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RESUME

Le placenta est I'organe essentiel au succeés de la grossesse et la différencia-

tion des trophoblastes est fondamentale pour son bon fonctionnement. La présence
d’'une inflammation non contrélée, habituellement induite par des médiateurs inflam-
matoires endogenes, est associée a plusieurs complications de la grossesse. High
Mobility Group Box 1 (HMGB1), une protéine nucléaire qui peut avoir des actions in-
flammatoires lorsque secrétée dans le milieu extracellulaire, est un des médiateurs
inflammatoires endogénes augmentés lors des grossesses pathologiques. Cepen-
dant, la maniére dont HMGB1 agit a l'interface materno-foetale est encore inconnue.
Ce travail de maitrise a comme objectifs d’évaluer la concentration, la localisation
subcellulaire et la sécrétion de HMGB1 lors de la différentiation des trophoblastes et
d’étudier sa distribution dans le placenta de grossesses compliquées par une pré-
eclampsie (PE).

Dans ces travaux, nous avons démontré une augmentation de la concentra-
tion nucléaire de HMGBH1 lors de la différenciation spontanée des trophoblastes. De
plus, l'utilisation d’'un inhibiteur d’histones déacétylases (c.-a-d. NaB) méne a une ac-
cumulation de HMGB1 dans le cytoplasme et favorise la différenciation, tandis que
l'utilisation d’un inhibiteur de I'export nucléaire (c.-a-d. leptomycine) mene a une dimi-
nution de la différenciation. En ce qui concerne les grossesses compliquées par la
PE, il y a une redistribution de HMGB1 avec une accumulation cytoplasmique. En
conclusion, ces travaux démontrent I'association entre la modulation de HMGB1 et la
différentiation des trophoblastes, bien que le lien causal reste a déterminer.

Mots clés: HMGB1, placenta, trophoblastes, différenciation, prééclampsie.



ABSTRACT

The placenta plays a crucial role during pregnancy and trophoblast differentia-
tion is fundamental to its proper functioning. The absence of inflammation is also es-
sential for the success of gestation, the presence of uncontrolled inflammation is as-
sociated with several pregnancy complications, such as preeclampsia (PE) and pre-
term delivery. High Mobility Group Box 1 (HMGB1), a nuclear protein that acts as a
pro-inflammatory mediator when secreted into the extracellular media, is one of the
endogenous inflammatory mediators increased during pathological pregnancies. Ho-
wever, the actions of HMGB1 at the materno-fetal interface are still unknown. The aim
of this work was to evaluate the concentration, subcellular localization and secretion
of HMGB1 during trophoblast differentiation and to evaluate the distribution of
HMGB1 in the placenta from pregnancies complicated with PE.

In my studies | have shown an increase of HMGB1’s nuclear concentration du-
ring the spontaneous differentiation of trophoblasts. Moreover, the use of a histone
deacetylase inhibitor (i.e. NaB) leads to an accumulation of HMGB1 in the cytoplasm
and promotes differentiation, while the use of a nuclear export inhibitor (i.e. leptomy-
cin) leads to a decrease in differentiation. Concerning pregnancies complicated with
PE, there is a redistribution of HMGB1 with cytoplasmic accumulation.

In conclusion, this work demonstrates the association between the modulation
of HMGB1 localisation with trophoblasts differentiation, although the causal link re-

mains to be determined.

Key words: HMGB1, pregnancy, placenta, trophoblasts, differentiation, preeclamp-

sia.
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CHAPITRE |

1.1. Grossesse & Placenta

La reproduction, nécessaire a la propagation de la vie chez le placentaires,
débute par la fécondation, suivie de la placentation puis la gestation. La fécondation a
lieu lorsque le spermatozoide pénétre efficacement I'ovule formant ainsi le zygote qui,
au stade de blastocyste, s'implante dans I'endomeétre réceptif (decidua) et débute la
placentation. Le blastocyste est formé de deux masses cellulaires distinctes, soit la
masse cellulaire interne qui formera le feetus et le trophectoderme qui formera le pla-
centa (Hendwerger, 2010). Les cellules souches de trophoblastes contenues dans le
trophectoderme, peuvent se différencier en deux types de trophoblastes, soit en tro-
phoblastes villeux formant la partie du placenta ou se feront les échanges entre le
sang maternel et foetal, soit en trophoblastes extravilleux, qui sont responsables de
l'implantation, du remodelage des artéres spiralées utérines et participent aussi a

'angiogenése du placenta (Hendwerger, 2010; Lunchi et al., 2007).

La formation du placenta débute lors qu’il y a un contact stable entre le blasto-
cyste et la paroi utérine, entre les 6e et 7e jour post conception (p.c.). Au début de la
période d’implantation, le blastocyste posséde une couche interne composé du mé-
soderme extra-embryonaire, provenant de la masse cellulaire interne, ainsi qu’'une
couche externe composeé des trophoblastes. Le contact entre les trophoblastes et les
cellules épithéliales utérines méne a un processus de différentiation pour former des
cellules multinuclées (syncytiotrophoblastes). Dans les deux jours qui suivent, la

couche de syncytiotrophoblastes croit significativement grace a une constante dif-



férentiation des cytotrophoblastes et entre les jours 8 et 13 p.c. des petites vacuoles
commencent a se former, ces vacuoles étant responsables de former I'espace inter-
villaire (entre jour 16 et 18 p.c.) ou il aura du sang maternel. Les cytotrophoblastes en
prolifération vont former des colonnes entres les vacuoles et au moment ou ces cel-
lules entre en contact avec le tissu maternel, elles vont s’engager dans un autre type
de différentiation et former les trophoblastes invasifs ou trophoblastes extravilleux. En
paralléle, les cytotrophoblastes que ne sont pas en contact avec le tissu maternel,
vont continuer leur processus de syncytialisation et former les premieres branches de
I'arbre villeux. Par la suite, les cellules du mésenchyme extrafcetal envahissent le vil-
lus et finalement les capillaires foetaux apparaissent et commencent les échanges

entre le sang maternel et foetal (Benirschke et al. 2012).

Placenta Uterus
r
Alarmins:
Uterine arteries I:'?;(\,xl .
« O .
mtDNA
MSU
IL-a
Z Maternal
Chorionic villi 7. aterna
blood supply

Figure 1. Représentation schématisée du placenta démontrant la
localisation des villositées choriales, site d’échange entre le sang
maternel et feetal. Modifiée de Mathieu Nadeau-Vallée et al., 2016.



Le placenta est I'organe central de la grossesse. Il est composé d'une face
maternelle ou plaque basale rattachée a la paroi utérine, d'une face fecetale ou plaque
choriale qui est en contact avec le liquide amiotique et, entre les deux, la chambre
intervilleuse formée d’arborisation villositaire choriale (Voir figure 1). L'arbre villeux,
contenant les vaisseaux foetaux, les macrophages placentaires résidents, ou cellules
de Hofbauer, les cytotrophoblastes et syncytiotrophoblastes, qui tous ensembles
forment un réseau complexe permettant les échanges avec le sang maternel et la
protection de I'embryon (Hendwerger, 2010; Lunchi et al., 2007; Donnelly et Cam-
pling, 2014).

Les cytotrophoblastes, cellules clés du placenta, tapissent la couche interne
des villosités choriales. Ces cellules mononuclées se divisent et fusionnent pour for-
mer les syncytiotrophoblastes, cellules terminales non-prolifératives, qui recouvrent la
couche externe des villosités (Hendwerger, 2010; Lunchi et al., 2007, Donnelly et
Campling, 2014). Le processus de différenciation et de fusion des
cytotrophoblastes(figure 2), appelé syncytialisation, se poursuit tout au long de la

grossesse et contribue au maintien de la barriére placentaire (Lei et al., 2013).

Ainsi les syncytiotrophoblastes, en contact direct avec le sang maternel, as-
sument, dans un premier temps, des fonctions métaboliques en permettant I'apport
en nutriments et en oxygéne ainsi que I'élimination des déchets foetaux (Hendwerger,
2010; Lunchi et al., 2007, Donnelly et Campling, 2014, Ji et al., 2013; Kingdom et
Drewlo, 2011). L'oxygéne, le glucose et les acides aminés, entre autres, arrivent au
placenta par le sang de la mére et leur transport vers la circulation sanguine fcetale

se fait par diffusion. A I'inverse le gaz carbonique et autres métabolites comme l'urée



qui viennent du sang foetal sont transférées au sang maternel pour leur élimination
(Gude et al., 2004; Donnelly et Campling, 2014). Les syncytiotrophoblastes exercent
également une fonction endocrine par la sécrétion d'hormones nécessaires au bon
déroulement de la grossesse, telles que la gonadotrophine chorionique humaine (B-
hCG) et la lactogéne placentaire (hPL), ainsi que des protéines procoagulantes (Ji et

al., 2013; Kingdom et Drewlo, 2011).

Differentiating

Proliferative cytotrophoblast
: cytotrophoblast

Syncytiotrophoblast

® Tissue factor

e Exposed tissue
factor

g
Placental fragments
and microparticles

Figure 2. Représentation schématique de la localisation, prolifération et différen-
tiation des trophoblastes dans le villous placentaire. Modifie¢e de John C. P. King-
dom et Sascha Drewlo. 2011.

Maternal
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Les hormones progestérone, lactogéne placentaire (hPL) et gonadotrophine
chorionique (B-hCG) sont produites par le placenta et sont associées a la régulation

du profil inflammatoire pendant la grossesse (Challis et al., 2009; Piccinni et al.,



2000). La sécrétion de progestérone est responsable du maintien de la quiescence
du myometre et contribue, entre autres, a la tolérance maternelle contre les antigénes
foetaux, tandis que le B-hCG est une hormone produite par les syncytiotrophoblastes
importante pour le maintien du corps jaune et la sécrétion de progestérone durant le

premier trimestre de la grossesse (Gude et al., 2004; Donnelly et Campling, 2014).

Finalement, les syncytiotrophoblastes jouent un réle immunologique et forment
la premiére ligne de défense pour le feetus fonctionnant comme une barriére protec-
trice contre les microorganismes exogénes et les substances toxiques (Gude et al.,

2004; Donnelly et Campling, 2014).

1.2. Inflammation

L'inflammation est une réponse naturelle du corps humain a la suite d’'un sti-
mulus. Cette stimulation peut étre d’origine infectieuse induite par un pathogéne exo-
géne (ex. bactéries, virus), ou étre causée par une molécule endogéne, tel qu’a la
suite d’'un dommage tissulaire ou cellulaire induit par I'exposition a un environnement
sous-optimal (ex. trauma physique ou chimique lors d’'une fracture, obésité, auto-im-
munité, etc.). En présence d’un agent infectieux, le systéme immunitaire reconnait les
“fragments moléculaires associés aux pathogénes” (pathogen associated molecular
patterns PAMPs) et déclenche une réponse immunitaire principalement via la stimula-
tion des récepteurs “toll-like” (TLRs) (Chen et Nunez, 2010). Les PAMPs sont des sé-

guences conservees, par exemple les lipoprotéines de la paroi des bactéries, qui vont



étre reconnues par les cellules immunitaires. Ces derniéres vont initier une réponse

inflammatoire pour combattre et éliminer cette infection (Chen et Nunez, 2010).

L'inflammation peut aussi étre induite en absence de pathogénes; on parle
alors d'inflammation dite “stérile”. Cette réponse inflammatoire est déclenchée suite a
la reconnaissance par le systeme immunitaire des “fragments moléculaires associés
aux dommages — damaged associated molecular pattern” (DAMPs) (Chen et Nunez,
2010). Les DAMPs sont des molécules endogénes relachées par les cellules du soi.
En condition physiologique, c.-a-d. normale, ces molécules sont contenues a l'inté-
rieure des cellules et leurs niveaux extracellulaires sont minimes. Cependant, a la
suite d’'un stress, ces molécules peuvent étre relachées dans le milieu extracellulaire
déclenchant ainsi une réponse immunitaire (Tang et al., 2012). Les DAMPs stimulent
les mémes récepteurs que les PAMPs, soient les TLRs, ainsi que les récepteurs
“‘Nod-like” (NLRs) faisant partie de la famille des récepteurs de reconnaissance de
motif (“pattern recognition receptors” PRRs), de sorte que, peu importe le stimulus

(DAMPs ou PAMPs), la réponse inflammatoire déclenchée sera similaire (Rubartelli et

Lotze, 2007).

1.3. Inflammation et grossesse

L'inflammation stérile est importante particulierement au début de la grossesse
ou elle est nécessaire pour une bonne implantation de I'embryon et le remodelage
approprié des artéres spiralées. Par la suite, tout au long du 2e trimestre et la ma-

jeure partie du 3e, le systeme immunitaire de la mére acquiert une tolérance aux an-



tigénes semi-allogéniques foetaux et I’environnement materno-foetal devient majoritai-
rement anti-inflammatoire jusqu’a 'accouchement (Romero et al., 2007). S’il y a ab-
sence d’adaptation du systéme immunitaire maternel, ou s'il y a survenue d’inflamma-
tion non contrdlée au cours de la gestation, ceci peut avoir des conséquences graves
telles que l'accouchement prématuré (PTB), le retard de croissance intra-utérin
(RCIU) ou la prééclampsie (PE) (Romero et al, 2007; Challis et al., 2009). L'inflamma-
tion non contrdlée durant la grossesse est associée a un changement du profil immu-
nitaire de type majoritairement anti-inflammatoire a pro-inflammatoire qui se caracté-
rise par la production de cytokines pro-inflammatoires, comme I'lL1-3, souvent obser-
vée dans des cas de complications de la grossesse tels que I'accouchement préma-
turé (Chaouat et al., 2009; Romero et al., 2014). Ce débalancement pro-inflamma-
toire est observé lors d’'une infection et donc en présence d’'un PAMP qui va indure
I'activation de TRLs et mener a la libération de cytokines et chimiokines pro-inflam-
matoires (Romero, et al. 2007; Challis et al., 2009). Cependant, dans la majorité des
complications de la grossesse, I'inflammation est observée sans agents infectieux dé-
tectables. C’est le cas de la majorité des grossesses avec PE, pathologie caractéri-
sée principalement par une hypertension et qui est associée a une augmentation du
risque de mortalité et morbidité maternelle ainsi qu'a d’autres complications de la
grossesse tel que le RCIU et PTB (Uzan et al., 2011; Chaiworapongsa et al., 2014).
Le profil immunitaire rencontré dans la PE est principalement un débalancement pro-
inflammatoire maternel, profil qui est aussi observé lors de grossesse chez des
femmes ayant subi un “stress”. Coussons-Read et al., 2007 ont suggéré une diminu-

tion de l'interleukine (IL)-10 (cytokine anti-inflammatoire) et une augmentation de I'lL-



6, qui est pro-inflammatoire, dans le sérum maternel de deuxiéme trimestre de gesta-
tion chez des femmes ayant vécues un stress psychosocial. Un profil similaire a éga-
lement été observé dans le sérum des femmes atteintes de la PE (Coussons-Read et

al., 2007; Szarka et al., 2010).

Le processus exact par lequel les complications de la grossesse se déve-
loppent n’est pas encore complétement connu. Cependant, un élément commun a
toutes ces complications est I'inflammation, particulierement dans le placenta, qui
s'accompagne d’'un débalancement pro-inflammatoire avec libération de médiateurs
pro-inflammatoires particulierement des cytokines (Challis et al., 2009; Romero et al.,
2007). En plus des cytokines, des médiateurs inflammatoires endogénes, c.-a-d.
alarmines (DAMPs), sont aussi augmentés dans les complications de la grossesse.-
Parmi les DAMPs augmentés, il y a “high mobility group box 1" (HMGB1), I'acide
urique et 'ADN fcetal libre (Romero et al., 2007; Scharfe-Nugent et al, 2009; Martin et
Brown, 2010). L’augmentation de 'ADN fcetal libre a déja été détecté dans I'accou-
chement prématuré (Farina et al., 2005) et la prééclampsie (Levine et al., 2004). Le-
vine et al (2004) suggeérent l'utilisation de TADN comme marqueur de la prééclamp-
sie, car il semble avoir une légére augmentation de la molécule avant I'établissement
de la maladie suivi d'une augmentation plus significative une fois la maladie est effec-
tivement établi. L'ADN feetal libre fonction comme un DAMP pour activer le TLR-9 qui
meéne a une transcription des cytokines proinflammatoires via la voie du NF-kB, me-
nant a I'inflammation présent dans les deux conditions pathologiques décrites précé-
demment (Scharfe-Nugent et al, 2009). L’acide urique est un DAMP associé a la PE

depuis les années 1980, 'augmentation de cette molécule est liée a I'hypertension,



dysfonctionnement rénal et endothélial présents lors de la PE, de plus il y a une cor-
rélation positive entre 'augmentation de I'acide urique circulante et la sévérité de la
pathologie (Martin et Brown, 2010). Lorsque I'acide urique est présente dans la circu-
lation sanguine a des concentrations supérieures a 70 ug/ml, elle va former de cris-
taux qui vont activer I'inflammasome dans les cellules immunitaires et stimuler la pro-
duction d’IL1-B induisant la réponse inflammatoire (Shi, 2010). Derniéerement, HMGB1
est une alarmine de plus en plus associées aux complications de la grossesse (Na-
deau-Vallée et al., 2016; Menon et al., 2016; Girard et al., 2014; Romero et al., 2007)
dont le réle a linterface materno-fcetal est toujours peu connu, mais ces caractéris-

tiques vont étre discutées dans la section suivante..

1.4 HMGB1

La famille de protéines High Mobility Group Box est une famille de protéines
nucléaires bien conservées au long de I'évolution. Celle-ci est composée de trois
membres, soit HMGB1, HMGB2 et HMGB3 parmi lesquels HMGB1 est le seul expri-
mé de maniére ubiquitaire dans toutes les cellules nucléées (Yanai et al., 2012; Cas-
tiglione et al., 2011). Les trois membres de la famille HMGB possédent une structure
similaire (80% de similarité) présentant deux domaines de liaison nucléaire qui sont
connus comme étant les boites A et B, ainsi qu’une queue terminale acide chargée
négativement (C-tail) (Yang et al., 2013; Yanai et al., 2012; Castiglione et al., 2011).
HMGB2 est présent principalement dans les testicules et organes lymphoides, mais
son action principale intervient pendant le développement embryonnaire. HMGB3 est

aussi impliqué dans I'embryogenése et est exprimé dans cellules hématopoiétiques



de la moelle osseuse chez les adultes (Yanai et al., 2012; Castiglione et al., 2011,

Bianchi et Agresti, 2005).

HMGB1 est une protéine retrouvée dans le noyau de tous les types cellulaires.
Il se lie a ’ADN de fagon non spécifique et agit principalement comme régulateur de
la transcription. Il est aussi impliqué dans la réparation et la réplication de 'ADN
(Yang et al., 2013). Le réle nucléaire de HMGB1 va étre discuté en détail ci-dessous.
Lorsque les lysines des sites de localisation nucléaire (NLS) sont acétylées, HMGB1
est transloqué vers le cytoplasme puis sécrété dans le milieu extracellulaire ou il aura

des actions immunitaires, détaillées dans la section 1.4.2 ().

HMGB1 est le seul membre de la famille qui est impliqué dans la réponse im-
munitaire comme DAMP ou par son role de cytokine. La boite A de HMGB1 posséde
deux cystéines, localisées aux positions 23 et 45 (C23 et Css) et une séquence de lo-
calisation nucléaire (NSL1) avec quatre lysines conservées. La boite B comporte une
seule cystéine a la position 106 (C106) et a aussi un NSL (NSL2) avec cinq lysines
conservées (Yang et al., 2013; Bonaldi et al., 2003). Les lysines doivent étre acéty-
Iées lors de la translocation du noyau vers le cytoplasme et les cystéines des boites A
et B peuvent présenter plusieurs modifications post-traductionelles, par exemple étre
réduites ou oxydées. Ces modifications ménent a la génération de différentes iso-
formes de HMGB1 et chacune d’entre elles aura une fonction immunitaire différente
dans le milieu extracellulaire (détaillés dans la section 1.4.3) (Yang et al., 2013). Des
niveaux élevés du DAMP HMGB1 dans la circulation sont associés a plusieurs mala-

dies auto-immunes (i.e. arthrite rhumatoide), au cancer, au sepsis ainsi qu’aux com-
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plications de grossesse. Les fonctions de HMGB1 dans les différents compartiments

cellulaires sont schématisés dans la figure 3.

HMG81 € In the extracellular fluid
* Binds RAGE, and possibly
TLR2 and TLR4

 Signals through NF-x8

H\AGB1 a In the nucleus
1 *Bends DNA
' *Binds distorted DNA
+ * Modulates interaction
' of transcription factors

| J ! with DNA
i Nucleosome

—— * Promotes
axonal
sprouting
and neurite
outgrowth
O\

d Secretion by inmunocompetent cells * Induces cell migration and
* Activation (for example, by endotoxin, tumour-cell metastasis
TNF, IL-1 or IFN-y)
* Accumulation of hyperacetylated HMGB1
in secretory lysosomes
* Release into extracellular fluid

e During necrosis
* Released from cell
¢ Drives inflammation
and/or repair

f During apoptosis or after damage
by UV light or platination
* Sequestered in nucleus

Figure 3. Représentation schématique des fonctions de HMGB1. Provenant de:

Lotze et Trace, 2005.
1.4.1. HMGB1 nucléaire

HMGB1 est indispensable pour la vie des mammiféres. Les souris knock-out
décedent juste aprés la naissance due a une hypoglycémie sévere (Calogero, et al.,
1999). Dans le noyau, les boites A et B de HMGB1 se lient a ’TADN de maniére non

spécifique et la protéine aura alors 3 réles: (1) faciliter le déroulement de la chroma-
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tine et le remodelage du nucléosome (Bianchi et Agresti, 2005); (2) provoquer le re-
pliement de ’ADN et faciliter la liaison avec des complexes de protéines régulatrices
et facteurs de transcription (Bianchi et Agresti, 2005; Lotze et Tracey, 2005) (3) facili-
ter la réparation de 'ADN (Lange et al, 2008). La capacit¢é de HMGB1 a moduler la
structure de 'ADN fait que certaines protéines le recrutent pour faciliter leurs interac-
tions avec 'ADN (Agresti et Bianchi, 2003). Ces protéines peuvent étre, entre autres,
des facteurs de transcription (ex. des récepteurs hormonaux nucléaires), des pro-
téines de recombinaison de site spécifique (ex. RAG1) ou des protéines de réparation

de 'ADN (Agresti et Bianchi, 2003).

Concernant le role de HMGB1 sur les récepteurs hormonaux, il est connu que
¢a présence dans le noyau augmente I'affinité des domaines de liaison a 'ADN (soit
des récepteurs de I'androgene, progestérone, glucocorticoide et minéralocorticoide) a
I’ADN (Verrijdt et al., 2002). De plus, HMGB1 participe a la restructuration du nucléo-
some pour faciliter la liaison du récepteur d’cestogéne a I'élément de réponse canon-
ique d'cestrogéne et la subséquente augmentation de la transcription (Joshi et al.,
2012). De maniére général, HMGB1 semble avoir un effet sur la structure du nucléo-
some ainsi que de la chromatine, prouvant une relaxation qui facilite la liaison des ré-
cepteurs hormonaux a I'ADN, cependant le mécanisme exacte par lequel HMGB1
participe a I'interaction entre 'ADN et les protéines est encore inconnu (Joshi et al.,

2012).

La participation de HMGB1 a la réparation de 'ADN n’est pas encore bien dé-

crite, cependant, Liu et al.(2010) ont démontré que HMGB1 est capable de se lier a
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des protéines réparatrices ainsi qu'a des protéines architecturales, ce qui établi une

relation entre HMGBH1, la réparation et le changement de conformation de la chroma-

tine et donc de 'ADN.

1.4.2. HMGB1 cytoplasmique

Lors de la présence d'un dommage ou d’un signal de stress, les cellules im-
munitaires vont relacher HMGB1 dans le milieu extracellulaire. Cependant, pour étre
activement sécrété, HMGB1 doit étre transloqué du noyau vers le cytoplasme, action
qui se produit lorsque les lysines de HMGB1 sont hyperacétylées et n’interagissent
plus avec les complexes d'importation nucléaire. Le signal qui méne a I'acétylation
n’est toujours pas connu, mais il semble étre associé a une diminution de l'activité
des histones déacétylases (HDAC) (Yang et al., 2013; Dimitriu et al., 2005; Lotze et
Tracey, 2005). En présence d’un stimulus inflammatoire, HMGB1 cytoplasmique s'ac-
cumule dans des vésicules sécrétoires puis est sécrété activement dans le milieu ex-
tracellulaire par les cellules immunitaires (Dimitriu et al., 2005; Lotze et Tracey, 2005).
La translocation de HMGB1 vers le cytoplasme est importante, non seulement pour
sa libération dans le milieu extracellulaire, mais également pour son rdle dans la ré-
gulation de I'autophagie. Lors de I'autophagie HMGB1 va se lier avec la protéine Be-
clin-1 qui, a son tour, interagit avec plusieurs cofacteurs pour former le complexe qui
meéne a la mort cellulaire programmeée (Tang et al., 2010). L'utilisation des agents in-
ducteurs de l'autophagie (ex. H202 rapamycyne) menent a la translocation de
HMGB1 vers le cytoplasme, tandis I'absence de HMGB1 (due a un knockout) diminue

la concentration des marqueurs d’autophagie (Tang et al., 2010). Cependant, des cel-
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lules anuclées mais qui possédent HMGB1 cytoplasmique présentent la méme
concentration des marqueurs que les cellules contréles, ce qui met en évidence I'im-
portance de HMGB1 dans le cytoplasme pour I'autophagie (Tang et al., 2010). Il est
important de noter que, a I'exception des cellules immunitaires (principalement les
macrophages), qui peuvent sécréter HMGB1 a la suite d’'un stimulus inflammatoire
(Dimitriu et al., 2005; Lotze et Tracey, 2005), HMGB1 n’a jamais été démontrée
comme étant sécrété activement hors de la cellule et son passage par le cytoplasme
n'est pas nécessaire pour la relache passive dans le milieu extracellulaire (voir ci-

dessous).

1.4.3. HMGB1 dans le milieu extracellulaire

La libération de HMGB1 peut se produire de fagcon passive ou active. La sécré-
tion active a été détaillée dans la section précédente. La sécrétion passive se produit
lors de la nécrose, au cours de laquelle, HMGB1 qui est lié faiblement a la chroma-
tine va étre libéré et relaché dans le milieu extracellulaire. Cette libération n’arrive ce-
pendant pas lors de la mort programmée, soit I'apoptose, car HMGB1 est séquestré
dans la cellule (Yang et al., 2013, Lotze et Trace, 2005). De plus, lors de I'apoptose, il
aura condensation du noyau, mais sans relache du contenu dans le milieu extracel-
lulaire, contrairement a ce qui est observé lors de la nécrose. Ceci explique I'absence
de relache de DAMPs dans le cadre de mort programmeée (Yang et al., 2012; Casti-

glione et al., 2010; Lotze et Trace, 2005).
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Les actions extracellulaires de HMGB1 incluent (1) I'induction de la cascade
inflammatoire via son action sur les récepteurs TLR2, 4, 9 et le “Receptor for Ad-
vanced Glycation End product” (RAGE) menant a une stimulation de la libération de
cytokines via la voie de NFkB et MAPK; (2) la formation d’hétérocomplexe avec CX-
CL12 pour promouvoir le recrutement leucocytaire (Yang et al., 2013; Yang et al.,
2012; Venereau et al., 2012). Dépendamment du type de libération et I'isoforme, I'ac-
tivité de HMGB1 sera différente (Andersson et al., 2014; Yang et al., 2013; Venereau
et al., 2012; Ulloua et al., 2005). En présence de nécrose, l'intégrité de la membrane
nucléaire est compromise et la forme nucléaire dHMGB1 avec les lysines des NSL
non acétylées et les cystéines des boites A et B réduites est relachée dans le milieu
extracellulaire, (Andersson et al., 2014; Venereau et al., 2012). Cependant, lors de la
libération active de HMGB1 par les cellules immunitaires, HMGB1 est libéré dans le
milieu extracellulaire dans sa conformation acétylée (lysines des NSLs acétylées et
cystéines de la boite A présentant un pont disulfure) (Venereau et al., 2012; Anders-
son et al., 2014). Tout dépendant si les cystéines C23 et Cs5 se retrouvent dans la
forme avec pont disulfure ou all-thiol, HMGB1 va se lier soit au récepteur CXCR4
(CD184) et promouvoir le recrutement leucocytaire, soit au TLR4 et agir comme un
stimulant de la libération des cytokines (Yang et al., 2013; Venereau et al., 2012). Les

isofomes de HMGB1 et leurs fonctions sont illustrés dans la figure 4.

L'environnement extracellulaire aura aussi une influence sur l'isoforme de
HMGB1 qui sera rencontré. La présence de stress oxydatif, souvent observé dans un
contexte d’inflammation, peut entrainer des modifications post-traductionelles et un

changement vers une isoforme spécifique d'HMGB1 (forme avec le pont disulfure) et
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Figure 4. Représentation schématique de la
structure moléculaire de HMGB1. Structure de
HMGB1 (A), les isoformes et leurs interactions (B).
Modifiée de: Yang et al. 2012.

une fonction de cytokine (Castiglioni et al., 2010; Venereau et al., 2012). Juste aprés
une lésion stérile chez les souris, la forme réduite de HMGB1 est retrouvée, cepen-
dant, 6h aprés la lésion, c’est l'isoforme avec le pont de disulfure qui est présente.
Cette altération peut étre expliqué par le fait que les cellules endommagées libérent
l'isofome chimioattractante dans le milieu extracellulaire déclenchant linfiltration des
cellules immunitaires qui, a leur tour, sécretent I'isoforme avec le pont disulfure; ou
encore par le fait que la présence de ROS dans le milieu méne a l'oxydation de

HMGB1 (Venereau et al., 2012). |l n'est pas possible de savoir si la présence d’un
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pont disulphure (forme oxydée) de HMGB1 est une conséquence du pouvoir réduc-
teur du milieu extracellulaire ou si cela est l'isoforme sécrété par les cellules. Néan-
moins, il a été montré que la forme avec le pont disulphure est présente dans le mi-
lieu lors qu’il y a des cellules immunitaire, ainsi que que lors de la mort programmée,
soit apoptose ou pyroptose, tandis que I'isoforme all-thiol (réduite) n’est présente que

lors de dommage cellulaire et nécrose (Venerau et al., 2012; Yang et al., 2013).

En résumé, HMGB1 est une protéine qui présente des actions importantes a
l'intérieur et extérieur de la cellule. Ces actions nucléaires sont fondamentales pour la
survie et ces actions extracellulaires sont importantes pour la réponse immunitaire,
mais peuvent étre aussi associées a des complications lors d’une inflammation non

controélée.

1.4.4. HMGB1 et grossesse

Les connaissances sur le réle de HMGB1 dans la grossesse normale sont re-
streintes. Les seules informations disponibles dans un contexte de grossesse physio-
logique viennent de Menon et al., 2016, qui ont présenté des preuves d’une augmen-
tation de HMGB1 dans le cytoplasme des cellules épithéliales de I'amnion (partie in-
terne des membranes fcetales) en association avec la sénescence cellulaire obser-
vée dans les membranes a terme (Menon et al., 2016). HMGB1 a aussi été identifié
dans le noyau et cytoplasme des cellules du placenta (syncytiotrophoblastes) lors de
'analyse par immunohistochimie (Holmlundet et al., 2007). De plus, une augmenta-
tion de 'ARN messager de HMGB1 dans les cellules du placenta a été reliée avec la

nouvelle synthése de la molécule par ces cellules (Holmlundet et al., 2007). Ainsi,
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dans les conditions physiologiques, HMGB1 a été démontré comme étant présent
dans le cytoplasme des cellules de 'amnion et dans les trophoblastes. En ce quicon-
cerne les grossesses pathologiques, il y a beaucoup plus d’'informations de dispo-
nibles. Des niveaux augmentés de HMGB1 ont été associés au dysfonctionnement
du placenta (Girard et al., 2014), la prééclampsie (Naruse et al., 2012; Yin et al.,
2015; Zhu et al., 2014) ainsi que I'accouchement prématuré, en lien avec l'inflamma-
tion intra-amniotique (Baumbusch et al., 2016; Romero et al., 2011; Bredeson et al.,
2014). De plus, HMGB1 a été associé au diabéte gestationnel (Giacobbe et al., 2016)
ainsi qu'aux pertes de grossesse récurrente (Jin et al., 2015). Limplication de
HMGB1 dans les complications de la grossesse a été recemment revue par notre la-

boratoire (Nadeau-Vallée et al., 2016).

Lors de la PE, HMGB1 est élevé dans le sérum des femmes atteintes en com-
paraison avec des femmes ayant des grossesses normales (Naruse et al., 2012).
L'analyse de placentas provenant des grossesses compliquées par la PE démontre
une augmentation des niveaux de HMGB1 dans le cytoplasme des syncytiotropho-
blastes (Yin et al., 2015), et une augmentation de I'expression d’ARN messager et de
protéines pour HMGB1 a été rapportée dans des cas de PE (Zhu et al., 2014). Cette
augmentation de I'expression d’ARN messager de HMGB1 a aussi été rapportée
dans les membranes fcetales lors d’accouchements prématurés (Bredeson et al.,
2014). Toujours dans le contexte de I'accouchement prématuré, HMGB1 est aussi
augmenté dans le liquide amniotique des femmes qui présentent de l'inflammation
intra-amniotique ainsi que la rupture précoce des membranes (pPROM, événement

fréqguemment liée a 'accouchement prématuré) (Baumbusch et al., 2016; Romero et
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al., 2011). De plus, dans des cultures de membranes fcetales traitées avec un PAMP,
le lipopolysaccharide bactérien (LPS), ou exposées a la fumée de cigarette (un stress
oxydatif), une augmentation de la sécrétion de HMGB1 est observée (Bredeson et al.,

2014).

HMGB1 est une molécule qui posséde différentes actions selon sa localisation
et donc son lieu d’action agissant, entre autres, comme régulateur de la transcription
dans le noyau et comme DAMP (c.-a-d. médiateur inflammatoire) dans le milieu ex-
tra-cellulaire (Yang et al., 2013; Venereau et al. 2012). Lors de la grossesse HMGB1
a déja été associé a plusieurs pathologies (Romero et al. 2007; Girard et al 2014; Na-
ruse et al, 2012), cependant son réle dans un contexte physiologique demeure re-
streinte. La compréhension du role de HMGB1 dans un contexte non-pathologique
est importante pour déterminer son action dans un contexte pathologique et dévelop-

per de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Les travaux précédents du Dre Girard ont démontré 'augmentation de HMGB1
(en paralléle avec d’autres alarmines et médiateurs inflammatoires) dans la circula-
tion maternelle ainsi que dans le placenta de grossesse a haut risque de complica-
tions, ce qui suggére une corrélation entre l'inflammation du placenta et le dévelop-
pement des grossesses pathologiques (Girard et al., 2014). En résumé, ces évi-
dences suggeérent un réle de HMGB1 lors de grossesses pathologiques. Cependant,
la possible implication de HMGB1 dans les fonctions du placenta et, plus précisé-
ment, dans la différentiation des trophoblastes dans une situation physiologique est

toujours trés peu connue. Une meilleure connaissance du réle de HMGB1 dans un
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contexte physiologique permettrait de déterminer son implication dans un contexte

pathologique.
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1.5 Hypothése et Objectifs

HMGB1 est une molécule qui posséde des actions différentes selon son site
d’action (Yang et al., 2013; Venereau et al. 2012) agissant, entre autres, comme régu-
lateur de la transcription dans le noyau et comme DAMP dans le milieu extra-cellu-
laire. Lors de la grossesse HMGB1 a déja été associé a plusieurs pathologies
(Romero et al. 2007; Girard et al 2014; Naruse et al, 2012), cependant son réle dans
un contexte physiologique demeure restreinte. La compréhension du role de HMGB1
dans un contexte non-pathologique est important pour comprendre aussi son action

dans le contexte pathologique et réussir a remédier la pathologie.

Dans le cadre de ce mémoire de maitrise, nous avons étudié le lien entre
HMGB1 et la différentiation des trophoblastes, étape indispensable pour la bonne
formation et fonctionnement du placenta (Hendwerger, 2010), en émettant I'hypo-
thése que la concentration et localisation sub-cellulaire de HMGB1 est modulée en
paralléle avec la syncytialisation, c.-a-d. HMGB1 va sortir du noyau des cytotropho-

blastes lors de leur fusion.

Les objectifs étaient de: (1) déterminer la concentration de HMGB1 et localisa-
tion subcellulaire lors de la différentiation des trophoblastes en conditions physiolo-
giques; (2) déterminer I'association entre la localisation 'HMGB1 et la différentiation
trophoblastiques; (3) investiguer la distribution de HMGB1 lors d’'une complication de

la grossesse (c.-a-d. PE).
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CHAPITRE I

2. Méthodes

2.1. Culture cellulaire

2.1.1. Lignée cellulaire de trophoblaste (cellules BeWo)

Comme décrit dans lintroduction, les trophoblastes sont les cellules princi-
pales du placenta. Pour les analyses, nous avons utilisé une lignée de cellules tro-
phoblastiques, les cellules BeWo, qui sont des trophoblastes de choriocarcinome qui
ne se différencient pas de fagcon spontanée pour former les syncytiotrophoblastes.
Les cellules ont été cultivées dans du DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium/Ham’s F12, 50/50, Multicell, Wisent INC, Canada) supplémenté de 10% de sé-
rum de feetus bovin (“fetal bovine serum” FBS, Multicell, Wisent INC, Canada) et pla-
cées dans un incubateur a 37 degrés et 5% CO2. Les cellules ont été maintenues en
culture dans des flasques de 75cm? (Thermo Scientific) et passés aux 3 jours, soit a

une confluence de 80%.

Pour réaliser ces travaux, nous avons testé trois différents types de milieux,
soit du (1) DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Ham’s F12, 50/50, Multi-
cell, Wisent INC, Canada) supplémenté avec 10% de sérum de fcetus bovin (“fetal
bovine serum” FBS, Multicell, Wisent INC, Canada), (2) DMEM/F12 (Dulbecco’s Mo-
dified Eagle Medium/Ham’s F12, 50/50, Multicell, Wisent INC, Canada) sans FBS et
(3) Opti-Mem® | (Reduced Serum Medium, Gibco, Life Technologies, ON), pour dé-

terminer le milieu optimal. Lors des analyses, les cellules ont été ensemencées a une
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densité de 0,75 x 10° cellules/ml dans un des milieux décrits ci-dessus et incubé toute

la nuit avant le traitement.

2.1.2. Cellules primaires: explants placentaires humains

Les explants ont été préparés a partir de biopsies de placentas obtenus par
césarienne a la suite de grossesses sans complications accouchées a terme au CHU
Sainte Justine. Toutes les participantes ont donné leur consentement éclairé et si-

gnée un formulaire de consentement.

Les explants ont été préparés tel que décrit précédemment par Brien et al.,
2017. Le tissu placentaire (biopsie) a été lavé a plusieurs reprises avec du PBS 1X
stérile pour enlever le sang, ont été coupé en morceaux de 2-3mm et ont été placé
dans des “netwells” (puits avec des filets permettant la enlevement du milieu sans
perturber le tissu) dans des plaques 12 puits. Les explants ont été cultivés dans du
milieu RPMI 1640 (Life technologies, USA) supplémenté avec 5% FBS (Multicell,
Wisent INC), bicarbonate de sodium (2 mg/ml), 1% Hepes (Life technologies), 1% py-
ruvate de sodium 100mM (Life technologies), 100 pg/ml streptomycine sulfate (Sig-
ma-Aldrich, ON, Canada), 1001U/ml pénicilline G (Sigma-Aldrich, ON, Canada), 0.1
Mg/ml hydrocortisone (Sigma-Aldrich, ON, Canada), 1 pg/ml insuline bovine (Sigma-
Aldrich, ON, Canada), 0.1 ug/ml rétinol acétate (Sigma-Aldrich, ON, Canada), carbo-
nate de calcium 0.26 mg/mL (Sigma-Aldrich, ON, Canada), 25 pg/mL L-alanine (Sig-
ma-Aldrich, ON, Canada), 0.2 mg/mL L-cystéine (Sigma-Aldrich, ON, Canada), 50 ug/

mL acide ascorbique (Sigma-Aldrich, ON, Canada), et 0.1% gentamicine (Sigma-Al-
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drich, ON, Canada) ajusté a pH 7.2, et incubés a 37°C dans une atmosphére de
5% CO2. Le temps de culture a varié selon les expériences (détails dans la section
résultats), mais indépendamment de la durée de la culture, le milieu a été changé a

chaque 24h.

2.2. Différenciation des cellules BeWo

Bien que les cellules BeWo ne soient pas en mesure de se différencier spon-
tanément comme les cellules primaires (c.-a-d. les cytotrophoblastes), leur fusion
peut étre induite par l'induction de 'AMP cyclique a 'aide de la forskoline (Handwer-
ger, 2010). Nous avons donc traité les cellules BeWo avec la forskoline (Sigma-Al-
drich, ON, Canada) a une dose de 25 uM, pendant 24 ou 48 h avec ou sans traite-
ment concomitant (voir ci-dessous). La concentration de forskoline utilisée est plus
faible a celle couramment utilisée dans la littérature, cependant elle a préalablement
été validée dans notre laboratoire comme étant celle qui avait le meilleur effet sur la

différenciation/fusion cellulaire tout en ayant peu d'effet sur la viabilité.

2.3. Identification de la localisation cellulaire de HMGB1

Comme décrit dans l'introduction, HMGB1 est une protéine localisée principa-
lement dans le noyau. Pour investiguer le role de sa localisation nucléaire, nous
avons utilisé un inhibiteur d’exportation nucléaire, la leptomycine B (Invivogen, Ce-

darlane, ON, Canada). La leptomycine inhibe I'exportine 1 (CRM1) qui est nécessaire
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a I'exportation nucléaire de HMGB1 (Bonaldi et al., 2004).Les BeWo ont été traités
avec la leptomycine a différentes concentrations (10nM, 25nM et 50nM, Invivogen)
seule ou en combinaison avec la forskoline (inducteur de différentiation) pendant 24 h
ou 48h. Dans les explants placentaires, la leptomycine a été ajoutée au milieu seule-
ment au deuxiéme jour de culture a une dose de 50nM (plus de détails dans la sec-
tion des résultats 3.4.2). L'éthanol a été utilisé comme véhicule et ajouté a la culture

dans un volume identique a celle utilisé pour la leptomycine.

Comme mentionné précédemment (voir introduction p.18), HMGB1 doit étre
acétylée pour étre exporté du noyau vers le cytoplasme. Nous avons donc utilisé un
inhibiteur de “histones deacetylase (hDAC)” général, le butyrate de sodium (NaB,
Sigma, Canada). Une concentration de 0.5mM de NaB (dose connue pour inhiber
'action des HDACs) a été utilisée (Evankovich et al., 2010). Les cellules BeWo ont
été traitées pour une période de 24h ou 48h, période durant laquelle nous avons
aussi évalué la différenciation cellulaire induite par la forskoline. Dans les explants
placentaires, le NaB (utilisé a la méme concentration que pour les BeWo) a été ajouté
quotidiennement dans le milieu pendant toute la durée de la culture (plus de détails

dans la section des résultats 3.4.2).
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2.4. Extraction de protéines

2.4.1. Extraction de protéines totales

Les cellules ou les explants ont ét¢é homogénéisés dans un tampon de lyse
contenant 1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich, ON, Canada) et un cocktail d’inhibi-
teurs de protéase (Calbiochem, Millipore, ON, Canada), et par la suite centrifugés a
13 000 rpm pendant 10 minutes a 4°C. Les surnageants ont été recueillis et la
concentration en protéines a été déterminée par dosage de Bradford (BioRad, ON,

Canada).

2.4.2. Extraction différentielle des protéines (séparation des pro-

téines nucléaire et cytoplasmique)

Pour pouvoir déterminer la concentration de HMGB1 dans les différents com-
partiments cellulaires, nous avons utilisé deux protocoles permettant d’isoler spécifi-
quement les protéines du cytoplasme et du noyau dans les cellules Bewo et les ex-
plants respectivement. Les deux protocoles sont basés sur le concept de “salting-in/

salting-out”.

Extraction différentielle a partir des cellules BeWo: aprés traitement, les cel-
lules ont été lavées avec du PBS deux fois puis incubées dans du tampon cytoplas-
mique (HEPES 10mM, KCI 10mM, EDTA 0,1mM, EGTA 0,1mM, DTT 1mM et inhibi-
teur de protéase au pH 7,9) avec 10% de NP40 5% pendant 15 minutes. Par la suite,

le contenu des puits a été récolté et transféré dans un tube conique 1.5 mL et centri-
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fugé a 13000rpm pendant 5 minutes a 4°C. Le surnageant a été récupéré puis centri-
fugé une seconde fois. Le surnageant a été conservé et identifi€ comme la fraction
cytoplasmique. La fraction insoluble (le “pellet’) a été resuspendue dans le tampon
nucléaire (HEPES 20mM, NaCl 0.4mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM, DTT 1mM et inhibi-
teur de protéase), incubée sur glace pendant 30 minutes puis centrifugée a
13000rpm pendant 5 minutes a 4°C. Le surnageant a été récupéré et identifié comme

la fraction nucléaire.

Extraction différentielle a partir des explants: Les explants ont été récupérés
apres traitement et placés dans le tampon Sucrose-Tris-Magnesium (STM) (Sucrose
250mM, 50mM Tris-HCI au pH 7.4, MgCl2 5mM, NaF et NaVOs) pour étre triturés a
'aide d’'un homogénéisateur et ensuite décantés sur glace pour 30 minutes. Les
échantillons ont été vortexés et centrifugés a 800 g durant 15 minutes. Le surnageant
(S0) a été récupéré pour l'extraction de la fraction cytoplasmique et la faction inso-

luble (pellet, PO) pour I'extraction de la fraction nucléaire.

Le surnageant SO a été recentrifugé a 800 g durant 15 minutes et le surna-
geant (S1) récupéré et recentrifugé a 11 000 g pendant 10 minutes. Le surnageant
(S2) a été récupéré et précipité avec de l'acétone 100% durant 1 heure a -20 °C.
Aprés la précipitation, le surnageant S2 a été centrifugé a 12 000 g pendant 5 mi-
nutes et la fraction insoluble (pellet) récupéré et resuspendu dans le tampon STM,

formant la fraction cytoplasmique.

Pour la fraction nucléaire, le pellet PO a été resuspendu dans le tampon STM,

vortexé et centrifugé a 500 g durant 15 minutes. Le surnageant a été jeté et le pro-
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cessus répété. La fraction insoluble (pellet, P1) a été récupérée, resuspendue dans
du STM, vortexée et centrifugée a 10 000 g durant 15 minutes. La fraction insoluble
(pellet, P2) a été récupérée et resuspendue dans du tampon Sodium-EDTA-Triton
(NET) (HEPES 20mM, MgCl21.5mM, NaCl 0.5mM, EDTA 0.2mM, 20% glycérol, 1%
Triton, inhibiteur de protéases et les inhibiteurs de phosphatase NaF et NaVOs) et in-
cubée sur glace pour 30 minutes. Par la suite, les noyaux ont été brisés par sonica-
tion et centrifugés a 9000 g pour 30 minutes a 4°C. Le surnageant récupéré a été

identifié comme la fraction nucléaire.

2.5. Analyses moléculaires

2.5.1. Inmunobuvardage de type western

Les échantillons de protéines (30ug) ont été placés sur un gel de polyacryla-
mide 12% et migrés pendant 30 minutes a 100V et 1 h & 200V. Par la suite, les pro-
téines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose (0.45um, Bio-Rad, ON,
Canada). Pour prévenir la liaison non spécifique des protéines, les membranes ont
été bloquées avec 5% de lait dans du (TBS-T) 0.1% pendant 45 minutes et ensuite
incubées avec I'anticorps primaire, soit anti-HMGB1 (Novus biologicals, Info), anti-
lamine B1 comme marqueur de protéine nucléaire (Santa Cruz Biotechnologies, CA,
USA) ou anti-B-actine comme marqueur de protéine cytoplasmique (Santa Cruz Bio-
technologies, CA, USA) pendant 18 h (toute la nuit) a 4°C. Les membranes ont été

lavées avec du TBS-T 0.1%, incubées pendant 1 heure avec un anticorps secondaire
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approprié conjugué a la “horseradish peroxidase, HRP” (BioRad, ON, Canada) et le
signal détecté par chimiluminescence (clarity wester ECL substrate, BioRad, ON, Ca-
nada). Aprés la révélation, les membranes marquées avec HMGB1 et Lamine B1 ont
été placées dans la solution de “décapage” (glycine 25mM, SDS 1% , pH 2) pendant
20 minutes et lavées avec TBS-T 0,1%. Par la suite, elles ont été bloquées et incu-
bées avec I'anticorps pour (B-actine (Santa Cruz) qui a servi comme contréle interne
de la quantité de protéine cytoplasmique, tandis que la Lamine B1 a servi comme

contréle de la quantité de protéine nucléaire.

2.5.2. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) pour la B-hCG

et pour HMGB1

Les ELISAs pour HMGB1 (Creative Diagnostic, USA) et B-hCG (DRG Interna-
tional, USA) ont été réalisées selon les instructions fournies par les fabricants. Ayant

CV (%) de 1,3 et limite de détection 0,8 ng/ml.

Pour le B-hCG, les standards et les surnageants des cultures cellulaires et des
explants ont été incubés en présence d'anticorps anti B-hCG couplés a une enzyme
et biotinylés dans des puits incubées avec la streptavidine. Aprés 60 minutes, les
puits ont été lavés avec le tampon de lavage et le substrat de 'enzyme conjuguée
ajouté pendant 15 minutes suivi de I'addition du tampon d’arrét. L'absorbance a été

mesurée a 450 nm avec un lecteur de plaque (Bio-Rad iMark® microplate reader).
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Pour 'ELISA de HMGBH1, la plaque 96 puits a été incubé avec l'anticorps de
capture pour 18 h a 4°C. Aprés lavage, les standards, surnageants, extraits des cel-
lules et tissus et anticorps de détection ont été incubés a 37°C pour une heure puis a
4°C pour 18 h. La plaque a été lavée et la peroxydase streptavidine ajoutée et incu-
bée pendant 30 minutes a température piéce. Par la suite, la plaque a été lavée et le
tampon TMB ajouté pour une incubation de 30 minutes a température piéce suivi de
'addition de la solution d’arrét. L’absorbance a été mesurée a 450nm/630nm par le

lecteur de plaque Bio-Rad iMark® microplate reader.

2.5.3. Evaluation de la viabilité cellulaire par cytométrie en flux

Pour évaluer la viabilité des cellules BeWo lors de la détermination des condi-
tions optimales de culture (voir résultats pour les détails), nous avons utilisé le test

“FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I’ (BD Biosciences).

Apres traitements, les cellules ont été trypsinées, lavées 2 fois avec du PBS
1X et resuspendues a une concentration de 1x10° cellules/ml dans du Binding Buffer
1X. 100 pl de la suspension cellulaire a été transféré dans un tube FACS et incubé
avec 5 pyL d'Annexin V-FITC et 5 uL de Pl pendant 15 minutes a température piéce et
a l'abris de la lumiére. 400 uL du Binding Buffer 1X a été ajouté a chaque tube et
I'analyse par cytométrie de flux a été réalisée en dedans d'une heure. Les contrbles
suivants: cellules non marqueées, cellules marquées uniquement avec le Pl ou uni-

qguement avec l'annexin V, ont été utilisés pour calculer les compensations et définir

30



les limites des grilles positives et négatives. Les cellules doubles négatives sont dé-
finies comme les cellules vivantes. Les cellules présentant un double marquage cor-
respondent aux cellules nécrotiques ou en apoptose tardive. Finalement, les cellules

positives uniquement pour lI'annexin V correspondent aux cellules apoptotiques.

2.5.4. Essai MTT

Pour mesurer la viabilité cellulaire suite au traitement des cellules BeWo avec
les inhibiteurs, nous avons effectué le test de MTT ((3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl blue, Sigma, ON, Canada). Les cellules ont été
placées dans une plaque de 96 puits a une densité de 0,75 x 10° cellules/ml et lais-
sées 18 h pour permettre I'adhésion cellulaire. Aprés traitement, 0,5 mg/ml de MTT a
été ajouté a chaque puits et la plaque incubée pour une période de 2 heures a 37° et
5% COs2. Le milieu a été retiré et les cristaux dissouts dans de I'isopropanol. L’abosr-
bance a été lue a 570 nm a I'aide d’un lecteur de plaque (Bio-Rad iMark® microplate

reader).

2.6. Immunocytochimie (Cellules BeWo)

Les cellules BeWo ont été cultivées sur des lamelles en verre et, apres les trai-
tements, fixées avec du méthanol et gardées a -20 °C jusqu’a leur analyse par immu-
nocytochimie (ICC). Pour réaliser I'lCC, les lamelles ont été amenées a température

ambiante et traitées de la maniére suivante: lavage dans du PBS, blocage de la per-
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oxydase endogéne (incubation dans une solution de 1% H2O2 dans du PBS pendant
10 minutes), lavage dans du PBS, incubation de 30 minutes avec une solution de
perméabilisation (BSA a 2%, Tween 0.1% dans du PBS), incubation pendant une nuit
avec l'anticorps primaire anti-HMGB1 (HMGB1, Novus Biologicals, ON, Canada), la-
vage dans du PBS, incubation avec I'anticorps secondaire, IgG anti-lapin-conjugué a
la HRP (BioRad, ON, Canada) a température ambiante pendant 1 heure, lavage dans
du PBS, révélation avec la 3, 3-diaminobenzidine (DAB, VWR, Canada) pendant
exactement 3 minutes pour chaque lamelle, lavage dans du PBS, contre-coloration
avec de I'hématoxyline, déshydratation (éthanol 50%, éthanol 70%, éthanol 100%) et
xyléne et montage des lamelles avec le milieu de montage Cytoseal 60 (Thermo

Scientific, ON, Canada).

2.7. Immunofluorescence (IF)

Aprés traitements, les cellules BeWo cultivées sur lamelles ont été fixées, blo-
quées et perméabilisées de la méme maniére que pour I'immunocytochimie. Apreés,
les lamelles ont été incubées avec un anticorps anti-HMGB1 déja combiné avec
alexa fluo 488 pendant 16 h a 4°C. Par la suite, ils ont été lavés et montés avec le

milieu de montage contentant du DAPI (Life Technologies, ON, Canada).
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2.8. Immunohistochimie (Explants placentaires)

Les explants ont été récupérés apres les traitements a différent temps et fixés
avec de la formaldéhyde 4% pendant 24 h avant d’étre transférés dans du PBS et en-
robés dans la paraffine. Subséquemment, les tissus ont été coupés a I'aide d’'un mi-
crotome (S5um d’épaisseur), et traités pour I'immunohistochimie (IHC) comme suit: les
lames ont été placées dans une séquence de solutions soit le xylene pour déparaffi-
ner les tissus, éthanol 100%, éthanol 70%, et I'eau, pour réhydrater les tissus. En-
suite les tissus ont été transférés dans une solution de citrate 0,01M et chauffé 2x5
min au micro-ondes pour démasquer les antigénes. Une fois revenues a température
ambiante, les lames ont été placées dans de I'eau contenant 0.3% de peroxyde d’hy-
drogene pour bloquer la peroxydase endogene. Par la suite, elles ont été lavées avec
du PBS. Les sites antigéniques non spécifiques ont été bloqués (solution de blocage:
BSA 2%, Triton 0.2% et sérum normal de chévre, normal goat sérum NGS 2%) pen-
dant 30 minutes puis les tissus ont été incubés avec I'anticorps primaire pour 18 h a
4°C. Les lames ont ensuite été lavées et incubées avec 'anticorps secondaire conju-
gué a la HRP durant 1 h a température piéce, suivi d’'un lavage et révélation avec le
DAB (3-diaminobenzidine, VWR, Canada) pendant exactement 5 minutes pour
chaque lame pour ainsi pouvoir comparer l'intensité du marquage observé. Les
coupes ont été contre-colorées avec de I'hématoxyline et différenciées dans l'eau
scott (Scott’s water, eau avec un haut pH), pour ensuite étre déshydratées dans
I'éthanol 50%, éthanol 70%, éthanol 100% et xyléne avant d’étre montées avec une
lamelle. Nous avons utilisé les anticorps primaires contre HMGB1 (HMGB1, Novus

Biologicals) et M30 (fragment de cytokératine 18 clivé par caspase - détecteur
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d'apoptose) (Roche, ON, Canada), qui ont été incubés pendant 18 h a 4°C et I'anti-
corps secondaire conjugué a la HRP (BioRad, ON, Canada) approprié a été incubé

durant 1 heure.

2.9. Analyses et statistiques

Analyses d’immunohistochimie: Les images de ICC et IF ont été prises ma-
nuellement a I'aide d’un microscope Olympus upright BX51, camera CoolSnap ES et
du logiciel MetaVue, a raison de 3 photos par lames dans des régions sélectionnées
aléatoirement avec un agrandissement de 20X. Les lames d'IHC ont été scannées
par un scanneur haute résolution de lames (Axioscan, Zeiss, ON, Canada) et les pho-
tos (3 photos de régions aléatoires pour chaque condition) ont été prises avec le logi-

ciel ZEN Imaging Software (Zeiss).

Le logiciel Image J (NIH Image, USA) a été utilisé pour analyser I'intensité du
marquage via I'analyse de I'aire marquée dans les coupes histologiques, tel que pré-
cédemment publié (Girard et al., 2010). Les photos aléatoires de chaque condition
ont été soumises a I'analyse par “colour deconvolution” - déconvolution des couleurs,
ou les trois couleurs sont séparés. Ainsi, il est possible de quantifier I'aire marquée
par I'anticorps spécifique et révélé avec du DAB (marquage brun) et l'aire totale de
cellules (bleu). Apres la quantification de I'aire avec l'utilisation d’un seuil spécifique
pour toute les tissus, nous avons fait un ratio entre I'aire marquée par I'anticorps et

I'aire totale, de maniére a ne pas avoir de faux résultats due a la différence entre la
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quantité de tissus contenu dans chaque photo/condition. Le logiciel a aussi été utilisé
pour compter le nombre de cellules positives pour M30 (analyse des cellules apopto-
tiques). Finalement, ce logiciel a été utilisé pour quantifier I'intensité des bandes ob-

tenues par immunobuvardage de type western.

Les calculs de moyennes et rapports ont été effectués dans le logiciel Mi-
crosoft Excel et les analyses statistiques ont été réalisées par le logiciel Graphpad
(Graph Pad Prism, Version 7 pour Mac, CA, USA). Les analyses statistiques qui ont
été utilisées sont le “One Way Anova" avec le test de Tukey lors de la comparaison
entre plusieurs groupes et t-test lors de la comparaison entre deux groupes. Un
p<0.05 a été considéré significatif et les erreurs représentées par SEM. Les testes
ont réalisés dans, au moins, 3 cultures cellulaires différentes ou tissus provenantes

de placentas différentes, signalisé comme "n" dans les résultats.
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CHAPITRE lli

3. Résultats

3.1. Détermination des conditions de culture optimales pour la lignée cel-

lulaire de trophoblastes (cellules BeWo)

Les conditions de culture cellulaire, c.-a-d. type de milieu de culture et milieu
de traitement, sont importantes pour la viabilité des cellules et I'obtention de résultats
pertinents. Dans notre laboratoire, nous utilisons couramment le milieu de
culture DMEM/F12 avec supplémentation de 10% de FBS. Cependant, des données
de la littérature suggérent I'élimination du sérum lors des traitements. Etant donné
que les conditions de cultures publiées sont variables, nous avons testé différentes
conditions (n=3) pour m’assurer de sélectionner celle qui était optimale en terme de
viabilité/mortalité cellulaire. Nous avons donc cultivé les cellules avec trois différents
milieux de culture pour déterminer leur impact sur la mortalité des cellules BeWo
(apoptose et nécrose). Les milieux utilisés étant: 1- DMEM/F12 supplémenté avec du
FBS (10%), qui est le milieu dans lequel on garde les cellules couramment au labora-
toire et le plus souvent utilisé dans la littérature, 2- DMEM/F12 sans la supplémenta-
tion avec le sérum et 3- Opti-Mem, un milieu réduit en sérum. Les deux derniers mi-
lieux sont souvent utilisés pour réduire une éventuelle interférence du sérum avec le
traitement des cellules. L'effet de ces milieux sur la viabilité/mortalité des cellules a
été déterminé par I'utilisation du kit FITC Annexin V Apoptosis Detection. Ce kit per-
met le marquage des cellules avec un anti-Annexin V couplé au fluorochrome FITC,

un phospholipide, phosphatidylsérine, qui est exposé au milieu extracellulaire lors de
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I'apoptose, et a l'iodure de propidium (PI), un intercalent de I'ADN qui diffuse dans les
cellules dont la membrane extracellulaire est compromise. Les cellules sont ensuite
analysées au FACS pour identifier les cellules vivantes (doubles négatives), les cel-

lules apoptotiques (PI-/FITC+) et les cellules nécrotiques (PI+/FITC+).

Lorsque I'on compare les milieux sans sérum par rapport au DMEM/F12 sup-
plémenté, on observe une diminution du pourcentage de cellules viables et une aug-
mentation de la nécrose dans les cellules maintenues dans le milieu Opti-Mem, et ce,
peu importe le temps de culture étudié (24 et 48 h, Fig 5). Aprés 24 h de culture dans
le milieu Opti-Mem, nous pouvons observer que le taux de nécrose est d’environ 10%
et, apres 48 h, ce pourcentage est Iégérement augmenté. En ce qui concerne 'apop-
tose, une augmentation est observée aprés 48 h dans le milieu DMEM/12 sans FBS,
ce qui met en évidence I'importance de la supplémentation avec le sérum. Ainsi, en
absence de traitement, le milieu classique, c.-a-d. DMEM-F12 + FBS, est le milieu

optimal pour le maintien en culture des cellules BeWo.

La forskoline est I'agent chimique couramment utilisé pour induire la différen-
tiation des cellules BeWo qui, contrairement aux cellules primaires, ne se différen-
cient pas spontanément (Handwerger, 2010). L'exposition a la forskoline induisant un
certain stress sur les cellules BeWo, nous avons décidé de tester 'impact de ce trai-
tement sur la viabilité cellulaire dans les différents milieux détaillés ci-dessus. Le trai-
tement avec la forskoline diminue le pourcentage de cellules viables de fagon mini-
male dans le milieu supplémenté en FBS. Aprés 24 h d’exposition a la forskoline, on

observe une diminution du pourcentage de cellules viables avec une augmentation
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de I'apoptose dans le DMEM/F12 sans sérum (87% et 13% respectivement) et, aprés
48 h de traitement, on observe une augmentation de la nécrose (50% de cellules né-
crotiques). Dans le milieu Opti-Mem, la FK entraine aussi 'augmentation du pourcen-
tage des cellules nécrotique (83% viables, 6% en apoptose et 11% nécrose) a 24 h,
de méme aprés une période de 48 h de traitement ou le % de cellules nécrotiques
augmente a 40% (Fig 5). Par conséquent, nous avons sélectionné le milieu DMEM-
F12 avec FBS pour la suite de nos expériences, ce milieu étant celui qui permet le
maintien de la meilleure viabilité cellulaire avec les taux les plus faibles de cellules

apoptotique/nécrotique, et ce méme lors du traitement avec la forskoline.
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Figure 5. Evaluation de la viabilité des cellules BeWo dans les différents milieux de culture. L'effet des
milieux de culture DMEM/F12 avec ou sans FBS et Opti-MEM sur la viabilité des cellules a été déterminé par
cytometrie de flux suite aux marquages Annexin V et Pl. Le graphique représente le % de cellules vivantes,

apoptotique et nécrotiques pour chaque milieu testé aprés 24h et 48h, en présence ou non de FK. N=3/
condition.

3.2. Différenciation des cellules BeWo (lignée de trophoblastes): sécré-

tion de B-hCG

Tel que détaillé dans l'introduction, seuls les trophoblastes différenciés, appe-
lés syncytiotrophoblastes, ont la capacité de relacher du B-hCG. Nous avons donc
utilisé cette caractéristique propre aux syncytiotrophoblastes comme marqueur pour
suivre et confirmer la différenciation des cellules BeWo et ce, en quantifiant la B-hCG
sécrétée dans le milieu extracellulaire par ELISA (n=6). Une augmentation de la

concentration de B-hCG est directement reliée a la différenciation des trophoblastes.
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En paralléle, pour appuyer les résultats basés sur la sécrétion de B-hCG, nous avons
réalisé une étude de la morphologie cellulaire (n=6) par immunocytochimie (ICC). La
différenciation des trophoblastes en syncytiotrophoblastes implique la fusion des cel-
lules qui forment alors des structures multinuclées de grand volume visible par micro-

scopie.

Les résultats des expériences réalisées montrent une sécrétion basale de [3-
hCG trés faible par les cellules BeWo autant a 24h et 48h de culture. Toutefois, les
niveaux de sécrétion sont fortement augmentés aprés traitement a la FK (100X plus
que les cellules non traitées) et ce rapidement (24h) aprés le début du traitement (Fig
6 A). De méme, I'étude de la morphologie cellulaire permet I'observation de change-
ments morphologiques typiques des syncytiotrophoblastes a 24h dans les cellules
traitées avec la FK, c.-a-d. une augmentation du volume nucléaire et diminution du

nombre des cellules totales, indiquant la fusion des cytotrophoblastes (Fig 6 B).
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Figure 6. Différentiation des cellules BeWo suite au traitement avec la forskoline (25uM).
La sécrétion de B-hCG, fait seulement par les cellules différenciées, est induite par le traitement
des cellules avec 25uM de forskoline (FK) indépendamment de la durée 24h ou 48h (A). La
différentiation est aussi observée visuellement par ICC, les cellules traitées avec la forskoline
(FK) (25uM) pendant 24h possedent des noyaux plus gros que ceux de la culture contrdle (Ctrl)
(B), ce qui indique la fusion et donc la différentiation cellulaire. Replicatas: N=6/condition. Echelle
=30um, révélation avec du DAB et contre-coloration avec 'hématoxyline. Statistique, test de T:
*** = p<0.001

3.3. Variation de la concentration de HMGB1 lors de la différentiation des tro-

phoblastes.

Afin d’évaluer I'expression et la localisation ’HMGB1 lors du processus de dif-
férenciation, les cellules BeWo ont été traitées a la forskoline (inducteur de différen-
ciation) pendant 24h et 48h. Les niveaux cellulaires dHMGB1 ont été quantifiés par
Immunobuvardage de type western (WB) (n=3) et par ELISA (n=3) alors que les ni-
veaux extracellulaires ont été dosés par ELISA. Les résultats démontrent que, lors de
la différentiation des BeWo, la quantité intracellulaire globale de HMGB1 demeure in-
changée, ce qui est observé autant par WB (Fig 7 A) que par ELISA (Fig 7 B). Toute-

fois, on observe une augmentation significative de la sécrétion de HMGB1 entre 24 h

41



et 48 h (p=0.02) dans les cellules exposées a I'agent de différenciation, mais la diffé-
rence observée entre les cellules traitées avec la forskoline pour 48 h et les cellules

controles n’est pas significative bien qu'une tendance soit observée (p=0.07) (Fig 7

C).
A Concentration global de HMGB1 c Sécrétion de HMGB1
(immunobuvardage du type western) (ELISA)
E— 80+ p=0.07
8 ns ——
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81 520
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B c°"°e"tm'ggfl°ba' o Figure 7. Concentration et sécrétion de HMGB1 par les
o (ELISA) cellules BeWo. La concentration globale de HMGB1 dans
ns
= les cellules BeWo demeure inchangée lors de la
- 401
5 différentiation induite par la forskoline (FK) (25uM) tel
B8 , . . .
%g qu’'observée et confirmée par immunobuvardage du type
o 204
§, western (A) et par ELISA (B). Cependant la sécrétion de
=~ 104
HMGB1 dans le milieu est plus élevée lors du traitement
K avec la FK pour une période de 48h par rapport a 24h et il y

a une tendance a une augmentation par rapport au contréle
(C). Replicatas: N=3/condition. Statistique, test de T:
*p<0.05.

Pour assurer la concordance de ces résultats, obtenus sur une lignée cellulaire
de trophoblaste (BeWo), avec I'environnement plus complexe que représente le pla-

centa humain, nous avons utilisé un modéle d’explant placentaire fait a partir de pla-
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centa humain obtenu par césarienne a terme. Ce type de culture de biopsie (ex-
plants) de placenta est le modéle le plus représentatif de la situation in vivo puisqu’il
conserve la structure tridimensionnelle du tissu ainsi que les interactions des diffé-
rents types cellules. De plus, les cytotrophoblastes présents dans les explants
gardent la capacité de se différencier spontanément en culture pour reformer la

couche de syncytiotrophoblaste (Voir discussion).

Les explants ont été maintenus en culture pendant 5 jours. La sécrétion de [3-
hCG a été mesurée par ELISA tout au long de la culture pour évaluer la différentiation
des trophoblastes. Les résultats démontrent une augmentation significative des ni-
veaux de B-hCG dans les surnageants des explants au jour 5 de la culture , quand

comparées au deuxieéme jour en culture (n=7) (Fig 8 A).

La quantité dHMGB1 intra et extracellulaire a également été évaluée pour la
durée du maintient des explants en culture (5 jours). En comparant la sécrétion de
HMGB1 chaque jour, on observe que les explants ont libéré une grande quantité de
HMGB1 dans les premiéres 24 h une moyenne de 78 ng par mg de protéine, cepen-
dant a partir de la deuxiéme journée la quantité sécrétée diminue significativement
avec une moyenne de 23 ng de HMGB1 par ml/mg de protéine et cette diminution
continue jusqu’au jour 5 étant significativement diminuée par rapport au jour 1 et 2
(Fig 8 B). Cependant, la quantité de HMGB1 contenue dans I'ensable du tissu des
explants aux différents jours de culture demeure inchangée telle qu'observé par im-
munobuvardage de type western (n=7) (Fig 8 C) et ELISA (n=7) (Fig 8 D) et ce mal-

gré le fait que les trophoblastes contenus dans les explants se différencient de fagon
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spontanée tel que rapporté précédemment (Siman et al., 2001) et tel que démontré

par le dosage de B-hCG (Fig 8 A).
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Figure 8. Concentration de HMGB1 aux différents jour de culture des explants placen-

taires. Sécrétion de R-hCG dans les différents jours de culture des explants démontrant
'augmentation significative au jour 5 (A). La sécrétion de HMGB1 dans le milieu extra-cellu-

laire par les explants dans les différents jours de culture, mesuré par ELISA, diminue signi-

ficativement aprés les premiéres 24h en culture et continue a diminuer jusqu’a la derniére

journée, étant significativement different de la premiére et deuxiéme journées de culture (B).

La concentration globale de HMGB1 dans le tissu demeure inchangée tel qu'observé par

immunobuvardage de type western (C) et résultat confirmé par ELISA (D). Replicatas: n=7/
condition. Statistique ANOVA avec Tukey post-test: ***= p<0.001; **= p<0.01; * = p<0.05.

Pour confirmer I'absence de changement des niveaux intracellulaires

d’HMGB1 observée lors des analyses par ELISA et immunobuvardage de type wes-
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tern et surtout pour étudier sa localisation dans le tissu lors de la différentiation des
trophoblastes, nous avons utilisé 'immunohistochimie (n=8). Lorsque I'on analyse
l'intensité du marquage, il n'y a pas de différence significative entre les différents
jours de culture (Fig 9 A-F). Cependant une différence est observée par rapport a la
distribution de ce marquage. HMGB1 est plutét localisé au niveau des trophoblastes
(fleches dans la figure 9), plus particuliérement dans le cytoplasme lors des jours 1 a

3 et dans le noyau pour les autres jours de culture.
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Figure 9. Localisation de HMGB1 dans les explants placentaires aux différents jours
de culture. Exemple représentatif de marquage pour HMGB1 dans les explants placen-
taires du jour 1 au jour 5 (A-E). Aucune différence significative dans la quantité de HMGB1
dans I'ensemble du tissu placentaire étudié dans les différentes jours en culture par im-
munohistochimie (F), ratio entre I'aire marque et I'aire total de tissus fait par déconvolution
de couleurs. Le marquage est principalement observé dans les trophoblastes (fleches).
Replicatas: N=8/condition. Echelle = 30um, révélation avec du DAB et contre-colocation
avec hématoxvline. Statistiaue ANOVA avec Tukeyv post-test: *=p<0.05.
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3.3.1. Variation de la concentration subcellulaire de HMGB1

Bien que la concentration de HMGB1 demeure inchangée dans I'extrait pro-
téique globale aux différents jours de culture des explants, on observe une variation
de la concentration de HMGB1 sécrétée dans le milieu extracellulaire. Cette variation
est également présente dans les cellules BeWo lors de la différentiation. Puisque
HMGB1 est une protéine principalement nucléaire qui peut étre transportée au cyto-
plasme et ensuite libérée dans le milieu extracellulaire, nous avons décidé de regar-
der s’il avait une différence au niveau de la concentration de HMGB1 dans les diffé-
rents compartiments cellulaires, soient le noyau et le cytoplasme, lors de la différen-
tiation autant dans les BeWo que les explants. Nous avons donc procédé a l'extrac-
tion différentielle des protéines nucléaires et cytoplasmiques sur les cellules BeWo
traitées ou non a la forskoline (n=3) et sur les explants aux 5 jours de culture (n=6).
La pureté des fractions a été confirmée par WB en utilisant la lamine B comme
contréle pour les protéines nucléaires et la B-actine comme contrble pour les pro-

téines cytoplasmiques.

En ce qui concerne les BeWo, la différenciation des trophoblastes ne s’accom-
pagne d’aucun changement dans la concentration nucléaire de HMGB1 puisqu’on
observe aucune différence significative de la quantité nucléaire de HMGB1 dans les
cellules, et ce, a 24 h et 48 h (n=3) aprés traitement a la Forskoline (Fig 10 A). Toute-
fois, on note une augmentation significative de la quantitt de HMGB1 dans les
noyaux des cellules 48 h aprés traitement a la forskoline (p=0.0062) lors que I'on

compare avec le méme traitement apres 24 h (Fig 10 A). Le dosage de HMGB1 dans
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HMGB1

le cytoplasme ne montre aucune différence significative a 24 h, mais, aprés 48 h de
traitement, il y a une accumulation significative dans le cytoplasme des cellules diffé-

rentiées en comparaison au controle (p=0.01) (Fig 10 B).
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Figure 10. Concentration sub-cellulaire de HMGB1 dans les cellules BeWo. Aucune
différence observée dans la concentration nucléaire de HMGB1 avec le traitement a la
forskoline (FK) (25uM), mais une augmentation est observée entre 48h et 24h de culture
(A), lors de la quantification par ELISA. Une accumulation de la quantité de HMGB1 est ob-
servée dans le cytoplasme lors de la différentiation des cellules BeWo avec le traitement a
la forskoline (FK) 25uM pour une période de 48h (B), lors de la quantification par ELISA.
Replicatas: n=3/condition. Statistique, test de T: * = p<0.05; ** = p<0.01.

Pour ce qui est des cultures d’explants placentaires, I'analyse de la fraction
nucléaire montre une augmentation de HMGB1 aux jours 4 et 5 tel que démontré par
'augmentation de l'intensité de la bande pour HMGB1 dans les deux derniéres jour-
nées par immunobuvardage de type western (WB) (Fig 11 A), et également demontre
par ELISA (Fig 11 B). L'analyse de la fraction cytoplasmique ne démontre aucun
changement significatif de la concentration de HMGB1 tout au long de la culture ni

par WB ni par ELISA (Fig 11 C et D). Globalement, bien que la concentration totale de
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HMGB1 ne soit pas modulée, sa concentration nucléaire est augmentée en associa-

tion avec la différentiation des trophoblastes.
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Figure 11. Quantification de HMGB1 dans les fractions subcellulaires dans les ex-

plants placentaires. Pureté de la fraction cytoplasmique confirmé par I'absence de
Lamine B1 (protéine nucléaire) dans la fraction (A). Une augmentation de la quantité de
HMGB1 dans la fraction nucléaire des explants avec la différenciation a été observée
par immunobuvardage de type western (B) et quantifiée par ELISA (C). Cependant, la
concentration de HMGB1 dans le cytoplasme ne fut pas significativement changé peut

importe les jours de cultures tel que mesuré par immunobuvardage de type western (D)
et par ELISA (E). Replicatas: N=6/condition. Statistique ANOVA avec Tukey post-test:

**=p<0.01.
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3.4. Modulation de I’exportation extranucléaire de HMGB1

Pour mieux comprendre le réle de HMGB1 dans le processus de différencia-
tion des trophoblastes, nous avons investigué la possibilité de moduler sa localisation
de fagon non spécifique. Nous avons utilisés deux inhibiteurs soient, le NaB, inhibi-
teur des hDAC qui a pour effet de favoriser la translocation de HMGB1 vers le cyto-
plasme et la Leptomycin B, inhibiteur de I'exportine 1 qui favorise I'accumulation
d’HMGB1 dans le noyau. Nous avons débuté par déterminer I'effet de ces inhibiteurs
sur la viabilité cellulaire. Ensuite, nous avons étudié la localisation de HMGB1 suite

aux différents traitements, et ce, autant dans les cellules Bewo que les explants.

3.4.1. Viabilité cellulaire suite a I'exposition aux inhibiteurs (cel-

lules BeWo)

Pour déterminer I'effet des inhibiteurs NaB et Leptomycine B sur la viabilité
cellulaire, nous avons utilisé la méthode de MTT pour les cellules BeWo (n=3) et
'immunohistochimie avec le marqueur d’apoptose M30 pour les explants placentaires

(n=7).

En ce qui concerne les BeWo, nous avons analysé la viabilité cellulaire des
différentes conditions de traitement (voir méthode sections 2.2 et 2.3 pour le détail
des traitements et des inhibiteurs utilisés) soit 1- cellules traitées avec véhicule (Veh-
PBS); 2-NaB; 3- deuxiéme véhicule (Veh-EtOH); 4- Leptomycine; et les mémes
traitements combinés a la forskoline. Puisqu’aucune différence n’a été observée entre

le traitement avec le PBS ou I'éthanol, les 2 véhicules, nous avons combiné les deux
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pour les analyses de viabilité. La viabilité cellulaire a été déterminée apres 4 h, 24 h
et 48 h de traitement. Lorsque I'on compare les différents groupes expérimentaux, la
viabilité cellulaire demeure inchangée aprés 4 h de traitement (Fig 12 A). Cependant
pour les durées de culture plus longues, soit 24 et 48 h, les deux inhibiteurs ont des
effets importants sur la viabilité. Le traitement au NaB induit une diminution de la via-
bilité significative par rapport au controle, et cette diminution reste la méme lorsqu’il y
a combinaison avec la forskoline (Fig 12 B et C). L'exposition a la leptomycine a la
dose recommandée par le fabricant (c.-a-d. 50nM) fut toxique pour les cellules autant
a 24 h qu’a 48 h (Fig 12 B et C). La toxicité de la leptomycine a aussi été observée
par la diminution de la densité des cellules dans les images de fluorescence (Fig 12
E). Nous avons donc testé des doses plus faibles de leptomycine, soit 25nM et

10nM, mais les deux se sont avérées autant toxiques (données non présentées).

50



>

-
@
-

Viabilité cellulaire aprés 4h
(MTT)

-

=3

S
i

Viabilité (%)

@
S
1

0=7eh NaB Lep Veh NaB Lep

TFK

D Controle
(48h)

Viabilité (%)

Controle

-

=3

S
1

504

Viabilité cellulaire aprés 24h
(MTT)

Veh NaB Lep Veh NaB Lep

“FK

(24h)

E Lep 50nM

Viabilité (%)

°
S
i

@
o
i

~~ Veh NaB Lep

Viabilité cellulaire aprés 48h
(MTT)

Veh NaB Lep
+FK

Lep 50nM
(48h)

Figure 12. Evaluation de la viabilité des cellules BeWo par test MTT. La viabilité des

cellules BeWos est inchangée aprés 4h d’exposition aux inhibiteurs (c.-a-d. NaB (0,5mM)=
inhibiteur de HDAC et Leptomycine - Lep (50nM) = inhibiteur d’exportation nucléaire) (A).

Cependant aprés 24h (B) et 48h (C) la viabilité est significativement diminuée lors du

traitement a I'un ou l'autre des inhibiteurs et ce avec ou sans forskoline (FK) (25uM). Leffet

des inhibiteurs sur la viabilité cellulaire peut aussi étre observé par la densité des cellules

dans les images de fluorescence (D et E). Replicatas: N=3/condition. Statistique, testde T: *
= p<0.05; ** = p<0.01; *** = p <0.001. Echelle 30um; Fluorescence bleu = DAPI.

Pour l'analyse de la viabilité cellulaire dans les explants placentaires, nous

avons utilisé 'immunohistochimie pour détecter un marqueur apoptotique, M30, et

nous avons calculé le pourcentage de cellules apoptotiques (M30 positives). Parce

que les explants sont habituellement plus robustes que les cellules en monocouches,

nous avons débuté les tests en utilisant les doses recommandées par le fabricant

(c.-a-d. 0,5mM pour le NaB et 50nM pour la leptomycine). Les explants ont été main-

tenus en culture pour une période de cinq jours, période durant laquelle la couche ex-

terne formée de syncytiotrophoblaste se reforme (voir section 1.1 pour les détails).
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L'analyse des cellules apoptotiques dans les explants a été faite dans les explants
contrbles récupérés a chaque jour de culture ainsi que dans les explants traités avec
les inhibiteurs, et récupérés au jour 5. Lorsque I'on regarde les explants contréles a
chaque jour de culture, on observe un taux d’apoptose d’environ 3,5%, et ce, peu im-
porte le jour de culture (Fig 13 A). Une moyenne semblable est observée pour le vé-
hicule (EtOH) (Fig 13 B). Concernant le traitement au NaB, celui-ci favorise la survie
des explants qui démontrent seulement 2% de cellules apoptotiques; pourcentage

significativement plus petite que celle des explants non traités (Fig 13 B).

Dans des analyses préliminaires, I'exposition a la leptomycine chaque jour de
culture s’est avérée toxique (données non présentés), nous avons donc traité les ex-
plants a la leptomycine a la journée ou les cytotrophoblastes sont les plus exposes,
soit au jour 2 (quand les explants sont déja acclimatées a culture et sont en train de

se différencier, tel que détaillé dans la section 3.3) et ce traitement a aussi diminué le

taux d'apoptose lorsque I'on compare avec le véhicule (Fig 13 B).
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Figure 13. Pourcentage des cellules apoptotiques dans les explants placentaires. Le
pourcentage de cellules apoptotiques (M30 positives) dans les explants ne change pas peu
importe le jour de culture (A), lors du traitement avec les inhibiteurs (B) on observe une
diminution significative du pourcentage des cellules en apoptose. Le pourcentage a été fait
par le rapport entre cellules positives (brunes) et le nombre total de cellules. Images
représentative d’immunohistochimie pour M30 dans des explants exposés au véhicule et
traitements (D). Replicatas: N=7/condition. Statistique ANOVA avec Tukey post-test, pour les
jours sans traitement et test de T: pour la comparaison entre le traitement avec NaB (0,5mM)
et contrdle, ainsi que pour Leptomycine (Lep) (50nM) et éthanol (EtOH) **=p<0.01. Echelle =
30um; révélation avec DAB et contre-colocation avec 'hnématoxyline.

Les effets des inhibiteurs sur la viabilité définis, nous avons ensuite évalué
I'effet sur la localisation subcellulaire de HMGB1. Pour déterminer I'exportation de
HMGB1 hors du noyau (ou sa rétention nucléaire) dans les cellules BeWo, nous
avons utilisé I'immunobuvardage de type western (n=3), et 'ELISA (n=3) et nous
avons confirmé les résultats visuellement a l'aide de 'immunofluorescence (n=6) par

analyse de la colocalisation entre HMGB1 et le DAPI (marqueur nucléaire). Le traite-
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ment avec l'inhibiteur de HDAC (NaB), n’entraine aucune variation significative de la
concentration de HMGBH1, ni dans la fraction nucléaire (Fig 14 A) ni dans celle cyto-
plasmique (Fig 14 B), et ce, peu importe la durée du traitement (c.-a-d. 24 h ou 48 h)
ni le type d’analyse utilisée. Toutefois, il semble y avoir une tendance a la diminution
dans le noyau lors du traitement de 24 h (p=0.087) (fig 14 A). Nous avons confirmé
ce résultat visuellement par immunofluorescence et, comme on peut le voir dans la
figure 14 C, les cellules contréles ou les cellules traitées soit avec la forskoline, soit
avec le NaB pour une période de 24 h présentent une colocalisation modérée de

HMGB1 et du DAPI, ainsi qu’un niveau constant de HMGB1.

En ce qui concerne la libération de HMGB1 dans le milieu extracellulaire suite
au traitement avec le NaB, on n’observe pas de variation significative lorsqu’on com-
pare avec les cellules contréles ou celles traitées avec la forskoline, bien que la fors-
koline induit une augmentation aprés 48 h (Fig 14 D). La leptomycine étant toxique
pour les cellules, nous n’avons pas fait 'analyse de la sécrétion de HMGB1 suite au
traitement étant donné que ces résultats seraient faussés, puisquHMGB1 est libéré

dans le milieu extracellulaire lors de la nécrose.
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Figure 14. Modulation de la concentration subcellulaire de HMGB1 dans les cellules
BeWo. Aucune variation dans la concentration nucléaire (A) et cytoplasmique (B) de HMG-
B1 n’est observé aprés I'utilisation de NaB (0,5mM), lors de I'analyse par ELISA et ¢a peut
importe le période de incubation (24h ou 48h). Colocalisation entre HMGB1 (vert) et DAPI
(blue) détectée par immunofluorescence (C) démontrant I'absence de changement malgré
I'utilisation de NaB, colocalisation réalisé par fusion de canaux dans le software Image J®.
Sécrétion de HMGB1 dans le milieu extra-cellulaire suite au traitement démontré par ELISA
(D). Replicatas: N=3/condition (Elisa, D); n=9/condition (Fluorescence C). Statistique, teste
de T: * = p<0.05. Echelle: 30pum.
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Pour investiguer la concentration de HMGB1 dans les explants placentaires a
la suite des traitements, nous avons utilisé le test d’ELISA (n=7). Nous avons obser-
vé que la concentration globale de HMGB1 est significativement augmentée par l'in-
hibiteur d’histone déacetylase (3 fois plus élevé que le contréle (p=0.029)) (Fig 15 A).
Lorsque les fractions cytoplasmiques et nucléaires sont isolées séparément, on re-
marque que la concentration de HMGB1 dans la fraction nucléaire n’est pas significa-
tivement différente de celle du contréle a la suite du traitement au NaB. Cependant, la
fraction cytoplasmique présente une concentration significativement supérieure a
celle du contrdle (p=0.032) (Fig 15 B), il y a donc une augmentation du mouvement
net vers le cytoplasme de HMGB1 a la suite du traitement au NaB. Aucune différence
n’'a été observée apres le traitement a la leptomycine en ce qui concerne les concen-
trations cytoplasmiques, nucléaire et extracellulaire (Fig 15 B-D), cependant il y a une
diminution de la concentration globale de HMGB1 lorsque comparé a son véhicule
(éthanol). Cependant, I'éthanol seul méne a une augmentation significative de la
concentration globale d’HMGB1 par rapport au contrdle sans traitement, menant ainsi
a une différence aussi significative lorsque I'on compare a la leptomycine. Pour
confirmer ces résultats, nous avons aussi réalisé une analyse par immunohistochi-
mie et I'analyse de l'aire correspondant au marquage HMGB1 par rapport a l'aire to-
tale du tissu ne montre pas de différence significative entre les tissus contrdles et
ceux traités au NaB, mais une diminution est observée dans ceux traités a la lepto-
mycine par rapport a son véhicule (Fig 15 F), confirmant la variation de concentra-

tions subcellulaire de HMGB1.
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Figure 15. Modulation de la concentration subcellulaire de HMGB1 dans les explants placen-
taires. Le traitement au NaB (0,5mM) induit une augmentation de la concentration totale de HMGB1
dans les explants tandis que la leptomycine (50nM) induit une diminution par rapport a son véhicule,
I'éthanol; I'éthanol a son tour, induit a une augmentation significative de la concentration global de
HMGB1 en comparaison au contréle, lors de I'analyse par ELISA (A). La concentration de HMGB1 dans
le cytoplasme est augmentée lors du traitement avec NaB (B), par contre la concentration dans la frac-
tion nucléaire demeure inchangée (C). En ce qui concerne la sécrétion de HMGB1 dans le milieu extra-
cellulaire, aucun des inhibiteurs n’a induit une différence (D). L'analyse par immunohistochimie confirme
ces résultats avec une diminution de lintensité du marquage dans le cytoplasme des trophoblastes a la
suite du traitement avec la leptomycine (Lep) (50nM). Exemples représentatifs de staining en (E) et
quantification du marquage en (F), ratio entre I'aire marque et l'aire total de tissus fait par déconvolution
de couleurs. Replicatas: N=7/condition. Statistique, test de T (comparaison entre chaque condition avec
le véhicule/contrble) *= p<0.05; **=p<0.01. Echelle: 30um, révélation avec DAPI et contre-coloration
avec hematoxyline
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3.4.2. Association entre la localisation subcellulaire de HMGB1 et la diffé-

rentiation des trophoblastes.

Une fois les conditions optimales de traitement induisant des changements
dans la localisation de HMGB1 déterminées, nous avons investigué si la modulation
de I'export nucléaire de HMGB1 interférait avec la différentiation des trophoblastes.
Dans les cellules BeWo, l'inhibiteur de I'histone déacétylase (NaB) n’a pas eu d’effet
sur la localisation de HMGB1 (Fig 14 A, B et D) et n’a pas influencé la différentiation
des trophoblastes puisque la sécrétion de B-hCG reste inchangée dans les deux

conditions (Fig 16 A).

Lorsqu’on étudie I'action des inhibiteurs dans les explants placentaires, on re-
marque que le NaB induit une augmentation de HMGB1 dans le cytoplasme (Fig 15
B), tandis que la leptomycine n’entraine pas son accumulation (Fig 15). En concor-
dance, la sécrétion de B-hCG par les explants traités avec le NaB est significative-
ment supérieure a celle des explants contrdles au jour 5 de culture (p=0.0004) (Fig 16
B). Lorsque I'on regarde l'effet de la leptomycine sur la différentiation, malgré I'ab-
sence d’accumulation de HMGB1 dans le noyau, on voit qu’elle induit une diminution
de la libération de B-HCG, principalement au jour 5 de culture, ou la concentration est
3 fois moins importante que celle du véhicule (p=0.0016) (Fig 16 C). Globalement,
ces résultats démontrent que la modulation de la localisation de HMGB1 est lié a la

différentiation des trophoblastes.
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Figure 16. Sécrétion de B-hCG a la suite de la modulation de la localisation de
HMGB1. L'exposition au NaB dans les cellules BeWo ne change pas la sécrétion de
B-hCG (A). Dans les explants, I'exposition au NaB augmente la sécrétion de 3-hCG
(B); et le traitement a la leptomycine diminue la sécrétion de B-hCG au jour 5 de cul-
ture. Replicatas: N=7/condition. Statistique, test de T *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001.

3.5. HMGB1 dans le placenta provenant des grossesses compliquées

avec la prééclampsie

Compte tenu du lien entre les niveaux de HMGB1 et les complications de la
grossesse (voir introduction page 14), nous avons étudié la distribution du marquage

pour HMGB1 dans des placentas de grossesses avec prééclampsie (PE) pour
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déterminer s’il y avait une différence par rapport a des placentas provenant de
grossesses normales (c.-a-d. sans complications). Lors des analyses de placentas
provenant de grossesses compliquées avec la PE, nous avons observé une translo-
cation de HMGB1 vers le cytoplasme (Fig 17). Lanalyse du marquage pour HMGB1
dans ces placentas montre un marquage plus intense dans I'ensemble des tissus,
avec un marquage nucléaire semblable a celui observé dans les tissus de grossess-
es normales et, une augmentation au niveau du cytoplasme (Fig 17). De plus, le
marquage pour HMGB1 est particulierement observé dans les trophoblastes (Fig 17
A, Fléches). Ainsi, les analyses pointent vers une augmentation de HMGB1 dans les

placentas de grossesses avec PE, avec une accumulation dans le cytoplasme.
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Figure 17. Localisation de HMGB1 dans le placenta lors de la prééclampsie. Il y a
une redistribution de HMGB1 vers le cytoplasme des syncytiotrophoblastes dans les pla-
centas de grossesses avec préeeclampsie (PE) par rapport aux placentas de grossesses
normales (A). Augmentation de l'intensité du marquage pour HMGB1 dans les tissus de
PE (B). Replicatas: N=20/condition. Statistique, test de T, *p<0.05. Echelle: 30um, révéla-
tion avec DAB et contre-coloration avec hemotoxyline.
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CHAPITRE IV

4. Discussion

Durant ce travau de maitrise, nous avons étudié les variations de la distribu-
tion subcellulaire de HMGB1 en association avec la différentiation des trophoblastes,
le principal type cellulaire du placenta. Les études réalisées sur une lignée cellulaire
de trophoblastes, cellules BeWo, ont démontré une augmentation de la sécrétion
dans le milieu extracellulaire ainsi que de la concentration cytoplasmique de HMGB1
lorsque la différenciation était induite par le traitement avec la forskoline, et ce pour
une période de 48h. Le traitement avec I'inhibiteur de HDAC (c.-a-d. NaB) n’a pas in-
duit de variation dans la concentration de HMGB1 et n’a pas modulé la différenciation
cellulaire. L'utilisation de la leptomycine (inhibiteur d’export nucléaire) a généré un
haut taux de mortalité dans les cellules et les résultats n'ont donc pas été considérés.
L'utilisation du modéle d’explant placentaire a démontré une augmentation de la
concentration nucléaire de HMGB1 ainsi qu’'une diminution de sa sécrétion lors de la
différentiation des trophoblastes. Avec ce modéle, le plus représentatif de la situation
in vivo, le traitement au NaB a généré une accumulation de HMGB1 dans le cyto-
plasme, tandis que la leptomycine a induit une diminution de la concentration totale
de HMGBH1, par rapport a son véhicule, mais sans accumulation nucléaire significa-
tive. En association avec ces résultats, le traitement avec le NaB a induit une aug-
mentation de la différentiation des trophoblastes (sécrétion de B-hCG), tandis que la
leptomycine, elle I'a diminuée. Dans les placentas de grossesses pathologiques (c.-a-

d. atteintes de la prééclampsie), on a observé une redistribution de HMGB1 vers le

61



cytoplasme des syncytiotrophoblastes particulierement, phénomene qui n’est pas ob-
servé dans les placentas de grossesses sans complications (normales). Globale-
ment, les résultats démontrent un changement de la distribution de HMGB1 lors de
la différentiation des trophoblastes et une possible association entre les 2, bien que le

lien causal reste a déterminer.

4.1. HMGB1 et les cellules BeWo

Les résultats obtenus avec les cellules BeWo et les explants ne concordent
pas parfaitement, ce qui peut étre expliqué par le fait que les BeWo sont une lignée
cellulaire isolée d’un choriocarcinome (c.-a-d. cancer du placenta) et que ces cellules
ne se différencient pas spontanément contrairement aux cytotrophoblastes contenus
dans les explants. Les différences entre les résultats observés entre les BeWos et les
explants sont dues au fait que les BeWos sont une lignée cellulaire composée seule-
ment de trophoblastes, tandis que les explants sont une culture ex vivo possédant
divers types cellulaires, de maniére que ces deux sont des systémes différents et ne
peuvent pas étre comparés directement, chaque résultat doit étre analysé individuel-
lement. Pour induire la différenciation chez les BeWo, il est nécessaire d’utiliser un
agent chimique (la forskoline) qui active 'AMP cyclique ce qui méne a la différentia-
tion des trophoblastes et a leur fusion. Une augmentation de la concentration ex-
tracellulaire de HMGB1 a la suite du traitement avec la forskoline ainsi que des ago-
nistes de 'AMPc a déja été démontrée par Passalacqua et al. (1997) dans des astro-

cytes (cellules cérébrales) de fagon similaire @ ce que nous avons démontré dans
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nos résultats. Cependant, cette étude n’a pas rapporté le taux de nécrose cellulaire a
la suite de I'exposition a la forskoline, la nécrose étant bien connue pour étre 'un des
mécanismes de relache passive de HMGB1 (Lotze et Tracey, 2009). Dans nos tra-
vaux, nous avons observé que le traitement avec la forskoline pour la période de
48 h induit 6% de nécrose, ce qui pourrait contribuer a 'augmentation de HMGB1

dans le milieu extracellulaire que nous avons observeé.

D’un autre cété, 'augmentation de la concentration extracellulaire de HMGB1
que nous avons observés peut-étre aussi liée a la différenciation des trophoblastes.
Jia et al. (2014), ont démontré une association entre I'élévation de la concentration
extracellulaire de HMGB1 et la différenciation des cellules nurse-like de leucémie
lymphocytaire chronique. De plus, Guazzi et al. (2007), ont démontré qu’il existe une
translocation de HMGB1 vers le cytoplasme et une augmentation de sa concentration
dans le milieu lors de la différenciation des cellules de neuroblastome. Dans leurs tra-
vaux, Guazzi et al. (2007) ont observé que les cellules non différenciées possédent
une concentration de HMGB1 plutdt nucléaire, tandis que les cellules différenciées
présentent une concentration majoritairement cytoplasmique qui menent a une sécré-
tion active de la protéine. Dans nos analyses, nous avons aussi observé une
concentration de HMGB1 dans le cytoplasme qui est augmentée lors de la différen-
ciation induite par forskoline et une augmentation de la concentration dans le milieu
dans la méme condition. Ainsi, il est possible que lors de la différenciation des BeWo,

HMGB1 soit transloqué vers le cytoplasme et sécrété activement par ces cellules.
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Pour modifier la localisation de HMGB1 dans les trophoblastes, nous avons
utilisé deux inhibiteurs soit le NaB et la leptomycine. Cependant, ils n'ont pas eu I'ef-
fet escompté dans les cellules BeWo. Le NaB a été sélectionné puisqu’il y a été dé-
montré par Takai et al. (2008) que les autres inhibiteurs de HDACs connus entrainent
une diminution de la prolifération cellulaire ainsi qu’une diminution de 50% de la viabi-
lité, ce qui n’était pas le cas du NaB. En ce qui concerne I'absence d’effet du NaB sur
la différenciation des cellules BeWos, Ruebner et al. (2013) ont démontré que I'utilisa-
tion d’un inhibiteur de HDAC (la trichostatin A, TSA) diminue la sécrétion de hCG par
les cellules BeWo, ce qui pourrait expliquer nos résultat, bien que ceci n’a jamais été
rapporté avec le NaB. En ce qui concerne la leptomycine, la toxicité que nous avons
observée peut-étre due au fait que cet inhibiteur n’est pas spécifique pour HMGB1. I
inhibe le CRM1 qui est responsable du transport des protéines et facteurs de régula-
tion de la croissance cellulaire, ainsi son inhibition peut mener a une diminution de la
survie cellulaire (Liu et al., 2016). Une autre hypothése est que la leptomycine induit
un arrét de la prolifération cellulaire, tel que démontré précédemment (Marchetti et al,
2004), menant a une diminution de la viabilité ce qui a pu contribuer au résultat obte-

nu dans les cellules BeWo.

4.2. HMGB1 dans les explants placentaires

Lors de nos travaux, nous avons observé que la concentration extracellulaire
de HMGB1 dans les explants est élevée dans les premiéres 24 heures de culture sui-

vie d’'une diminution prononcée a partir de 48 heures, et ce jusqu’au jour 5. Cette re-
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lache importante de HMGB1 peut étre expliquée par trois possibilités : La premiére
serait due a un taux important de nécrose qui a lieu lors de I'acclimatation du tissu a
la culture. Une deuxiéme explication est la possibilité d'une libération active de
HMGB1 par les macrophages placentaires (cellules de Hofbauer) en réponse au
stress de la mise en culture. Cependant, cette 2e hypothése est peu probable
puisque la majorité du marquage pour HMGB1 au jour 1 de la culture est observé
dans les trophoblastes. Une troisieme possibilité est que les trophoblastes libérent
eux aussi HMGB1 activement, ce qui est possible puisque nous avons observé la
présence de HMGB1 dans le cytoplasme des trophoblastes et la translocation vers le
cytoplasme est I'étape précédant la sécrétion active (Lotze et Tracey, 2009). La pre-
miére et la troisieme possibilités peuvent toutes les deux contribuer aux niveaux éle-
vés de HMGB1 détectés dans le milieu extracellulaire. Cependant, il est impossible
de différencier les deux options ou de s’assurer de leurs contributions avec les résul-
tats des travaux présentés dans ce mémoire. Aprés 48 h en culture, les explants sont
acclimatés aux conditions et la mort cellulaire est quasi inexistante (selon nos ana-
lyses), cependant HMGB1 est toujours retrouvé dans le milieu extracellulaire méme
qu’il y a une diminution significative au dernier jour par rapport au deuxiéme, ainsi il
est possible que les trophoblastes continuent a le libérer tout au long de la culture
lors de leur différenciation. Comme décrit dans la section précédente, il existe une
association entre HMGB1 extracellulaire et la différenciation cellulaire, ainsi il est
possible que dans le milieu extracellulaire HMGB1 stimule la différentiation des tro-
phoblastes en se lient aux récepteurs, de cette maniere HMGB1 formerait un com-

plexe avec les récepteurs et ne serait pas reconnu par le kit d’ELISA utilisé pour le
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quantifier. Etant donné que la différentiation maximale a lieu aux jours 4 et 5 de la
culture, tel que démontré par 'augmentation de B-hCG dans ces jours, il serait lo-
gique que la concentration de HMGB1 extracellulaire soit la plus faible, car il y a une
augmentation de la concentration de HMGB1 liée aux récepteurs et donc une

moindre quantité détectée.

Pour ce qui est de la concentration intracellulaire de HMGB1, malgré le fait
que la quantité globale de HMGB1 dans les explants demeure inchangé tout au long
de la culture, il y a une augmentation significative de la concentration nucléaire dans
les deux derniéres journées (jour 4 et 5). Cette accumulation nucléaire pourrait étre
liée a la différentiation des trophoblastes, car 'augmentation de la concentration de
HMGB1 arrive simultanément avec 'augmentation de la sécrétion de B-hCG. Les ac-
tions nucléaires de HMGB1 dans les trophoblastes sont inconnues, mais il a été dé-
montré que dans le noyau, HMGB1 interagit avec des récepteurs stéroidiens et aug-
mente leur activation (Melvin et Edwards, 1999). La régulation de la différentiation
des trophoblastes est sous le contréle, entre autres, de ces hormones (Malassiné et
Cornier, 2002). Donc une accumulation de HMGB1 dans le noyau des trophoblastes
contenus dans les explants pourrait étre reliée a la différentiation via la régulation a la
hausse des récepteurs hormonaux. D’'un autre c6té, 'augmentation de HMGB1 dans
le noyau entre les jours 3 et 4 pourrait aussi refléter une plus grande sécrétion active

de la protéine dans le milieu extracellulaire par les trophoblastes.
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4.3. Modulation de I’exportation de HMGB1 dans les explants placen-

taires

Dans le cadre des travaux présentés dans ce mémoire, nous avons utilisé
deux inhibiteurs pour moduler I'export nucléaire de HMGB1 avec I'objectif de com-
prendre son rdle lors de la différentiation des trophoblastes dans un contexte in vitro.
Nous avons donc vérifié si l'induction de I'export nucléaire ou I'accumulation de
HMGB1 dans le noyau avait une influence positive ou négative sur la différentiation

des trophoblastes.

Le traitement des explants avec le NaB a mené a une augmentation de la
concentration globale de HMGBH1, ainsi que 'augmentation des niveaux cytoplas-
miques, sans avoir effet sur la sécrétion ni sur la concentration nucléaire. L'augmen-
tation globale de HMGB1 est trés probablement due a I'augmentation de la concen-
tration cytoplasmique. La translocation de HMGB1 vers le cytoplasme a la suite du
traitement avec des inhibiteurs non spécifiques de HDAC a été démontrée par Evan-
kovich et al. (2010) dans des hépatocytes. De plus, le groupe a aussi attesté que les
HDACs impliqués dans la déacétylation de HMGB1 étaient les HDAC1 et HDACA4.
L'association entre HDAC1 et HMGB1 a aussi été démontrée par Borthwick et
Mann(2016) dans des cellules stellaires hépatiques. HDAC1 est 'une des enzymes
inhibées par le NaB, ce qui supporte I'hypothése que I'augmentation cytoplasmique
de HMGB1 dans les explants a la suite du traitement avec la NaB serait due a cette

action.
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Dans le cytoplasme, HMGB1 participe de la régulation de l'autophagie et son
accumulation dans ce compartiment cellulaire est normalement reliée a des patholo-
gies comme l'insuffisance rénale aigué (Zhou et al., 2011) et la prééclampsie (Chen
et al., 2016) (plus de détails dans la section 4.4). De plus, son augmentation dans le
cytoplasme est normalement associée a une sécrétion active dans le milieu extracel-
lulaire (Lotze et Tracey, 2009). Cependant, I'induction de I'accumulation de HMGB1
dans le cytoplasme des explants par le NaB, n’a pas mené a une augmentation de
'apoptose n’y une élévation de sa concentration extracellulaire, mais a favorisé la dif-
férenciation cellulaire. Comme mentionné précédemment (section 4.1), la transloca-
tion de HMGB1 vers le cytoplasme a été démontrée lors de la différenciation des cel-
lules de neuroblastome (Guazzi et al., 2007), il est ainsi possible que I'accumulation
qgu’on observe lors des analyses soit reliée a l'induction de la différenciation, qui est

aussi favorisée lors du traitement avec le NaB.

En ce qui concerne l'influence du NaB sur la différenciation, un effet stimula-
teur a été observé bien que la différenciation spontanée observée dans les explants
soit associée a une accumulation nucléaire de HMGB1. Cependant, Maltepe et al.
(2005) ont démontré une augmentation du niveau d’acétylation des histones lors de
la différenciation des trophoblastes, augmentation qui est favorisée lors du traitement
avec NaB. Ainsi, I'induction de la différenciation pourrait étre due a cette acétylation et
non a la translocation de HMGB1. Une autre explication possible est que la stimula-
tion de la différentiation est due au fait que Il'utilisation d’'un HDAC augmente 'acétyla-
tion du facteur de transcription glial cell missing 1 (GCM1) qui participe a la régulation

de syncytin-1 augmentant son activité et menant a une stimulation de la fusion et
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donc la différentiation des cytotrophoblastes (Chang et al., 2013). De plus, l'utilisation
d’un inhibiteur de HDAC augmente I'acétylation de la chromatine menant a une re-
laxation de sa structure et une augmentation de la transcription d'une maniere géné-
rale (Verdone et al., 2005). Cette élévation de la transcription peut mener a une régu-
lation a la hausse de plusieurs génes et protéines impliqués dans la différenciation
cellulaire, incluant possiblement HMGB1. Ceci expliquerait le fait que sa concentra-
tion nucléaire n’est pas diminuée malgré I'induction de I'export, reflétant une possible
augmentation de sa production qui va favoriser son interaction avec des récepteurs
hormonaux et promouvoir une augmentation de la différenciation. Une autre hypo-
these serait que 'augmentation de la concentration cytoplasmique de HMGB1 induite
par le NaB méne a une plus grande sécrétion active de la molécule et une fois dans
le milieu extracellulaire, HMGB1 va se lier aux récepteurs et induire la différenciation.
Encore une fois, 'augmentation de la concentration extracellulaire ne serait pas dé-

tectée due a la formation des complexes entre la protéine et ses récepteurs.

L'utilisation de la leptomycine lors de la deuxiéme journée de culture a généré
une diminution de la concentration globale de HMGB1, mais n’a pas mené a une ac-
cumulation nucléaire significative en comparaison a son véhicule. L'analyse des frac-
tions nucléaires et cytoplasmiques des explants traités avec le véhicule de la lepto-
mycine (éthanol) a montré que la concentration nucléaire de HMGB1 était plus basse
que celle des explants sans traitement alors que la concentration cytoplasmique était
similaire. Zou et Crews (2014) ont démontré dans les cellules corticales du cerveau
qu’il y a une augmentation de la concentration de HMGB1 a la suite du traitement

avec I'éthanol, augmentation qui était présente dans I'ensemble des cellules et dans
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le cytoplasme. lls ont aussi démontré une augmentation de '’ARN messager pour
HMGB1, démontrant une régulation a la hausse de la traduction de HMGB1 (Zou et
Crews, 2014). Cependant, dans notre cas, nous n’avons pas détecté cette augmen-
tation cytoplasmique lors de I'exposition a I'éthanol donc cet effet est possiblement
spécifique a certains types de cellules. Dans notre cas I'éthanol a induit a une aug-
mentation de la concentration globale de HMGB1, ce qui pourrait étre expliqué par un

effet toxique de 'alcool. Comme démontré dans la figure 13B, les tissus traités avec la lep-

tomycine présentent un pourcentage de cellules en apoptose significativement plus petit que

les tissus traités avec I'éthanol, et il est donc probable que la leptomycine contre I'effet
toxique de I'éthanol. De plus, I'éthanol induit a des modifications épigénétiques, soit
I'hyperméthylation et 'hypométhylation de 'ADN ainsi que la méthylation, acétylation
et/ou phosphorylation des histones (Shukla et al., 2008), modifications qui peuvent
affecter la liaison de HMGB1 avec la chromatine, menant a une probable formation

de complexes avec d’autres molécules et a la diminution de sa détection par ELISA.

La diminution de la concentration totale de HMGB1 lors du traitement avec la
leptomycine, peut étre explique par le fait que l'inhibiteur diminue I'export de HMGB1
vers le cytoplasme et donc la concentration nucléaire reste assez élevée pour qu'il
n’y ait pas besoin d’augmenter sa production pour le maintien des ses fonctions nu-
cléaires, malgré la présence d’éthanol (le véhicule). En ce qui concerne la différencia-
tion trophoblastique dans les explants, le traitement avec I'éthanol n’a pas modifié la
sécrétion de B-hCG comparativement au contréle. Cependant la leptomycine a elle
induit une diminution de la sécrétion de B-hCG et donc une diminution de la différen-

tiation. Cependant, la leptomycine n’est pas un inhibiteur spécifique de HMGB1 et,
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comme discuté dans la session 4.1, I'inhibition de CMR1 méne a une diminution de la
prolifération et croissance cellulaire, en plus d’inhiber I'export des protéines et fac-
teurs de transcription qui peuvent étre liés a la différenciation cellulaire (Marchetti et
al, 2004; Liu et al., 2016). De plus, il est possible que la diminution de I'export nu-
cléaire méne a une diminution de la sécrétion active de HMGB1, étant donné qu'il
faut que HMGB1 soit dans le cytoplasme pour sa libération active dans le milieu ex-
tracellulaire, ainsi la concentration de la protéine serait diminuée, sa liaison avec les

récepteurs limitée et la différentiation empéchée.

Globalement, les résultats présentés dans ce mémoire suggérent une accumu-
lation de HMGB1 dans le noyau lors de la différentiation des trophoblastes dans des
conditions physiologiques, reflétant la potentielle importance de son activité nucléaire
pour la syncytialisation. Le role de HMGB1 dans la différentiation de trophoblastes
pourrait étre due a ses actions nucléaires, c.-a-d directement liées a son interaction
avec des récepteurs hormonaux en favorisant leur expression, en augmentant leur
activité et leur liaison aux hormones stéroidiennes du milieu. Henson et al. (1996) ont
démontré qu’il y a une augmentation significative de la concentration d’estradiol ex-
tracellulaire lorsqu’il y a une augmentation de la quantité de syncytiotrophoblastes
dans la culture. Zicari et al. (2008), ont démontré que le traitement d’explants d’en-
dometre avec de I'estradiol 17-p (E2) induisait une augmentation globale de HMGB1.
L'estradiol 17-8 induit la différenciation des trophoblastes (Rama et al., 2003) donc |l
est possible que la présence de cette hormone dans le milieu lors de I'augmentation
de la différentiation et donc de la quantité de syncytiotrophoblastes, méne a une

augmentation de HMGB1 qui, a son tour, va augmenter I'expression des récepteurs,
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favoriser l'interaction avec les hormones et induire la différenciation (Boonyaratana-
kornkit et al., 1998; Scovell, 2016). Cependant il n’'y a aucune preuve de quelconque

présence d’estradiol dans notre systéme de culture.

Les travaux présentés dans ce mémoire ne permettent pas de valider hors de
tout doute qu’une augmentation de la concentration nucléaire de HMGB1 ou une
augmentation de sa sécrétion entrainerait la différentiation des trophoblastes. Etant
donné que les inhibiteurs utilisés (leptomycine et NaB) sont tous deux non-spéci-
fiques, les résultats présentés ne permettent que de démontrer une association entre
la localisation de HMGB1 et la différenciation des trophoblastes, résultats qui devront

étre approfondis a I'aide d’inhibiteur spécifique.

4.4. HMGB1 et la prééclampsie

Un autre volet de nos travaux consistait a étudier des placentas qui pro-
viennent de grossesses compliquées avec la prééclampsie. Nos analyses ont déter-
miné I'accumulation de HMGB1 dans le cytoplasme des trophoblastes. Cette translo-
cation du noyau vers le cytoplasme avait déja été démontrée par Yin et al. (2014)
dans des placentas de grossesses compliquées avec la prééclampsie par des ana-
lyses de western blot et immunohistochimie et nos résultats concordent avec ces
derniers. De plus, lors de nos analyses, nous avons observé une augmentation de
I'aire totale marquée pour HMGB1 lors de la prééclampsie, augmentation reliée a la

redistribution cytoplasmique de HMGB1.
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La translocation vers le cytoplasme de HMGB1 est la premiére étape menant a
la sécrétion extracellulaire. En lien, une augmentation de HMGB1 a été rapportée
dans le sérum maternel des femmes atteintes de PE (Naruse et al., 2012). De plus,
encore dans un contexte inflammatoire, 'accumulation cytoplasmique de HMGB1 a
été démontrée dans les Iésions cutanées lors de lupus (Barkauskaite et al., 2007) et
dans différents cancers tels que le mésothéliome (Jube et al., 2012), carcinome na-
sopharyngal (Wu et al., 2008) et le cancer du cblon (Kang et al., 2009). Toutes ces
études indiquent une association entre I'augmentation de HMGB1 cytoplasmique et
I'établissement ou le développement de ces maladies. Nos résultats confirment que
la prééclampsie présente la méme association. Dans le cytoplasme, HMGB1 parti-
cipe a la régulation de l'autophagie. HMGB1 y interagit avec la Beclin-1, protéine qui
joue un role central dans l'autophagie, et une diminution de la concentration cyto-
plasmique de HMGB1 diminue I'autophagie (Tang et al., 2012). Certaines études ont
démontré une augmentation de I'autophagie lors de la prééclampsie. Chen et al.,
2012 ont démontré une augmentation des protéines LC3 et Beclin-1 (deux marqueurs
d’autophagie) dans le placenta des grossesses avec PE; Oh et al., 2008, ont démon-
tré aussi une augmentation de LC3 dans les trophoblastes des grossesses compli-
quées avec la PE. Par conséquent, il est possible que lors de la PE, la redistribution
de HMGB1 au niveau du cytoplasme contribue a 'augmentation d’autophagie qui est

rapportée et collabore au développement de la pathologie.

73



4.5. Perspectives

Bien que les résultats présentés dans ce mémoire démontrent une associa-
tion entre HMGB1 et la différentiation des trophoblastes, I'utilisation d’inhibiteurs non
spécifiques ne peut confirmer un lien direct. Pour définir la participation de HMGB1
dans la différentiation des trophoblastes et déterminer le lien direct entre les deux,
des techniques spécifiques pour cibler HMGB1 devront étre, par la suite, utilisées. La
technique du “silencing des ARN” (siRNA) permettrait d’'empécher la transcription de
HMGB1 et ainsi valider si 'accumulation nucléaire de HMGB1 est impliquée dans la
différenciation ou en est une conséquence. L'utilisation de siRNA dans les explants
placentaires a été décrite par Forbes et al. (2009) et Il'utilisation de siRNA pour
HMGB1 dans les trophoblastes de souris et dans la ligne cellulaire JEG-3 (cytotro-
phoblastes et extra-villous trophoblastes de carcinome) a été réalisée par Jiang et al.
(2014). Dans leur étude Jiang et al. (2014) ont observé que la transfection avec 2 yM
de siRNA pour HMGB1 menait a un taux de silence de 80% dans les deux types cel-

lulaires et ¢a sans présenter aucun effet sur la viabilité cellulaire.

Afin de vérifier 'hypothése que HMGB1 interfére avec la différentiation via la
stimulation des récepteurs aux hormones stéroidiennes, il serait intéressant de quan-
tifier par PCR 'ARN messager (ARNm) de HMGB1 ainsi que des récepteurs hormo-
naux impliqués dans la différenciation lors de la culture des explants. La quantification
des récepteurs hormonaux pourrait confirmer s’il y a une augmentation lors de l'ac-
cumulation nucléaire de HMGB1 et lors de la différentiation spontanée des tropho-

blastes. La co-immunoprécipitation pourrait étre une méthode a considérer, afin de
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veérifier s’il y a une interaction entre HMGB1 et ces récepteurs dans le placenta, étant
donné que Boonyaratanakornkit et al., 1998 ont démontré que HMGB1 interagit avec
les récepteurs stéroidiennes, cette interaction stimule leur liaison avec 'ADN et aug-

mente leur activité transcriptionnelle.

L'utilisation de siRNA permettrait de déterminer le réle de HMGB1 nucléaire,
mais, pour valider I'hypothése qui stipule que HMGB1 participe dans la différentiation
a travers ses actions extracellulaires un anticorps bloquant pour HMGB1, un antago-
niste de la boite A de HMGB1 ou des molécules qui neutralisent les actions extracel-
lulaires de HMGB1 pourraient étre utilisés (Yang et Tracey, 2010). L'utilisation de ces
molécules neutralisantes n’interférerait pas avec les actions intracellulaires de
HMGB1 et permettrait, donc, de déterminer si les actions de HMGB1 dans la différen-
tiation sont dues a son action intra ou extracellulaire. De plus, I'utilisation des antago-
nistes des récepteurs de HMGB1 pourrait étre envisagée comme une approche plus
spécifique pour identifier la vois de signalisation par lequel HMGB1 exerce ses ac-

tions extracellulaires (Yang et Tracey, 2010)

HMGB1 est une protéine qui peut posséder différentes isofomes selon la forme
de libération dans le milieu extracellulaire, des modifications post-traductionelles, le
compartiment cellulaire ou elle se trouve et des conditions environnantes (Andersson
et al., 2014; Yang et al., 2013). Tout dépendant de I'isoforme, HMGB1 aura une ac-
tion différente (Yang et al., 2013; Venereau et al., 2012). Dans ce contexte, il serait
intéressant de vérifier quel isoforme de HMGB1 est sécrété par les trophoblastes et

lequel d’entre eux est impliqué dans leur différenciation, ce qui pourrait étre fait par
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spectrométrie de masse. La plupart des études qui associent HMGB1 avec les mala-
dies inflammatoires ne mentionnent pas quel est I'isoforme impliquée, ainsi cette in-
formation pourrait contribuer a une meilleure compréhension du fonctionnement de

HMGB1.

Pour adresser la question de la translocation de HMGB1 vers le cytoplasme
lors de la prééclampsie et son association avec l'autophagie, il serait premiérement
intéressant de confirmer 'augmentation de beclin-1 et LC3 dans les trophoblastes par
ELISA et immunohistochimie. Par la suite, étudier si, en effet, HMGB1 pourrait inter-
agir avec les protéines régulatrices de I'autophagie dans le cytoplasme des placentas
avec PE. Il serait aussi intéressant d’'induire I'autophagie par la rapamycine dans des
explants placentaires, technique qui a été démontrée efficace pour augmenter
HMGB1 dans le cytoplasme des cellules de colon (HCT116) (Tang et al., 2010). Cette
approche permettrait de vérifier si dans le placenta, lI'induction de 'autophagie méne
a une translocation de HMGB1 vers le cytoplasme et si cette corrélation entre la loca-
lisation subcellulaire de la protéine et 'autophagie est aussi applicable dans le pla-

centa.
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CHAPITRE V

5. Conclusion

Ce projet de maitrise avait comme objectifs de (1) déterminer la concentration
globale de HMGB1 ainsi que dans les compartiments cellulaires (c.-a-d. noyau et cy-
toplasmes) lors de la différentiation des trophoblastes dans des conditions physiolo-
giques; (2) déterminer s’il avait une association entre la localisation subcellulaire de
HMGB1 et la syncytialisation et (3) étudier la distribution de HMGB1 dans les placen-
tas des grossesses atteintes de la prééclampsie. Nos travaux ont répondu a ces ob-
jectifs et nous avons démontré (1) la présence de HMGB1 dans les trophoblastes
ainsi que la modulation de sa localisation, dans le noyau et cytoplasme, lors de la dif-
férentiation des trophoblastes; nous avons aussi démontré (2) I'association entre la
localisation et la syncytialisation via la modulation de la localisation de HMGB1 et, fi-
nalement, (3) étudié la redistribution de HMGB1 dans les trophoblastes lors de la

prééclampsie démontrant une accumulation cytoplasmique prédominante.

Globalement, nos travaux ont démontré I'association entre le changement de
localisation de HMGB1 et la différentiation des trophoblastes. Cependant, des études
plus approfondies utilisant des modulateurs spécifiques de I'action de HMGB1 sont
nécessaires. Une meilleure compréhension du réle de HMGB1 dans un contexte
physiologique permettra de comprendre son implication dans les pathologies liées a
la grossesse pour éventuellement développer des stratégies thérapeutiques effi-

caces.
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