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Résumé

Introduction : La prééclampsie (PE) est un trouble hypertensif caractérisé par une tension arté-
rielle au-dessus de 140/90 mmHg et touche 2 3 8% des grossesses globalement. A ce jour, la plu-
part des médicaments ne peuvent traiter ou prévenir la PE. La thrombospondine-1 (THBS1) est
un facteur anti-angiogénique et un activateur principal du TGF-3, ce qui pourrait également étre
impliqué dans I'altération de |'angiogenese dans les placentas prééclamptiques.

Objectif : Notre objectif est de décrire I'expression de la THBS1 et de tester I’effet d’un inhibiteur,
le peptide LSKL, sur la vascularisation placentaire dans les placentas d'un modéle murin de PE (in
vivo) et sur la capacité angiogénique des cellules endothéliales placentaires humaines (in vitro).

Méthodes : L'expression de THBS1 a été mesurée dans les placentas de souris par western blot
et dans les placentas humains par immunohistochimie (IHC). Des cellules endothéliales placen-
taires (pECs) extraites de placentas humains et des souris enceintes hétérozygotes femelles su-
rexprimant la rénine et I'angiotensinogéne humaines (hR+A+) sont traitées avec LSKL, ou son pep-
tide témoin SLLK (cellules : 30 umol/L pendant24h ; animal 129 pumol/mL s.c. au jour de gestation
14,5). Des pEC ont été soumises a des conditions controle (8% d’oxygene) ou hypoxie (0,5% d’oxy-
géne) ou thrombine (10 unités/mL) pendant 24 h. L’angiogenése cellulaire a été évaluée sur ma-
trigel, les protéines évaluées par western blot et la localisation de la THBS1 ainsi que la vasculari-
sation placentaire par IHC.

Résultats : Le traitement avec LSKL augmente le nombre de tubes formées dans les pECs expo-
sées a la thrombine ou a I'hypoxie. L'inhibiteur de la voie canonique du TGF-B, ALK5/Smad2/3
(SB-505124, SB), n’a pas modifié la capacité de formation de tubes, contrairement a l'inhibiteur
de la voie non canonique, TAK1/p38 ((5Z) -7-oxozeaenol, (OXO) qui a réduit la capacité angiogé-
nique (p<0,05). Chez le modele de souris de PE, LSKL a significativement amélioré la vascularisa-
tion placentaire, évaluée par le contenu des cellules endothéliales CD31+ marquées par IHC
(p<0,05), qui s’est accompagnée d’une phosphorylation réduite de TAK1 et ERK dans ce tissu.

Conclusion : Nos résultats indiquent une augmentation de I'expression de la THBS1 dans les vais-
seaux et cellules endothéliales placentaires des grossesses atteintes de PE, ainsi qu’un effet pro-
angiogénique placentaire du LSKL par inhibition de la vie non-canonique du TGF-B. Ces résultats
contribueront a identifier de nouvelles cibles thérapeutiques capables d'améliorer la vascularisa-
tion placentaire dans PE.

Mots-clés : Prééclampsie, Hypertension, Angiogenése, Vascularisation placentaire, Throm-

bospondine-1, TGF-B, Modéle animal, Cellules endothéliales placentaires



Abstract

Introduction: Pre-eclampsia (PE) is a hypertensive disorder characterized by blood pressure
above 140/90 mmHg and affects 2% to 8% of pregnancies globally. To date, most drugs cannot
treat or prevent PE. Thrombospondin-1 (THBS1) is an anti-angiogenic factor and a major activator
of TGF-B, which may also be involved in impaired angiogenesis in pre-eclamptic placentas.

Objective: Our aim is to describe the expression of THBS1 and to test the effect of its inhibitor,
LSKL peptide, on placental vascularization in placentas from a mouse model of PE (in vivo) and on
the angiogenic capacity of human placental endothelial cells (in vitro).

Methods: THBS1 expression was measured in placentas of mouse by western blot and in human
placentas by immunohistochemistry (IHC). Placental endothelial cells (pECs) extracted from hu-
man placentas and pregnant female heterozygous mice overexpressing human renin and angio-
tensinogen (hR+A+) were treated with LSKL or its control peptide SLLK (cells: 30 umol/L for 24h;
animals: 129 umol/mL subcutaneously on gestation day 14.5). pECs were subjected to control
conditions (8% oxygen) or hypoxia (0.5% oxygen) or thrombin (10 units/mL) for 24 hours. Cellular
angiogenesis was assessed on Matrigel, proteins were evaluated by western blot, and the locali-
zation of THBS1 as well as placental vascularization were examined by immunohistochemistry
(IHC).

Results: Treatment with LSKL increased the number of tubes formed in pECs exposed to throm-
bin or hypoxia. The inhibitor of the canonical TGF-B pathway, ALK5/Smad2/3 (SB-505124, SB), did
not alter tube formation capacity, unlike the inhibitor of the non-canonical pathway, TAK1/p38
((52)-7-oxozeaenol, (0X0)), which reduced angiogenic capacity. In the mouse model of PE, LSKL
significantly improved placental vascularization, assessed by CD31+ endothelial cell content
marked by IHC, which was accompanied by reduced phosphorylation of TAK1 and ERK in this tis-
sue.

Conclusion: Our results indicate an increase in THBS1 expression in the vessels and placental en-
dothelial cells of pregnancies affected by PE, as well as a pro-angiogenic effect of LSKL through
the inhibition of the non-canonical TGF-B pathway. These findings contribute to identifying new
therapeutic targets capable of improving placental vascularization in PE.

Keywords: Preeclampsia, Hypertension, Angiogenesis, Placental vasculature, Thrombospondin-1,
TGF-B, Animal model, Placental endothelial cells
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Chapitre 1 — La grossesse

La grossesse est un processus du développement d’un ou plusieurs foetus dans 'utérus d’une
femme. La durée d’une grossesse normale est généralement de 40 semaines ou de neuf mois. Il
y a différents stades, que I'on surnomme des trimestres. Le premier est jusqu’a la 12° semaine.
C’est durant cette période que le zygote, I'ovaire fertilisée, se rend vers I'utérus, pour la formation
du foetus et du placenta. Lors du second trimestre, il est possible de détecter le sexe du feetus via
une échographie. C'est aussi a ce moment que le foetus commence a développer ses membres.
Ce stade se termine a la 28° semaine. Finalement, au troisieme trimestre, les organes internes
finissent par se développer et la femme entre la 39¢ et 40° semaine de grossesse. Un enfant qui

nait avant la 37¢ semaine est considéré comme prématuré. !

1.1 Actualités sur la grossesse

Les grossesses ont toujours été importantes pour le maintien d’une espéce vivante. Toutefois, au
fil des années, le taux de naissance a grandement diminué. Au Canada dans les années 50, le taux
de natalité était de 27 naissances pour 1000 personnes. Cependant, a partir des années 60, on
voit une baisse importante du taux de naissance de 24 naissances pour 1000 personnes, a 17
naissances pour 1000 personnes. Soit. Par la suite. On a vu une légere baisse jusqu'aux années
90. Finalement, a partir des années 2000, le taux de naissance est resté stable, soit 10 naissances
par 1000 personnes.? En observant le taux de fertilité au Canada. On remarque que, dans les
années 60, le taux de fertilité était de 3,8 naissances par femme, mais on voit une baisse de ce
taux a partir des années 80 ou le taux est en bas de 2. Durant la pandémie de COVID-19, qui a
émergé en 2020, on a enregistré un taux record de fertilité faible, soit de 1,4 naissance par

femme. 3

1.2 Physiologie de la grossesse

Durant la grossesse, plusieurs changements anatomiques et métaboliques se passent. Ces chan-
gements sont nécessaires afin de veiller au bon développement du feetus. Des changements phy-
siques ont lieu pour adapter le corps a 'arrivée du foetus, mais il y a aussi des changements mé-
taboliques pour controler I’homéostasie de la grossesse.
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1.2.1 Changements physiologiques chez la femme enceinte
Lors de I'implantation du zygote dans I'utérus, des cellules immunitaires vont induire la sécrétion
de facteurs de croissances par les glandes endométriales. Ceux-ci vont permettre la formation de
petites protrusions, des pinopodes, ainsi que des molécules d’adhésion cellulaire, au niveau de la
surface épithéliale. Lorsque le blastocyste entre en contact avec 'endomeétre, il y aura une inte-
raction avec les pinopodes et les trophoblastes (TBs) pour I'implantation. 4 Une fois le blastocyste
implanté dans I'’endometre, cela forme la caduque déciduale, a la suite de la différenciation cel-
lulaire de 'endomeétre, appelé réaction déciduale. Au début de la grossesse, il y a trois parties de
la caduque : basale, ovulaire et pariétale. L'implantation du zygote se fait sur la premiére partie.
Un espace reste présent entre la caduque ovulaire et pariétale jusqu’au début du premier tri-
mestre. Les deux couches vont se fusionner lorsque le sac amniotique va prendre I'expansion.
Tous ces changements au niveau de I'endometre déclenchent I'étirement de I'utérus en largeur

et en diamétre, 8 mesure que les semaines de grossesse passent.>

Les fibres musculaires utérines, ou myometre, subissent de I'hyperplasie et de I’hypertrophie du-
rant une grossesse normale. L’hyperplasie de 'endométre est caractérisée par une réduction de
la prolifération des glandes endométriales® tandis que I'hypertrophie est caractérisée par un
épaississement anormal de la muqueuse endométriale.” Proche de I’accouchement, on distingue
trois couches du myometre. La partie supérieure du myometre est celle qui est contractée pour
I’expulsion du feetus. La deuxieme, celle du milieu du myometre, est la plus épaisse. C'est dans
cette couche que traversent les vaisseaux utérins.® Les artéres arquées qui sont paralléles au myo-
metre vont devenir droites afin d’irriguer celui-ci en sang maternel riche en nutriments. Ces ar-
téres vont croitre vers 'endométre jusqu’a devenir spiralées. ° Les contractions quiy sont déclen-
chés permettent le controle du saignement lors de la troisieme phase de I'accouchement, en blo-
guant la lumiére artérielle. Finalement, la derniére couche agit comme sphincter pour maintenir

le col utérin fermé pendant la grossesse.®

Bien que les changements physiologiques au niveau utérin soient les plus importants durant la
grossesse, d’autres changements dans les divers systemes du corps de la femme se passent. Au
niveau musculosquelettique, la sécrétion de progestérone et de relaxine affecte le cartilage, les

joints sacro-iliaques et le pubis symphyse. Cela affecte la posture, mais aussi la démarche chez la
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femme enceinte. La présence de récepteur de progestérone et d’cestrogéne au niveau de la paroi
des vaisseaux des ligaments augmente et la synthése du collagéne diminue en présence d’une
hausse de relaxine. En effet, celle-ci va remodeler les fibres collagéniques et réduire leur dia-
metre, augmentant le risque de blessure aux ligaments et de crampes musculaires. Le dévelop-
pement du feetus engendre une compression de la colonne vertébrale, ce qui affecte les muscles

et les ligaments du dos. 1©

Des changements cardiovasculaires importants se déclenchent au début de la grossesse. Le vo-
lume sanguin augmente jusqu’a 50%, atteignant son maximum a la 32° semaine. Pareillement
pour le débit cardiaque dont le maximum de 5000 a 6 000 mL est atteint vers la fin du second
trimestre. Les battements cardiaques augmentent de 10 battements par minute.* Une diminution
significative de la résistance vasculaire se produit secondairement a la vasodilatation induite par
la progestérone. Cette diminution ainsi que les compressions de la veine cave utérine causent
I'cedéme et des varicosités lors du troisieme trimestre. Au niveau hématologique, les facteurs
coagulants, I, I, VII, VIII, IX et XIl, augmentent durant la grossesse et ils sont abondants dans le
plasma tandis que les niveaux de facteurs anticoagulants tels que les protéines S et C chutent.
Ces changements ont un effet protecteur, en minimisant le risque d’hémorragies lors de I'accou-
chement. Toutefois, cela rend susceptible aux thrombo-embolies veineuses. Un autre change-
ment hématologique est la baisse du niveau de fer. En effet, I'hématocrite et le taux d’hémoglo-
bine diminuent considérablement en fin du second trimestre. L’absorption foetale peut épuiser
les réserves de fer maternelles, bien que I'absorption ferrique augmente grandement durant le

second et le dernier trimestre. 4

Durant la grossesse, le volume courant, volume d’air qui entre dans les poumons, augmente de
30% a 40%. Certaines femmes vont développer une hyperventilation ou une alcalose respiratoire
pour améliorer le transfert de dioxyde de carbone du feetus a la circulation maternelle.* Les chan-
gements au niveau du systéme gastro-intestinal sont causés, entre autres, par I'élargissement de
I'utérus, qui comprime les intestins et 'estomac et par I'effet de la progestérone qui réduit la
motilité gastrique et le temps de vidange gastrique. Il est connu que le volume urinaire des

femmes enceintes augmente significativement. Cela est d( a 'augmentation du flux sanguin rénal
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et du débit de filtration glomérulaire. 4 En bref, tous ces changements physiologiques sont impor-
tants pour le développement du foetus, mais ils comprennent aussi une demande plus élevée au

systéme cardiovasculaire.

1.2.2 Types de grossesses

En général, les femmes ont des grossesses simples (une portée). Cependant, les taux des gros-
sesses multiples (gémellaires) atteignent 2 a 3% de toutes les grossesses au Canada et aux Etats-

Unis. Différents scénarios sont possibles lors d’une grossesse gémellaire.

1.2.2.1 Grossesses simples versus multiples
Durant la période de fertilité d’'une femme, I'ovule est relaché dans la trompe de Fallope. Lorsque
I'ovule est fertilisé, les cils, revétant les trompes, poussent le zygote vers I'utérus. Pendant ce
temps, la division cellulaire mitotique débute. Dans un premier temps, il y a une premiére division
qui forme deux cellules dans les premiers 24 heures. Douze heures plus tard, une autre augmen-
tation de la division cellulaire est entamée. Cette nouvelle boule de cellules, la morula, atteint la
cavité utérine, quatre jours aprés la fécondation. A la cinquiéme journée, la morula devient un
blastocyste. L’adhésion de celui-ci a la paroi endométriale enclenche la réaction déciduale pour
la formation du placenta, tel que décrit au point 1.2.1. ! Généralement, toutes ces étapes abou-

tissent a une naissance simple.

Dans le cas d’une grossesse multiple, elle résulte de la fertilisation de deux ovules ou de la division
d’un ovule. Dans le premier cas, deux ovules sont sécrétés par les ovaires dans les trompes de
Fallope. Ainsi, les deux ovocytes peuvent étre fertilisés et se rendre dans I'utérus. Cela donne une
grossesse de type bichoriale biamniotique, c’est-a-dire que chaque foetus possede son propre sac
amniotique et son propre placenta. Les enfants résultant de ce type de grossesse sont appelés
jumeaux dizygotes ou, plus communément, fraternels. Dans les cas de gestations multiples mo-
nozygotes, on retrouve trois types de grossesse. La premiere est obtenue apres une division spon-
tanée de zéro a quatre jours aprés la fertilisation de la morula avant de devenir un blastocyste. 12
Les deux blastocystes nouvellement formés vont, par la suite, fusionner avec la surface endothé-
liale, pour former une grossesse similaire a celle dizygote. Ce type représente 25-30% des ju-

meaux monozygotes. Il arrive que la morula ne se divise pas, mais que le blastomeére est formé.
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Une division est possible quatre a huit jours apreés la fertilisation, aprés que le chorion est formé.
Cela donne une grossesse monochoriale biamniotique, représentant la majorité des gestations
multiples (70-75%). Les jumeaux de grossesse monochoriale monoamniotique sont rares (1-2%)
et arrivent lorsque la division spontanée se passe entre neuf a deux jours apres la fertilisation.
Apreés plus de treize jours, il y a un risque que la division ne soit pas compléte, ce qui donne des
jumeaux dits siamois. Les jumeaux identiques sont de méme sexe, étant donné qu’ils partagent

le méme bagage génétique. 3

1.2.2.2 Grossesses assistées
L'infertilité est un énorme obstacle auquel plusieurs femmes font face. Ce diagnostic s’applique
lorsqu’une femme ne peut tomber enceinte, aprés plus de douze mois d’essais. * Linfertilité est
définie comme une difficulté d’enfanter ou de procréer. On retrouve deux types d’infertilité : I'in-
fertilité primaire et I'infertilité secondaire. La premiére correspond a I'incapacité de donner nais-
sance tandis que le second correspond a la difficulté de donner naissance une nouvelle fois sur
une période de cing ans.'® Plusieurs causes peuvent expliquer cette incapacité a concevoir, tels
que I'age de la femme (35 ans et plus), un probleme d’ovulation ou les comorbidités. Pour aider
les couples a réaliser leur réve d’avoir un enfant, différentes technologies ont été développées.
Elles vont, non seulement, aider ces couples qui ont des problémes d’infertilité, mais elles vont
pouvoir aussi aider les couples du méme sexe, des femmes en age avancé ou, bien méme, des
personnes sans partenaire qui veulent des enfants. Les grossesses assistées les plus communes
sont la fécondation in vitro et la grossesse pour autrui. Il existe d’autres méthodes pour avoir des

enfants, qui passent par le don d’ovule ou de sperme pour I'insémination artificielle.

La fécondation in vitro (FIV) a été une grande découverte vers la fin des années 70 par le cher-
cheur Bob Edwards et le gynécologue Patrick Stepoe. En effet, le premier bébé congu, a I'aide de
cette technologie, a vu le jour le 25 juillet 1978 au Royaume-Uni. 1® Durant les cycles de FIV, on
donne des injections d’hormone chorionique gonadotrope (hCG) et d’hormone de stimulation
folliculaire (FSH) a la femme pour le développement folliculaire des ovaires. Ensuite, les ovules

sont collectés par échographie endovaginale. Environ 5 a 15 ovocytes sont inséminés avec du
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sperme pendant la nuit pour la fertilisation. Aprés quelques jours, les embryons dont la fertilisa-
tion est la mieux réussie sont transférés dans |'utérus de la femme tandis que les autres sont

conservés et congelés pour d’autres tentatives futures. 7

La gestation pour autrui (GPA) est une autre méthode pour avoir un enfant. Elle est caractérisée
par la portée d’un enfant pour autrui par une femme volontaire afin de donner I’enfant a la nais-
sance. On parle donc d’une meére porteuse. Cette méthode est principalement utilisée par les
couples de méme sexe, un couple qui ne peut concevoir un enfant ou pour une femme ou un

homme célibataire qui désire avoir un enfant. 18

1.2.2 Placenta

Le placenta est I'organe le plus essentiel durant la grossesse, en assurant le bon développement
du feetus. Il s’agit d’un organe fcetal et non maternel, comme on le pense souvent. En effet, il est
composé de cellules foetales et est formé a partir des membranes annexes extra-embryonnaires.

Il posséde des fonctions endocrines, immunitaires et physiologiques. °

1.2.2.1 Réle et fonctions
Le placenta est un organe trés important durant la grossesse. Son réle ultime est d’assurer le
développement du feetus en le protégeant et en assurant les échanges materno-feetaux. Comme
mentionné plus haut, cet organe possede des fonctions-clés. Tout d’abord, il est important pour
les apports nutritifs et gazeux du foetus et, aussi, pour le transport des déchets métaboliques du
coté foetal vers le cdté maternel pour étre excrétés. 1° Au niveau de I'aspect immunologique, le
placenta va empécher la pénétration de bactéries dans le foetus et aussi protége aussi celui-ci
contre le systeme immunitaire maternel qui pourrait I'attaquer. En effet, des macrophages se
retrouvent dans le stroma des villosités choriales et des leucocytes dans la caduque de I'endo-
metre. Finalement, plusieurs hormones sont sécrétées a partir du placenta pour préparer I'envi-
ronnement de grossesse pour le foetus. Le facteur de croissance placentaire ou Placental Growth
Factor (PIGF) prépare le corps de la femme pour la grossesse en terme cardiovasculaire et favorise
la croissance foetale. Son expression augmente au deuxieme trimestre de la grossesse, c’est-a-
dire entre 16 et 18 semaines de gestation. A partir de la 25° semaine, le PIGF va induire une an-

iogenese qui est dite non ramifiée, ce qui permet la formation d’un réseau capillaire placentaire
t dit f tlaf tiond’ Il I t
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a faible résistance.?? D’autre part, I’lhormone lactogéne placentaire (hPL) va promouvoir la lacta-
tion mammaire et va altérer le métabolisme maternel. En effet, elle va réduire la sensibilité a

I'insuline pour augmenter I"apport en glucose pour le feetus. 2

1.2.2.2 Implantation
L'implantation est I'étape la plus importante pour la viabilité du blastocyste, mais aussi, pour la
formation du placenta. Comme montre la Figure 1, il consiste en la liaison de la paroi trophoblas-
tiqgue du blastocyste a la paroi épithéliale de I’endométre pour déclencher la réaction déciduale
pour la formation de la caduque basale ou la décidue, couche nécessaire pour la placentation. Les
TBs du blastocyste sont divisés en trois types cellulaires : les syncytiotrophoblastes (STBs), les cy-
totrophoblastes (CTBs) villeux et les cytotrophoblastes extra-villeux (CTEV). Les premiers recou-
vrent les villosités choriales, les seconds vont proliférer tout au long de la grossesse et les derniers

vont pénétrer dans 'endomeétre. 2

Tout d’abord, il y a I'étape de pré-implantation. L'embryon va produire des métalloprotéinases
(MMP) pour médier la pénétration des STBs dans la paroi épithéliale de I'endométre. Par la suite,
ils vont se développer vers la couche interne endométriale, ce qui crée des jonctions partagées
et serrées avec les cellules épithéliales maternelles. 22 Ensuite, il y a le stade pré lacunaire qui se
produit 7 a 8 jours post-conception (JPC). Avant I'implantation dans la caduque basale ou la déci-
due, les cellules du blastocyste vont se différencier en deux couches épithéliales qui forment le
disque embryonnaire didermique : une couche externe appelée épiblaste et une couche interne
appelée hypoblaste. Rendu au 8¢ JPC, la cavité amniotique va se former au niveau de I'épiblaste.
Une mince membrane composée de cellules épiblastiques va se former entre la cavité et les CTBs
pour former 'amnios. 2 Le blastocyste est intégré dans la caduque basale. Cette fusion déclenche
la différentiation en trophoblaste. A partir de ce moment, on retrouve deux types de couches : |a
couche externe cytotrophoblastique qui est du coté feetal et la couche interne syncytiotropho-
blastique qui est du cdté maternel. 24 La premiére permet la formation de nouvelles cellules syn-
cytiales, des villosités choriales et du sac amniotique. La seconde couche permet I'ancrage du
blastocyste dans I'endomeétre. Ce sont les STBs qui sécretent des hormones, telles que la hCG,
I’cestrogéne, la progestérone et la hPL. 1° Finalement, la derniére étape est le stade lacunaire au

8e et 9e JPC. Apres I'implantation compleéte, la cavité amniotique se dilate et devient la vésicule
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ombilicale primaire. De plus, cette dilatation cause la migration des cellules hypoblastique pour
former la membrane de Heuser, qui entoure la vésicule, et, simultanément, le mésoderme extra-
embryonnaire. 23 Les STBs vont générer des espacements dans la couche syncytiotrophoblastique
pour former de larges lacunes que I'on appelle les trabécules syncytiales. Ces lacunes sont les
précurseurs de I'espace intervilleux. A mesure que I’endométre s’érode lors de I'implantation, les
trabécules vont se remplir de sang maternel. 2> Le mésoderme extra-embryonnaire se divise en
deux, ayant une couche qui tapisse la membrane de Heuser et une qui tapisse la couche externe
cytotrophoblastique. Cela crée un espace entre les deux couches, nommée cavité chorionique.
Une seconde vague migratoire de cellules hypoblastiques se produit, scindant la vésicule ombili-
cale primaire pour devenir la vésicule ombilicale définitive. La vésicule primaire est fragmentée
en résidus de petites vésicules en amont du mésoderme du c6té de la couche cytotrophoblastique
externe. 22 C’est au 12e JPC que se termine I'implantation. L'embryon est intégré dans la caduque
basale avec ses tissus extra-embryonnaires et les STBs maternels vont entourer les CTBs embryon-

naire pour générer une couche mésenchymateuse, ce qui forme le chorion. 2*
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Figure 1. — Etapes de I'implantation du blastocyste. Image modifiée et copiée de I'article de revue

James et al. (2022) 6
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1.2.2.3 Formation des villosités
Ensuite, il y a le stade villeux précoce qui commence (Figure 2). La prolifération cytotrophoblas-
tique villeux va permettre leur pénétration dans les trabécules syncytiales, espacements présents
dans le lit syncytiotrophoblastique du coté maternel, étirant celles-ci. Ceci résulte au développe-
ment des branches syncytiales remplies de CTBs. C'est ainsi que se forment les villosités primaires.
Par la suite, les cellules mésenchymateuses choriales vont aussi envahir les trabécules et les vil-
losités primaires pour former des villosités secondaires ou intermédiaires au noyau mésenchy-
mateux. 2% Aprés la formation des villosités secondaires, quelques CTBs vont former des colonnes
qui vont pénétrer completement dans la couche syncytiale jusqu’a atteindre la caduque basale.
lIs vont, par la suite, se propager paralléelement entre le tissu décidual et la couche syncytiale,
remplagant celle-ci pour former une coquille trophoblastique. Ces colonnes cytotrophoblastiques

vont pénétrer le syncytium plus tard pour développer des villosités d’ancrage du placenta. 2’

Du 19¢ au 21© JPC, la vasculogenése débute, pour former les premiers capillaires foetaux. Celle-ci
est la formation d’un réseau vasculaire primitif a partir de la différenciation des cellules endothé-
liales provenant de précurseurs mésenchymateux. 22 C'est a ce moment, a environ deux semaines
de grossesse, que la circulation utéro-placentaire se développe. Les cellules endothéliales déri-
vent des cellules souches hémangioblastiques provenant du mésenchyme. Ces cellules progéni-
trices peuvent se différencier pour donner cellules souches hématopoiétiques entourées par I'en-
dothélium précoce et positionnées dans les capillaires primitifs. 2° Les premiers capillaires foetaux
apparaissent, ce qui indique le développement des premiers villosités tertiaires ou mésenchyma-
teuses, et de la vascularisation feetale des villosités. La formation des capillaires est due a la sé-
crétion de facteurs pro-angiogéniques, tels que le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) et
Fibroblast Growth Factor (FGF) L’allantoide, enveloppe amniotique recouvrant et protégeant le
foetus, est aussi vascularisée et va fusionner avec la plaque choriale. Les vaisseaux vont se déve-
lopper dans cette plaque et vont entrer en contact avec des segments capillaires intervilleux. Ce

processus sera répété jusqu’a la 5¢ semaine de grossesse pour former un lit capillaire adéquat. 3°
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Figure 2. — Formation des villosités choriales. Image modifiée et copiée du livre Gray’s Anatomy

(2021) page 181, version E-book.??

1.2.2.4 Placentation
La réaction déciduale permet le remodelage de la matrice extracellulaire en régulant la sécrétion
de collagéne, des protéoglycanes et des glycoprotéines. La réaction est médiée par les MMP et
les plasminogénes. La caduque basale protege 'endometre et le myomeétre d’une invasion tro-
phoblastique incontrélable dans les artéres spiralées (AS) maternelles, en produisant des cyto-
kines qui favorisent I’adhésion des TBs au lieu de I'invasion. La décidue se divise en trois sections :
caduque réfléchie ou ovulaire, caduque basale et caduque pariétale. La premiére entoure I'em-
bryon et disparait au fur et a mesure que le chorion se forme. La seconde est I'endroit ou le pla-
centava se former. Finalement, la derniére recouvre le reste de la cavité utérine et va se fusionner

avec la caduque réfléchie, vers la 18 semaine de grossesse. 1°

Rappelons que les STBs provenant du blastocyste envahissent le stroma endométrial et que des
trabécules syncitiales apparaissent a environ 8 a 9 JPC. Quelques jours plus tard, les villosités pri-

maires et secondaires se forment jusqu’au 20° JPC. L'apparition des premiers capillaires foetaux
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indique la formation des villosités tertiaires, soient les vaisseaux placentaires. Ces villosités vont
s’allonger jusqu’aux trabécules syncytiales pour leur remplissage aprés dix semaines de grossesse.
A la neuviéeme semaine de grossesse, les villosités mésenchymateuses terminales se forment,
sous forme de bourgeons syncytiotrophoblastiques, apres I'allongement des villosités tertiaires.
Ces bourgeons se nomment les villosités intermédiaires immatures et elles atteignent leur lon-
gueur maximale a 16 semaines de grossesse. A 20 semaines de grossesse, les villosités mésenchy-
mateuses vont former des arbres villeux pour donner des villosités intermédiaires matures. A 32
semaines de grossesse, ces villosités arrétent de croitre et vont produire des villosités terminales,

ce qui met fin a la formation de I'arbre villeux placentaire. 2

A environ deux mois de grossesse, les villosités dégénérent dans la caduque réfléchie, ce qui
forme le chorion lisse et les villosités maintenues dans la caduque basale forment le chorion vil-
leux. De quatre a cing mois de grossesse, les septa placentaires, parois de I'endothélium décidual,
vont s’accroitre pour former des groupes de villosités, créant les cotylédons. La formation de

ceux-ci permet la circulation du sang maternel. 23

1.2.2.5 Angiogenese placentaire
La régulation de la circulation placentaire est trés importante durant la grossesse. A partir du 32¢
JPC, les capillaires foetaux vont se connecter entre eux pour former un réseau capillaire primitif.
Apres la vasculogenese, soit la formation des villosités et des capillaires foetaux, se produit I'an-
giogenese placentaire. Celle-ci permet d’accroitre le systéme vasculaire villeux jusqu’a la fin de la
grossesse. Ce processus est la formation d’un réseau vasculaire a partir d’un réseau préexistant.
31 La vascularisation placentaire est sujette a du remodelage pour assurer un équilibre dans les

échanges de nutriments, de gaz et de déchets.

Lors de I'implantation, il y a une différenciation des TBs en STBs et CTEV. Ceux-ci vont contribuer
a l'invasion trophoblastique pour le remodelage des AS utérines pour la vascularisation placen-
taire. Les villosités d’ancrage du placenta dérivées de I'invasion de CTBs dans la couche syncytiales
sont maintenues ancrées dans la caduque a I'aide de molécules d’adhésion et des jonction inter-
cellulaires communicantes. Au départ, les CTEV avaient un phénotype épithélial, mais elles vont

développer un phénotype interstitiel apres leur invasion dans la caduque. Elles sont d’abord de
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petites cellules fusiformes, puis deviennent des cellules géantes multinucléées. 32 Des CTEV en-
dovasculaires vont envahir les AS en remplagant I’épithélium. Cette invasion cause la destruction
du tissu musculaire et élastique. Alors, la paroi vasculaire sera remplacée par une substance fibri-
noide, dérivée de la fibrine du sang maternel et des molécules sécrétées par les TBs. Ce rempla-
cement affaibli les AS, ce qui favorise la dilatation des vaisseaux, d{ a la pression du sang mater-
nel. 2°> Des facteurs pro-angiogéniques sont sécrétés par les CTEV pour I'invasion trophoblastique,

notamment les VEGF et les angiopoiétines.

1.2.2.5.1 Vascular Endothelial Growth Factor
La famille de facteurs pro-angiogéniques VEGF est composée de cinqg membres, soient VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et PIGF. VEGF-A est le facteur le plus important dans I'angiogeneése pla-
centaire parce qu'’il induit la différenciation des cellules mésenchymateuses en cellules héman-
gioblastiques. 3! VEGF-B semble étre exprimé dans le placenta, mais sa fonction est toujours in-
comprise. VEGF-C a un effet protecteur cellulaire en induisant I'expression des transporteurs as-
socié au traitement des antigénes (TAP-1) et du complexe majeur d’histocompatibilité de classe |
(MCH I), deux génes nécessaires pour la fonction immunologique placentaire. VEGF-D va stimuler
la croissance des cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques. Finalement, I'isoforme PIGF
contréle la croissance et la différentiation trophoblastique. Les récepteurs des VEGF sont des ré-
cepteurs de type tyrosine kinase et on en retrouve trois, soient VEGF receptor-1 (VEGFR-1 ou Flt-
1), VEGF receptor-2 (VEGFR-2 ou Flk-1/KDR) et VEGF receptor-3 (VEGFR-3). Les VEGF peuvent
aussi se lier a des co-récepteurs, la neuropiline-1 (NRP-1) et neuropiline-2 (NRP-2). 3! les VEGFs
sont importants pour la régulation positive de I'angiogenése, en médiant I'invasion trophoblas-
tique. 33 De plus, ils assurent la survie des capillaires formés et a un effet anti-apoptotique pour

la conservation de la vascularisation placentaire. 34

VEGF-A est I'isoforme la plus abondante dans le placenta. Il stimule I'expression de protéases par
les cellules endothéliales, comme les urokinases, ou des activateurs de plasminogene. La sécré-
tion de ces protéases va permettre la destruction de la matrice extracellulaire (MEC), libérant les
cellules endothéliales enfouies dans les villosités d’ancrage pour leur migration et leur proliféra-
tion. Le VEGF-A permet la production de I'oxyde nitrique (NO) par les cellules endothéliales des

vaisseaux placentaires pour leur vasodilatation. 3 Durant le premier trimestre, le VEGF va se lier
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aux récepteurs Flt-1 et VEGFR-2. Le premier récepteur est exprimé au niveau des STBs et des
CTBs, mais aussi au niveau des cellules endothéliales, des macrophages et a certains endroits sur
les villosités. En revanche, le récepteur VEGFR-2 n’est seulement exprimé qu’au niveau des cel-
lules endothéliales. Pendant les deux derniers trimestres, I'activité du VEGF-A est observée seu-
lement dans les STBs et CTBs. La présence du Flt-1 est faible dans les TBs villeux et dans les cellules
endothéliales et le VEGFR-2 est complétement absent. Cela suggére que le récepteur VEGFR-2 est
impliqué seulement dans la vasculogenése tandis le récepteur Flt-1 serait également impliqué
ainsi que durant I'angiogenése 3> Au troisiéme trimestre de grossesse, les cotylédons foetaux et

maternels, I'amnios et les chorions expriment fortement le VEGF-A. 34

Le PIGF est I'autre membre de la famille des VEGFs le plus important pour la vascularisation pla-
centaire. Il existe deux isoformes de PIGF, soit PIGF-1 et PIGF-2. La différence entre les deux est
que la seconde forme contient une région supplémentaire avec un motif de liaison au sulfate
d’héparine de 21 aminoacides a la partie C-terminale. Les deux formes vont se lier a Flt-1, tandis
gue PIGF-2 va se lier aux co-récepteurs NRP-1 et NRP-2, mais, également, aux protéoglycanes
sulfate d’héparane (HSPG). PIGF est localisé au niveau des TBs et des cellules endothéliales au
noyau villeux. De plus, on le retrouve dans les cellules géantes multinucléées. La sécrétion de PIGF
par celles-ci pourrait enclencher la vascularisation dans la caduque basale et du placenta lors de
I'implantation. PIGF travaille de concert avec VEGF-A pour favoriser I'angiogenése. En effet, il va
se lier aux récepteurs Flt-1, augmentant ainsi la liaison du VEGF-A aux récepteurs VEGFR-2. VEGF-
A et PIGF peuvent également former un hétérodimére, donnant un mitogéne endothéliale puis-
sant. La synergie entre ces deux membres de la famille des VEGFs est trés importante. Une ano-
malie dans le géne du PIGF pourrait réduire la réponse cellulaire au VEGF-A, affectant la vascula-
risation placentaire. 3! On remarque que I’expression de VEGF-A s’accroit tout au long de la gros-

sesse, tandis que celle de PIGF croit entre 28 et 32 semaines de grossesse. 3°

1.2.2.5.2 Angiopoiétines
Les angiopoiétines sont des cytokines essentielles a la maturation des vaisseaux sanguins lors de
I’angiogenése. 33 Quatre ligands font parties de cette famille, soient angiopoiétine-1, angiopoié-
tine-2, angiopoiétine-3 et angiopoiétine-4. Ces ligands peuvent se lier a deux récepteurs Tyrosine
kinase with Immunoglobulin-like and EGF-like domains (TIE)-1 et 2. Bien qu’il y ait deux types de
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récepteurs, seulement le récepteur TIE-2 joue un rdle dans la vascularisation placentaire.?! Le
récepteur TIE-2 are est localisé dans les hémangioblastes, dans les cellules endothéliales et dans
les TBs des villosités.3% 37 La liaison des angiopoiétines au TIE-2 médient la survie des cellules en-
dothéliales ainsi que la maturation vasculaire placentaire. De plus, ce systeme joue un réle im-
portant dans l'interaction entre I’endothélium placentaire, la MEC et les tissus mésenchymateux.
31’ Ang-1 est produit majoritairement par les péricytes des vaisseaux, des cellules périvasculaires
entourant les capillaires sanguins et qui sont impliquées dans la vasoconstriction.38 Sa sécrétion
induit le remodelage et la maturation vasculaire en se liant a TIE-2. Cependant, I'’Ang-2 a plutot
un effet antagoniste en se liant au TIE-2, empéchant la liaison d’Ang-1. 3% En inhibant la phospho-
rylation du TIE-2, cela permet de déstabiliser les vaisseaux, les rendant plus sensibles aux stimulus
du VEGF-A et autres facteurs de croissance. De plus, Ang-2 facilite la formation de bourgeonne-
ment de nouveaux vaisseaux au début de I'angiogenese placentaire. Alors, on peut dire que I’Ang-
2 a un effet pro-angiogénique et a un impact trés important dans I'angiogenése placentaire. 33
Ang-1 se trouve principalement dans les STBs et CTBs durant le premier trimestre et dans les
grosses arteres en fin de grossesse. Ang-2 est aussi localisé dans les STBs et les CTBs, mais son

expression augmente en fin de grossesse dans les capillaires des villosités terminales.?®

1.3 Physiopathologie de la grossesse

Les grossesses a risques sont une source d’inquiétude importante pour la survie de la mére et de
I’enfant, autant dans les pays développés que les pays en développement. La physiopathologie
gestationnelle est affectée par plusieurs facteurs, que ce soit environnemental, génétique ou épi-
génétique. *° Ces multiples facteurs peuvent contribuer au développement de complications du-
rant ou apres la grossesse, ce qui cause le déces de milliers de femmes et d’enfants a travers le

monde chaque année.

1.3.1 Complications de grossesse

Des complications peuvent se développer en début, au milieu ou en fin de grossesse. Chacune de
ses complications peut avoir un impact sur la santé de la mere et du foetus. Elles peuvent étre

causées par une dysfonction dans le métabolisme de la femme enceinte ou au moment de la

30



placentation. Les plus répandues sont le placenta preaevia, le diabéte gestationnel et les troubles

hypertensifs.

1.3.1.1 Placenta praevia
La placentation est I'une des étapes les plus importantes pour le bon développement du foetus,
mais aussi pour la santé de la meére. Une des complications les plus dangereuses est le placenta
praevia (PP). Celle-ci est définie par l'implantation du placenta dans la partie inférieure de I'uté-
rus. De plus, en cas de PP, le placenta recouvre complétement ou en partie le col de 'utérus. Le
PP auneincidence de 0,3 30,5 %.%! Il est généralement diagnostiqué aux deux derniers trimestres
La physiopathologie de cette condition est idiopathique. Toutefois, une hypothese serait que I'im-
plantation du blastocyste se ferait dans la partie inférieure de I'utérus ou que I’ancrage du pla-
centa se ferait plus bas que la normale. 4% 43 Lorsqu’une femme est atteinte du PP, elle peut avoir
des saignements indolores durant le premier, le second ou le troisieme trimestre. Ces saigne-
ments peuvent déclencher des contractions, causant de la douleur. Etant donné que le col de
I'utérus est obstrué, un accouchement naturel est a éviter, au risque d’avoir une hémorragie lors

de la délivrance 4344

Bien que la cause du PP soit encore inconnue, plusieurs facteurs de risque pourraient expliquer
cette complication, comme I'dge, la consommation de drogues, le tabagisme ou, encore, les gros-
sesses multiples. Le facteur de risque majeur est la présence de cicatrices de césarienne. En effet,
il a été démontré que le risque de développer un PP augmente de cing fois lors d’une naissance
précédente faite par césarienne. Ce taux augmente de plus en plus lorsque la femme a subi plus
d’une naissance par césarienne. % Des complications peuvent survenir lors de I'accouchement en
cas de PP. Pour la meére, les risques sont une hémorragie ante partum, lors de I'accouchement
et/ou post-partum. En cas d’hémorragie ante partum avant 34 semaines de grossesse, une césa-
rienne d’urgence est nécessaire. Les complications foetales possibles sont I'anémie, la détresse
respiratoire, I'hémorragie intraventriculaire et parfois méme la mort. Les femmes atteintes de PP
sont suivies étroitement et subissent plusieurs échographies pour examiner le placenta et le col
de l'utérus. De plus, un repos pelvien antepartum est recommandé pour diminuer les chances

d’avoir des contractions. 4% 47
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1.3.1.2 Diabéte gestationnel
Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), le diabete gestationnel (DG) est défini comme
« un trouble de la tolérance glucidique conduisant a une hyperglycémie de sévérité variable, dé-
butant ou diagnostiqué. Pour la premiére fois pendant la grossesse, quelle que soit le traitement
nécessaire et I'évolution dans le post-partum. ».*8 |l touche 3 4 20% des femmes enceintes.*® Il ne
faut pas le confondre avec le diabéte pré-gestationnel, qui est présent avant la grossesse. Le dia-
béte peut toutefois étre latent, c’est-a-dire qu’il est révélé durant la grossesse et se poursuit apres
I’accouchement. Toutefois, le DG peut se dissiper en aprés I'accouchement, en post-partum. >°
Toutefois, dans 20 a 50% des cas, le DG ne disparait pas apres I'accouchement, et les patientes
développent du diabéte de type 2.°! Lorsque la glycémie est élevée durant la grossesse, il y a un
risque d'effets indésirables. Elle peut mener a des malformations au niveau du feetus ou affecter
sa croissance. De plus, il y a un risque de macrosomie et de complications métaboliques a la nais-
sance. Il est donc important de controler le taux d'insuline et la glycémie pendant la grossesse,

pour ne pas mettre en danger la vie de la mére et de I'enfant. >2

Durant la grossesse, la femme va subir des changements métaboliques et hormonaux pour favo-
riser la mise en réserve de glycogéne et de lipide qui seront nécessaires a la croissance du foetus.
En temps normal, I'cestrogene sécrété va contribuer a 'augmentation de la sécrétion de I'insuline.
Celle-ci est une hormone qui est sécrétée par cellules B pancréatiques et elle régule le taux de
sucre dans le sang.>® Au second trimestre, la progestérone et le cortisol sécrétés par le placenta
induisent une insulinorésistance maternelle modérée. Cela permet d’augmenter la quantité de
glucose sanguin, augmentant la disponibilité des substrats énergétiques pour la croissance fce-
tale. Alors, pour compenser ce manque, la sécrétion d'insuline va augmenter grandement durant
le dernier trimestre. > >° Toutefois, si les cellules B du pancréas n'arrivent plus a sécréter l'insu-
line, il y aura I'apparition d’une hyperglycémie et on parle donc de DG. Lorsque cette hyperglycé-
mie augmente, il y a le développement d’une hyperglycémie foetale, qui va apparaitre aussi, ce

qui risque d'entrainer une macrosomie, une hypoxie circulaire ou un retard de croissance. >°

Il existe plusieurs facteurs de risques qui expliqueraient pourquoi certaines femmes développent
du DG. Les principaux facteurs sont I'indice de masse corporelle (IMC) supérieur ou égal a 25

kg/m? avant la grossesse, I’age supérieur ou égal 35 ans, un antécédent de DG et des antécédents
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de diabéte de type 2. Lorsqu’un de ses criteres est répondu, un dépistage de la glycémie a jeun
est réalisé dés le premier trimestre de grossesse. °° Si la femme enceinte développe un DG, elle
peut développer des complications maternelles, tels que I’hypertension, un accouchement pré-
maturé ou une rupture prématuré des membranes avant I'accouchement. De plus, elle risque de

développer le diabéte de type 2 aprés la délivrance.>®

1.3.1.3 Les troubles d’hypertension pendant la grossesse
Les troubles d’hypertension pendant la grossesse (THG) sont parmi des complications les plus
fréquentes durant la grossesse et peut se développer de novo. lls affectent environ 10% des gros-

sesses.”’

La prévalence de I'"hypertension augmente a chaque année et peut se développer en hyperten-
sion chronique qui affecte environ 5% des grossesses.>’ La prévalence de I’hypertension varie
selon le pays. En Amérique latine et dans les pays caribéens, le taux de mortalité maternelle peut
atteindre 26%, tandis que dans les pays d’Asie ou d’Afrique, ce taux peut atteindre a 35%. Géné-
ralement, les pays en développement ont un taux de mortalité maternelle plus élevé que les pays
plus développés, mais ce n'est pas le cas pour les THG. En effet, ce taux peut atteindre 16% dans
des pays comme les Etats-Unis, ce qui est plus élevé que la moyenne mondiale. Les facteurs de
risque de THG sont les antécédents d’hypertension, I'obésité, le diabéte et I'dge maternel. > Glo-
balement, les personnes atteintes d’hypertension ont une dysfonction dans la paroi de leurs vais-
seaux, au niveau des composantes sanguines ou par rapport au flux sanguin. *® Les THG sont di-
visés en quatre catégories : I'"hypertension chronique, I'hypertension gestationnelle, la préé-

clampsie/éclampsie et I’hypertension chronique superposée a la prééclampsie. >°

L’hypertension chronique (HTC) est définie par la présence d’hypertension avant la grossesse,
avant 20 semaines d’age gestationnel ou 12 semaines apres I'accouchement. L’hypertension est
caractérisée par une pression artérielle systolique (PAS) 2130 mmHg et une pression artérielle
diastolique (PAD) 280 mmHg. On parle d’hypertension légere lorsque la PAS est entre 140 et 159
mmHg et la PAD est entre 90 et 109 mmHg. Dans le cas d’une hypertension sévere, la PAS est

>160 mmHg et la PAD est 2110 mmHg. L'obésité et I’age maternel augmentent les risques de
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développer 'HTC durant la grossesse. |l peut étre difficile de distinguer 'HTC a cause des change-
ments physiologiques du corps de la femme pour la vascularisation placentaire. En effet, a 16
semaines de grossesse, le tonus vasculaire des artéres maternelles est diminué, ce qui conduit a
la réduction de la résistance vasculaire périphérique et a la baisse de la pression sanguine pour
I"augmentation du flux sanguin. Des lectures en-dessous du seuil de diagnostique d’hypertension
peuvent masquer le diagnostic de I'HTC. *° Souvent, I'HTC est confondu avec I’hypertension ges-

tationnelle. Cependant, ce sont deux cas de THG différents.

L’hypertension gestationnelle (HG) est caractérisée par une PAS d’au moins 140 mmHg et d’une
PAD d’au moins 90 mmHg a deux occasions, entre 4h et 6h d’intervalles, a partir de 20 semaines
de grossesse. ® Si I’hypertension se maintient trois mois aprés I’accouchement, cela devient une
HC. Le risque de développer I'HG peut aller jusqu’a 17% chez les femmes qui n’ont jamais eu
d’enfant précédemment et jusqu’a 4% chez les femmes qui ont déja accouché auparavant. Si I’hy-
pertension devient sévere, c’est-a-dire une PAS au-dessus de 160 mmHg et une PAD au-dessus
de 110 mmHg, cela peut déclencher un autre THG, la prééclampsie (PE). >° Celle-ci est une condi-
tion qui peut mettre la vie de la mére et de I'enfant en danger lors de I'accouchement. Le méca-

nisme d’action étant toujours inconnu a ce jour, il n’existe pas de traitement pour ce THG.

Chapitre 2 — La prééclampsie

La prééclampsie (PE) est un THG et une des causes majeures de morbidité et de mortalité périna-
tales et maternelles.®! Elle est caractérisée par HG sévére (>140/90 mmHg) a partir de la 20€ se-
maine de grossesse et par une protéinurie, perte de protéines dans 'urine. Lors d’une grossesse
normale, il y a une invasion trophoblastique dans les AS, augmentant ainsi le flux sanguin pour
les échanges materno-foetaux. ®* La physiopathologie de cette condition est toujours incomprise
jusqu’a ce jour. En revanche, il semblerait que la cause principale du développement de la PE soit
une dysfonction dans I'invasion trophoblastique des AS lors de la placentation. On retrouve deux
sous-types de la PE. Le premier est la PE précoce, ou de type placentaire, qui représente environ
20% des cas et survient avant la 34 semaine de grossesse. Elle est liée a |a restriction de crois-

sance foetale, a une ischémie placentaire et a un stress oxydatif. Le deuxieme type, la PE tardive
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ou de sous-type maternel, représente la majorité des cas (80%) et survient aprés la 34° semaine
de grossesse. Les femmes développant ce type de PE ont une prédisposition de développer des
maladies cardiovasculaires et métaboliques et/ou une inflammation chronique systémique pla-
centaire superposée a un débalancement du systéme sanguin. Le mécanisme physiopathologique
de la PE est toujours incompris. Toutefois, il est clair que ce THG est causé par une dysfonction de
I'invasion trophoblastique des AS.%? Lorsque la PE n’est pas traitée, elle peut causer plusieurs
complications de grossesses. Les cas les plus séveres sont I'éclampsie et le syndrome HELLP. La
premiére est caractérisée par le début de convulsions, une forte agitation et/ou une perte de
conscience chez la mere. L'éclampsie peut survenir durant, tout de suite aprés ou jusqu’a six se-
maines apres I'accouchement. Si elle n’est pas traitée le plus t6t possible, la mére risque de dé-
velopper le syndrome HELLP (Hemolysis, Elevated Liver enzymes and Low Platelets)®% %4, condition
caractérisée par une hémolyse, une élévation des enzymes hépatiques et un taux faible des pla-
quettes. Les patientes atteintes de ce syndrome peuvent présenter des douleurs épigastriques et
des douleurs aigués abdominale et avoir des symptdmes qui y sont associés, tels que des nausées,
des vomissements et de la fatigue. De plus, il y a un risque d’une rupture hépatique qui peut
mettre en danger la mére et le foetus.®% %6 Si ce syndrome n’est pas traité a temps chez la patiente,
celle-ci peut développer une éclampsie. Il existe plusieurs méthodes de prévention pour diminuer
les risques de développer la PE ou pour tenter de la contréler. En revanche, il n’existe toujours
pas de thérapies capables d’améliorer la vascularisation placentaire. Ce travail de maitrise vise
justement a tenter de trouver une cible thérapeutique pour contrer le dysfonctionnement tro-

phoblastique et améliorer I'angiogenése placentaire.

2.1 Epidémiologie

La PE est une condition assez complexe qui peut entrainer des complications maternelles et fce-
tales résultant au décés. D’aprés les données de I'OMS, en 2019, 'incidence des THG variaient
entre 4 a 25% et 2 a 8% des grossesses sont touchées par la PE, dépendamment du pays en ques-
tion. Les THG sont une des trois causes principales de la morbidité et de la mortalité maternelles.®’
Dans les pays développés, les THG représentent jusqu’a 16% des décés maternels, tandis que
dans les pays en développement, le taux est plus élevé. Au Canada, en 2010-2011, le taux de THG

était de 46,3 pour 1000 accouchements.®® Les mortalités maternelles des femmes atteintes de PE
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sont principalement causées par I'éclampsie plutét de la PE. Au cours des derniéres décennies,
cette mortalité a grandement diminué dans les pays développés. Au Canada, le taux était de 1,5
pour 1000 accouchements en 2004-2005, mais il a diminué en 2010-2011 a 0,5 pour 1000 accou-
chements.?® Dans les pays en développement, le taux de mortalité causée par I’éclampsie tout de
méme élevée.®® La PE est responsable de 15 a 20% des naissances prématurées globalement et
la PE cause un quart des déces a la naissance et néonatals dans les pays en développement.”®
Outre la différence économique entre les pays, d’autres facteurs peuvent expliquer I'incidence

de la PE, autant les pays développés que dans les pays en développement.2.2 Physiopathologie

Au niveau de 'utérus, on retrouve deux arteres utérines de chaque coté. Ces artéres sont liées
avec les arteres ovariennes. Celles-ci sont des branches directes de I'aorte abdominale et elles
acheminent le sang dans l'utérus. Lorsque les artéres utérines atteignent le myométre, couche
lisse de I'utérus, elles vont se ramifier pour devenir des artéres arquées, qui vont irriguer les pa-
rois antérieure et postérieure de I'utérus. 7! Par la suite, les artéres arquées vont se ramifier pour
devenir des artéeres radiales, puis des artéres basales. Ces dernieres alimentent la partie basale
de I'endomeétre pour sa régénération apres les menstruations. Finalement, les artéres basales
vont se prolonger jusqu’a la surface de 'endometre pour devenir les artéres importantes pour la
circulation materno-feetale : les artéres spiralées (AS). 72 Les AS vont irriguer le sang dans I’endo-
metre, la caduque basale et le placenta. Avant et durant la période de menstruation, ces artéres
sont moins visibles. La sécrétion de 'cestrogene lors de la période proliférative, soit la période
entre les menstruations et I'ovulation, vont induire I'augmentation de la taille et du nombre de
vaisseaux, augmentant, par le fait méme, le flux sanguin. ’* Durant la grossesse, les AS vont former
un réseau capillaire sous-épithélial dans la zone basale de '’endométre et elles vont irriguer I'es-
pace intervilleux du placenta et ainsi maintenir la perfusion de I'échange materno-feetal. Le débit

sanguin augmentera, passant de 45 mL/min a 750 mL/min pour assurer la croissance feetale. 73

Le remodelage des AS correspond au changement de leur anatomie pour assurer le bon fonction-
nement de la grossesse et des échanges materno-foetaux. Au premier trimestre de grossesse, les
CTEV vont migrer au niveau des villosités choriales. Par la suite, ils vont entrer dans la caduque

basale afin d’envahir les AS pour former un bouchon trophoblastique extravilleux. 7* Celui-ci ser-
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vira de barriere pour contréler I'entrée du sang maternel dans les chambres intervilleux et il per-
met le maintien d’une hypoxie physiologique pour la placentation, favorisant la prolifération des
CTBs. Les AS sont originalement sous forme spiralée, ce qui augmente la résistance vasculaire
utérine. A partir de la 9¢ semaine, il y a un remodelage des AS qui se fait en cinq étapes. Premie-
rement, il y a une vacuolisation, c’est-a-dire I'apparition de vacuoles, au niveau des cellules mus-
culaires lisses (CML), causant un gonflement de ces cellules. Par la suite, des CTEV interstitiels,
TBs libres, vont induire une désorganisation des cellules musculaires lisses en les remplacant par
une couche de fibrinoide, diminuant I'élasticité artérielle. Les cellules endothéliales de la paroi
vasculaire sont remplacées par les CTEV endovasculaires, TBs adoptant un phénotype et elles
vont envabhir les AS, en exprimant des facteurs angiogéniques et leurs récepteurs : VEGF-A, VEGF-
C, PIGF, VEGFR-1 et VEGFR-3. Elles vont par la suite s’incorporer dans la paroi vasculaire (pseudo-
vasculogenése). 7° La perte des CML par I’envahissement par les CTEV endovasculaires va aug-

menter |I’élasticité des vaisseaux, favorisant la vasodilatation et diminue la résistance vasculaire.

73;76
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Figure 3. — Représentation de la vascularisation utérine dans différentes conditions®*> Image modi-
fiée et copiée du livre Pathology of the Human Placenta (2012), page 194. A Gauche : Vas-
cularisation utérine chez une femme non enceinte dans un contexte hors grossesse vs apres
I’'accouchement ; A droite : Vascularisation utérine chez une femme enceinte durant une

grossesse normale vs durant une PE sévere.

La PE est causée par l'incapacité des TBs a adopter un phénotype endothélial pour remplacer les
CML, causant un remodelage artériel incomplet. Ainsi, le diametre des AS devient inadéquat pour
I’échange materno-faetal, entrainant une mauvaise perfusion et une ischémie placentaire. ”7 La
physiopathologie de la PE correspond a la placentation anormale et le dysfonctionnement tro-
phoblastique et par la surexpression des facteurs anti-angiogéniques. Une vasculopathie déci-

duale, Iésion causée par des complications liées a I'insuffisance placentaire, est caractérisée par
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un endothélium cedémateux et une hypertrophie vasculaire placentaire, ainsi que par la présence

de CML. Ces observations indiquent I'absence de I'invasion trophoblastique. 78

Par la suite, I'ischémie physiologique peut avoir un impact sur le remodelage des AS. En effet,
comme mentionné plus haut, un bouchon trophoblastique est formé dans les AS avant la 10¢
semaine de grossesse. Cela permet de former un milieu ischémique, essentiel pour la proliféra-
tion trophoblastique. Les TBs prolifératifs vont exprimer des marqueurs hypoxiques, soit le fac-
teur HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor 1 alpha), pour changer leur phénotype prolifératif en phé-
notype invasifs. HIF-1a est un facteur de transcription pour les génes oxygéno-dépendent qui
encodent pour I'angiogenése et le métabolisme cellulaire. Il est composé de deux sous-unités
dimérique, a et B, la premiere s’activant dans des conditions d’hypoxie, tandis que I'autre s’active
de facon constitutive. De plus, I'expression de HIF-1a lors d’une grossesse normale va générer un
environnement hypoxique, favorisant le recrutement des facteurs pro-angiogénique pour favori-
ser 'angiogenése. 7° Dans une situation de PE, il y a un dysfonctionnement de cette voie de si-
gnalisation, causant la surexpression de HIF-1a et la libération des especes réactives oxygénées
ROS (reactive oxygen species). Celles-ci vont inhiber la voie de signalisation Wnt/B-caténine, voie
qui favorise I'invasion trophoblastique. Un autre inconvénient de I'ischémie placentaire est le
stress oxydatif du réticulum endoplasmique. Cette lésion va induire la transcription des facteurs
de transcription pro-apoptotiques via la kinase transmembranaire PERK (Protein Kinase RNA-like
Endoplasmic Reticulum Kinase). De plus, une transcription en aval de PERK avec les facteurs de
transcription ATF (Activating Transcription Factor)4 et ATF6 va réguler négativement la transcrip-

tion du facteur pro-angiogénique PIGF. &

L'ischémie placentaire peut causer un débalancement dans le systeme inflammatoire. Les cyto-
kines anti-inflammatoires, telles que I'interleukine (IL)-10 et 4 (IL-4) vont réguler la réponse im-
munitaire durant la grossesse. 8! Physiologiquement, I'IL-10 va stimuler la différenciation des cel-
lules T naives en cellules T régulatrices (Tregs) et inhiber la sécrétion des cytokines inflammatoires
liées au stress oxydatif, tout en favorisant la relaxation vasculaire.®? IL-4 va stimuler la production
d’anticorps des immunoglobulines E et G1 et, tout comme IL-10, inhiber les cytokines pro-inflam-
matoires. 8 Dans une situation pathologique, les cytokines pro-inflammatoires les plus com-

munes sont le facteur TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha), I'lL-6 et I'lL-17. Elles sont sécrétées
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par les cellules T helper (Th) 1 et 17 et leur sécrétion engendre des réponses inflammatoires et
cytotoxiques. Cependant, durant la PE, seules TNF-a et IL-6 sont normalement sécrétées. L'aug-
mentation de leur sécrétion dans la circulation et dans les TBs placentaire cause I'inhibition des
cytokines anti-inflammatoires et entraine un débalancement du systeme inflammatoire, compli-
quant la grossesse. %82 TNF-a est impliqué dans la pathologie de plusieurs maladies inflamma-
toires et il est impliqué dans la régulation des génes essentiels a la différenciation et a la fonction
cellulaire. Durant la grossesse, TNF-a est impliqué dans la régulation de la synthése des hor-
mones, la placentation et le développement feetal. Or, durant la PE, son expression est augmen-
tée. Durant la grossesse, il est important de maintenir un équilibre entre le systeme immunitaire
maternel et le systeme inflammatoire placentaire pour le bon développement de la grossesse.
L’homéostasie entre les cytokines pro-inflammatoires sécrétées par Th1 (ex : TNF-1a) et les cyto-
kines anti-inflammatoire sécrétées par Th2 (ex : IL-10) permet d’avoir une implantation embryon-
naire réussie. Les Thl vont stimuler la formation de vaisseaux sanguins pour I'implantation. Ce-
pendant, une forte expression des Th1l peut déclencher une réponse immunitaire affectant le

cycle cellulaire, augmentant les chance d’une fausse couche. 8

Le systéeme immunitaire est un autre élément important pour une grossesse réussie. Les CTEV
expriment I'antigéne leucocytaire humain de type C, HLA-C (Human Leukocyte Antigen-C), ce qui
déclenche des réponses immunitaires des cellules tueuses déciduales NK (Natural Killer cells) et
des cellules T, soient les Tregs et les cellules T effectrices. Les premieres servent de cellules de
mémoire pour I'immunité adaptative de la grossesse. 73 Les secondes sont nécessaires pour la
tolérance immunitaire materno-foetale pour assurer la placentation. Autrement dit, elles régulent
les autres cellules immunitaires, les changements vasculaires par les cellules NK et favorisent un
environnement anti-inflammatoire pour éviter le rejet de I'embryon par le systeme immunitaire
de la mére. & Les cellules T effectrices ont une fonction pro-inflammatoire. Lorsque le taux de
cellules T effectrices est plus élevé que celui des Tregs, cela déclenche une inflammation qui af-
fecte la placentation.®® De plus, 'adaptation vasculaire maternelle est perturbée et le risque de
complications durant la grossesse augmente. Pour un remodelage adéquat, il faut une interaction
réussie entre les HLA-C foetaux et les récepteurs de type immunoglobuline (KIR) des cellules NK.

De plus, s’il y a une incompatibilité des HLA-C entre la mere et le foetus, la fonction des Tregs peut
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étre altérée, causant des troubles de reproduction, un échec d’'implantation, une fausse couche,

une mauvaise perfusion placentaire ou la PE. 73

Ainsi, le diameétre des AS devient inadéquat pour I'échange materno-feetal, entrainant une isché-
mie placentaire. Physiologiquement, dans un état hypoxique, les TBs vont sécréter le marqueur
hypoxique HIF-1a, qui va causer I'augmentation de I’expression de ’ARNm du TGF-f . Cela permet
le déclenchement de I'angiogenése pour réduire I'hypoxie placentaire. Or, lorsque I'état hy-
poxique est maintenu, I'expression de TGF-B continue d’augmenter et engendre un effet anti-
angiogénique en inhibant de la différenciation trophoblastique.?” Ce facteur de croissance va in-
hiber la différenciation trophoblastique. De plus, il induit la production de I'’endogline/CD105
(Eng). C’est un co-récepteur du TGF-B1 qui n’a aucun lien direct avec la signalisation du facteur
de croissance, mais il médie les réponses de signalisation, c’est-a-dire dans la signalisation TGF-
B-indépendant. C’est un co-récepteur homodimérique, composé d’un domaine C-terminal, d’un
domaine extracellulaire Arginine-Glycine-Aspartate (RGD) et d’'un domaine transmembranaire
hydrophobe. Il est principalement exprimé au niveau des cellules endothéliales. Eng ne peut lier
ses ligands s’il n’est pas sous sa forme hétérodimérique avec le récepteur TBRII (Transforming
Growth Factor beta Receptor 2). 88 # || peut étre retrouvé sous sa forme soluble (sEng) qui est
exprimé par les CTBs invasifs. Cette forme compétitionne pour le TGF-B libre, empéchant sa liai-
son aux récepteurs transmembranaires pour |'activation de sa fonction. Ainsi, la production du
NO, essentiel pour la vasodilatation vasculaire et 'action anti-inflammatoire sont inhibées. °° Des
études cliniques ont remarqué une hausse du taux de sEng en cas de protéinurie, mais il n’y a
présentement aucune étude qui permet d’expliquer cette corrélation positive.3% 9% 92 Un autre
marqueur observé durant la PE est le taux de du récepteur VEGFR-1/Flt-1 soluble (sFlt-1). Rappe-
lons qu’il s’agit d’un récepteur du VEGF et du PIGF, qui, lorsque lié a son ligand, induit une réaction
angiogénique. Dans sa forme transmembranaire, Flt-1 est composé de sept domaines de type
immunoglobuline, un domaine tyrosine kinase cytoplasmique et membranaire. Or, dans sa forme
soluble, il ne contient pas les domaines cytoplasmique et membranaire. sFlt-1 compétitionne
pour le VEGF et PIGF libre, inhibant leur fonction angiogénique, nécessaire pour la placentation.

Son augmentation sérique cause une dysfonction placentaire, ce qui est associée a |I’"hypertension
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et a une protéinurie lors d’'une PE. Lorsque sFlt-1 et sEng sont en libre circulation, une exacerba-
tion peut survenir et les femmes développe la forme de PE la plus sévere, pouvant développer le

syndrome de HELLP. °

2.2 Facteurs de risque

La PE est une condition qui affecte grandement les grossesses. Cependant, des facteurs cliniques
peuvent jouer un grand role. Ces différents facteurs de risque peuvent mener a de graves com-
plications. Ces facteurs peuvent étre attribué a des causes génétiques, biologiques ou environne-

mentales.

Les points suivants vont décrire les différents facteurs qui augmentent le risque de développer

une PE.

2.2.1 Age

L’age maternel peut avoir un impact important. En effet, lorsque la meére est rendue a un age
avancé (>35 ans) ou est a I'adolescence (<18 ans), le risque d’avoir une PE augmente exponen-
tiellement. Une grossesse a 35 ans et plus comporte un risque de développer des dysfonctionne-
ments métaboliques, dus a des maladies préexistantes, entres autres. ?* Les femmes qui sont en-
ceintes a un age avancé ont deux fois plus de chance de développer une PE durant leur grossesse,
surtout s’il ne s’agit pas de leur premiére grossesse.?® En revanche, les jeunes adolescentes, c’est-
a-dire 18 ans et moins, ont un risque d’avoir des complications liées a la PE. En effet, une adoles-
cente est toujours en période de croissance, ce qui signifie que son systeme reproducteur subit
des changements jusqu’a sa maturation. Ainsi, elle ne peut pas avoir un cycle menstruel régulier
ou son utérus n’a pas fini sa maturation, ce qui peut entrainer un dysfonctionnement de la pla-
centation, impactant le remodelage des AS.°* La PE tardive est plus courante chez les jeunes

méres qui ont moins de 20 ans. ¥

2.2.2 Ethnicité

Plusieurs études ont démontré que le risque de PE varie en fonction de I'ethnicité. La conclusion
générale est que les femmes afro-américaines d’aucune origine hispanique ont un risque deux

fois plus élevé que les femmes blanches de développer la PE. De plus, ce risque augmente jusqu’a
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3,5 fois dans le cas d’une PE précoce, comparé a une PE tardive, ou le risque est jusqu’a 2,5 fois.?
Cependant, ces études n’ont pas considéré I'incidence importante de I’hypertension artérielle
chronique chez les personnes noires. Souvent, ces femmes ne sont pas suivies étroitement, sa-
chant que la disposition de développer un trouble hypertensif est élevée. Alors, elles peuvent étre
atteinte d’hypertension chronique sans le savoir et I'avoir depuis le début de leur grossesse, ce
qui peut expliquer pourquoi le risque d’une PE précoce est élevé. Un autre élément qui explique-
rait cette prévalence est le statut socio-économique. Les personnes noires généralement un sta-
tut économique plus faible par rapport a d’autres ethnies, ce qui réduit leurs acces a des soins
médicaux appropriés, surtout dans les pays ou les services de santé ne sont pas gratuits et aux
aliments sains dont le prix peut étre trop élevé. De plus, ce groupe vit une marginalisation sociale
qui peut causer un stress chronique pouvant augmenter leur pression artérielle et augmenter les
risques de maladies cardiovasculaires.’> Outre les femmes noires, les femmes d’origine hispa-
niques et sud-asiatiques sont plus prédisposées a développer la PE durant leur grossesse compa-
rées aux femmes blanches. Toutefois, les femmes provenant de I’est de I’Asie ont un risque égal

ou légérement plus faible que les femmes caucasiennes.®®

2.2.3 Obésité

L'obésité est un syndrome métabolique qui cause plusieurs comorbidités, pouvant mettre la vie
de la personne en danger. Elle peut étre déterminé en calculant I'indice de masse corporelle
(IMC), en divisant le poids en kilogramme par le métre carré de la taille (kg/m?). Un poids idéal
correspond a un IMC entre 18,5 et 24,9, un léger surpoids entre 25 et 29,9, une obésité modérée
entre 30 et 34,8, une obésité sévére entre 35 et 39,9 et une obésité morbide au-dessus de 40.%7
Au cours des dernieres décennies, le taux d’augmentation de I'obésité a augmenté de 70% en
Amérique. Cette prévalence est plus faible dans certains pays de divers continents. L'obésité du-
rant la grossesse peut représenter un danger important pour la femme, car elle peut amener a
de l'infertilité, des fausses couches, du diabéte gestationnel, des naissances prématurées ou a la
mort du feetus.”® Une femme enceinte et obése qui posséde un IMC supérieur a 25 kg/m? a deux
fois plus de risque de PE et ce risque se triple lorsque I'lMC est au-dessus de 30 kg/m?2. Cependant,

ce risque n’est pas affecté en fonction de I'ethnicité.%®
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Chez les patients obéses, on retrouve une plus grande présence de cytokines pro-inflammatoires,
telles que le TNF-1a et I'lL-6. De plus, le taux d’adiponectine sérique est diminué et le taux de
leptine, un pro-inflammatoire, sérique est augmenté en cas d’obésité. Ces deux hormones sont
produites par les cellules adipeuses. L’adiponectine est une hormone qui est exclusivement sé-
crétée par les tissus adipeux. Elle favorise I’équilibre métabolique et elle favorise la sensibilité de
I'insuline. La leptine est une hormone produite par les tissus adipeux, ainsi que d’autres tissus
non adipeux, tel que le placenta. Elle est impliquée dans plusieurs voies de transduction et elle
peut avoir un effet pro-inflammatoire en activant la voie de signalisation de TNF-1a.%° La majorité
des personnes obéeses vont développer une résistance a l'insuline. Cette résistance cause le dé-
veloppement du diabéte de type 2 et de maladies cardiovasculaires. La résistance a I'insuline est
connue sous trois types. Le premier, type A, correspond a un dysfonctionnement des récepteurs
ainsuline, ce qui cause une résistance sévére a I'insuline.1%% 1% e second, type B, est caractérisé
par la formation d’anticorps contre les récepteurs a insuline.'%! Finalement, le type C ou post-
récepteur serait di a une altération de I'activité de la tyrosine kinase des récepteurs de I'insuline.
Toutefois, le mécanisme de cette altération est toujours inconnu.'%? Durant la grossesse, on re-
trouve une résistance de type post-récepteur. L'augmentation de la leptine sérique va induire la
sécrétion de TNF-1a. Celui-ci va affecter la voie de signalisation de I'insuline en induisant la sécré-
tion des sphingomyélinases et des céramides qui interferent dans I'autophosphorylation du ré-
cepteur de l'insuline 1. L'inflammation croissante lors d’une résistance d’insuline cause une isché-

mie placentaire et un stress oxydatif dans le placenta, augmentant le risque de PE. 193

Le stress oxydatif engendre un débalancement dans le systéme du NO. En effet, I'obésité réduit
I’effet de vasodilatation et I'expression de la synthase endothéliale de I'oxyde nitrique eNQOS (en-
dothelial NO synthase), réduisant par le fait méme la production de NO endothéliale. L’augmen-
tation de la sécrétion de leptine va induire I'activation de la NADPH oxydase, qui va stimuler la
production de I'anion superoxyde que dégrade le NO, favorisant la vasoconstriction. Ainsi, un
dysfonctionnement endothélial est induit, ce qui impacte la placentation et le remodelage adé-
quat des AS pour I'échange materno-foetal. D’un autre c6té, I'endothéline 1 (ET-1), un peptide
produite par les cellules endothéliales et un vasoconstricteur, a un taux plus élevé chez les per-

sonnes obeses. Des études ont démontré qu’il y aurait un lien entre NO et I'ET-1. En effet, elles
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ont démontré que lorsque la production de NO diminue, la synthese de I'ET-1 augmente, ce qui
favorise I'effet vasoconstricteur et hypertenseur. Bien que cette information semble intéressante,
il "empéche qu’il n’y ait pas assez de données qui prouvent que le taux d’ET-1 soit plus élevé

chez les femmes enceintes obéses atteintes de PE.?®

2.2.4 Conditions pré-existantes
Outre I'obésité, I’age avancé et I’ethnicité, un autre facteur de risque important a considérer est
I’historique médical de la patiente. Certaines conditions préexistantes peuvent augmenter les
risques de développer des THG, voire la PE. En ayant connaissance du dossier médical complet de
la patiente, sa prise en charge pour prévenir une complication sera plus rapide et efficace. Les
femmes qui avaient une HC avant la grossesse ont jusqu’a cing fois plus de chances de PE, parti-
culierement s’il n’est pas controlé avec des antihypertenseurs. Une HC non contrélée risque de
créer un stress métabolique et vasculaire important. Ceci augmente les chances de développer

d’autres maladies cardiovasculaires durant ou aprés la grossesse. 3 %

Le diabéte est une autre condition qui peut causer la PE. Comme mentionné plus haut, I'obésité
peut entrainer une résistance a l'insuline, qui est souvent caractérisée de diabete de type 2. Le
diabéte de type 1 est une maladie auto-immune. Les patientes qui ont un diabéte de type 1 ont
15 a 20% de risque de PE, alors que celles qui sont atteintes du type 2 ont entre 10 a 14% de
chance. 1% Lorsque ces types de diabétes ne sont pas traités adéquatement, il y a un risque d’avoir
des complications micro et macrovasculaires, endommageant les reins. De plus, cette condition
peut altérer le systéme inflammatoire, oxydatif et le fonctionnement endothélial. *3 Le DG est

également un facteur de risque indépendant a la PE. 194

La parité peut étre un enjeu important. Lors d’une premiére grossesse, le systéeme immunitaire
maternel n’est pas encore adapté a la venue d’'un embryon. Ainsi, une réaction allo-immune ma-
ternelle peut avoir lieu. Celle-ci, connue aussi sous le nom d’allo-immunisation maternelle, est
une réaction en réponse de la présente de I'antigene D sur les globules rouges du foetus. Lorsque
la mére est d’'un groupe Rhésus (Rh) négatif a un enfant avec un homme Rh+, il y a 50% de chance

gue I'enfant soit Rh+. Ainsi, les globules rouges du foetus possédent un antigene D. Le systeme
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immunitaire maternel va produire des anticorps pour contrer les antigenes D. Ces anticorps peu-
vent facilement traverser le placenta et vont attaquer les globules rouges foetaux, déclenchant le
systéeme inflammatoire par I'activation des macrophages. Cette attaque va causer une hémolyse
et une anémie qui risque de mettre la vie du foetus en danger. La réponse allo-immune est forte-
ment active durant la premiére grossesse, augmentant les risques de PE. Une femme multipare,
c’est-a-dire qui a déja eu un accouchement précédemment, a un effet protecteur face a cette
réponse. Cependant, elle I'est seulement si elle a un enfant avec le méme pére.'% Dans le méme
sens, les grossesses multiples représentent un risque de PE. Les femmes qui portent plusieurs
enfants ont risque significativement plus élevés de développer la PE, comparativement aux
femmes qui ont une grossesse simple. De plus, le risque augmente avec le nombre de foetus. En

revanche, il n’y a aucune association avec la chorionicité et la zygosité.

2.3 Traitement

En observant la prévalence grandissante de la PE au cours des dernieres décennies, les efforts
pour trouver un traitement se sont multipliés. Or, jusqu’a maintenant, il n’existe toujours pas de
traitement qui soit assez efficace pour ne pas mettre la vie de la mere ainsi que du feetus en
danger. Donc, des traitements ont été mises en place pour aider la prise en charge ou la préven-
tion de la PE. Parmi ces préventions, on en retrouve de type pharmacologique et non pharmaco-

logique.

Une des méthodes pharmaceutiques les plus utilisées est I'administration d’aspirine. En effet,
c’est le seul médicament pour lequel plusieurs études démontrent les bienfaits chez les patientes
atteintes de PE séveére. L'aspirine est un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS). Lors d’une ré-
ponse inflammatoire, des prostaglandines (PG) sont formées par la conversion de |’acide arachi-
donique, un acide gras entreposé dans les cellules, par la cyclooxygénase (COX). Les PG jouent un
role clé dans la réponse inflammatoire. Elles sont impliquées dans I’homéostasie de I'inflamma-
tion dans plusieurs systéemes physiologiques et elles agissent comme médiateurs pro- et anti-in-
flammatoire. Leurs actions peuvent étre autocrine ou paracrine et peuvent avoir des effets posi-
tifs ou négatifs.1% La fonction des PG dépend de leur liaison au récepteur COX. En effet, on en

retrouve deux isoformes, soient COX-1 et COX-2. Lorsque les PG se lient a la premiere, elles auront
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une fonction homéostasique. Autrement dit, elles vont médier la sécrétion des molécules pla-
quettaires via la thromboxane A; (TAX2), un vasoconstricteur, contréler le débit sanguin rénal et
créer un effet protecteur de I’estomac via la prostaglandines E; (PGE;). COX-1 est majoritairement
présente dans les tissus. En revanche, une conversion faite par la COX-2 aura un impact sur des
fonctions physiologiques, telles que la prolifération et la survie cellulaire, I'angiogeneése et I'apop-
tose. COX-2 est principalement associé a I'inflammation et sa synthese est stimulée par les cyto-
kines inflammatoires. 197 198 Durant une grossesse normale, il y a un équilibre entre TAX2 et la
prostaglandine |, (PGl;) endothéliale, un vasodilatateur, pour le maintien d’un flux sanguin ma-
terno-foetal adéquat. Or, en cas de PE, il y a une dysfonction des cellules endothéliales, causant
une peroxydation des lipides. Cela va permettre I'activation de I’enzyme COX, favorisant la pro-
duction de TAX2 via COX-1 et son effet vasoconstricteur. L’aspirine a faible dose va inhiber COX-
1 pour induire un effet antiplaquettaire. Le blocage de I'activité enzymatique de COX-1 inhibera
la production de TAX2 et favorisera la production de PGl,, pour un effet vasodilatateur.'% C’est
pour cette raison que I'on prescrit de faible dose pour les femmes atteintes de PE, soit entre 75
et 150 mg par jour, de la 12¢ semaine de grossesse jusqu’a I"accouchement.!0 En revanche, une
grande quantité d’aspirine risque d’inhiber les deux enzymes, soient COX-1 et COX-2, affectant le
systeme inflammatoire. De plus, I'aspirine peut traverser la barriere placentaire et affecter le foe-

tus 111

Un autre traitement pharmaceutique est I'administration d’anti-hypertenseurs. Ceux-ci controé-
lent la pression artérielle pour les femmes avec un risque de PE ou celles atteintes avec un cas
sévére. Cependant, le type de médication donné va dépendre de la sévérité de I'’hypertension.
Un des antihypertenseurs que I'on donne est le Methyldopa. Cette substance va agir au niveau
des récepteurs a-adrénergiques en émettant un faux neurotransmetteur, a-méthylnorépiné-
phrine, diminuant I'action de la norépinephrine. Des études ont démontré que ce médicament
donnait de bons résultats sur I’hypertension artérielle durant la grossesse, en plus d’étre sécuri-
taire pour le foetus. Toutefois, le désavantage avec la Methyldopa est qu’il a un effet modéré avec
un début de réaction lent (3h a 6h). Donc, cela prendra trop de temps avant que I’hypertension
soit controlée. Un autre médicament utilisé est le Labetalol. Celui-ci agit en bloquant les récep-

teurs a et B adrénergiques. Contrairement au Methyldopa, son début de réaction est plus rapide
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(2h). De plus, cette substance n’affecte pas le flux sanguin materno-feetal. Cependant, le Labetalol
peut causer une toxicité au niveau hépatique maternel et peut causer des symptomes similaires
au syndrome HELLP.'*? La Nifedipine est un bloqueur des canaux calciques. Il a souvent été utilisé
pour traiter I’'hypertension durant la grossesse. La Nifedipine a un mécanisme d’action trés rapide,
mais des comprimés a libération prolongée.'’® C’est cette derniére que I'on administre aux pa-
tientes. Lorsque ce médicament est administré avec la version a action rapide, il y a un risque que
la pression artérielle de la patiente chute drastiquement, ce qui va réduire la perfusion placen-
taire. Pour éviter cette complication, on donne de faibles doses de Nifedipine (30-90 mg) a action
lente aux patientes.'!? En dernier lieu, un autre traitement pour I’hypertension est I'utilisation de
I’'Hydralazine. Il s’agit d’'un vasodilatateur artériel qui peut étre administré par voie intraveineuse
ou orale. Bien que ce médicament soit administré dans les cas d’hypertension associée a la PE, il

donne des effets secondaires tels que I'cedéme des membres inférieurs et une tachycardie.'*?

2.4 Modeles animaux

Comme mentionné plutét, plusieurs méthodes thérapeutiques et de prévention ont été tentés
afin de controler ou éviter la PE. Cependant, aucune de ces méthodes ne permettent d’expliquer
la cause exacte de la PE. Ainsi, des modeles animaux ont été générés au courant des dernieres
années afin de pouvoir mieux comprendre la physiopathologie de la PE. Les modéles les plus uti-
lisés sont les modéles murins, particulierement la souris et le rat. En revanche, les changements
génétiques induits vont générer certains aspects de la PE. Autrement dit, certains modeles vont
permettre de comprendre le dysfonctionnement trophoblastique, tandis que d’autres vont plutot
permettre d’étudier le probleme de perfusion placentaire. Ces divers champs de recherche vont

permettre d’avoir une compréhension plus large des divers mécanismes pathologiques de la PE.

2.4.1 Modeles murins
Les modeles murins principalement utilisés pour étudier la PE sont la souris et le rat. En revanche,
il est a noter que la physiologie de grossesse des souris differe de celle de I’humain. En effet, un
mauvais remodelage des AS chez la souris n’aura aucun impact sur la placentation ou sur la pres-
sion artérielle. Une autre différence est I'invasion trophoblastique. Chez I’humain, celle-ci débute

tot dans la grossesse. A huit semaines de gestation, les TBs ont envahi la partie interne de la

48



caduque basale. Chez le murin, les artéres ne sont pas complétement envahies par les TBs et cette
invasion ne se rend pas jusqu’au myometre. 114 Malgré ces différences, le modéle murin reste le
modele de choix pour étudier les maladies humaines. Il est possible de reproduire une simulation
de ces maladies en modifiant génétiquement I’'animal ou par croisement répétées. Ces modifica-
tions vont permettre de recréer un aspect d’'une maladie humain. C’est le cas dans les nombreux
modeles de PE, dans lesquels des changements génétiques ont été faits pour reproduire les alté-
rations physiologiques causées par la PE. 11> D’autres modéles ne subissent aucun changement
génétique, mais des substances sont injectées dans leur circulation ou subissent des chirurgies

pour altérer le systéme voulu.

Tout d’abord, on retrouve des modeéles pour la dysfonction trophoblastique. Bien que la PE soit
causée par une dysfonction de l'invasion trophoblastique, le mécanisme d’action derriére cette
dysfonction reste encore incompris. Un modele de rat par croisement répétées utilisés pour
I’étude de la dysfonction trophoblastique est le stroke-prone spontaneously hypertensive rats
(SHRSP). Celui-ci va développer une hypertension chronique sévere avant la grossesse. De plus,
ils vont subir une altération de I'invasion trophoblastique et un changement dans la structure des
vaisseaux materno-foetaux. 1> Le modele similaire chez la souris est le BPH/5 (Blood pressure high
subline 5). Celui-ci est un modeéle de la PE précoce. Avant la grossesse, la souris développe une
hypertension et une obésité légeres superposées. En début de grossesse, elles vont avoir un dys-
fonctionnement placentaire, qui impactera la circulation materno-foetale. De plus, le systeme in-
flammatoire est grandement activé au niveau du site d’implantation, donnant une portée infé-

rieure et un poids de souriceaux plus bas que la moyenne. 11> 116

Une des caractéristiques principales de la PE est I'ischémie placentaire. Le modéle le plus utilisée
pour I'étude de ce mécanisme physiopathologique est le rat RUPP (Reduced uterine perfusion
pressure). |l ne s’agit pas d’un modéle obtenu génétiquement, mais chirurgicalement. Cette pro-
cédure chirurgicale se fait chez des rats Sprague-Dawley, un rat albinos, au jour de gestation (JG)
14. Pour ce faire, une occlusion vasculaire est obtenue en plagant des clips sur des aortes ou des
artéres cibles. Cette occlusion réduit la perfusion utérine d’environ 40%. Lorsque le clip est placé
autour de 'aorte au-dessus de la bifurcation iliaque ainsi qu’au niveau des arcades bilatérales

utérines des ovaires, on parle d’'un modele RUPP conventionnel. Les rats vont développer des
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dysfonctions angiogéniques, placentaires et endothéliales. Leur taux de sFlt-1 est élevé tandis que
les taux de VEGF et PIGF sont faibles durant la grossesse. '*> Dans le cas d’'un nouveau modeéle
RUPP, les clips sont placés autour des branches des artéres et des veines utérines de I'arcade
vasculaire des vaisseaux ovariens ou utérins.!!’ Ce modeéle présente des changements dans I'ex-
pression des génes placentaires. Finalement, la modéle RUPP sélectif est obtenu en placant des
clips directement sur les artéres utérins et ovariens.'*® Ce modeéle va développer de I'hyperten-
sion et perdre des foetus durant la grossesse. Toutefois, contrairement aux deux premiers mo-
deles, il ne démontre pas de protéinurie, une restriction de croissance fcetale ou une dysfonction
vasculaire. 1*° Bien que le rat RUPP démontre plusieurs similarités avec les femmes prééclamp-
tiques, on y retrouve des désavantages. Ce modéle ne permet de comprendre la pathophysiologie
de la PE avant la chirurgie, autrement dit, en début de grossesse. Ensuite, I'insertion de clips au-
tour des vaisseaux utérins et ovariens causent non seulement une occlusion au niveau de ceux-
ci, mais peut entraver la circulation sanguine des autres organes. Finalement, I'essai de thérapie

pour améliorer la circulation sanguin placentaire ne sera pas efficace dans ce modéle. 11>
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Figure 4. — Représentation du modeéle RUPP?>. Image modifiée et copiée de I'article de revue de
Sakowicz et al. (2022) ; A. Utérus de la rate sans modification; B. Modele conventionnel :
clips placés autour de I'artére utérine et sur les arcades bilatérales des arteres ovariennes ;
C. Nouveau modele : clips placés sur les branches des arteres et veines utérines de I'arcade
vasculaire des vaisseaux ovariens ou utérins ; D. Modeéle sélectif : clips placés sur les arteres

utérins et ovariens.

La dysfonction endothéliale est une autre caractéristique de la PE. Physiologique, la sécrétion de
NO par les cellules endothéliales va causer une vasodilatation. Cette substance est produite lors-
que eNOS métabolise la L-arginine. L'inhibition de la production de NO va non seulement empé-
cher la vasodilatation des vaisseaux, mais des études ont démontré que l'inhibition de NO chez
des modeles animaux cause une hypertension avant et durant la grossesse, une protéinurie vers
la fin et une hypoxie placentaire. Ainsi, un modele animal a été créé en injectant un inhibiteur
compétitif de I'’enzyme NO synthase endothéliale (eNOS), soit I'ester méthylique de nitro-L-argi-
nine (L-NAME). Cette substance est injectée dans I'animal entre les de JG 9 et 11, autrement dit,
en début de grossesse. L-NAME peut étre injecté soit dans les souris C57BI/6 ou les rats Sprague-
Dawley. Son effet est présent des le JG 13 avec une hypertension élevée. Celle-ci est présente
jusqu’au JG 16 et elle est accompagnée d’une protéinurie et d’'une dysfonction glomérulaire. De
plus, le poids a la naissance des feetus et le poids du placenta sont significativement plus petit
gue la normale. Bien que ce modele présente des signes cliniques de la PE semblables que chez
la femme, il ”"'empéche que ce n’est pas un modele de choix pour I'étude la physiopathologie de
la PE. La raison pour cela est que le dysfonctionnement de la synthése de NO dans la PE semble
se produire localement dans les AS et non dans le placenta, et les mécanismes de production et

de dégradation dans ce tissu n'étant pas encore bien connus.!>

Finalement, le systeme rénine-angiotensine-aldostérone (RAAS) a beaucoup été étudié pour com-
prendre la physiopathologie de la PE. Qu’est-ce que le RAAS ? |l s’agit d’'un systéme de régulation

de la pression artérielle, des fluides et de 'homéostasie des électrolytes. Pour ce faire, le foie va
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sécréter la substance précurseur, soit I’angiotensinogéne (AGT). Par la suite, les reins vont sécré-
ter la rénine afin de cliver I’AGT en angiotensine (Ang)-1. Celui-ci sera ensuite converti en Ang2
via 'enzyme de conversion de 'angiotensine (ECA). 12° L’Ang2 est par la suite convertie en Angl-
7 al’aide de ECA2. L’Angl-7 peut étre obtenu aussi par la conversion de Angl en Ang1-9 via ECA2.
Ensuite, Angl1-9 est converti en Angl-7 par ECA. 12! RAAS a deux voies de signalisation : la voie
classique et la voie alternative. Les substrats d’angiotensine vont se lier a trois récepteurs couplés
a la protéine G : AT1-R, AT2-R et MAS1. Dans la voie classique, AT1-R est principalement localisé
au niveau des reins, des muscles vasculaires lisses, des poumons et du foie. L'Ang2 va s’y lier pour
favoriser la vasoconstriction, la fibrose et I'inflammation. En revanche. Dans la voie alternative,
Angl-7 va se lier au récepteur MAS1. Celui-ci se retrouve principalement sur I'endothélium des
vaisseaux sanguins. La liaison de I’Ang1-7 a MASI1 va favoriser la baisse de la pression artérielle
en stimulant la sécrétion de NO, comme dans la voie classique, pour la vasodilatation. De plus,
cette voie va stimuler la production des PG anti-inflammatoires et réguler le transport sodique.??
Le modele animal utilisé dans le cadre de ce mémoire a été fourni par Dre Julie Lavoie, chercheuse
au centre de recherche du centre hospitalier de I’'Université de Montréal (CR-CHUM). Ses col-
legues et elle ont développé ce modele il y a une dizaine d’années. Il s’agit d’'une souris de PE
obtenu par I'accouplement d’une souris femelle surexprimant I'angiotensinogene humaine (A+)
et une souris male surexprimant la rénine humaine (R+). La progéniture qui en résulte a la suite
de cet accouplement peuvent étre de quatre génotypes différents : A-R-, A+R-, A-R+ et A+R+. Ce
dernier est le modéle qui va développer une PE superposée a une hypertension chronique durant
la grossesse. Cela est causé par le relachement de la rénine par le placenta dans la circulation
sanguine de la mére, déclenchant des symptomes de PE. De plus, la souris A+R+ développe une
HC (= 50 mmHg) avant la grossesse et une concentration élevé sérique d’Ang2, créant une dys-
fonction endothéliale. Des études ont démontré des résultats cliniques similaires a la PE chez
I’humain, tels que la baisse de PIGF, 'augmentation de I'expression ARNm du sFlt-1 dans le pla-
centa, une pression artérielle moyenne plus élevée que la normale et une protéinurie sévere du-

rant la grossesse. 123124
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2.4.2 Autres modeles

Bien que les modeles murins soient les plus utilisés pour I'étude de la PE, d’autres modeles non
conventionnels sont disponibles. Des études ont été effectuées chez le singe, particulierement
chez le singe vert d’Afrique. Celui-ci est connu pour développer de I'hypertension durant I’age
adulte. Trés peu d’études ont été effectués en utilisant ce modele. Toutefois, Weaver et al. ont
démontré que quelques-uns de ce modele développent une hypertension et ont une restriction
de croissance foetale durant la grossesse, des caractéristiques similaires a la PE.*?°> D’autres études
ont été réalisées chez le singe rhésus. Les résultats ont démontré que lorsque la pression de per-
fusion placentaire est réduite, la pression artérielle augmente chez les primates enceintes. En
revanche, une autre équipe de recherche ont trouvé qu’l y a une invasion profonde des TBs durant
la grossesse, ce qui correspond a l'inverse de ce qu’il a été prouvé chez I’humaine chez laquelle
on retrouve une invasion peu profonde des TBs, limitant la dilatation des AS. Chez le babouin
olive, la réduction du débit aortique a permis d’augmenter la pression artérielle. Certaines fe-
melles ont développé une protéinurie et un retard de croissance feetale. |l est possible de réduire
le flux sanguin utérin en en placant des clips sur les artéres utérines, comme chez le modele RUPP
pour augmenter la pression artérielle.1?® L’utilisation des primates pour I'étude de la PE est trés
intéressante, puisque I’"humain et le singe ont une trés grande similarité. Cependant, les inconvé-
nients sont la longue période de gestation, les naissances simples et les dépenses tres colteuses

pour maintenir un environnement adéquat pour ces primates.!*
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Chapitre 3 — La thrombospondine-1

3.1 Origine et fonctions

La thrombospondine-1 (THBS1) est une glycoprotéine comprenant trois chaines de hydrate de
carbone, pesant environ 450 kDa. Elle a été isolée dans les granules a des plaquettes sanguines
humaines en 1990. C'est le premier facteur endogene inhibiteur de I'angiogenése qui a été dé-
couverte.'?”: 128 |a THBS1 inhibe I'adhésion, la migration, la motilité et la survie des cellules en-
dothéliales. Elle peut induire I'apoptose s’il y a un nombre limité de facteurs pro-apoptotiques.'?°
La THBS1 fait partie du groupe A de la famille des thrombospondines qui est composées de cinqg
membres. Le groupe A représente les thrombospondines qui ont des sous-unités trimériques. Le
role principal de la THBS1 est la régulation de la matrice extracellulaire. De plus, la THBS1 dirige
la formation des complexes multiprotéiques qui vont déterminer le phénotype cellulaire.*3° C’est
une protéine endogéne inhibitrice de I'angiogeneése. Ainsi, elle inhibe la migration des cellules
endothéliales ainsi que la néovascularisation. Les effets de la THBS1 sur la croissance tumorale
sont bien décrits. Elle est une cible thérapeutique potentielle pour inhiber cette croissance
puisqu’il s’agit d’'une protéine endogéne anti-angiogénique. En plus d’inhiber I'angiogenése, la
THBS1 inhibe aussi I'activité du VEGF qui est un facteur important pour la migration cellulaire
endothéliale. Elle va se lier avec le VEGF ce qui causera sa clairance dans la matrice extracellulaire.

De plus, elle induit I'apoptose des cellules endothéliales et supprime la signalisation du NO. %7,

3.2 Structure

La THBS1 possede plusieurs domaines qui vont se lier a différents récepteurs. Parmi ceux-ci, on
retrouve le récepteur LRP1 (low-density receptor-related protein) qui va lier la THBS1 via une
liaison glycosaminoglycane-dépendante. La THBS1 posséde trois domaines de répétition TSRs qui

peuvent inhiber le signal de transduction du VEGF. De plus, ces domaines vont diminuer la phos-



phorylation du récepteur VEGFR2 qui joue un réle important dans la perméabilité du VEGF a tra-
vers les membranes cellulaires. Cette phosphorylation peut étre aussi diminuée par la THBS1 s'il

y a une association entre les récepteurs CD36 et I'intégrine B1%?7

Le premier domaine est le N-terminal qui a comme fonction de contribuer au désassemblage de
I’adhésion focale ainsi qu’a I’endocytose ou la clairance de la THBS1. Ce domaine interagit seule-
ment avec les protéines qui se trouvent au niveau de la matrice extracellulaire ainsi que celles qui
sont en surface cellulaire. On y retrouve des sites de liaisons pour la calréticuline (CAL), LRP1, les

intégrines et I'héparine entre autres.3?

Le deuxiéeme domaine est procollagénique, une séquence répétée, aussi connu sous le nom du
domaine facteur von Willebrand de type C. Il est impliqué dans I’activité anti-angiogénique mais
son mécanisme est encore inconnu. Par la suite, on retrouve deux autres séquences répétées TSR
1 et 2 (Thrombospondin type 1 repeats). Le premier est aussi impliqué dans I'activité anti-angio-
génique de la THBS1, mais elle permet I'activation du TGF- qui est latent. Le récepteur principal
associé a ce domaine est le CD36. La deuxieme séquence est composée de trois modules EGF
(Epidermal Growth Factor) qui vont activer indirectement le récepteur EGFR. Cela sera utile a
I’adhésion cellulaire. L’avant dernier domaine, TSR3, a comme fonction de lier le calcium. Finale-
ment, le domaine C-terminal va interagir avec le récepteur CD47 qui est un récepteur extréme-
ment important pour I'activité anti-angiogénique de la THBS1. De plus, le CD47 joue un role dans

la vascularisation du tissu musculaire lisse, mais aussi dans la modulation des cellules T. 13!

3.3 Mécanismes dans les cellules endothéliales

La THBS1 peut se lier a plusieurs récepteurs via ses domaines pour ses diverses fonctions. Elle va
se lier aux récepteurs CD36, CD47, LRP1 (LDL receptor-related protein 1) et aux intégrines. Les
récepteurs CD36, CD47 et LRP1 sont ceux qui sont importants pour I'action anti-angiogénique de
la THBS1. Premiérement, lorsqu’elle se lie a CD36, cela permet I'inhibition de la migration et la
prolifération des cellules endothéliales. Le CD36 est une glycoprotéine transmembranaire pla-
guettaire d’environ 88 kDa, qui fait partie de la famille des récepteurs scavenger de classe B. Il est
le récepteur de la THBS1, THBS2 et le collagéne. 13% 133 CD36 est impliqué dans les mécanismes

d’inflammation, des lipides, de I'immunité et d’angiogenése. CD36 est exprimé dans plusieurs
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cellules mammiféres, telles que les cellules endothéliales, les microglies, les macrophages, les
plaguettes et les adipocytes 3% 134, Ce récepteur est composé d’'un domaine extracellulaire, de
deux domaines transmembranaires et de courtes chaines cytoplasmiques. 13> CD36 va induire
I’apoptose des cellules endothéliales en se liant au domaine TSR1 de la THBS1. Cette liaison va
recruter Fyn, un proto-oncogéene tyrosine kinase, ce qui déclenchera I’activation de la cascade des
MAPK via p38. Cela va activer la production des protéases caspase 3-like, précisément la caspase
3 et causer la mort cellulaire des cellules endothéliales. 27 136 par ailleurs, le complexe THBS1-
CD36 peut s’associer au récepteur VEGFR2 pour former un complexe en recrutant la phosphatase
SHP1. Chul et al. ont démontré que SHP1 va déphosphoryler VEGFR2, inhibant la phosphorylation
de ce récepteur par sa liaison au VEGF. Ainsi, la voie pro-angiogénique est inhibée et son effet

anti-angiogénique domine. 37

LRP1, ou CD91, est un récepteur d’environ 600 kDa faisant partie de la famille des récepteurs LDL.
138 Cette famille de récepteur sont des récepteurs endocytaires, autrement dit, ils régulent la
concentration des ligands extracellulaires en internalisant les ligands dans des vésicules intracel-
lulaires recouverts de clathrine. 13° LRP1 s’exprime particuliérement dans les hépatocytes, les
neurones et dans les syncytiotrophoblastes du placenta. 14° LRP1 est composé de deux chaines
matures formés par des endoprotéases furin-like a partir d’'un compartiment du trans-Golgi. La
chaine extracellulaire a pése 515 kDa et comporte quatre clusters de séquences répétées com-
plement-like (CCRs) qui servent de sites de liaisons. Les CCRs sont séparés par une séquence ré-
pétée EGF. La chaine transmembranaire B pese 85 kDa et elle est reliée de facon non covalente a
sa chaine homologue. #!. LRP1 contient une protéine chaperonne RAP (receptor-associated pro-
tein), d’environ 39 kDa 2. Lorsque LRP1 se lie a la THBS1 via le domaine N-terminale, il induit le
désassemblage de I'adhésion focale. Pour ce faire, la liaison THBS1-LRP1 va se recruter laCAL
pour former un complexe, ce qui active une cascade de signalisation des MAPK. Ainsi, cela cause
la phosphorylation de Src et FAK et active PI3K et ERK. Cela induit désassemblage de I'adhésion
focale cellulaire. Lorsque LRP1 n’est pas relié a la CAL, il va se lier a la THBS1 via le domaine N-
terminal également, mais cela va déclencher I'endocytose dans la cellule endothéliale a I'aide des
HSPG3, Cette internalisation crée la dégradation de la THBS1 et élimine ainsi ses fonctions. LRP1

peut aussi induire la clairance du VEGF. En effet, le complexe THBS1-LRP1 vont capturer le VEGF
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et déclencher l'internalisation du complexe, causant la clairance du VEGF. '3° De plus, LRP1 peut
causer l'internalisation du récepteur de VEGF, VEGFR2. Lorsque celui-ci se lie au VEGF, LRP1 va se
lier au récepteur, causant I'internalisation du complexe nouvellement formé dans la cellule. Cette
internalisation peut étre inhibée en utilisant un antagoniste de RAP pour compétitionner pour la

liaison au LRP1. 144

CD47, connu aussi sous le nom de IAP (integrin-associated protein) est une protéine associée a
une intégrine d’environ 50 kDa #° || fait partie de la superfamille des immunoglobulines qui pos-
séde un domaine N-terminal extracellulaire 1gV. 146 Il contient un domaine extracellulaire globu-
laire, cing domaines transmembranaires et un domaine cytoplasmique a épissage variable. CD47
va se lier a la THBS1 via son domaine C-terminal. Cette liaison va moduler la production de NO,
causant une vasoconstriction des vaisseaux. #7148 premiérement, la production de NO sera ré-
gulée par l'inhibition de la signalisation du VEGF. Physiologiquement, dans les cellules endothé-
liales, CD47 va se lier au VEGFR2. Lorsque CD47 se lie a la THBS1 dans les cellules endothéliales,
il va s’associer au récepteur VEGFR2, ce qui va déclencher son autophosphorylation par le recru-
tement de la phospholipase Cy (PLCy), de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) et la kinase Src.
Cela permet d’activer eNOS pour la production de NO, molécule essentielle pour la perméabilité
vasculaire.'*® Cependant, la liaison de CD47 a la THBS1 augmente les ROS. Ce complexe va inhiber
la production de la guanylate cyclase soluble (sGC), médiée par le NO endogene et exogene, qui
produit la guanosine monophosphate cyclique (cGMP). De plus, le complexe va inhiber la produc-
tion de la cGMP kinase | (cGK-1), obtenu par la conversion du cGMP. Ainsi, la perméabilité vascu-
laire est perdue et cela impacte I'angiogenéese. Une augmentation d’entrée de calcium dans la

cellule endothéliale augmente aussi I’expression d’eNOS.*0
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Figure 5. — Schéma des mécanismes d’action anti-angiogénique de la THBS1. Les fleches rouges re-

présentent les effets anti-angiogéniques et les fleches noires représentent les effets pro-

angiogéniques

Finalement, la THBS1 va se lier aussi aux intégrines. Celles-ci sont des glycoprotéines de surface
cellulaire et elles sont impliquées dans les interactions entre les cellules et la MEC ainsi que dans
I’adhésion cellule-cellule. Elles possédent des hétérodiméres de sous-unités a et f. Chacune de
ces sous-unités contiennent une protéine transmembranaire de multidomaines extracellulaires,
un domaine transmembranaire a passage unique et une queue cytoplasmique courte.?>% 132 L3
THBS1 va se lier aux intégrines avB3, a4B1, a5B1 et a3B1 sur différents types de cellules.?>3 Elle

va interagir principalement avec avp3 via la séquence RGD du domaine TSR3 par une réduction
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partielle des ponts disulfures.!3® Certaines intégrines auront différentes fonctions lorsqu’elles se

lient a la THBS1, pro ou anti-angiogénique, dépendamment du domaine sur lequel elles se lieront.

3.4 Role de la THBS1 dans différentes maladies

La THBS1 est une molécule que I'on retrouve dans les plaguettes sanguines. Malgré son effet anti-
angiogénique, la THBS1 présent dans les plaquettes peut conférer un réle protecteur dans cer-
taines maladies cardiovasculaires (MCV). La THBS1 peut aussi inhiber la formation de throm-
bus.’> Le facteur VWF est une glycoprotéine sécrétée par les cellules endothéliales. Son réle est
important dans 'adhésion plaquettaire et dans la formation de thrombus. 1>> Ce facteur circule
dans le sang sous forme de multiméres, composés d’homodimeéres liés par des ponts disulfures.
Ces multimeres peuvent étre clivés, mécanisme connu sous le nom de cisaillement de monomeére,
par la métalloprotéinase ADAMTS13 (a disintegrin-like and metalloproteinase 13) par hydrolyse
ou par la THBS1 en clivant les ponts disulfures. Lorsque le taux de cisaillement augmente, I'agré-
gation plaquettaire augmente aussi et le thrombus devient de plus en plus gros, augmentant les
risques d’un blocage artériel. La THBS1 peut cliver les ponts disulfures des monomeres, réduisant

la taille de ce thrombus.® Donc, la THBS1 aurait un effet protecteur sur la thrombose vasculaire.

L’expression de THBS1 dans les cellules endothéliales est largement régulée positivement par la
thrombine via I’activation du récepteur 1 activé par les protéases (PAR-1) dans ces cellules.*®” Ceci
est important car il a été démontré que les taux de thrombine dans le sang ainsi que I'expression

de PAR-1 dans le placenta sont augmentés dans la PE.1>% 15°

Par ailleurs, la THBS1 peut aussi avoir des effets dévastateurs comme dans le cancer. Elle est un
des facteurs employés par les cellules cancéreuses pour leur croissance cellulaire. L’adhésion de
ces cellules est médiée par la liaison de la THBS1 a différentes intégrines, dépendamment du type
de cancer. De plus, la THBS1 semble aussi jouer un réle dans la circulation des métastases. La
sécrétion de THBS1 par les cellules cancéreuses leur permet d’échapper au systéme immunitaire
de I'h6te afin d’éviter leur destruction. Le récepteur CD47 est présent sur la surface les cellules
immunitaires, soit les macrophages, les cellules (NK) et les cellules T CD8* et la THBS1 va s’y lier.
Cette interaction va inhiber la réponse immunitaire. De plus, le récepteur CD47 présent sur les

cellules cancéreuses va interagir avec SIRPa sur les macrophages pour induire une signalisation «

59



Ne me mangez pas », empéchant la destruction phagocytaire des cellules cancéreuses.®® Par la
suite, elle va diminuer I'adhésion des cellules cancéreuses en augmentant I'activateur de I'uroki-
nases du plasminogéne (uPA) circulant et le récepteur de I'uPA (UPAR) au niveau de leur surface
cellulaire. La liaison de I'uPa avec son récepteur va permettre la production de plasmine a partir
de plasminogéne. La production de plasmine va activer des protéases, MMP particuliéerement, et
causer la dégradation de la MEC. Cette dégradation va engendrer de I'inflammation, causant I'in-
filtration des leucocytes dans les cellules tumorales et favoriser la circulation des métastases.5?
De plus, la production de plasmine va causer |'activation des facteurs de croissance latent. Ceux-
ci auront une action paracrine sur les cellules tumorales, stimulant leur croissance cellulaire et
leur invasion.'®? Une des approches thérapeutiques en développement et encore testée pour le
traitement de certaines tumeurs est 'utilisation d’un inhibiteur de la THBS1. Cette inhibition peut

se faire via la voie du TGF-p.
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Chapitre 4 — Transforming growth factor-beta

4.1 Origine et fonctions

La superfamille des (TGF-B) est un groupe de régulateur, composée de plus de 30 membres. On
retrouve, entre autres, les TGF-B, les activines, les inhibines, les bone morphogenetic proteins
(BMP), les growth and differentiation factors (GDF) et les glial-derived neurotrophic factors
(GDNF).%®3 La cytokine TGF-B a été découverte pour la premiére fois dans des fibroblastes de foie
de rat dans les années 80 1¢*. Les TGF-B chez les mammiféres sont sécrétés par les fibroblastes et
les cellules épithéliales et trois isoformes ont été découvert : TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3. Il s’agit
d’une cytokine dite pléiotrope, autrement dit, elle a plusieurs fonctions.®® Initialement, il a été
découvert que la fonction principale de ce facteur de croissance était d’induire la croissance des
fibroblastes et la production de collagéne.'®* Quelques années plus tard, des études supplémen-
taires ont permis de déterminer que le TGF-B avait d’autres fonctions. Il posséde des effets anti-
inflammatoires et immunosuppresseurs. En effet, il est impliqué dans la différenciation des cel-
lules Treg par la présence de I'lL-2. En revanche, si la présence d’ll-6 est prédominante, la diffé-
renciation cellulaire devient de type inflammatoire. De plus, TGF-B a un effet chimiotactique en
recrutant les monocytes au site de Iésion.%® Cette cytokine est connue pour jouer un réle impor-
tant dans la fibrose en activant le programme fibrotique. Physiologiquement, TGF-p va contribuer
au renouvellement et a ’homéostasie des tissus. Toutefois, dans des conditions pathologiques, il
va réguler 'inflammation et la cicatrisation et induire le dépét de la MEC.'®” Finalement, TGF-B
est un régulateur important pour la croissance tumorale. En effet, au début de la formation de la
tumeur, TGF-B va avoir une fonction apoptotique et suppresseur de tumeur, ce qui inhibe I'in-
flammation excessive pour le développement d’une tolérance tumorale. Pendant la progression
du cancer, TGF-B va induire I'exclusion des lymphocytes T, la transition épithéliale-mésenchyma-

teuse (TEM), la migration, 'invasion et la progression des cellules cancéreuses.'®’



4.2 Isoformes et Structures

Comme mentionné plus t6t, trois isoformes de la cytokine TGF-B ont été découverts. Ces trois
isoformes ont un poids moléculaire de 25 kDa Le premier, TGF-B1, est la forme la plus abondante
et majoritairement sécrétée chez les mammiféres. Il est localisé principalement dans les carti-
lages, 'endochondrale et dans la partie intermembranaire des os et de la peau. 1. Par la suite,
TGF-B2 a été découvert dans des cellules glioblastome humain. Cet isoforme peut inhiber la crois-
sance dépendante de l'interleukine-2 des lymphocytes T. TGF-B 2 est exprimé par les astrocytes
ainsi que les neurones dans le systéme nerveux embryonnaire. Finalement, le troisieme isoforme,
TGF-B3, a été isolé a partir d’une lignée de cellules d’'un rhabdomyosarcome. Ce dernier isoforme
semblerait avoir un effet anti-cicatrisant, contrairement aux deux premiers, mais sa fonction ainsi

que son mécanisme restent toujours incompris.®°

TGF-B 1 a 3 sont initialement synthétisés sous forme de monomeére, le pré-pro-TGF-B, c’est-a-
dire, ils contiennent une séquence de peptide signal N-terminal, une région appelée le latency-
associated peptide (LAP) et une séquence C-terminal qui représente la forme active.'® Les trois
isoformes sont trés homologues avec une identité de séquence pour les régions actives de 71 a
79%. Cependant, les régions LAP différent avec une identité de 36 4 51%.17° ’enzyme disulfure
isomérase (PDI) va créer une liaison entre deux monomeres pour former le pro-TGF- composé
de deux séquences LAP et deux séquences C-terminal. Par la suite, une autre enzyme, la furine,
causant une protéolyse. Celle-ci méne a la création d’un petit complexe latent de TGF-f qui est
maintenu par des liaisons non covalents. Ce nouveau complexe va maintenir le TGF-f sous une
forme inactive, 'empéchant de se lier a ses récepteurs.1®3 La section LAP du petit complexe latent
va se lier de maniére covalente a une grande protéine latente de liaison pour former un grand
complexe latent. Celui-ci est important pour la fonction du TGF-B1. Seuls les TGF-B1 et 3 contient
la séquence de reconnaissance d’intégrine RGD, leur permettant de se lier a certaines intégrines.
Le nouveau grand complexe va interagir avec des composants de la MEC pour s’y lier via les inté-
grines. Cette liaison permettra la libération du TGF-B mature, qui est possible par I'effet et la
présence de molécules, telles que des métalloprotéinases matricielles, les plasmines, les ROS ou

la THBS1.17?
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4.3 Mécanismes d’action

Lorsque le TGF-B est activé par la libération de sa séquence LAP, il va se lier au complexe récepteur
du TGF-B pour déclencher sa signalisation. C'est un complexe récepteur hétérotétramere com-
posé de deux sous-unités de type I, TBRI, et deux de type Il TBRII. Ces sous-unités sont des glyco-
protéines transmembranaires qui contiennent un domaine N-terminal extracellulaire qui va se
lier au ligand, une section transmembranaire et un domaine C-terminal intracellulaire qui a une
activité sérine-thréonine protéine kinase.'®3 Dans un premier temps, TGF- B va se rapprocher des
sous-unités TPRII, ce qui va causer leur autophosphorylation. Par la suite, il y a la phosphorylation
des résidus sérines/thréonine du domaine GS, qui contient une séquence riche en glycérine et
sérine, de la sous-unité TRRI, déclenchant I'activité kinase de celui-ci. 2 Dans le cas du TGF-B2,
un autre récepteur est essentiel, la B-glycane ou TBRIII, pour une liaison adéquate au TRRII.170 Les
sous-unités de type Ill ne peuvent transmettre de signal d( a I'absence d’'un domaine possédant
une activité sérine/thréonine. 18 Cette sous-unité peut lier deux ligands de TGF-B via une liaison
covalente, ce qui augmente la concentration de TGF-B sur la surface cellulaire. Cette augmenta-

tion de concentration permet de maximiser les interactions entre le TGF-B et les sous-unité | et

1] 173

La phosphorylation de TRRI par TBRIl va induire la phosphorylation des protéines Smads, la voie
canonique du TGF-B. Les Smads sont des facteurs de transcription cytoplasmique latents. Ces pro-
téines sont divisées en trois groupes : les receptor-regulated Smads ou R-Smads (Smad 1, 2, 3, 5
et 8), les communs ou co-Smads (Smad 4) et les inhibiteurs ou I-Smads (Smad 6 et 7). Le récepteur
TBRI va phosphoryler les sérines des Smad 2 et Smad 3 sur leur partie C-terminale. Le complexe
Smad 2/3 va recruter le Smad4 pour former un trimére et celui-ci sera transloqué vers le noyau
pour la régulation de la transcription génique cible du TGF-B. %% Le TBRI va phosphoryler les
Smads 1, 5 et 8 pour la signalisation du BMP.74 Lorsque le complexe Smad 2/3/4 est transloqué
dans le noyau, il va former un complexe nucléaire avec d’autres facteurs de transcription et régu-

ler la transcription des génes cibles.'’3
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Une autre voie de signalisation des ligands de TGF- B peut étre activée : la voie non canonique. La
voie via TAK1 est la voie non-canonique dominante pour la fonction du TGF-B.17> Cette voie per-
met I'activation des GTPase Rho, des MAPK (Mitogen-Actived Protein Kinases), des ERK1/2 (Ex-
tracellular signal-Regulated Kinases), du JNK (c-Jun amino-terminal Kinase), de la MAPK p38, de
la PI3K et du p53.17% 177 Trois de ces voies sont importants pour la régulation cellulaire. Tout
d’abord, le TGF-B peut activer les ERK1/2. La liaison du ligand sur le complexe TBRI/TBRII va en-
trainer une phosphorylation des tyrosines des récepteurs. Cela va permettre la phosphorylation
de la protéine d’échafaudage ShcA par le TBRI et le recrutement des protéines de liaison Grb2
(Growth factor receptor binding protein 2) et Sos (Son of sevenless) pour la formation d’un com-
plexe. Celui-ci va activer la GTPase Ras pour ensuite activer Raf, MEK et finalement ERK1/2. Cette
MAPK-ci peut phosphoryler les Smads. Cette voie favorise la survie et la prolifération cellulaire et

la TEM. 178180

Ensuite, la liaison du ligand au complexe récepteur peut activer la voie PI3K par I'autoubiquityla-
tion de TRAF6 (tumor necrosis factor receptor-associated factor 6). Par la suite, TRAF6 va ubiqui-
tiner a son tour la sous-unité p85 de PI3K, conduisant a son activation et au recrutement de la
protéine kinase B AKT. L’activation de PI3K par les récepteurs de TGF-B permet aussi d’activer le
mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2), qui par la suite peut phosphosphoryler
AKT pour son activation.'’”® Cela induit I'activation de mTORC1 et la kinase S6 (S6K). Cette voie
interagit avec la voie des Smads pour la transcription génique. AKT peut réguler 'activité de
Smad3 en inhibant sa phosphorylation ou en empéchant sa dégradation. De plus, AKT peut régu-
ler 'apoptose et la TEM. Cette voie va induire 'augmentation de la synthése protéique et réguler

la motilité, la taille et I'invasion cellulaire.!®!

La voie RhoA est impliquée dans la régulation de la formation du cytosquelette dans la motilité
cellulaire. Les GTPases RhoA sont activées lors de leur phosphorylation par le complexe récep-
teur.'’? Cela permet d’activer ROCK (Rho-associated protein kinase) et induire la formation de
fibres de stress durant I'TEM. Cette voie peut aussi conduire a la dissociation des jonctions serrées
par le recrutement de Cdc42 (Cell division control protein 42 homolog) et Racl (Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1), ce qui active la signalisation de la protéine PAK (p21-activated ki-

nase).t81

64



Finalement, la derniére voie est la voie de signalisation via TAK1 (TGF-8-activated kinase 1) pour
la cascade de signalisation de JNK et p38 MAPK. Cette voie est impliquée dans la régulation de
divers processus, tels que I'inflammation, IBa différenciation cellulaire ainsi que I'apoptose. Le
complexe TBRRI/TBRII va recruter TRAF6, causant I'autoubiquitylation de celui-ci. Cela facilite la
liaison du TAK1 au complexe lors de sa polyubiquitylation a sa lysine 63. Par la suite, TAK1 va agir
en MAPK kinase kinase (MAPKKK) pour déclencher une cascade des MAPK. Autrement dit, son
activation va causer 'activation des MAPKK, MKK4 et MKK3/6, pour I'activation de JNK et p38
MAPK respectivement. La polyubiquitylation de TAK1 est possible a I'aide de ligase E3 TRAF4 pour
I’activation de la signalisation de p38 MAPK.179 181 TAK1 peut aussi activer le NF-kB (nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) via la kinase IKK (/kappaB kinase). Cette voie de
signalisation peut agir avec les Smads, en les phosphorylant, pour la régulation de I'apoptose et

de I'TEM via un contrdle de I'activité des facteurs de transcription.179-181

TGF-B est un régulateur de I'activation des cellules endothéliales via deux récepteurs de type |,
soient ALK1 et ALK5. Ce dernier est exprimé dans la quasi-totalité des tissus, mais ALK1 est ex-
primé principalement au niveau des cellules endothéliales et durant 'embryogenese. Bien que
plusieurs études ont démontré le mécanisme d’action du TGF-B dans I'angiogenése, leurs résul-
tats sont contradictoires. En effet, certaines équipes de recherche mentionnent que lorsque le
TGF-B se lie a ALKS5, cela active la voie de signalisation canonique via Smad2/3 et induit I'expres-
sion de PAI-1 (VOIR ABBREVIATION) et de la fibronectine, causant I'inhibition de la prolifération
et la migration des cellules endothéliales et la formation de tubes. A I'inverse, lorsque le TGF-B se
lie au récepteur ALK1, cela active la voie de signalisation des Smad1/5, favorisant la prolifération
et la migration cellulaire endothéliale.'8% 18 En revanche, d’autres équipes pensent que I'interac-
tion TGF-B/ALKS5 aurait plutdt un effet pro-angiogénique en promouvant la phase d’activation de
I’angiogenése et que I'interaction TGF-B/ALK1 a plutdt un effet anti-angiogénique.®* 85 Cepen-
dant, tous les écrits sont d’accord sur un aspect : il est important de maintenir un équilibre entre

ALK1 et ALK5 afin de contréler les effets du TGF-B sur I’endothélium.'8®
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4.3 Interaction avec la THBS1

Comme mentionné plus tot, le TGF-B contient une séquence LAP qui est reliée a sa partie C-ter-
minale, ce qui représente la séquence active du TGF-B. Une conformation compléete avec la sé-
guence LAP constitue la forme inactive du TGF-B. Toutefois, le TGF- peut se lier a d’autres mo-
lécules pour son activation. C’est le cas, entre autres, de la THBS1. Sur le peptide LAP se trouve
une séquence conservée leucine-serine-lysine-leucine (LSKL) qui va se liée a la séquence lysine-
arginine-phénylalanine-lysine (KRFK) du domaine TSR1 de la THBS1. L'interaction entre les deux
séqguences induit un changement de conformation du TGF-B, lui permettant de se lier a ses ré-

cepteurs.

La liaison de la THBS1 a la séquence LSKL du TGF-B est devenue une cible thérapeutique intéres-
sante. En effet, le peptide LSKL exogéne est un antagoniste compétitif qui va inhiber I'activation
du TGF-B par la THBS1 via une interaction compétitive de la séquence KRFK de la THBS1 et le LAP
du TGF-B latent. 187 Le peptide LSKL a été testé pour le traitement de diverses conditions. A la
suite d’'une hépatectomie, I'administration du peptide LSKL chez la souris va induire la progression
du cycle cellulaire, ce quiaccélere la production d’hépatocytes et permet une rapide régénération
du foie.'®8 Dans un cas de sclérodermie chez la souris, le peptide LSKL permet de réduire 'activa-
tion des MAPK ERK, réduit, par le fait méme, I'expression des protéines fibrinogénes. De plus,
I'inhibition de la THBS1 va inhiber la contraction des fibroblastes sclérotiques.'® Finalement, le
peptide LSKL a été efficace dans le traitement des cicatrices hypertrophiques. Son administration
permet de réduire considérablement I'épaississement de ces cicatrices, tout en baissant I'expres-
sion du collagene | et de I'actine alpha des muscles lisses, a-SMA (alpha smooth muscle actin). Le
LSKL activerait la voie PI3K/AKT/mTOR afin de réduire I'épaississement des cicatrices hypertro-

phiques.1®°

Concernant I'angiogenése, la majorité des études sur I'effet du LSKL sur la vascularisation se con-
centre sur les maladies tumorales. Aucune étude n’a encore été effectuée pour évaluer |'effet du

peptide LSKL sur I'angiogenése par la voie du TGF-B. Sachant que la THBS1 est un facteur anti-
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angiogénique, il serait intéressant d’évaluer I'effet de son inhibition ciblée sur la fonction d’acti-
vation du TGF-P latent, particulierement au niveau des problemes de vascularisation, telle que la

PE.

Chapitre 5 — Projet de recherche

5.1 Justification

Les mécanismes provoquant des altérations vasculaires lors d’une grossesse prééclamptique ne
sont pas encore bien compris. Bien que les mécanismes angiogéniques classiques, notamment le
VEGF et le PIGF, puissent étre dysfonctionnels et que des facteurs anti-angiogéniques tels que s-
FIt1 et sEng soient connus pour prévaloir pendant la grossesse, les origines des altérations vascu-
laires et les mécanismes soutenant les déficiences vasculaires dues aux grossesses prééclamp-
tiques sont largement inconnus et devraient étre mieux compris. De telles connaissances sont
importantes pour accélérer la découverte, le développement et les tests de nouveaux médica-
ments permettant de normaliser la vascularisation placentaire et de prévenir ou traiter le dys-
fonctionnement placentaire, qui est au coeur de la progression de la PE. Nous reconnaissons qu'il
est difficile de trouver une cible thérapeutique suffisamment slire pour la mére ainsi que pour le

foetus.

Le THBS1 est un facteur anti-angiogénique bien reconnu qui a été largement étudié dans certains
cancers et plus récemment associé a certaines maladies cardiovasculaires. Ses multiples voies
anti-angiogéniques peuvent étre liées a la physiopathologie de la prééclampsie sous de nombreux
aspects, par exemple la régulation des effets du VEGF et du VEGFR, la production de NO, la mo-
bilité et la maturation cellulaire. Ses multiples mécanismes en aval impliquant I’activation des
récepteurs CD47, CD36 et LRP1, ainsi que I'activation directe du TGF-B sont essentiels pour géné-
rer les effets anti-angiogéniques de la THBS1 dans différents types de cellules et dans différentes
conditions de stress. On ne sait toujours pas si la THBS1 peut étre un mécanisme régulant I'angio-
genése dans le placenta, et plus spécifiguement activé au cours de la PE. De telles connaissances

pourraient aider a l'identification de thérapies spécifiques ciblant des domaines et composants
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clés liées a la THBS1 dans une condition de PE, en tant qu'un outil ciblé pour améliorer la vascu-

larisation placentaire, avec un bénéfice étendu pour les circulations maternelles et foetales.

L'identification d’un inhibiteur ciblée de I'activation du TGF-f par la THBS1, LSKL, est également
une justification pour poursuivre davantage d’études sur ce peptide et ses mécanismes, ainsi que
sur I'effet potentiel qu’il peut avoir sur la fibrose et vascularisation placentaire. Il est important
de dire que le LSKL n’a jamais été testé pendant la grossesse et en cas de PE, et que ses méca-

nismes moléculaires ne sont pas encore complétement connus sur le systéme cardiovasculaire.

Donc, ce mémoire décrira des études visant a combler ces lacunes, a étudier un nouveau méca-
nisme anti-angiogénique potentiel dans la PE et a tester les effets d'une nouvelle petite molécule,

le LSKL, sur cet effet et cette condition spécifique.

5.2 Hypothese et objectifs

L'hypothese de I'étude est que I'expression de la THBS1 est régulée positivement dans les pla-
centas des grossesses prééclamptiques et que le traitement par LSKL peut améliorer I'angioge-

nese et la vascularisation placentaire dans cette condition.

L'objectif principal est de décrire I'expression de la THBS1 dans les placentas d'un modeéle murin
de grossesse prééclamptique et de tester les effets du LSKL in vivo sur la vascularisation placen-
taire et in vitro, sur la capacité angiogénique des cellules endothéliales placentaires humaines.

Plus spécifiquement, cette étude visait a :

1) Décrire I'expression de la THBS1 et ses récepteurs principaux dans un modele de grossesse
prééclamptique chez la souris.

2) Evaluer les effets du LSKL exogéne in vivo sur la vascularisation placentaire chez la souris
développant une PE spontanée.

3) Evaluer les effets du LSKL in vitro sur la capacité angiogénique des cellules endothéliales

placentaires humaines qui sont exposées a des conditions de stress similaires a la PE.
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Chapitre 6 — Matériels et méthodes

6.1 Modele animal

Des souris femelles transgéniques (total 22 souris avec 8-10 semaines d’age) surexprimant la ré-
nine humaine (souche Ren9) et I'angiotensinogéne humaine (souche 204/1) sont fournies par le
laboratoire du Dre Julie Lavoie (Centre de Recherche du CHUM, Montréal, Canada). Les souris
sont accouplées avec des males C57BL/6 (souche 27, Charles River, Canada) en fin de journée.
Une sonde est insérée dans le vagin de la souris au jour de gestation (JG) 0,5 afin de vérifier la
présence d’un bouchon vaginale, signe d’un accouplement réussi. Les souris enceintes sont pe-
sées aux JG 10,5, JG 14,5 et JG 18,5 pour le suivi de leur grossesse. Le peptide LSKL et son peptide
controle SLLK (280 uM) sont injectés sous cutané dans la zone dorsale au JG 14,5 chez les souris
de PEs et contréle (n=4-7/groupe). Au JG 18,5, I'isoflurane (4 :1% d’oxygéne) est utilisé comme
anesthésie et les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale. Les placentas et les foetus
sont collectés et pesés. Une partie des placentas collectés par portées a été congelée par |'azote
liquide et I'autre partie est fixée dans du formaldéhyde. Les queues des feetus sont collectées
pour le génotypage de la progéniture. Les coeurs foetaux ont été collectés a I'aide d'un stéréomi-
croscope et regroupés par portée. Les tubes contenant les coeurs foetaux ont été conservés dans
de I'azote liquide pendant le prélevement de tissus. Tous les échantillons congelés ont été con-

servés au congélateur a -80°C jusqu'a leur utilisation.

Toutes les procédures expérimentales ont été approuvées par le Comité d'Ethique en Expérimen-
tation Animale du CIUSSS du Nord-de-I'lle-de-Montréal (#BERMO1 et #BERMO03) et ont suivi les

lignes directrices du Conseil canadien de protection des animaux.

6.2 Préparation des échantillons pour le Western blot

Les coeurs foetaux et les placentas collectés sont découpés sur de la glace seche et mis dans un
cocktail d’inhibiteurs de protéase (Sigma-Aldrich, P2714) et de tampon de lyse Ripa (ThermoFis-

her, 89901). Les tissus sont broyés par sonication. Par la suite, le lysat est mélangé et centrifugé



a 13 000 RPM dans une température environnante de 4°C. Le surnageant est collecté et la solu-
tion-meére est conservée a -80°C. La quantification des protéines est réalisée en utilisant des con-
centrations de BSA (Bovine serum albumin) entre 0 et 2 000 pug/mL pour la courbe de standardi-
sation sur microplaque. Des triplicatas de chaque échantillon ont été chargés dans la micro-
plaque. La quantification des protéines a été effectuée par la méthode de Lowry en utilisant le kit
de dosage protéique (Bio-Rad, 5000116). La concentration est déterminée a une longueur d’onde
de 750 nm et a une température de 25°C, a I'aide de I'appareil Enspire (PerkinElmer). Finalement,
les concentrations des solution-meres de chaque échantillon sont calculées pour obtenir une con-

centration finale de 5 pug/uL pour un volume final de 200 pL.

6.3 Western blot

Les échantillons et le marqueur du poids moléculaire (1610373, Bio-Rad) sont chargés sur un gel
SDS-PAGE variant de 8% a 15%, dépendamment du poids moléculaire de la protéine recherchée.
Apreés le transfert, les membranes de nitrocellulose sont bloquées par un tampon de blocage de
BSA (1% BSA, TBS 1X, 0,2% Tween) pour les protéines phosphorylées ou un tampon prét a étre
utilisé (927-70001, Licor). Par la suite, les membranes sont incubées durant la nuit a 4°C ou a
température ambiante pendant 15 minutes avec l'anticorps primaire de dilution de CD36
(1:1000, Abcam), CD47 (1:1000, Abcam) TGF-B1 (1:1000, ab215715, Abcam), de TGF-B2
(1 :1000, ab36495, Abcam), de p-Smad2 (1 :1000, 18338S, Cell Signaling), de p-TAK1 (1 :1000,
93395, Cell Signaling), de p-p38 (1 :1000, 92118, Cell Signaling), de p38 (1 :1000, 9212, Cell Signa-
ling), de ERK (1 :1000, 91025, Cell Signaling) ou de p-ERK (1 :1000, 9101S, Cell Sginaling). Finale-
ment, la membrane est incubée avec un anticorps secondaire conjugué a des colorants pour la
fluorescence goat anti-mouse IRDye® 800CW (1 :10000, 925-32210, Licor) et goat anti-rabbit IR-
Dye® 680RD (1 :5000 a 1 :10000, 926-68071, Licor). La quantification des protéines se fait en uti-
lisant un anticorps d’une protéine de ménage, la tubuline (1 :500, T9026, Sigma-Aldrich). La révé-
lation des bandes se fait a I'aide de I"appareil Odyssey (Licor). Le logiciel Imagel) a été utilisé pour

I’analyse et |la quantification des protéines.
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6.4 Immunohistochimie

Les échantillons de placenta murins sont conservés 48 heures dans du Tissufix (Chaptec,
CHPT500) puis nettoyé et transféré dans du PBS a 4C jusqu’a utilisation. Les placentas humains
sont conservés dans du Tissufix jusqu’a I'obtention du consentement de la patience pour partici-

per a I'étude. lls sont ensuite nettoyés et conservés dans du PBS également.

Les échantillons sont placés dans des cassettes puis sont déshydraté, infiltré et enrobé de paraf-
fine avec le processeur de tissu automatisé Leica JUNG TP1050. Les cassettes sont plongées dans
des bains successifs d’éthanol de concentration croissante (70% a 100%) puis dans du xyléne et
finalement, de la paraffine. Ce processus d’environ 10 heures est fait sous vide afin de faire pé-
nétrer la paraffine dans le tissu. Les tissus sont ensuite placés dans un moule et enrobés de pa-
raffine. Les échantillons placentaires sont coupés avec un microtome (Reichert Jung, Modéle

2030) a 5um d’épaisseur puis placés sur une lame histologique.

Apres la préparation des lames, celles-ci sont placés dans un four a une température de 47°C
durant la nuit afin de faire fondre la paraffine. L'immunohistochimie (IHC) est débutée 24h apres
la fonte. Une étape de déparaffinisation et de réhydratation est effectuée pour enlever I'excés de
paraffine. Ceci consiste a incuber les lames dans un bain de xyléne puis dans des bains d’éthanol
de concentration décroissante allant de 100% a 50% pendant 3 minutes chaque. La réhydratation
est complétée par 2 bains d’eau distillée de 5 minutes chaque. Les lames sont ensuite chauffées
au micro-onde ou dans un bain-marie a 95°C pendant 10-15 minutes dans une solution TRIS-EDTA
(10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,05% Tween) de pH 9,0 pour la récupération d’antigene. Les lames
sont par la suite rincées et les tissus sont bloquées avec une solution de BSA (1% BSA, 0,1% Tween)
durant 30 minutes. Une fois le blocage terminé, les échantillons sont recouverts d’une solution
d’anticorps primaire de THBS1 (1 :100, ab263905, Abcam) ou de CD31 (1 :50, ab28364, Abcam)
dilué dans un tampon de dilution, signal stain (8112L, Cell signaling) durant la nuit dans une
chambre noire et humide a 4°C. Le lendemain, apres avoir rincé les lames avec du PBS, les tissus
sont recouverts d’un anticorps secondaire (1 :500, ab6721, Abcam) dilué dans du PBS pendant 30
minutes. Les lames sont de nouveau rincées et recouvertes d’une solution de DAB 5X pendant 10

minutes, protégées de la lumiére. L’ajout de I’'hématoxyline permet une meilleure visualisation
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de la morphologie du tissu. Finalement, I'étape de déshydratation et le montage des lames avec

une lamelle a I'aide de Permount (Sigma) finalisent I'immunohistochimie.

L'image avec le plus de marquage DAB spécifique (coloration brune) par section a été analysée a
I'aide du logiciel Fiji. Premiérement, I'aire totale occupée par le tissu sur I'image a été déterminée
en nombre de pixel. Par la suite, I'image a été traitée en ajustant automatiquement la luminosité
et le contraste avant d’effectuer la déconvolution des couleurs afin que seul le brun reste sur
I'image. La luminosité et le contraste ont été ajuste manuellement afin de mieux visualiser les
structures des vaisseaux et réduire le marquage brun non-spécifique. L'image a été convertie en
image binaire noire et blanche et le nombre de pixels blancs, correspondant a I'aire brune spéci-
fique marquée par le DAB, a été mesuré. Le nombre de pixel blanc a été divisé par l'aire totale de
tissu sur I'image afin d’obtenir un pourcentage représentatif de la quantité de brun sur la section.
Pour chacune des lames, un pourcentage a été obtenu pour chacune des sections, soit deux pour-
centages par lame. Les pourcentages obtenus entre deux sections d’un méme échantillon sont
relativement semblables. La moyenne des deux pourcentages obtenus pour chacune des lames a
été calculée afin d’obtenir un seul pourcentage représentatif de I’échantillon. Cependant, dans le
cas ou I'lHC aurait mal fonctionné sur une des sections, deux images d’une méme section ont été
analysées. Dans un tel cas, les nombres de pixels blancs des deux images ont été additionnés puis

divisés par la somme des deux aires totales.

6.5 Extraction cellulaire a partir des tissus placentaires

6.5.1 Extraction de cellules de placentas de souris
Chez la souris, immédiatement apres la collecte, les placentas de chaque souris enceinte au JG
18,5 sont collectés et lavés dans du tampon PBS, regroupés par portées et placés dans des tubes
contenant des milieux DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium). Les tissus du placenta ont été
hachés manuellement et sont suspendus dans une solution de digestion (collagénase 0,1 U et
dispase 0,8 U/mL) sous agitation pendant une heure a une température de 37°C. Les tissus digérés
sont filtrés a I'aide de filtres cellulaires, lavés avec du DMEM + 10% de FBS (Fetal Bovine Serum)

et centrifugés. L'isolement des cellules endothéliales CD31+ se fait en utilisant des Dynabeads
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marqués a la streptavidine (Invitrogen) prétraités avec un anticorps anti-mouse CD31 biotinylé
(Invitrogen) et un séparateur magnétique. La culture cellulaire se fait dans une plaque a 6 puits
(10° cellules/puits) revétue de collagéne de type | et elle est conservée avec un milieu EndoMax
(Wisent) a 37°C et 5% de CO,. Les cellules qui n’ont pas adhérée au collagene apres 24 heures
sont aspirées et celles qui sont adhérentes sont lavées et cultivées avec de 'EndoMax. Le chan-
gement du milieu se fait a chaque 2-3 jours durant 14 jours, a la suite de la formation de groupe
de colonies de cellules endothéliales. Aprés 14 jours, les colonies individuelles sont marquées et
isolées. Des cylindres de clonage et de la trypsine a 0,25% sont utilisés afin d’améliorer la pureté
des colonies et celles-ci sont cultivées dans des flacons de culture tissulaire T25. Lorsque la con-

fluence atteint 80-90%, les cellules sont stockées ou utilisées pour une évaluation fonctionnelle.

6.5.2 Extraction de cellules de placentas humains

Des cellules endothéliales placentaires humaines ont été extraites a partir de placentas provenant
de grossesses saines a |I'Hopital Sacré-Coeur de Montréal. Un protocole a été préalablement ap-
prouvé par le Comité d'Ethique de Recherche Clinique du CIUSSS Nord-de-I'lle-de-Montréal
(#2019-1654). Les placentas ont été collectés et immédiatement transférés dans un récipient con-
tenant une solution froide (1/1) de DMEM-High-Glucose (Wisent Inc, Canada) et une solution sa-
line (Baxter Corp, Canada) avec 1% de pénicilline/streptomycine (Wisent Inc, Canada). Les placen-
tas ont été conservés au réfrigérateur jusqu'a leur transport quelques heures (maximum 6
heures) apres le prélevement. Les placentas ont été lavés avec une solution saline. De petits blocs
du placenta, d'environ 1 cm?3, du c6té maternel et du c6té feetal ont été sectionnés des quadrants
du placenta, hachés et les zones fibreuses ont été retirées avant la digestion du tissu avec une
solution de 1 mg/mL de collagénase/dispase (Roche™) dans du DMEM et incubées dans rotateur

de résolveur de tube a 372C pendant 2 a 4 heures.

Les suspensions digérées ont été filtrées a I'aide de tamis cellulaires (BD Falcon) de 100 um puis
de 70 um. Les suspensions cellulaires filtrées ont été lavées avec du DMEM+10% FBS (Gibco) pour
arréter la réaction enzymatique et centrifugées a 3 500 rpm pendant 10 minutes a température
ambiante. Les cellules ont été remises en suspension dans PBS (Phosphate Buffered Saline) + 0,1%

FBS (Wisent Inc., Canada). Ensuite, les suspensions cellulaires ont été incubées avec streptavidine
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Dynabeads™ M-280 (Invitrogen, ThermoFisher) prétraitée avec un anticorps anti-CD31 humain
biotinylé (Invitrogen). Postérieurement, les cellules endothéliales (CD31+) ont été isolées du pool
cellulaire a I'aide d'une colonne magnétique DynaMag-5™ (Invitrogen, ThermoFisher), lavées avec
PBS+0,1% FBS et remises en suspension dans Endomax (Wisent Inc., Canada). Les cellules endo-
théliales ont été étalées dans des plaques a 6 puits recouvertes de collagene de queue de rat de
type | (Corning) a une densité de 2x10° cellules/puits et maintenues dans des conditions de cul-
ture cellulaire standard (chambre humidifiée, maintenue a 37°C avec 5% CO,), en utilisant un mi-
lieu EndoMax complété par des suppléments EndoMax-2 (Wisent Inc., Canada) pour la croissance
des cellules endothéliales et 1% de pénicilline/streptomycine (Wisent Inc, Canada). Les milieux
ont été changés tous les 2 a 3 jours, la culture cellulaire a été lavée avec du PBS pour éliminer les
débris cellulaires et les billes restantes si nécessaire. Les cultures de cellules endothéliales ont été
observées quotidiennement au microscope pour suivre la croissance des colonies de cellules en-
dothéliales. Lorsqu'elles ont atteint une confluence de 85%, les cellules endothéliales ont été pas-

sées et développées davantage dans des conditions similaires.

6.6 Traitement cellulaire

Les molécules suivantes ont été utilisées dans des expériences cellulaires: SLLK (HY-PO301A,
MedChemExpress), LSKL (HY-P0299A, MedChemExpress), human recombinant THBS1 (ECM002-
50, Sigma-Aldrich), thrombin from human plasma (605206-100U, Sigma-Aldrich), SB-505124 (SB,
S4696-5MG, Sigma-Aldrich) et (5z)-7-oxozeaenol (OXO, 499610-1MG, Sigma-Aldrich). Les solu-
tions meres de SLLK, LSKL et THBS1 sont préparées avec de |'eau, tandis que les solutions méres
de SB et OXO ont été préparées dans une solution aqueuse avec DMSO (10 mg/mL). Les concen-
trations et conception de chaque expérience cellulaire sont détaillés lorsque les résultats sont

décrits.

6.7 Hypoxie cellulaire

Dans toutes les expériences d’hypoxie décrites dans cette étude, les cellules sont exposées a I'hy-
poxie ou normoxie pendant la durée estimée pour chaque test de formation de tube, qui variait

de 1 a 6 heures selon le protocole utilisé. Les cellules en culture ou en formation de tubes ont été
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conservées a 8% d'oxygene (02, normoxie) ou a 0,5% d'O; dans des chambres hypoxiques (Stem-
Cell Technologies) placées dans des incubateurs pour le contréle de la température et avec une

mesure continue des gaz dans chaque chambre.

6.8 Capacité de formation de tubes vasculaires

La capacité de formation de tubes vasculaires a été évaluée en étalant des cellules sur une matrice
de membrane basale a facteur de croissance réduit Matrigel (Corning). Les cellules purifiées a une
densité de 1.5x10* cellules dans 150 pL de milieu ENdoMax avec traitement respectif ont été
étalées dans une plaque a 96 puits pré-recouverte de Matrigel. Les cellules ont été incubées sur
Matrigel pendant 2-6 heures (dépendamment de I'éxpériment), dans des conditions de culture
cellulaire standard. Les tests ont été effectués en utilisant des cellules du 2eme au 4éme passage
en triplicata pour chaque condition de traitement. Un microscope inversé avec fond clair (Axio
Imager M2, Zeiss) a été utilisé pour prendre trois photos de chaque puis (objective 10x). Les
images ont été analysées a I'aide du logiciel Imagel) (National Institute of Health, Bethesda) par
une personne formée (non en aveugle) et revues par deux autres personnes formées (en aveugle),
nous avons évalué le nombre de branches formées (ne formant pas nécessairement des tubes
fermés). Le nombre de tubes fermés a été utilisé comme parametres pour indiquer la capacité

d'angiogeneése.

6.9 Immunofluorescence cellulaire

Les cellules ont été fixées dans du paraformaldéhyde a 4 %, bloguées avec un tampon de blocage
PBS + 10 % FBS pendant 30 minutes a température ambiante, perméabilisées avec 0,2% Triton-X-
100 pendant 5 minutes a température ambiante, et incubé avec des anticorps primaires anti-
THBS1 (1:200, Invitrogen) pendant 1 heure a température ambiante. Aprés lavage, les cellules ont
été incubées avec un anticorps secondaire (1:200, Abcam) approprié et les noyaux ont été colorés
avec de DAPI (1:500, Sigma-Aldrich) pendant 1 heure a température ambiante. Les cellules lavées
ont été montées dans un support antifade SlowFade Gold (Thermo Fisher Scientific) et visualisées

a l'aide d'un microscope Zeiss Axio Imager.
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6.10 Analyses statistiques

La normalité des données et les variances ont été testées par les tests de Shapiro-Wilk. Le logiciel
GraphPad Prism version 8.00 pour Windows (GraphPad Software, San Diego, CA) a été utilisé pour
tous les tests effectués. Le niveau de signification a été établi a P<0,05. Les résultats ont été com-
parés entre les groupes contréle et PE par le test t indépendant. Les groupes traités et les expé-
riences cellulaires ont été comparés par one-way ANOVA ou two-way ANOVA suivi du test post
hoc de Bonferroni. Les résultats sont présentés dans les graphiques et le texte sous la forme de

moyenne + écart-type.

Chapitre 7 — Résultats

7.1 Expression et localisation de la THBS1 dans le tissu placentaire

La présence de la THBS1 dans le tissu du placenta a été déterminée par immunohistochimie et
western blot. Une lame d’une souris controle et PE ont été utilisées pour évaluer la présence de
la THBS1. Les Figures 6A-B montrent la membrane ou la caduque basale du placenta chez la souris.
Dans la Figure 6A, la THBS1 est principalement concentrée dans la membrane du placenta. Ce-
pendant, chez la souris de PE (Figure 6B), la présence de brun se retrouve plus dans le labyrinthe
et peu dans la membrane. Les Figures 6C et 6D montrent une image plus claire du labyrinthe. En
effet, dans le modele contréle, le brun est présent, mais en bordure des villosités. En revanche,
la Figure 6D indique la présence de brun partout dans le labyrinthe. Ces résultats signifient que la

THBS1 est présente dans le placenta des souris et sa localisation differe entre les deux modeles.
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Figure 6. — Immunohistochimie de la THBS1 dans le placenta chez la souris. A. Image de la mem-
brane, ou caduque basale, d’un placenta d’'un modéle de souris controle ; B. Image de la
membrane d’un placenta d’'un modele de souris de PE ; C. Image du labyrinthe, ou villosités,
d’un placenta d’un modéle de souris contréle ; D. Image du labyrinthe d’un placenta d’un

modéle de souris de PE.

La méme technique d’'immunohistochimie a été employée dans les tissus de placenta chez I'hu-
maine. Dans la Figure 7A, similairement a la souris contréle, chez la femme contréle, la THBS1 est
présente dans les bordures des villosités et dans les vaisseaux, alors que dans le placenta avec PE,
on observe une expression plus significative au sein des villosités et dans les vaisseaux. Donc, tout
comme la souris, I'expression de la THBS1 semble changer de localisation dans le placenta de

grossesse prééclamptique.
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Figure 7. — Immunohistochimie de la THBS1 dans le placenta chez ’humaine. A. Image d’un placenta
contrble a une grosseur de 20X, B. Image d’'un placenta prééclamptique a une grosseur de

20X.

La présence de THBS1 a été déterminée également par I'immunofluorescence dans les cellules
endothéliales placentaires de souris et humaines. La Figure 8 montre I'expression de la THBS1
dans la membrane et le réticulum endoplasmique de la cellule endothéliale placentaire de souris

avec une grossesse PE.

Thbs1 Actin Merged
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Figure 8. — Immunofluorescence de I’expression de la THBS1 dans les cellules endothéliales placen-
taires d’un modeéle de souris de PE. La THBS1 est exprimée en vert, I'actine en rouge et le

DAPI en bleu.

Etant donné que les cellules endothéliales placentaires humaines ont été isolées uniquement de
placentas sains, nous avons exposé ces cellules a un environnement stressant similaire a la con-
dition intra-utérine au cours d'une grossesse prééclamptique. Les cellules endothéliales ont été
incubées sous hypoxie (0,5% d'O2) par rapport aux conditions témoins (8% d'O,), ainsi que sous
thrombine (10 unités/mL) pendant 4 heures. Un environnement hypoxique de 8% d’oxygéne a
été utilisé pour cette expérience pour mimer I'environnement physiologique dans le placenta. La
Figure 9 montre de facon préliminaire que dans une condition contréle, la THBS1 est peu expri-
mée dans les cellules endothéliales placentaires. Cependant, dans des conditions de stress, nous
avons observé différents comportements d’expression de la THBS1. Sous thrombine uniquement,
la THBS1 était exprimée dans la zone périnucléaire et du réticulum endoplasmique, tandis que
sous hypoxie sévere, la THBS1 était davantage exprimée dans la membrane cellulaire. Il est inté-
ressant de noter que la combinaison des deux facteurs a stimulé une augmentation significative

de la THBS1 dans tous ces compartiments cellulaires.
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Figure 9. — Immunofluorescence de I’expression de la THBS1 dans les cellules endothéliales placen-
taires humaines. Les cellules sont exposées a une normoxie (8% d’03), a une hypoxie sévere
(0,5% d’03) et a la thrombine (10 units/mL) pendant 4 heures. La THBS1 est exprimée en

vert, I'actine en rouge et le DAPI en bleu.

7.2 Effet anti-angiogénique de la THBS1 dans les cellules endothéliales

placentaires

Dans les cellules endothéliales placentaires de souris, I'effet anti-angiogénique de la séquence
KFFK de la THBS1 a été testé en traitant les cellules avec du LSKL (Figure 10). Dans un essai, des
cellules endothéliales dysfonctionnelles obtenus a partir des placentas de grossesse pré-éclamp-
tique chez la souris ont été traitées avec 30 uM LSKL ou SLLK, un petit peptide témoin, pendant 6
heures. Nos résultats préliminaires montrent une augmentation du nombre de tubes fermés dans
les cellules traitées avec LSKL par rapport au peptide contréle, confirmant I'effet anti-angiogé-

nique du THBS1 dans les cellules murines.
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Figure 10. - Capacité d'angiogenése des cellules endothéliales placentaires de souris contrdle
et souris pré-éclamptique (PE) traitée avec le peptide controle SLLK (peptide controle) ou le

peptide actif LSKL (30 uM, 6 heures).

Dans les cellules endothéliales placentaires humaines, nous avons testé de facon préliminaire si
la capacité angiogénique des cellules issues de grossesses saines était altérée par différentes con-
centrations de THBS1 exogene. Les images de la Figure 11 illustrent une capacité réduite de ra-
mification et de formation de tubes des cellules traitées avec une concentration de THBS1 de 10
nM par rapport au contréle, 0,1 et 1 nM. Dans une autre expérience, des cellules prétraitées avec
10 nM de THBS1 exogene pendant 2 heures ont été placées sur Matrigel et traitées avec un milieu
témoin avec le peptide contréle ou des concentrations progressivement augmentées de LSKL
(0,56 a 280 uM). Les résultats de la Figure 11B démontrent une capacité progressivement accrue
de formation de tubes jusqu'a 56 uM, un effet toxique possible a des concentrations plus élevées

de LSKL (280 uM).
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Figure 11. - Capacité anti-angiogénique de la THBS1 dans les cellules endothéliales placen-
taires humaines. A) Les cellules endothéliales placentaires ont été incubées avec différentes
concentrations de THBS1 exogéne (0,1 a 10 nM) pendant 4 heures. B) Les cellules endothé-
liales placentaires ont été prétraitées avec 10 nM de THBS1 pendant 2 heures, puis utilisées

dans le test Matrigel sous différentes concentrations de LSKL (0 a 280 uM) pendant 4 heures.

Dans une autre série d'expériences utilisant des cellules endothéliales placentaires humaines,
des cellules exposées a des conditions de stress similaires a I'environnement intra-utérin de la
PE ont été traitées avec du LSKL ou un peptide témoin. Les résultats de la Figure 12 montrent
une altération similaire de la capacité de formation de tubes dans les cellules exposées soit a
I'hypoxie (0,5 % d'0>), soit a la thrombine (10 unités/mL) ou les deux combinées pendant 4
heures. Le LSKL (30 uM) a pu améliorer leur capacité angiogénique dans les deux conditions,

lorsqu'il est isolé ou combiné.
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Figure 12. - Capacité angiogénique des cellules endothéliales placentaires humaines exposées
a des conditions de stress similaires a I'environnement intra-utérin de la PE. Les cellules ont
été exposées a I'hypoxie (0,5 % d'O2) ou a la thrombine (10 unités/mL) ou aux deux combi-
nées et comparées aux cellules témoins (8 % d'0>), traitées avec du LSKL ou du peptide té-
moin SLLK (30 uM) pendant 4 heures. A, nombre de tubes formés sur matrigel par 15x10*
cellules et B, illustration représentative des tubes formés sur matrigel dans chague condition
de culture et traitement. 2P<0.01 et PP<0.05 versus contrdle SLLK; ¢P<0.01, 9P<0.05 et

€P<0.001 versus le méme groupe traité par SLLK.

7.3 Expression protéique de la THBS1 et ses récepteurs chez la souris

L'expression protéique de la THBS1 et de ses principaux récepteurs CD47, CD36 et LRP1 a été
mesurée dans les placentas et les coeurs foetaux prélevés des souris témoins et des souris déve-
loppant une PE spontanée. Dans les placentas, I'expression de la THBS1 et des récepteurs CD47
et LRP1 était significativement augmentée dans les placentas de souris présentant une PE spon-
tanée (Figure 13A). Dans les coeurs foetaux, seuls THBS1 et CD47 étaient régulés positivement

dans les coeurs de foetus de souris présentant une PE spontanée (Figure 13B).
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Figure 13. - Expression protéique de la THBS1 et des récepteurs CD47, LRP1 et CD36 dans A)

les placentas (n=8/groupe) et B) les caeurs feetaux (n=4/groupe) de souris avec PE témoin ou

spontanée. Test t indépendant, *P<0,05.

7.4 Résultats du traitement maternel par LSKL

7.4.1 Données sur la reproduction des souris

Des données sur la taille de la portée, la mortalité feetale et les poids placentaires et foetales ont
été recueillies durant toute la période de reproduction. La Figure 14 représente les données sta-
tistiques de cette cohorte (n=4/groupe). La Figure 14A représente la taille de la portée. Il n’y au-
cune différence significative entre les groupes. Or, la portée semble étre plus petite dans le
groupe de PE traité avec SLLK et le traitement avec LSKL augmente sa taille. De plus, la Figure 14B
indique une tendance a une mortalité plus élevée dans le groupe PE traité avec le peptide témoin.
Cet effet n’a pas été remarqué dans le groupe PE traité avec LSKL, ce qui présente un nombre de
mortalité foetale similaire a celui des groupes contréle sans PE. La Figure 14C indique une aug-
mentation significative du poids placentaire dans le groupe PE traité avec le peptide contréle SLLK
par rapport aux deux groupes controle sans PE. Le groupe PE traité avec LSKL n'a pas montré la

méme différence. L'augmentation du poids placentaire dans le groupe PE peut refléter le fait que
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ce groupe posséde un plus petit nombre de feetus viables, ce qui peut contribuer a augmenter la
taille du placenta pendant la grossesse chez les souris survivantes.

La Figure 14D montre le poids fcetal. Il est possible d’observer qu’il n’y a pas de changement du
poids foetal. Finalement, dans la Figure 14E, un ratio du poids foetal sur le poids du placenta a été
calculé. Aucun résultat significatif n’a été observé entre les modeles et le traitement au LSKL n’a
aucun impact. Le ratio, lorsqu'il est réduit, indique un retard de croissance fcetale par rapport au
placenta. Le traitement par LSKL n'a pas modifié significativement cette ratio dans les deux
groupes méme si nous avons observé une différence statistiquement significative entre le groupe
controle traité avec LSKL versus le groupe PE traité avec le peptide contrdle SLLK, ce dernier ayant

un ratio plus faible.
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Figure 14. - Données de grossesse aprés traitement par LSKL ou le peptide témoin SLLK (280

MM, s.c.) au JG 14 chez la grossesse témoin et PE chez la souris. A) Taille de la portée, B)

mortalité foetale, C) poids du placenta, D) poids fcetal et E) rapport poids fcetal/poids du
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placenta. ANOVA bidirectionnelle suivie du test posthoc de Bonferroni. *P < 0,05 et **P <

0,01.

7.4.2 Vascularisation placentaire
L'immunohistochimie du CD31+ a été réalisée afin d’évaluer la vascularisation placentaire. La Fi-
gure 15A présente les images prises des lames au microscope. Le brun indique la présence de
cellules endothéliales CD31+. Le signal DAB dans I'image de la lame du modeéle contréle traité
avec le peptide controle SLLK indique une quantité augmentée de vaisseaux dans le placenta. En
revanche, la quantité de DAB est significativement diminuée dans le placenta du modéle de PE
traité avec ce méme peptide controle. Lorsque le peptide LSKL est injecté dans le modeéle con-
tréle, il n’y a pas de grande différence comparé au traitement au SLLK. Toutefois, la quantité de
DAB est augmentée lors du traitement avec LSKL dans le modéle de PE par rapport au traitement
au peptide contréle SLLK. La Figure 15B représente le graphique de la quantification de CD31+. Il
y a une différence significative de la vascularisation placentaire entre les modéles. Aucune diffé-
rence n’a été observée entre le traitement au LSKL entre les deux modeéles. En revanche, I'effet

du traitement dans le modele de PE montre une différence importante et significative.
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Figure 15. - Immunohistochimie de CD31+ des placentas chez la souris controle et PE aprés le
traitement avec LSKL ou le peptide contrdle SLLK (280 uM, s.c.) au jour 14.5 de gestation.
A) Images représentatives d’'immunohistochimie du placenta des souris traitées avec le SLLK
ou LSKL dans le modéle controle ou PE. B) Résultats de la quantification de I'immunohisto-

chimie. Two-way ANOVA, Bonferroni post hoc, *P < 0,05.

7.4.3 Expression du TGF-B dans le placenta
Deux isoformes du TGF-3 ont été évalués, soit TGF-B1 et TGF-B2. Deux bandes ont été observées,
chacune correspond a une forme du TGF-B, soit active et latente. Le premier graphique de la
Figure 16A montre les résultats statistiques de la forme latente. Il n’y a aucune différence d’ex-
pression entre les deux modeles (contrdle avec SLLK vs de PE avec SLLK). Toutefois, I'expression
du TGF-B1 est légerement diminuée lors de I'administration du LSKL exogene. Cette baisse n’est
cependant pas significative. En ce qui concerne la forme active du TGF-B1, elle est légérement
plus élevée dans le modéle de PE comparé au modeéle contréle. Cependant, I'administration du
LSKL ne change quasiment pas |'expression du TGF-B1 actif. Les résultats pour TGF-B2 ont une
tendance différente (Figure 16B). En effet, il y a une différence significative entre les deux mo-
deles, I'expression du TGF-B2 latente étant beaucoup plus élevée dans le modeéle de PE. L'admi-
nistration de LSKL chez les contrdles ne change pas I'expression de TGF-f2, mais elle change si-
gnificativement chez les souris de PE. Pour la forme active, il n’y a pas de différence significative

entre les modeles, le traitements ou I'effet du traitement.
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Expression du TGF-B dans les tissus placentaires de souris. A) Expression de la

forme active et latente de I'isoforme TGF-B1. B) Représentation du TGF-B2 sur gel 15% SDS-

PAGE. C) Expression de la forme active et latente de I'isoforme TGF-B2. Two-way ANOVA,

Bonferroni post hoc, *P < 0,05.

7.4.4 Expression des voies de signalisation canonique du TGF-$8

L’expression des Smads, marqueurs de la voie canonique, a été évaluée. Dans ce cas-ci, seulement

I’expression du Smad2 phosphorylé (p-Smad2) a été effectuée (Figure 17). Son expression ne dif-

fere pas statistiquement entre les placentas de souris contréles par rapport a ceux avec la PE. Le

traitement avec le LSKL ne change pas I'expression de p-Smad2 dans le modéele de PE ou controle.
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Figure 17. - Expression du Smad2 phosphorylé (p-Smad2), un marqueur de la voie canonique

dans les tissus placentaires chez la souris. Expression du p-Smad2 phosphorylé sur la tubu-

line par Western Blot. Two-way ANOVA, Bonferroni post hoc, *P < 0,05.

7.4.5 Expression des marqueurs de la voie non-canonique du TGF-$3
Ensuite, I'expression des marqueurs de la voie non-canonique a été évaluée. Les résultats de la
Figure 18 représentent les données pour le TAK1 phosphorylé (p-TAK1). Il n’y a pas de différence
significative entre les modeéles traités avec le peptide contréle. Le traitement avec le LSKL ne
change pas I'expression de p-TAK1 dans le modéle contréle, mais diminue son expression dans le

modeéle de PE.
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Figure 18. - Expression de TAK1 phosphorylé (pTAK1), un marqueur de la voie non-canonique

du TGF-B. A) Représentation du TAK1 phosphorylé ainsi que de la tubuline sur gel 8% SDS-
PAGE. B) Expression du TAK1 phosphorylé sur la tubuline. Two-way ANOVA, Bonferroni post

hoc, *P < 0,05.

Finalement, deux MAPK impliqués dans la voie non-canonique ont été évaluées. Dans la Figure
19B, I'expression de p38 a été évaluée en faisant un ratio de p38 phosphorylé sur p38 total. En
observant la Figure 19A, il n’y a aucun changement entre les modéles, entre le traitement ou par
rapport a I'effet du traitement. Une légere baisse est observée dans le groupe de souris de PE
traité au LSKL, mais elle n’est pas significative. L'autre MAPK quantifiée, ERK, montre des résultats
significatifs (Figure 19B). En effet, son expression est significativement plus faible dans le modéle
de PE comparativement au modeéle controle. Le traitement avec LSKL n’a pas changé I'expression

d’ERK dans les placentas de souris contréles et PE.
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Figure 19. - Expression de p38 et ERK dans les tissus placentaires de la souris. A) Expression

du ratio p38 phosphorylé sur p38 total. B) Représentation du ERK phosphorylé et du ERK
total sur gel 8% SDS-PAGE. C) Expression du ratio ERK phosphorylé sur ERK total. Two-way
ANOVA, Bonferroni post hoc, *P < 0,05.

7.5 Evaluation de I’effet de I'inhibiteur de THBS1, LSKL, sur les voies de
signalisation du TGF- dans les cellules endothéliales placentaires hu-

maines

Les expériences effectuées sur les cellules endothéliales placentaires est I’évaluation des effets
des inhibiteurs spécifiques de chaque voie canonique et non-canonique du TGF-B dans un envi-
ronnement d’hypoxie sévére (Figure 20). Pour ces expériences, nous avons choisi d'utiliser une
courte période de temps pour le test de formation de tubes afin de pouvoir détecter un effet
précoce de chaque inhibiteur sur I'angiogenése cellulaire. En bref, les cellules ont été prétraitées
avec le peptide témoin SLLK (30 uM), le LSKL (30 uM), le bloqueur ALK5/Smad2/3 SB-505124 (SB,
50 nM) ou le bloqueur TAK1/p38 (5Z)-7-oxozeaenol (OXO, 10 nM) pendant 24 heures puis exposé

a une hypoxie (0,5% O2) sur matrigel pendant 1 heure.
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L'analyse des quadruplicatas pour chaque condition nous ont montré que l'inhibiteur
d’ALK5/Smad2/3 n’a pas eu d’effet significative sur la capacité de formation de vaisseaux sur le
matrigel dans une condition d’hypoxie sévere. Par contre, le LSKL et le bloqueur de TAK1/p38 ont
augmenté significativement la capacité de formation des tubes des cellules hypoxiques. Toute-
fois, la combinaison de I'inhibiteur d’ALK5/Smad2/3 avec I'inhibiteur de TAK1/p38 donne une ré-

génération de I'angiogenése treés importante et significative par rapport au controle SLLK.
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Figure 20. - Effet des inhibiteurs des voies canoniques et non-canoniques du TGF-$ sur la ca-

pacité d’angiogenése des cellules placentaires humaines dans une condition d'hypoxie sé-
vere. Effets du pré-traitement cellulaire avec le peptide contrdole SLLK (30 uM), LSKL (30 uM),
le bloqueur d’ALK5/Smad2/3 SB-505124 (SB, 50 nM) ou le bloqueur de TAK1/p38 (52)-7-
oxozeaenol (OXO, 10 nM) pendant 24 heures sur la capacité de formation de tubes des cel-
lules sur matrigel pendant 1 heure d’exposition a I'hypoxie (0,5% O;). ANOVA unidirection-

nelle, test posthoc de Bonferroni. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
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Chapitre 8 — Discussion et conclusion

Les thérapies améliorant I'angiogenése ne sont pas encore connues pour le traitement de la PE.
L'objectif principal était de décrire I'expression de la THBS1 dans les placentas d'un modéle murin
de grossesse prééclamptique et de tester les effets du LSKL, un inhibiteur d’activation de la voie
TGF-B par la THBS1, in vivo sur la vascularisation placentaire et in vitro, sur la capacité angiogé-
nique des cellules endothéliales placentaires humaines. Sur la base de nos résultats, nous avons
observé qu’inhiber certains effets de la THBS1 pourrait constituer une approche thérapeutique
prometteuse pour améliorer la vascularisation placentaire lors d'une grossesse pré-éclamptique.
Ceci est étayé par nos résultats principaux montrant I'effet anti-angiogénique de la THBS1 et du
TGF-B démontré in vivo et in vitro aprés un traitement avec LSKL, un inhibiteur de I’activation du
TGF-B par la THBS1. Il est bien connu dans la littérature que THBS1 est une protéine multifonc-
tionnelle et que cette caractéristique est attribuée a ses multiples domaines actifs, ses nombreux
récepteurs de liaison et sa régulation directe des principaux facteurs de croissance. On sait éga-
lement qu’a ce jour, aucune molécule n’est capable de bloquer simultanément tous ces effets de
la THBS1. Dans cette étude, nous avons choisi de tester I'effet de la petite molécule LSKL en raison
de son inhibition spécifique d’un site de liaison dans la THBS1 qui active le TGF-B. De plus, LSKL a
été testé sur des modeles de maladies hépatiques et rénales, ce qui pourrait soutenir son effica-
cité et accélérant les tests précliniques de cette molécule dans d’autres conditions pathologiques
connexes. En effet, les résultats présentés dans cette étude soutiennent un effet pro-angiogé-
nique significatif du LSKL lorsqu'il est appliqué pendant la grossesse dans un modeéle de PE. La
reproduction de ces effets pro-angiogéniques et moléculaires dans les cellules endothéliales pla-
centaires humaines soutient un potentiel de traduction clinique élevé de cette molécule. Les ré-
sultats montrent que le traitement maternel par LSKL pendant la « phase clinique » chez la souris,
c'est-a-dire lorsque la pression artérielle et la protéinurie commencent a augmenter dans ce mo-
dele animal, a été efficace pour améliorer la vascularisation placentaire sans effets indésirables
détectables sur I'issue de la grossesse (taille de la portée, taux fcetal et poids placentaire). Egale-
ment, c’est intéressant de noter que les mécanismes moléculaires potentiellement a l'origine de

I'effet pro-angiogénique du LSKL provoqué par étaient similaires in vivo chez la souris et in vitro
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dans les cellules humaines, impliquant principalement l'inhibition des voies non canoniques TAK1

liées au TGF-P.

Tout d’abord, la localisation de la THBS1 dans les placentas de souris et humaines avec PE ont
montré des similarités. Méme si le mécanisme de développement placentaire et sa structure pré-
sentent des différences particulieres entre les humains et les rongeurs, notre étude montre que
le modele de localisation de THBS1 dans les placentas humains et murins des grossesses saines
et PE est tres similaire. La présence de THBS1 principalement dans les vaisseaux placentaires hu-
mains et murins avec une PE constitue également une découverte intéressante. Une étude a dé-
montré que physiologiquement, I'expression de la THBS1 et de ’ARNm du géne de la THBS1 pos-
sede un réle important dans la régulation de I'angiogenése pour la maturation du placenta. Les
macrophages placentaires vont initier ce processus par la sécrétion du facteur pro-angiogénique
VEGF en début de grossesse et vont par la suite sécréter la THBS1 en fin de grossesse, pour induire
I"'apoptose des cellules endothéliales et achever I'angiogeneése pour la stabilisation d’un lit vascu-
laire. Cependant, durant une gestose ou hypertension gravidique (>140/90 mmHg), il y a une su-
rexpression de la THBS1 ainsi que I’ARNm du geéne de la THBS1 dans les villosités terminales et
dans les vaisseaux villeux. Cette surexpression déclenche une réaction inflammatoire et aug-
mente la présence des lymphocytes des macrophages dans le stroma villeux, affectant la matu-
ration et les ramifications des villosités placentaires.'®! De plus, une autre étude a démontré que
la THBS1 peut inhiber, via son récepteur CD36, la voie de signalisation AMPc/PKA des TBs, voie
essentielle pour la formation des STBs. Cette inhibition causerait une altération placentaire et
favoriserait le développement de la PE.19% 193 De tels résultats motivent une meilleure connais-
sance du role de THBS1 au cours des différentes étapes de la vascularisation placentaire, mais
mettent en évidence ce mécanisme comme une cible potentielle pour améliorer la vascularisation

placentaire pendant une grossesse pré-éclamptique.

L’expérience dans les cellules endothéliales placentaires humaines montre des résultats similaires
sur I'augmentation de I'expression et mobilité de la THBS1 a I'intérieur des cellules dans des con-
ditions de stress similaires a I’environnement intra-utérin pendant une grossesse pré-éclamp-

tique. Le fait que nous ayons observé que différents facteurs tels que I'hypoxie et la thrombine
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peuvent réguler différemment la THBS1 mais que lorsqu'ils sont combinés, ces régulations peu-
vent étre potentialisées, soutient également que THBS1 peut étre la cible de multiples facteurs

pathologiques impliqués dans la physiopathologie de la PE.

Les études au cours des derniéres années ont démontré qu’il y a trois types d’isoformes du TGF-
B. Etant donné que I'isoforme TGF-B3 est trés peu étudié, seuls I'expression de TGF-B1 et TGF-B2
a été quantifiée dans la présente étude. Sur les gels SDS-PAGE réduits utilisant des échantillons
des placentas murins, deux bandes ont été visualisées, chacune correspond a la forme active ou
la forme latente. Pour la forme latente, le poids moléculaire se situe a 40 kDa, correspondant au
peptide LAP, pour TGF-B1%°* et a 55 kDa pour TGF-B2. Le poids moléculaire a 40 kDa correspond
au peptide LAP tandis que le poids moléculaire a 55 kDa correspond au pré-pro-TGF-B. Pour la
forme active, le poids moléculaire de la forme active monomérique se situe a 13 kDa pour TGF-
B1 et la forme active homodimérique a 25 kDa pour TGF-B2.16% 194 Nos résultats indiquent que
I’expression de la forme latente du TGF-B1 est similaire dans les placentas contréle et PE, tandis
que lI'expression du TGF-B2 latent est plus élevée dans les placentas de PE. La description du TGF-
B2 dans le placenta reste encore mal connue dans la littérature. Bien que la présence de TGF-B1,
B2 et B3 ait été décrite dans les placentas, une premiére étude a montré que le TGF-2 était plus
exprimé dans les trophoblastes extravilleux de placentas sains, mais non détecté dans les placen-
tas de grossesse PE.'%> Par contre, une autre étude plus récente a décrit une expression plus éle-
vée de TGF-B2 dans les placentas des grossesses PE par IHC.2%® || est important de souligner que
ces études ont utilisé uniguement des placentas humains et que I'expression et la régulation de

tout TGF-B dans les placentas de modeles animaux de PE sont encore largement inconnues.

Selon la littérature, les isoformes de TGF-B sont sécrétés sous forme d’homodimeére et ont un
poids moléculaire de 25 kDa.'” Cependant, le TGF-B1 posséde une bande qui représente un mo-
nomere. Lorsque le TGF-B est dans sa conformation « fermée », I'alignement de ses deux mono-
meres forme un homodimere, tandis qu’une conformation ouverte expose les monomeres indi-
viduellement.'®” Cela signifie que le TGF-B1 s’activerait dans une conformation ouverte, tandis
gue le TGF-B2 actif est dans une conformation fermée. Donc, durant la PE, il semblerait que I'iso-
forme majoritairement sécrété est le TGF-B2, un indicateur important pour comprendre la phy-

siopathologie de cette condition.
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Nous avons observé que le traitement des souris gravides avec LSKL n'a pas modifié I'expression
du TGF-B1 latent, mais a réduit I'expression du TGF-B2 a des valeurs similaires a celles du groupe
témoin dans les tissus collectés au JG 18,5, c.a.d. quatre jours apres le traitement au JG 14,5. De
tels résultats indiquent que LSKL aurait pu augmenter |’activation du TGF-B2 ou provoquer une
régulation négative de sa forme latente. Les résultats d'expression du TGF-B2 actif ne soutiennent
pas la premiere hypothése et montrent un niveau similaire de TGF-B2 actif dans tous les groupes.
Par conséquent, nos résultats peuvent indiquer un role régulateur du LSKL sur la transcription du
TGF-B2 latent. Ceci est intéressant car quelques études ont maintenant décrit la régulation posi-
tive des micro-ARN (miR) tels que le miR-145-5p*®8 et le miR-218-5p*°® dans le placenta de PE et
que leurs effets sont médiés principalement par la voie du TGF-B2, en augmentant son expres-
sion. Notre étude n’a pas testé si le LSKL peut moduler ces miRs, mais nos résultats inspirent de
futures recherches ciblant ces miRs pour expliquer des mécanismes de régulation induits par le

traitement sur les différents types de TGF-.

Ensuite, I'expression des marqueurs de la voie de signalisation du TGF- a été analysée. Lors de
I'activation de TGF-B, deux voies peuvent étre activées pour son mécanisme d’action : la voie
canonique et la voie non-canonique. Dans la premiéere, la phosphorylation des Smads 2 et 3 per-
met I'activation des génes cibles du TGF-B. Pour ce projet, seul I'expression du Smad2 phospho-
rylé a été quantifiée, puisque la détection et quantification de Smad3 ainsi que du Smad2 total
n’était pas possible dans le tissu placentaire de souris. Malgré ces problémes techniques, nos
résultats n'ont pas montré de différence significative dans I'expression de phospho-Smad2 entre
les groupes ni de changement significatif provoqué par LSKL. Un fait intéressant, lorsque nous
avons testé |'effet in vitro d'un bloqueur d’ALK5/Smad2/3 sur la capacité angiogénique des cel-
lules endothéliales placentaires humaines, nous avons observé que I'effet de cette voie canonique
sur l'angiogenése n'était pas important dans des conditions d'hypoxie. Le résultat suggére que
I'effet angiogénique positif du LSKL n'aurait pas pu étre médié par l'inhibition de cette voie, mais

d’une autre voie liée au TGF-P.

Néanmoins, nous avons constaté une activation plus faible de la voie non canonique dans les
placentas de souris atteintes de PE traitées avec le LSKL. La voie non-canonique a été analysée en

guantifiant I'expression de phospho-TAK1, une MAPKKK qui va déclencher la cascade des MAPK.

96



Les ratios de d'autres MAPK aussi liées a |’activation des récepteurs du TGF-B, tels que ERK et p38,
ont été évalués dans les placentas de souris. Nos résultats montrent une réduction significative
de I'expression de phospho-TAK1 dans les placentas de souris atteintes de PE traitées avec LSKL.
Cependant, I'effet du LSKL sur ERK et p38 n’était pas significatif dans le méme groupe. Ces résul-

tats suggerent que d'autres voies en aval liées a TAK1 pourraient étre impliquées.

TAK1 est impliqué dans I'activation de la voie de signalisation canonique du NF-kB., ce qui en-
gendre divers effets sur les cellules endothéliales, influengant les réponses cellulaires impliquées
dans l'inflammation, 'apoptose et I'angiogenése. Tout d’abord, I'activation de NF-kB peut con-
duire a I'expression de genes pro-inflammatoires, notamment des cytokines, des chimiokines et
des molécules d'adhésion.’®® Dans les cellules endothéliales, cela peut entrainer une augmenta-
tion de I'adhésion et du recrutement des leucocytes sur le site de I'inflammation. L'activation de
NF-kB via la voie TAK1 peut également influencer la production et le remodelage des composants
de la matrice extracellulaire, affectant ainsi le comportement des cellules endothéliales au cours
de I'angiogenese et du remodelage tissulaire. Néanmoins, |’activation de NF-kB peut favoriser la
survie cellulaire en induisant I'expression de génes anti-apoptotiques. L'expression de TAK1 pro-
tege les cellules endothéliales de I'apoptose qui est induit par la sécrétion du TNF-a.2%° Celui-ci va
se lier ason récepteur TNFR1 et recruter les molécules adaptatrices TRADD (TNFRSF1a Associated
via Death Domain), TRAF et clAP (Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein) et RIPK1 (Receptor-inte-
racting serine/thronine-Protein Kinase 1). Celui-ci va acquérir une chaine de polyubiquitine. TAK1
va se lier a cette chaine a I'aide de TAB pour son activation. Cela permet de déclencher la cascade
des MAPK, p38, JNK et ERK, pour la production des génes de survie cellulaire, tels que NF-«kB et
AP-1. Ainsi, la sécrétion de caspase 8 est inhibée et 'apoptose I’est aussi. Toutefois, lorsque TAK1
est inhibé, cela peut augmenter I'inflammation, la fibrose et la destruction des cellules endothé-
liales.??! Ceci est important pour maintenir I'intégrité et la stabilité des vaisseaux sanguins, no-

tamment dans des conditions de stress ou d’inflammation.

Par la suite, I'activation de la voie de signalisation de p38 MAPK cause des effets anti- ou pro-
angiogéniques dans les cellules endothéliales en fonction des conditions cellulaires.?%? Les effets
pro-angiogéniques dans les cellules endothéliales sont la migration, la prolifération et la forma-

tion de tubes. Cela peut contribuer a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, processus clé
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de I'angiogenése.?%® En revanche, I'activation de la voie de signalisation de p38 MAPK peut avoir
un effet anti-angiogénique par le déclenchement de I'apoptose en activant les caspases 3, 6 et 7
par la voie extrinséque ou par la voie intrinseque par I’activation des protéines de la famille B-cell

lymphoma 2 (Bcl-2).2%4

L'efficacité du LSKL a été évaluée également sur la capacité angiogénique des cellules endothé-
liales de placentas humains. Dans cette étude, nous avons utilisé des cellules endothéliales de
culture primaire extraites de placentas de grossesses saines et initialement cultivées et dévelop-
pées dans des conditions normales. Pour la culture cellulaire, nous avons utilisé un milieu appro-
prié pour la culture de cellules endothéliales qui inclut le VEGF entre autres facteurs et maintenu
sous normoxie (21% d'0O3) jusqu'au deuxieme passage, lorsque toutes les cellules ont été conge-
lées dans des conditions similaires. Apres une série d'expériences dans notre laboratoire, nous
avons identifié que la condition idéale d'oxygene pour les cellules endothéliales extraites du coté
maternel du placenta est entre 8-12% d'O,, avec des signes d'activation du stress du réticulum
endoplasmique a 21% d'O, (données non montrées). Nos résultats sont en accord avec ceux de
Lee et al. et Yang et al., qui ont démontré qu’une concentration de 20% d’O, cause un stress
oxydatif important sur le développement embryonnaire et induit des dommages irréversibles au
blastocyste par la libération excessive des ROS.2%% 296 En conséquence, les cellules utilisées dans
ces expériences ont été décongelées et cultivées sous 8% d’O> et utilisées entre le deuxieme et le
guatriéme passage dans toutes les expériences. Nous avons également observé que I'expression
de THBS1 était peu présente dans les cellules endothéliales maintenues a 8% d’0,, alors qu’elle
était largement exprimée dans la membranaire cellulaire a 0,5 % d’O», indiquant une expression

et une mobilisation plus élevées vers la membrane dans ces conditions.

De plus, comme les cellules primaires utilisées dans nos expériences proviennent de grossesses
saines, nous avons utilisé un modeéle in vitro de conditions de stress imitant I'environnement in-
tra-utérin pendant une grossesse avec PE. Dans notre étude, nous avons utilisé I'hypoxie et la
thrombine. La thrombine est I'un des principaux facteurs stimulant la transcription du géne de la
THBS1 via I'activation du récepteur PAR-1 de la thrombine. Celle-ci va augmenter I’expression de

la THBS1 dans les cellules endothéliales.?%” De plus, des études ont montré des taux plus élevés
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de thrombine lors d’une grossesse PE.1°8 159208;209 Noys avons donc décidé d'évaluer si la throm-
bine pouvait avoir un effet négatif sur I'angiogenése médiée par la THBS1. Nos résultats cellulaires
ont confirmé cette hypothese, montrant que la thrombine seule peut réduire le nombre de tubes
formés sur le matrigel a des niveaux similaires a ceux sous hypoxie, et que LSKL était capable de
récupérer la capacité angiogénique de ces cellules. De plus, lorsque la thrombine est combinée
avec I’hypoxie, elle potentialise I'effet anti-angiogénique, et cet effet s"accompagne d’une régu-

lation positive largement répandue de THBS1 dans de nombreux compartiments cellulaires.

Les résultats obtenus avec la thrombine étaient surprenants en raison de la vaste littérature mon-
trant les effets pro-angiogéniques de la thrombine par I'activation du récepteur PAR-1 dans les
cellules endothéliales. Plus précisément, il a été démontré que I'activation de PAR-1 stimule la
production de VEGF et de facteur de croissance des fibroblastes, impliqués dans les processus
d’angiogenése.?'® De plus, la thrombine peut induire la production de divers facteurs angiogé-
niques par les plaquettes et d'autres cellules, tels que le facteur de croissance dérivé des pla-
quettes (PDGF), contribuant a la réponse angiogénique.?!! Le fait que dans notre protocole nous
ayons utilisé de la thrombine exogéne d’origine humaine directement sur les cellules endothé-
liales aurait pu éviter I'effet pro-angiogénique indirect de la thrombine par I'activation des pla-
guettes ou d’autres types de récepteurs PAR dans le placenta. Dans ce cas, I'activation directe
des récepteurs PAR-1 par la thrombine exogéne pourrait déclencher différentes voies et méca-
nismes cellulaires, impliquant probablement la traduction du géne THBS1 et ses effets anti-angio-

géniques.

Dans une autre série d’expériences cellulaires, nous avons voulu étudier quelle voie du TGF-B
pourrait provoquer un effet anti-angiogénique dans les cellules endothéliales sous hypoxie. Pour
inhiber la voie ALK5/Smad2/3, nous avons utilisé le SB505124 (SB), qui est un inhibiteur de I'ac-
tivité kinase de ALK5/TBRI et la phosphorylation des Smads.?'% 213 |’autre inhibiteur utilisé est le
(5Z)-7-oxozeaenol (OXO) qui va inhiber le TAK1. Une amélioration de I'angiogenése est observée
seulement par le traitement au OXO, aussi efficacement que le LSKL. En revanche, en combinant
les inhibiteurs SB et OXO, I'amélioration est beaucoup plus remarquée et la différence est haute-
ment significative. En se fiant a ces résultats, il est possible de suggérer que dans une situation

d’hypoxie sévere, I'angiogenese peut étre affectée par la voie non-canonique du TGF-B et que
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I'inhibition de cette voie pourrait contribuer a améliorer la vascularisation placentaire. Le blocage
complet de la voie de signalisation du TGF-B donne des résultats trés positif, mais peut étre aussi
létal & cause de ses effets régulateurs de la survie cellulaire.?%0 214215 "inhibition de TAK1 entraine
la liaison de RIPK1 au complexe FADD (FAS-Associated Death Domain)/Caspase 8. Ce nouveau
complexe va causer le clivage de la caspase 8 pour former la caspase 3, déclenchant I'apoptose
cellulaire. La molécule RIPK3 peut s’ajouter au complexe RIPK1-FADD-Caspase 8 pour le déclen-
chement de la nécrose.?%! utilisation de OXO peut causer la mort de I’'embryon, par I'activation
de la nécrose di a l'inhibition de TAK1.21® Ces raisons nous indiquent qu’il n’est pas convenable
d’utiliser I'OXO durant la grossesse, étant donné les risques pour le foetus. Cela justifie |'utilisation
des autres options pharmacologique comme le LSKL que pourront avoir un effet régulateur des
voies liées au TGF-B mais sans inhiber totalement ces effets physiologiques sur la croissance fecetal

et placentaire.
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Figure 21. - Voie de signalisation de I'inhibition de TAK1 dans les cellules endothéliales pla-

centaires. Les fleches rouges représentent les effets de I'inhibition de TAK1 par OXO.

L'absence d'effet létal et adverse du LSKL sur le développement foetal a été confirmée dans notre
étude lors de I'évaluation des données de grossesse. La taille de la portée n’était pas changée
dans les groupes traités avec LSKL. Or, aucun effet indésirable significatif n’a été observé concer-
nant le nombre de décés foetaux, ainsi que le poids placentaire et feetal. Ou encore, il a été pos-

sible d'observer un effet protecteur du LSKL sur la taille des portées et la mortalité foetale dans le
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groupe PE. Un autre fait intéressant est que chez le groupe de PE, le poids placentaire est signifi-
cativement plus élevé que chez le groupe contrdle. Des études ont démontré que les femmes qui
développent la PE ont un poids de placenta plus élevé, a cause de I'épaississement du placenta.?”
219 Cet épaississement peut augmenter le risque de mortalité feetal. Par conséquent, LSKL semble
avoir un effet protecteur lors d’une grossesse PE sans aucun effet indésirable apparent sur la

meére et le foetus.

En conclusion, les résultats de cette mémoire supportent I’hypothése que 'inhibition de la sé-
guence KRFK de la THBS1 par I'utilisation du LSKL améliore I'angiogeneése, ce qui peut contribuer
a I'amélioration de la vascularisation placentaire. En effet, nous avons montré que la THBS1 est
exprimée au sein des villosités des placentas humains et murins des grossesses PE et dans les
cellules endothéliales placentaires exposées a des facteurs de stress également présents lors
d'insuffisance placentaire et PE. Les résultats ont démontré que I'effet angiogénique de la THBS1
peut étre médié par le TGF-B chez la souris, probablement via la voie non-canonique du TAK1, ce
qui était aussi régulé négativement par le LSKL in vivo et in vitro. En résumé, les thérapies ciblant
THBS1 pourraient avoir un grand potentiel pour améliorer la vascularisation placentaire dans des

conditions pathologiques et des facteurs liés a la PE.
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Figure 22. - Résumé de I'effet du LSKL sur la voie de signalisation du TGF-B dans les cellules

endothéliales placentaires. Les fleches rouges représentent les effets de la THBS1 et les

fleches vertes représentent les effets de I'inhibition de la THBS1 par LSKL.
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Chapitre 9 — Limites de I'étude

Quelques limites sont abordées dans notre étude. Premierement, notre modéle murin est basé
sur une régulation positive du systéme rénine-angiotensine lors de la grossesse PE, a laquelle est
confrontée par la littérature montrant que cliniquement, ce systeme semble étre régulé négati-
vement dans la circulation des grossesses PE. Nous pensons toujours que ce n'est pas un pro-
bleme dans la mesure ou le modele a été bien décrit pour induire une PE spontanée d'une ma-
niére tres similaire a celle décrite chez I'humain. En outre, méme si les études cliniques montrent
des taux plus faibles d'angiotensine Il et d'autres composants circulants du systéme rénine-angio-
tensine dans le sang périphérique de grossesses PE, un nombre croissant d'études ont montré
que dans le placenta, ce systeme est régulé positivement dans une condition de dysfonction pla-

centaire.

Notre étude n'a pas exclu les fecetus et placentas double transgene. Ces foetus correspondent a 5-
10% dans ce modele animal. Des études antérieures de Dre Lavoie n'ont remarqué aucune diffé-
rence dans le poids du placenta et la croissance foetale entre les placentas des foetus double ou
unique transgénes, et méme les doubles négatifs.12® Notre laboratoire effectue actuellement le
génotype de tous les foetus de nos expériences et sera en mesure de déterminer si le génotype

pourrait avoir un impact sur les résultats observés dans notre modeéle animal et le traitement.

Des problemes techniques, principalement lors du Western Blot, ont limité I’évaluation d’autres
composants des voies du TGF-B. Nous ne savons toujours pas si ces problémes ont été causés par
des changements dans la collecte ou la préparation des échantillons (méme sile méme protocole
a été utilisé dans toutes les expériences) ou si les protéines ciblées peuvent avoir une conforma-
tion structurelle différente dans le placenta. Des investigations plus approfondies dans notre la-

boratoire aideront a élucider ce probleme particulier.

Ce projet de maitrise comporte d’autres limitations. L’effet du peptide LSKL sur la pression arté-
rielle n’a pu étre évaluée. Il aurait été intéressant de savoir si I'amélioration de la vascularisation
placentaire diminue 'augmentation de la pression artérielle. Des retards ont été causés par la

pandémie et I'accés au systeme de télémétrie qui permet I'enregistrement tout au long de la
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grossesse. Ces mesures sont en cours au laboratoire de Dre Bertagnolli et permettront de déter-
miner si le traitement pourrait avoir un effet bénéfique supplémentaire en réduisant I’hyperten-

sion associée a la PE dans notre modele animal.

Finalement, la demi-vie ainsi que le taux d’absorption du peptide LSKL n’ont pu étre évalués. Ces
éléments seront importants a évaluer, afin de comprendre si le LSKL peut traverser la barriére

placentaire et avoir des effets aussi directement sur le system cardiovasculaire des foetus.

Chapitre 10 — Perspectives de recherche

Comme perspectives de recherche, des expériences vont étre menés prochainement en procé-
dant a un suivi de I'hypertension artérielle durant la grossesse chez les souris avant et aprés le
traitement au LSKL. Cette expérience permettra de déterminer si I'injection de LSKL a un impact
positif sur I’hypertension artérielle. De plus, le traitement par le peptide LSKL sera testés dans
différentes temps de gestation au JG 1,5 ainsi que 7,5 afin de déterminer son effet sur différentes
phases de formation et remodelage des vaisseaux placentaires. Une autre perspective de re-
cherche serait d’étudier les mécanismes d’inhibition du VEGF médiés par la THBS1 dans ces mo-
deles animal et in vitro de PE. D’apreés la littérature, I'internalisation du VEGF peut étre induite
par la THBS1 via sa liaison au LRP1 et la fonction pro-angiogénique du VEGF peut étre altérée par
la liaison de la THBS1 a ses récepteurs CD36 et CD47. Cette perspective de recherche permettra
de mieux comprendre les mécanismes principaux régulateurs de I’activité anti-angiogénique de

la THBS1 dans les vaisseaux placentaires.
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