400001

A ® 4 50000
1200001

0 r——F—"——4—

SA‘A’g‘ . 5 10 15 20 25 30 35 40
1000007 o z A

258 2
80000 1 ‘88 4A R N A O Control

600001 A Trisomy 21

400001

Total hCG IUN

200007

10 15 20 25 30 35 40 Weeks
Gestational age

Figure 4. Maternal serum levels of glycosylated total hCG as a function of
gestational age (controls: #=894; T21: n=499). Empty circles=controls; black
triangles="T21 pregnancies. Inserts show median values.
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ABSTRACT

During pregnancy, the villous trophoblast develops from the
fusion of cytotrophoblastic cells (CT) into a syncytiotrophoblast
(ST), supporting the main physiological functions of the human
placenta. Connexin43 (Cx43) is demonstrated in situ and in vitro
in the villous trophoblast between CT and between CT and ST.
Moreover, the presence of a gap junctional intercellular com-
munication (GJIC) during in vitro trophoblast differentiation was
previously demonstrated. Because the exchange of molecules
through gap junctions is considered to play a major role in the
control of cell and tissue differentiation, we studied the effects
of a gap junctional uncoupler, heptanol, on morphological and
functional trophoblast differentiation and on GJIC measured by
the fluorescence recovery after photobleaching method. We
found that when the GJIC was interrupted, CT still aggregated
but fused poorly. This morphological effect was associated with
a significant decrease of trophoblastic-specific gene expression
(B human chorionic gonadotropin and human chorionic soma-
tomammotropin). This blocking action was reversible as dem-
onstrated by recovery of GJIC and trophoblast differentiation
process after heptanol removal. Moreover, the inhibition of the
trophoblast differentiation did not affect Cx43 transcript ex-
pression and Cx43 protein expression. These data suggest that
the molecular exchanges through gap junctions preceding cel-
lular fusion are essential for trophoblast differentiation gener-
ating the multifunctional syncytiotrophoblast.

human chorionic gonadotropin, placenta, signal transduction,
syncytiotrophoblast, trophoblast

INTRODUCTION

One of the major processes in human placental devel-
opment is the fusion of mononucleated cytotrophoblastic
cells (CTs) to generate multinucleated syncytiotrophoblast
(ST) [1, 2]. Indeed, the ST that covers the chorionic villi
is bathed with maternal blood in the intervillous space. Giv-
en its frontier position, ST plays a magjor role in numerous
placental functions, including exchanges, metabolism, and
synthesis of steroid and peptide hormones required for fetal
growth and development [3, 4]. This process of cell fusion
can be reproduced in vitro [5]. Isolated mononucleated CTs
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make initial contacts by pseudopodia with neighboring
cells, transform into cellular aggregates, and then fuse to
form a syncytium. This in vitro differentiation mimics the
activities of normal CTs during their in vivo maturation.
Indeed, the morphological differentiation is associated, both
in vivo and in vitro, with an increase in the production of
specific hormones like hCG and human chorionic somato-
mammotropin (hCS) and with specific gene expression [6,

Gap junctions are clusters of transmembrane channels
composed of hexamers of connexins (Cx) providing a path-
way for the diffusion of ions and small molecules such as
cAMPB cGMR inositol triphosphate, and Ca2*. Connexins
represent afamily of closely related membrane proteins that
are encoded by a multigene family of at least 20 members
in humans [8]. It has been suggested that molecular ex-
changes through gap junctions are involved in the control
of cell proliferation, cell and tissue differentiation, meta-
bolic cooperation, and spatial compartmentalization during
embryonic development [9—-12]. Furthermore, gap junction-
a intercellular communications (GJICs) have been de-
scribed to be directly involved in the fusion of mononucle-
ated myoblast to generate multinucleated myotube [13, 14].
We have previously demonstrated, both in situ and in vitro,
the expression of Cx43 mRNA and the presence of Cx43
protein localized between CTs and between CTs and STs,
whereas Cx26, Cx32, Cx33, and Cx40 were not detected
in the villous trophoblast [15]. Furthermore, using fluores-
cence recovery after photobleaching method (gap-FRAP),
we demonstrated the presence of a functional intertropho-
blastic communication via gap junctions preceding tropho-
blastic fusion [15, 16].

Therefore, the aim of the present study wasto investigate
the involvement of gap junction—mediated cell-cell com-
munication in trophaoblast differentiation by interrupting the
exchange of molecules with heptanol, a junctional uncou-
pler [17]. We demonstrated that heptanol-treated CTs ag-
gregated but fused very poorly with an associated decrease
of BhCG secretion and hCS expression compared to un-
treated cells. The uncoupling action totally abolished GJIC,
whereas Cx43 mMRNA expression, protein levels, and tissue
localization were not affected by the heptanol treatment.
Our data show that interruption of the molecular exchanges
by gap junctions during human trophoblast differentiation
impaired cellular fusion, suggesting the requirement of a
GJIC for the syncytiotrophoblast formation.

MATERIALS AND METHODS

Trophoblastic Cell Culture

Human placentas were obtained after cesarian sections from mothers
with uncomplicated pregnancies. CTs were isolated using a method pre-
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viously described [18]. After several sequential trypsin/DNase digestions
followed by Percoll gradient centrifugation, the cells were further purified
by means of a negative selection procedure to obtain a trophoblast prep-
aration without contamination of other cells according to a published
method [19]. Monoclonal anti-human leukocytic antigen-A, -B, and -C
antibody (W6-32HL, Sera Lab, Crawley Down, UK) reacts with most cell
types (e.g., macrophages, fibroblasts, extravillous trophoblast) but not with
villous cyto- or syncytiotrophoblast. Briefly, the isolated cells were trans-
ferred to plastic culture dishes coated with the monoclonal antibody. After
15 min at 37°C, nonadherent cells were recovered by gently rocking the
dishes and removing them with a pipette. CTs were diluted to a final
concentration of 0.5 X 108/ml in minimum essential medium (MEM) con-
taining 10% fetal calf serum (FCS), 25 mM glucose, and 50 pwg/ml gen-
tamicin. Cells were plated in 35-mm plastic dishes (Nunclon, Nunc, Ros-
kilde, Denmark) and incubated at 37°C in 5% CO,. For long-term uncou-
pler treatment, heptanol (1.5 mM) or octanol (0.4 mM) purchased from
Sigma (St. Louis, MO) was added to the culture medium after CT adher-
ence (4 h after cell seeding). The culture medium was renewed every 8 h
to avoid the evaporation of alcohol. Cytokeratin 07 immunocytochemistry
was performed after each purification to confirm the cytotrophoblastic na-
ture of the attached cells, and about 95% of the cells were positively
stained.

Immunocytochemistry

To detect desmoplakin, cultured cells were rinsed with PBS solution
and fixed in methanol at —20°C for 25 min. A monoclona antidesmo-
plakin antibody (Sigma), diluted 1:400, was applied, followed by fluores-
cein isothiocyanate (FITC)-labeled goat anti-mouse immunoglobulin (19)G
(Sigma) diluted 1:100 as previously described [20]. After washing, sam-
ples were mounted in medium with 4',6'-diamino-2-phenylindole (DAPI)
for nuclear staining (Vector Laboratories, Burlingame, CA).

For Cx43 detection, cultured cells were fixed for 10 min in methanol
at —20°C. They were then washed three timesin PBS and processed using
a method previously described [15]. After incubation in a blocking solu-
tion consisting of 2% BSA and 1% Triton X-100 in PBS for 30 min at
room temperature, specimens were incubated overnight in PBS 1%BSA
containing a monoclonal anti-cx43 primary antibody (1/200; Transduction
Laboratories, Lexington, KY). After five further washes in PBS, the sec-
ondary antibody conjugated to FITC (1/200; Jackson Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA) was applied for 45 min at room tempera-
ture. After washing, samples were mounted in medium with DAPI for
nuclear staining. All controls performed by omitting the primary antibody
or using a nonspecific 1gG of the same isotype (1gG1; Immunotech, Mar-
seille, France) were negative.
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FIG. 1. Effects of long-term heptanol
treatment on morphological trophoblast
differentiation. A, B) Double immunofluo-
rescence for nuclear staining with DAPI
(A) and desmoplakin (B) in villous CT cells
cultured for 48 h in control conditions. A
strong desmoplakin staining is observed at
the intercellular boundaries between CT
and ST cells and between CT cells but dis-
appears in fused STs. Scale bars = 50 pum.
C, D) In the presence of heptanol for 48
h, aggregated CT cells were mainly ob-
served, indicating that the trophoblast dif-
ferentiation is delayed. Scale bars = 50
wm. These pictures are representative of
three experiments.

Gap-FRAP Method

The cell-to-cell diffusion of a fluorescent dye was measured by the
gap-FRAP method [21], using an interactive laser cytometer (ACAS 570,
Meridian Instruments, Okemos, MI), which alows for convenient digital
video imaging and analysis. After washing, cultured trophoblastic cells
were loaded for 10 min at room temperature in saline solution containing
the membrane-permeant molecule 6-carboxyfluorescein diacetate (Sigma:
7 pg/ml in 0.25% dimethylsulfoxide). This lipophilic compound is hydro-
lyzed by cytoplasmic esterases to 6-carboxyfluorescein, a hydrophilic de-
rivative that accumulates inside the cells. After washing off the excess
extracellular fluorogenic ester to avoid further loading, the fluorescence of
some selected cells adjacent to others cells was photobleached by applying
strong light pulses (8 mW, 2 sec) from an argon laser set at 488 nm. The
fluorescence intensity was recorded in the bleached cells before and after
photobleaching during 12 min (each time period = 2 min). In each ex-
periment, one labeled isolated cell, left unbleached, served as a reference
for the loss of fluorescence because of repeated scanning and dye |eakage,
and an isolated bleached cell served as a control (see Fig. 4). The return
of fluorescence following a fast step-like course, reaching at least 90% of
the final steady state in less than 30 sec after photobleaching (see Fig.
4B), indicated that the diffusion of dye was neither prevented by cell
membrane nor limited by the presence of gap junctions. It was inferred
that fusion of cell membranes had been completed and that the cellular
elements were part of a true syncytium. When the bleached cells were
interconnected by open gap junctional channels to unbleached contiguous
cells, a fluorescence recovery following a slow exponential time course
was measured (see Fig. 4A). Therefore, the analysis of the kinetic of fluo-
rescence recovery alows to discriminate between aggregated cytotropho-
blastic cells and syncytiotrophoblast. In our experimental conditions, GJIC
was investigated (coupled cells or not) in a population of cells in contact
with results expressed as a percentage of coupled cells.

Immunoblotting

To detect Cx43 and hCS, cell extracts were prepared as previously
described [20]. Solubilized proteins were immunoblotted using either a
polyclonal antibody directed against hCS (1/250, Dako, Glostrup, Den-
mark) or a monoclonal antibody directed against Cx43 (1/1000, Transduc-
tion Laboratories). The corresponding antigens were detected after incu-
bation with alkaline phosphatase-coupled secondary antibodies (1/7500 for
anti-rabbit 1gG and 1/20000 for anti-mouse 1gG). Densitometric analyses
of hCS or Cx43 signals were performed by means of image-master soft-
ware (Pharmacia Biotech, Orsay, France).
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FIG. 2. Effects of heptanol on cell fusion index. Human CT cells were
cultured in MEM for 72 h (A) or in the presence of 1.5 mM heptanol for
72 h (B) or 1.5 mM heptanol (48 h) and then in MEM for 24 h (C). Data
show the distribution of syncytia as a function of the number of nuclei
per syncytium and are the mean * SEM of three separate experiments.
Statistical analysis using a chi-square test revealed a significant difference
between trophoblastic cells cultured in control conditions for 72 h and
in the presence of heptanol for 72 h (chi-square = 92.26, df = 9, P <
0.0001). The difference is also significant between trophoblastic cells cul-
tured in heptanol for 72 h and in heptanol for 48 h and then in MEM for
24 h (chi-square = 28.46; df = 6; P < 0.0001).

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction

Total RNA was isolated by RNeasy method (Quiagen, Hilden, Ger-
many) from isolated highly purified CT cells. The total RNA was treated
with Range-free DNase | (Life Technologies, Cergy Pontoise, France) at
22°C for 5 min.

For Cx43 transcripts, total RNA (5 pg) was transcribed into cDNA
using oligo(dT),»_1g @ primer and superScriptll reverse transcriptase
(Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany). One fifth of the reaction
mixture was amplified with Tag polymerase (Life Technologies) in afinal
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volume of 50 pl. For the semiquantitative polymerase chain reaction
(PCR), each cycle consisted of denaturation at 94°C for 1 min, primer
annealing at 60°C for 1 min, and primer extension at 72°C for 1 min. To
quantify amplification in exponential phase, primers for glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) were added during cycle 8 and PCR
products (10 pl) were obtained in cycles 23, 24, 25, 26, and 27. Primers
were designed from previously published sequence data: the human
GAPDH 5" sense CTG-CAC-CAC-CAA-CTG-CTT-AG-3" and 5" anti-
sense AGG-TCC-ACC-ACT-GAC-ACG-TT-3'; human Cx43 5 sense
AGT-CTA-TCT-TTG-AGG-TGG-CC-3' and 5" antisense GGC-TGT-
AAT-TCA-TGT-CCA-GC-3'. Reaction products were resolved on an aga-
rose gel (1.5%) and stained with ethidium bromide. Sizes of the expected
amplification products are 1158 base pairs (bp) for Cx43 and 275 bp for
GAPDH.

Hormone Assay

The hCG concentrations were determined by means of an enzyme-
linked fluorescence assay (Vidas system, Biomérieux, Marcy-I'étaile,
France) in cell culture media at various times as previously described [22].
Assay sensitivity was 2 mlU/ml. The values are the means = SEM of
triplicate determinations. Significant differences were identified using the
Student t test.

Analysis of Syncytium Formation

Syncytium formation was monitored by analyzing the distribution of
desmoplakin and nuclei in fixed cells, as described by Keryer et al. [23].
Desmoplakin staining of aggregated cells gradually disappears at the
boundaries with the syncytium formation [24]. From a random point near
the middle of the coverdlip, the nuclei of 100 desmoplakin-delimited cel-
lular elements were counted, distributed in class, and the results expressed
as the percentage of cellular elements versus number of nuclei per syn-
cytium. Data are the mean = SEM of three separate experiments.

3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide Assay

Heptanoal toxicity was estimated by a 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma) test. After 3 days of culture
in control or heptanol conditions, trophoblastic cells were rinsed in Earles
balanced saline solution, and MTT was added to the culture medium at
0.5 mg/ml. At the end of a 3-h incubation period at 37°C, the formazan
formation caused by active mitochondrial dehydrogenases was measured
spectrophotometrically at a wavelength of 570 nm with background sub-
traction at 630 nm.

Each determination was performed in triplicate. All statistics are given
as mean = SEM.

RESULTS

Effects of Long-Term Heptanol Treatment During
Trophoblast Differentiation

When purified CTs were cultured in the presence of 10%
FCS, after adhesion and flattening, cells make initial con-
tacts by pseudopodia with neighboring cells, transform into
cellular aggregates, and then fuse to form a large multi-
nucleated ST [5, 16]. This morphological differentiation is
currently followed by staining cells with antidesmoplakin
antibodies to reveal cell boundaries. Indeed, the staining of
desmoplakin present at the intercellular boundaries in ag-
gregated cells progressively disappears with the syncytium
formation (Fig. 1, A and B). After 48 h of culture, mono-
nuclear CTs mainly differentiated into aggregated cells and
ST. This is illustrated in Figure 1A by a gathering of nu-
merous nuclei in large cytoplasmic mass of the ST. In con-
trast, CT incubated with 1.5 mM heptanol aggregated but
did not fuse or fused poorly (Fig. 1, C and D). To further
investigate the influence of heptanol on cell fusion and ST
formation, we estimated the number of DAPI-stained nuclei
per desmoplakin-defined ST. As illustrated in Figure 2A,
after 72 h of culture, 73.3% =+ 1.8% of examined STs con-
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FIG. 3. Effects of long-term heptanol
treatment on specific hormonal produc-
tions. A) Third day BhCG secretion in con-
trol conditions (MEM) in the presence of
1.5 mM heptanol for 72 h or in the pres-
ence of heptanol for a 48-h period fol-
lowed by a 24-h period in control condi-
tions. Values represent mean of data *
SEM of triplicate determinations. Values of
BhCG secretion in three independent ex-
periments are shown in the table, and
graph is representative of experiment 1.
#*P < 0.01; Student t test. B) Immunoblot-
ting of hCS after 2 days (lanes 1 and 2)
and 3 days (lanes 3 and 4). Lanes 1 and 3
represent hCS expression in trophoblastic
cells cultured in control conditions and
lanes 2 and 4 in trophoblastic cells cul-
tured in the presence of 1.5 mM heptanol.
The figure illustrates one of six of a repre-
sentative experiment. C) Normalized den-
sitometric analyses of hCS protein per-
formed on six independent experiments.
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tained more than four nuclei. In contrast, ST formation was
impaired in the presence of heptanol because only small
STs with two or three nuclei being observed (Fig. 2B).
Interestingly, the heptanol removal after 48 h of culture
induced an increase of trophoblastic fusion as indicated by

the presence of 38.7% =+ 2.0% of STs with more than four
nuclei (Fig. 2C). Furthermore, statistical analysis using a
chi-square test showed a significant difference in the nuclei
distribution between trophoblastic cells cultured 72 h in
control conditions and in the presence of heptanol. The dif-
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FIG. 4. Gap-FRAP analysis. Top, Typical computer-generated images of fluorescence intensities in cultured trophoblast measured during FRAP exper-
iments. White represents the highest intensity. Areas 2 and 3 closely corresponding to cell territories (syncytiotrophoblasts) were selected in the prebleach
scan and photobleached by laser pulses. Area 1 serves as an unbleached control cell to measure the loss of fluorescence because of repeated scanning
and weak dye leakage. Immediately after photobleaching, the scan at time 0 shows the reduction of fluorescence emission in area 2 and 3. After 12
min, a fluorescence recovery had occurred in area 2, whereas the fluorescence intensity remains weak in area 3. Bottom, Evolution of fluorescence
intensities versus time in isolated cells in cells connected by gap junctions and in fused cells. A) Graphic display of gap-FRAP experiment shown in
upper row. Fluorescence recovery in cell 2 (@) follows a closely exponential time course, reflecting the presence of gap junctional communication. In
contrast, the fluorescence intensity remains unchanged in cell 3 ([]). B) Fast fluorescence recovery following a step-like course, when the membrane
fusion is achieved between two cells (@). It was previously demonstrated that, in this case, heptanol (3 mM), a known junctional uncoupler, had no
effect or fluorescence recovery, confirming the absence of gap junctional communication. The fluorescence intensities remained unchanged in the

reference unbleached cell (l) and isolated bleached cell (7). (Reproduced from [43] with permission of the publisher, Wiley, Inc.)

ference was also significant when heptanol remova was
compared with heptanol treatment alone. This reappearance
of cellular fusion processillustrated the reversibility of hep-
tanol action on trophoblast differentiation. It should be not-
ed that the presence of heptanol in the culture medium did
not prevent migration or cell-to-cell adhesion as shown in
Figure 1D, leading to a majority of aggregated CT.

Given the potential nonspecific effects of heptanol, the
action of octanol, another gap junctional inhibitor, was in-
vestigated. In this experiment, after 72 h of culture in con-
trol conditions, 66% = 3.1% of examined STs contained
more than four nuclei, and when the cells were cultured in
the presence of 0.4 mM octanol for the same period, only
11% = 1.5% of the analyzed STs contained more than four
nuclei. Furthermore, octanol removal after 48 h of culture
induced an increase in the number of STs, with more than
four nuclei (34.3% =+ 3.5%) observed 24 h later.

Effects of Long-Term Heptanol Treatment
on Trophoblastic Hormonal Productions

As previously reported, the ST formation by fusion of
CT is associated with a significant increase in BhCG secre-
tion [5] and hCS expression [25]. Figure 3A shows that
cells treated with heptanol for 72 h exhibited a significant

decrease in BhCG secretion, compared with cellsin control
conditions. Interestingly, when heptanol was removed after
the first 48-h period, BhCG rose to a level similar to the
control at 72 h, showing the reversibility of the action.
Moreover, Western blotting analyses of hCS production
showed that in the presence of heptanol for 2 or 3 days,
expressions represent 26.8% + 2.3% and 52.8% *= 2.9%
of the control value, respectively (Fig. 3C).

Effects of Long-Term Heptanol Treatment on GJIC and
Connexin Expression During Trophoblast Differentiation

When the purified CTS were cultured for 48 h, the GJIC
was analyzed between contiguous CTs, between contiguous
STs, and between contiguous CTs and STs. Functionality
of the intercellular channels was demonstrated by means of
gap-FRAPR Typical changes in the fluorescence intensity of
selected cells within a field before and after the photo-
bleaching procedure as well as the corresponding fluores-
cence recovery curves are depicted in Figure 4. The slow
exponential fluorescence recovery (Fig. 4A) characteristic
of GJIC was recorded between CT cells, between CT cells
and STs, and between contiguous STs. It was demonstrated
that a functional coupling occurred in 2.6% and 6% of test-
ed cells after, respectively, 1 or 2 days. The presence of 1.5
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FIG. 5. Effects of heptanol on GJIC. Percentage of coupled cells between

contiguous villous trophoblastic cells after 24 or 48 h in MEM (control
conditions) or in the presence of heptanol 1.5 mM or after a 24-h period
in the presence of heptanol followed by a 24-h period in control condi-
tions. Coupled cells were characterized by the exponential time course
of fluorescence recovery into a photobleached cell as shown in Figure
1A. Number of intercellular contacts analyzed is indicated on top of the
bars.

mM heptanal in the culture medium during these periods
totally abolished the number of coupled cells (Fig. 5).
These results indicated that the culture conditions used for
this study maintained the inhibitory effects of the junctional
uncoupler. Moreover, this inhibitory action was simply re-
versed by washing off heptanol, leading to the reappearance
of a functional coupling. This fact demonstrated the re-
versibility of the heptanol action. To firmly establish that
heptanol was not cytotoxic, cell viability was also evaluated
with the tetrazolium colorimetric assay. After 3 days of
culture, the optical densities (OD) were, respectively, 0.445
*+ 0.039 and 0.382 *= 0.063 in untreated and heptanol -treat-
ed trOphOblaStiC cells (mean + SEM) These OD570—63O
were not significantly different (Student t test), reflecting a
similar number of living cells. To determine a possible ac-
tion of heptanol on Cx43 gene and protein expressions,
Cx43 mRNA was analyzed by reverse transcription (RT)-
PCR and Cx43 protein by Western blotting and immuno-
staining. Figure 6A shows that Cx43 PCR products were
not affected by the presence of heptanol, compared with
control conditions. Furthermore, Western blotting analysis
showed no significant difference between heptanol-treated
cells and control cells (Fig. 6, B and C). Moreover, as il-
lustrated in Figure 7, A and B, immunofluorescence (IF)
localization of Cx43 protein in term villous trophoblastic
cells revealed a punctuate immunostaining at the borders
of contiguous cells (mainly between CTs and STs) and
around the nuclei. Addition of heptanol in the culture me-
dium did not significantly decrease Cx43 punctuate IF in
the aggregated trophoblastic cells (Fig. 7, C and D).

DISCUSSION

In the present study, we found that an agent blocking
GJIC impaired trophoblastic cell fusion and differentiation,
as revealed by morphological and functiona analyses. This
blocking action is reversible as demonstrated by the recov-
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FIG. 6. Effects of heptanol on Cx43 mRNA and protein expressions. A)
Expression of Cx43 mRNA in villous trophoblastic cells. The expected size
of the PCR products is 1143 bp for Cx43 (top) and 275 bp for GAPDH
(bottom). Lane 1 represents extracts from cytotrophoblastic cells cultured
for 2 days in MEM and lane 3 from cytotrophoblastic cells cultured for 2
days in the presence of 1.5 mM heptanol. Lanes 2 and 4 represent re-
spective controls without RT. A 100-bp DNA ladder was used for size
analysis. B) Immunoblotting of Cx43 after 2 days (lanes 2 and 3) and 3
days (lanes 4 through 6). Lane 1 represents positive control for Cx43 (rat
brain). A, B) Representative of three separate experiments. C) Normalized
densitometric analyses of Cx43 protein. Bars = mean = SEM of values
from three independent experiments. Statistical analysis reveals that Cx43
expression is not significantly different in all conditions tested (Student ¢
test for grouped data).

ery of GJIC and trophoblast differentiation process after
heptanol removal.

Only a few human cell types can fuse together, differ-
entiate, and form syncytia:osteoclast [26, 27], myaoblast
[14, 28], and CT cells. The process of syncytium forma-
tion is poorly understood. In the human trophoblast, a
phosphatidylserine (PS) flip has been involved in the cell-
cell fusion process [29]. According to Huppertz et al. [30],
this PS flip is a consequence of activation of initiator cas-
pase (e.g., caspase 8), leading to the concept that the mo-
lecular machinery of early apoptosis is involved in the
fusion process. Implication of endogenous retrovirus ge-
nome in trophoblastic fusion has been suggested, and re-
cently arole of endogenous retroviral envelope glycopro-
tein encoded by the HERV-W (syncytin) was demonstrat-
ed [31, 6].

Other evidences point to an important role of gap junc-
tions and GJIC in the control of cell and tissue differenti-
ation processes [9, 10, 32]. The most clear-cut examples of
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FIG. 7. A, B) Double IF for nuclear stain-
ing with DAPI (A) and for Cx43 (B) in vil-
lous CT cells cultured for 48 h in control
conditions. Cx43 punctuate IF is observed
around the cluster of nuclei of a ST and at
the border of a cytotrophoblastic cell that
is still in contact with the ST. Scale bars =
10 wm. C, D) Double immunofluores-
cence for nuclear staining with DAPI (C)
and for Cx43 (D) in villous CT cells cul-
tured for 48 h in the presence of 1.5 mM
heptanol. In the presence of uncoupler for
48 h, only aggregated CT cells were ob-
served, but the Cx43 localization seems
unchanged with a Cx43 punctuate IF at
intercellular boundaries and around the
nuclei. Scale bars = 10 pm.

GJIC intervention in differentiation and development pro-
cesses were given by interruption of molecular exchanges
with anti-connexin antibody [33] or analysis of connexin
knockout mice [34, 35]. In these studies, the uncoupling
induced developmental abnormalities and cardiac or bone
malformations. The role of gap junctions in differentiation
can be also studied by chemically inhibiting GJIC. A va
riety of substances such as aiphatic alcohols, halothane,
glycyrrhetinic acid, and oleamide can uncouple cells. Hep-
tanol is the most common gap junctional inhibitor used.
Long-term incubation with heptanol considerably reduces
the fusion of myoblasts [13, 14] and inhibits the fibroblast-
populated collagen lattices [36], osteoclastic bone resorp-
tion [27], and actin organization and calcium propagation
in astrocytes [37]. Although its exact mechanism of action
is not known, it seems related to a decreased fluidity of
membranous cholesterol-reach domains [17, 38], leading to
a decrease of the open probability of junctional channels.
Furthermore, in cultured neonatal rat cardiomyocytes, hep-
tanol did not decrease the number of gap junctional chan-
nels, and in pancreatic acinar cells, there is a cessation of
GJIC, athough gap junctions remain structurally intact
[39]. In the same way, in our study, heptanol totally abol-
ished GJIC as measured by gap-FRAP without affecting
Cx43 transcripts production and Cx43 protein expression
and localization. It must be pointed out that in our experi-
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mental conditions, heptanol action was not due to a cyto-
toxic effect because cell adherence and aggregation were
not affected, an MTT test demonstrated no effects of hep-
tanol on cell viability, and heptanol removal restored gap
junctional communication and functional activities of the
trophoblast (hCG and hCS production).

These results suggest that the diffusion of molecules be-
tween aggregated trophoblastic cells might regulate the fu-
sion process. Indeed, according to a recent review [40], the
initiation of the syncytial fusion seems require a concerted
action of tissue-specific recognition molecules like HERV-
W retroviral glycoprotein and phospholipids at the outer
cellular surface. It is conceivable that second messengers
like Ca2*, inosital triphosphate;, and cCAMP would control
various cellular effectorsinvolved in fusion and in the tran-
scription of syncytiotrophoblast-specific genes [7]. For in-
stance, it has been recently demonstrated that the stimula-
tion of trophoblastic cell fusion and differentiation by
CAMP is associated with a concomitant increase in HERV-
W env. mRNA and protein expression [41]. These inter-
cellular messengers may aso cross-talk with gap junction
channels, which are regulated by cAMP and Ca2*. Fur-
thermore, the fusion process coincides with a decrease in
basal Ca?* activity [20] and with an increase in cellular
CAMP levels [42]. It was also demonstrated that tropho-
blastic villous differentiation occurs earlier when cell-cell
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communication and Cx43 expression were enhanced
(cAMP analogues, hCG, glucocorticoids). On the contrary,
differentiation process is delayed when this communication
is decreased by transforming growth factorpl1 or endothelin
[16, 20, 43, 44].

Recently gene knock-out approaches have been dem-
onstrated that Cx26 and Cx31 deficiencies disturbed pla-
cental development in mice, but these molecules are not
expressed in the human placenta [45, 46]. Therefore, giv-
en the striking species diversity of placental structures
and endocrine functions, care must be taken when ex-
trapolating mouse gene inhibition/disruption data to hu-
mans. For evident ethical reason, studies of the human
placenta require carefully designed approaches, and our
in vitro study demonstrated the involvement of GJIC in
the trophoblastic fusion and consequently in human pla-
cental development.
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