Université de Montréal

Effet stimulateur du neuropeptide Y sur la sécrétion du facteur de reliche de la
corticostimuline (CRF) par les cellules trophoblastiques du placenta humain

par

Jacques Robidoux
Programme de Sciences Biomédicales

Faculté de médecine

These présentée 4 la Faculté des études supérieures
En vue de ’obtention du grade de
Philosophia Doctor (Ph.D.)
en sciences biomédicales

e\u degs S;‘O

S ~e
3% Grade octroye )
3 compter oU

décembre, 1999

©Jacques Robidoux, 1999



AR
LOOO
o 088



Université de Montréal

Faculté des études supérieures
Cette thése intitulée :

Effet stimulateur du neuropeptide Y sur la sécrétion du facteur de relache de la
corticostimuline (CRF) par les cellules trophoblastiques du placenta humain
Présentée par
Jacques Robidoux
a été évaluée par un jury composé des personnes suivantes :

................................................ président du jury

................................................ directrice de recherche

................................................ examinatrice externe

................................................ examinateur externe

................................................ représentant(e) du doyen
Serge Bélisle, M.D.



SOMMAIRE

L’accouchement, I’aboutissement ultime de la grossesse, est un processus bien orchestré
mettant en ceuvre une pléiade de peptides produits par le placenta. Récemment, la mise
en évidence d’une relation entre la durée de la grossesse et la concentration plasmatique
du facteur de relache de la corticostimuline (CRF) a permis de proposer un lien entre ce
peptide et I’horloge placentaire déterminant la durée de la grossesse. Or, le neuropeptide
Y (NPY), un peptide produit abondamment par le placenta tout au long de la grossesse,
stimule in vitro la reliche du CRF par le syncytiotrophoblaste. Puisque ce
syncytiotrophoblaste est connu pour étre, du moins durant le troisiéme trimestre de la
grossesse, la principale origine du CRF circulant, le but de cette thése est d’étudier les
modalités de cet effet du NPY.

Les hypothéses principales ayant balisé cette étude ont été: 1) le syncytiotrophoblaste
arbore des récepteurs pour le NPY ; 2) un mode de reliche du CRF dépendant du
calcium est présent dans le syncytiotrophoblaste et 3) la stimulation de la relache du
CRF par le NPY dans les cellules trophoblastiques implique des voies de signalisation

en amont et en aval d’une hausse de la concentration du calcium intracellulaire.

En premier lieu, étant donné la nature polaire du syncytiotrophoblaste, les études de
liaison ont été effectuées en paralléle sur des membranes d’origine apicale (BBM) et
basale (BPM) afin de déterminer s’il y a une ségrégation des sites de liaisons pour le
NPY. Les résultats obtenus suggérent I’existence d’une population mixte de sites de

liaison du NPY (Y et Y3) se retrouvant exclusivement sur les BBM.

Par la suite, les voies de signalisation associées aux récepteurs du NPY ont été explorées

sur des préparations de BBM ou sur des cellules trophoblastiques en culture primaire.
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Les résultats obtenus montrent que dans les BBM, I'interaction du NPY avec le
récepteur de sous-type Y; est couplée a I’activation des phospholipases C-p (PLC-B),
ces derniéres étant responsables, en partie, d’une activation des protéines kinases C
(PKCs). L’autre portion de I’activation de ces PKCs étant attribuable a I’activation des
kinases de la position D3 des phosphoinositides (PI3-K). Les résultats obtenus & I’aide
des cellules trophoblastiques montrent que le NPY entraine Iactivation de la kinase
dépendante du calcium et de la calmoduline de type II (CaMKII) et des MAP kinases de
type ERK 1, (ERKp).

En troisiéme lieu, afin de vérifier lesquelles de ces voies de signalisation sont impliquées
dans le contréle de la relache du CRF par le NPY, nous avons, dans un premier temps,
caractéris¢ I’habileté des cellules trophoblastiques & sécréter le CRF. Cette étape
importante montre que les cytotrophoblastes issus de placentas  terme, acquiérent, en
parallele avec leur différenciation vers le phénotype apparenté au syncytiotrophoblaste,
I’habileté de sécréter le CRF.

En dernier lieu, nous avons démontré que le NPY, en interagissant avec des récepteurs
de type Y1, induit la synthése et la reliche du CRF par les cellules trophoblastiques.
L’augmentation de la synthése est, en grande partie, attribuable a I’activation des PLC-8,
la reliche subséquente du calcium des réserves intracellulaires et a Iactivation de la
CaMKII. L’augmentation de la reliche est subséquente & IPactivation de PKCs
indépendantes du calcium, & Pactivation de I’axe initi¢ par les PLC-B et 4 un influx
calcique ne passant pas par les L-VOCC. Intéressement, ’activation directe des L-
VOCC avec le Bay K8644, bien qu’entrainant I’activation des CaMKII, favorise la
reliche du CRF sans influencer la synthése du peptide.

Pris dans leur globalité, ces résultats illustrent bien la pluralité de la signalisation des
récepteurs de sous-type Y: et la complexité du contrdle de la reliche du CRF par le
NPY. De plus, ces résultats sont une étape importante dans la compréhension des

mécanismes qui permettent aux peptides interagissant avec un récepteur couplé aux



protéines liant les nucléotides guanyliques (protéines G), sensibles a la toxine
pertussique (PTX), de réguler la reliche du CRF.,
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CHAPITRE PREMIER
INTRODUCTION

L’accouchement, un événement aussi complexe que fascinant, est tributaire d’un long
dialogue établis progressivement entre le foetus, la mére et I'unité placentaire (Challis et
Lye, 1994 ; Nathanielsz et al., 1995 ; Smith, 1998). Au sein de I'unité placentaire, le
placenta, particuliérement le syncytiotrophoblaste, grace a la multitude de cytokines, de
facteurs de croissance et d’hormones qu’il produit ainsi qu’a la position stratégique qu’il
occupe, est voué a un role de coordonnateur de cette communication tripartite (Krieger,
1982 ; Petraglia ef al., 1996 ; Evain-Brion, 1999).

Normalement, la durée de la grossesse et la maturation feetale sont synchronisées de
sorte que le passage de la vie intra-utérine vers la vie extra-utérine puisse se faire
adéquatement (Gluckman ef al, 1999). Il n’est donc pas étonnant que la naissance
prématurée (grossesse de moins de 37 semaines) soit la premiére cause de morbidité et
de mortalité périnatale (McCormick, 1985 ; Knoches et Doyle, 1993). A cet égard, il est
désolant de constater qu’a cause d’une méconnaissance des mécanismes menant a la
naissance, aucune amélioration dans la prévention des naissances prématurées n’est
survenue au cours des trois derniéres décennies (McCormick, 1985 ; Creasy, 1993).
Ainsi, la proposition de ’existence d’une horloge placentaire déterminant la longueur de
la grossesse (McLaen ef al., 1995), au sein de laquelle le CRF jouerait un role clef,
suscite beaucoup d’intérét. Selon cette hypothése, le CRF, un peptide initialement isolé a
partir d’extraits hypothalamiques (Spiess et al., 1981 ; Vale et al., 1981) et dont la
principale source durant la grossesse est le syncytiotrophoblaste (Riley ef al., 1991 ;

Perkins et Linton, 1995), serait impliqué dans des boucles amplificatrices menant a
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’accouchement (McLaen ef al., 1995, Majzoub et al., 1999). D’ailleurs, plusieurs

études montrent que la concentration plasmatique maternelle de CRF augmente de fagon
exponentielle de la mi-grossesse jusqu’a I’initiation des contractions (Sasaki ef al., 1984,
1987a,b ; Goland et al., 1986, 1988 ; Campbell ef al., 1987 ; Laatikainen et al., 1987b ;
Wolfe et al., 1988a; Jeske et al, 1989 ; Petraglia et al., 1990c). Plusieurs groupes
rapportent également qu’en fin de grossesse, la concentration plasmatique de CRF est
plus élevée chez les femmes donnant naissance a des prématurés (Warren ef al., 1992 ;
Petraglia et al., 1995 ; Bisits et al., 1998). Une observation, que McLean ef a/ (1995) ont
fait dés le deuxiéme trimestre, de sorte, que la mesure de la concentration plasmatique
de CRF au deuxiéme trimestre devient un marqueur fiable pour détecter le risque de

donner naissance avant terme (Mclean et al., 1999).

Bien qu’il soit facile d’argumenter en faveur d’une association fortuite, plusieurs
facteurs plaident en faveur d’un rdle actif du CRF. Le premier est son activité
utérotonique, d’abord intrinséque (Quartero et Fry, 1989), puis en synergie avec
I’ocytocine (Quartero ez al., 1991,1992) et la prostaglandine Fa, (Benedetto ef al.,
1994). De plus, le CRF stimule la reliche de ’ocytocine et des prostaglandines (Jones et
Challis, 1989,1991 ; Florio et al., 1996) qui représentent les deux plus puissants facteurs
utérotoniques connus. Finalement, la stimulation de I’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien (HHS) feetal, favorise la production par le placenta d’cestriol et par le fait
méme, I’établissement des conditions favorables au travail (Pepe et Albrecht, 1990 ;
Liggins, 1994 ; McLean et al., 1995).

11 est clair que le cortisol et la progestérone sont les principaux régulateurs de la reldche
du CRF tout au long de la grossesse (Karalis ef al,, 1996). Néanmoins, des études
effectuées sur des explants placentaires ou des trophoblastes en culture ont identifié
plusieurs autres sécrétaguogues. Ainsi, ’acétylcholine, I’angiotensine II, Parginine-
vasopressine, les catécholamines, le cortisol, I'interleukine-1, le NPY, I'ocytocine et les
prostaglandines semblent tous des activateurs de la reliche du CRF (Robinson ef al.,
1988 ; Jones et Challis, 1989, Petraglia et al., 1989a,¢,1990b), tandis que le monoxyde



d’azote (NO) et la progestérone sont les principaux inhibiteurs de sa relache (Sun et al.,
1994 : Keralis ef al., 1996). Toutefois, comme ces études ne portaient pas sur la
détermination des mécanismes impliqués dans les effets mesurés, le but de cette thése a

été d’étudier les mécanismes impliqués dans les effets du NPY.

Finalement, pour les besoins inhérents a la nature d’une these, le corps du texte sera
constitué d’une revue de littérature, des trois articles présentés ainsi qu’une discussion.
Cette revue de littérature porte sur la structure fonctionnelle du placenta et sa fonction
endocrinienne, centrée sur les trois hormones touchées par 1’étude, soit le NPY, le CRF
et bien qu’accessoirement, la gonadotropine chorionique (hCG). Etant donné
Pimportance de la signalisation dans cette étude, une section sur les voies de
signalisation des récepteurs couplés aux protéines G sensibles a la PTX a été incorporée

a la fin de la section portant sur le NPY.



CHAPITRE SECOND
'REVUE DE LITTERATURE

1. Formation de ’unité placentaire et ses structures fonctionnelles

L.1. Formation du placenta humain et des membranes annexes

Le placenta est une annexe extra-embryonnaire feetale provisoire, mais indispensable au
développement du feetus jusqu’au terme de la grossesse. 1l joue ce role déterminant,
appuyé par ’amnios, le chorion lisse et la caduque (fig 1), fournissant ainsiau feetus un
environnement optimal, comblant ses besoins fondamentaux (Robinson ef al., 1995). Par
exemple, les besoins métaboliques du feetus sont satisfaits par I’habileté de P’annexe
feetale a transférer gaz, minéraux, nutriments et vitamines de la mére vers le feetus et les
déchets métaboliques du foetus vers la mére (Schneider, 1991; Hay, 1994; Garnica et
Chan, 1996). Le placenta est également doté d’activités enzymatiques pouvant modifier
la composition des nutriments provenant de la mére et ainsi pourvoir plus
spécifiquement aux besoins du foetus (Schneider, 1991; Hay, 1994; Garnica et Chan,
1996). Une autre propriété du placenta essentielle & la survie du foetus, est celle de
bloquer laccés du compartiment feetal 4 certains pathogénes de méme qu’aux
composantes du systéme immunitaire maternel (Sargent, 1993; Burton et Watson, 1997).
A ceci s’ajoute la synthése et la sécrétion par le placenta d’une multitude de cytokines,
de facteurs de croissance et d’hormones capables d’influencer la physiologie foetale et
maternelle (Krieger, 1982 ; Petraglia et al., 1996).
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Figure 1. L'unité utéro-placentaire humainc est composée de I"amnios, du chorion, des
villosités chorioniques, de la caduque et du myomdtre utérin. L’amnios et le chorion
forment 1'unité amniochorionique qui est, sur une importante surface dcla cavité
utérine, en ¢roite association avec Ja caduque. Dans unc portion ayant en son centre ce
qui {0t le site de nidation, unc masse villeuse importante sépare le chorion de la caduque,
il s’agit du placenta. (Tiré’ de Cunningham et al, In: Williams obstetrics, 19° édition,

Appleton et Lange, Nortwalk, CT, 1993).
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Il n’est donc pas surprenant, que les premiéres cellules commises soient celles promises
a former le placenta et les membranes annexes (amnios et chorion lisse) plutét que le
feetus (Cross, 1998). Cette étape, correspondant a la formation du blastocyte se produit
vers le 4°jour post-fécondation (souvent assimilée a post-ovulation) (Hertig ef al., 1956).
Du 6° ou 7° jour jusqu’au 9° jour post-fécondation, le blastocyte s’implante dans la paroi
utérine (Hertig et al., 1956). 1l est constitué d’une petite masse de cellules (I’embryon en
devenir) blottie contre la surface intérieure du trophoblaste, qui est déja constitué d’une
couche cytotrophoblastique interne et d’une couche syncytiotrophoblastique externe
(Hertig, 1956). Cette intrusion du blastocyte est permise par une modification de la
réceptivité de I’endométre utérin, amorcée durant la période lutéale tardive, et soutenue
grace a un dialogue moléculaire avec le blastocyte (Beier et Beier-Hellwig, 1998 ;
Tabibzadeh, 1998). La pénétration du blastocyte dans I’endométre est rendue possible
grice 4 la production par le syncytiotrophoblaste d’enzymes lytiques vis-a-vis de la
matrice extracellulaire endométriale (Flamigni ez al,, 1991 ; Graham et Lala, 1992 ;
Strickland et Richards, 1992). Par la suite, une parfaite synchronisation de I’expression
de molécules d’adhésion, tant au niveau du syncytiotrophoblaste qu’au niveau de
I’endométre, permet de contréler d’une part, la progression et d’autre part, la profondeur
de Tinvasion (Strickland et Richards, 1992). Dés lors, ’organogenése placentaire
débute, elle sera divisée en 2 phases ; la phase prévilleuse-lacunaire (des jours 9 & 13
post-fécondation) durant laquelle apparaissent des lacunes au sein du syncytio-

trophoblaste et la phase villeuse (de la 3° semaine jusqu’a terme).

La phase villeuse est initiée par deux phénoménes paralléles, soit la fusion des lacunes et
la prolifération des cellules cytotrophoblastiques qui s’enfoncent dans les travées
syncytiales interlacunaires sans les traverser. Conséquences de ce remaniement, les
villosités primaires formées par la prolifération radiaire des cytotrophoblastes, de méme
que le chorion primitif et la muqueuse sont recouverts d’un syncytium constituant une

cloison délimitant la chambre intervilleuse primitive (Demir et al., 1989). Par la suite,
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une deuxiéme migration de cellules, cette fois en provenance du mésoblaste extra-
embryonaire, se fait dans I’axe médian des villosités primaires, donnant naissance au
mésenchyme villeux et par le fait méme aux villosités secondaires (Demir et al., 1989).
Par la suite, la prolifération de certains cytotrophoblastes villeux et leur migration vers la
couche syncytiale recouvrant la caduque maternelle forme les villosités tertiaires. Ces
villosités sont aussi appelées villosités crampons, puisque les colonnes et la coque
cytotrophoblastique formées créent une assise solide pour le placenta en devenir. La
complexification des villosités chorioniques émanant de la portion du chorion
surplombant la caduque basale (la partie de la caduque entre ’embryon et le myometre
utérin) et I’élaboration des cotylédons feetaux, de méme que leur systéme vasculaire
donnent au placenta sa structure finale, telle qu’observée lors de la récolte du placenta a

terme (Boyd, 1984 ; Demir ef al., 1989).

Les deux autres annexes embryonnaires, qui partagent les mémes origines et le méme
patrimoine génétique que le placenta et I’embryon, sont ’amnios et le chorion lisse. Le
chorion lisse est une involution du chorion villeux due & un apport sanguin inadéquat
entre I’ceuf et la cavité abdominale tandis que I’amnios est formé séparément a partir de
tissus mésenchymateux. Les deux membranes se fusionnent afin de former une unité
amniochorionique (Bryant-Greewood, 1998). Avec le placenta proprement dit, is
forment I'unité placentaire, qui tout au long de la grossesse est en étroite association

avec la caduque maternelle (endometre de grossesse).

1.2. La structure des villosités chorioniques du placenta mature
1.2.1. Les villosités
Récemment, une classification relativement simple des embranchements qui forment les

villosités chorioniques a été proposée (Kaufmann ef al., 1979 ; Leiser et al., 1985). Dans

ce systéme de classification, les villosités sont divisées en troncs villeux, en villosités
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intermédiaires et en villosités terminales. Les troncs villeux sont de calibres variables
selon qu’ils soient des troncs de 1% ordre (200-400 pm), des ramifications de 2° ordre
(~150 pum) ou de 3° ordre (80-100 pm). Riches en stroma fibreux, ils jouent
essentiellement un réle de soutien (Kaufmann et al., 1979 ; Leiser et al., 1985). Les
troncs villeux de 1% ordre naissent dans la plaque chorionique, se dirigent vers la plaque
basale et sont parcourus parv de petites artéres et veines. Ces troncs villeux se divisent de
fagon dichotomique pour donner naissance aux nombreux troncs villeux de 2° ordre, qui
en font autant pour donner naissance aux troncs de 3° ordre qui en atteignant la plaque
basale, se courbent et retournent vers la plaque chorionique (Wilkins, 1965). Les
vaisseaux sanguins qui les parcourent se divisent également de sorte qu’arrivés au
niveau des troncs de 3° ordre, ne subsistent que des artérioles et des veinules élastiques
entourées comme les vaisseaux de gros calibre, d’un plexus de capillaires (Kaufimann e?

al., 1979 ; Leiser et al., 1985 ; Demir et al., 1997).

Les villosités intermédiaires sont de deux types. Les premiéres sont de gros calibre (60-
200 pm), presque dépourvues de villosités terminales et constituent I’extrémité
immature des troncs villeux de 3° ordre (Castellucci ef al., 1990 ; Demir e al., 1997).
Les villosités intermédiaires mature sont plus fines (40-80 um) et presque inexistantes
avant le 3° trimestre, elles prennent naissance principalement au niveau des troncs de 3°
ordre et de la, elles pointent dans toutes les directions. Ces villosités, qui peuvent se
diviser a leur tour en plusieurs branches, portent la presque totalité (95%) des villosités

terminales (Castellucci et al., 1990 ; Demir ef al., 1997).

L’ensemble des embranchements issus d’un tronc villeux de 1% ordre forme une
structure ressemblant a un saule pleureur a 1’envers. Les cotylédons feetaux les plus
simples, retrouvés en périphérie du placenta, seraient constitués d’un seul de ces arbres

villeux, tandis que les plus complexes en contiendraient jusqu’a cinq (Wilkin, 1965).



1.2.2. La villosité terminale et le syncytiotrophoblaste

Les villosités terminales, regroupées en petites grappes le long des villosités
intermédiaires matures, sont courtes et minces (40-80 ym ; Kaufimann ef a/., 1979), elles
constituent 1’élément fonctionnel ou a lieu la presque totalité des échanges endocriniens
et métaboliques entre le 'foetus et la mére (Bauer er al, 1998). Ces villosités,
contrairement au reste de I’arbre villeux, ne sont pas le produit d’une croissance active
de villosités meéres, mais seulement des bourgeonnements occasionnés par la pression
exercee par les capillaires foetaux en pleine croissance (Castellucci ef al., 1990). A
Pinstar du reste de I’arbre villeux, les villosités terminales sont couvertes par un
épithélium recouvert de microvillosités de forme cylindrique (10-12 X 10% par mm?)
(Boyd et al., 1968 ; Sandstedt, 1979). 1l semble désormais accepté que I’observation de
zones dépourvues de microvillosités sur les villosités terminales, particuliérement sur les
pointes, soit attribuable & des artéfacts inhérents aux méthodes de fixation (King et
Menton, 1975 ; Burton, 1987) et qu’il soit plus prudent de considérer qu’elles sont
totalement recouvertes. Le syncytium villositaire est particulier puisqu’il ne posséde
aucune membrane latérale, sauf aux rares sites de fusion intervillositaire ou aux sites de
réparation (Cantle ef al., 1987 ; Wang et Schneider, 1987). Ce syncytium ininterrompu
recouvre non seulement les villosités chorioniques, mais les plaques chorionique et
basale. Par conséquent, I'usage des termes syncytiotrophoblaste et syncytium, qui
respectent la  réalité anatomique, est préférable au terme "cellules
syncytiotrophoblastiques” pourtant d’usage courant. Néanmoins, il ne faut pas en
conclure que le syncytiotrophoblaste est une structure homogeéne, puisque des zones
spécialisées formant une mosaique (fig 2) ont depuis longtemps été décrites (Burgos et
Rodrigez, 1966 ; Bernirschke et Kaufiann, 1990).

La plus grande portion du syncytiotrophoblaste a une épaisseur de 2 & 10 um, elle
contient plus ou moins de noyaux et est riche en réticulum endoplasmique rugueux
(Dempsey et Zergollern, 1969). Cette zone serait vouée a la synthése protéique, dont

celle d’hormones comme la hCG (Dreskin et al., 1970 ; Hamanaka ef al., 1971,
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Genbacev et al,, 1972 ; Beck et al., 1986 ; Unnikumar et al., 1988), le lactogéne

placentaire, souvent appelé somatomammotropine chorionique (De Ikonicoff et Cedard,
1973 ; Beck et al., 1986 ; Unnikumar ef dl., 1988), ’ocytocine (Unnikumar ef al., 1988)
et les opiacées (Laatikainen ef al., 1987a). Parsemés dans cette zone, se trouvent des
petits ilots dépourvus de ribosomes mais un peu plus riches en mitochondries. If a été
proposé qu’ils s’agisse de sites de synthése d’hormones stéroidiennes (Fournet-
Dulguerov et al., 1987 ; Bernirschke et Kaufmann, 1990).

Les deux autres zones du syncytiotrophoblaste sont beaucoup plus minces (0.5 — 2 pm)
(Fox et Blanco, 1974 ; Sen ef al., 1979). La premiére, nommée zone syncytiovasculaire,
est une mince lamelle recouvrant des renflements de capillaires foetaux (25% de la
surface villositaire). La seconde, nommée lamelle syncytiale, recouvre les cellules
cytotrophoblastiques ou cellules de Langhans (20% de la surface villositaire). Ces deux
zones, a cause des pressions exercées par les structures sous-jacentes, sont dépourvues
de noyaux et sont pauvres en organelles (Burton et Tham, 1992). La zone

syncytiovasculaire peut arbitrairement étre subdivisée en deux portions :

Une portion mince qui est spécialisée dans les échanges d’eau et de gaz, et une portion
plus épaisse contenant quelques mitochondries qui est impliquée dans le transport actif
des nutriments. Aux abords de la zone syncytiovasculaire et de la lamelle syncytiale se
trouvent les nceuds syncytiaux, correspondant aux endroits ou s’accumulent les noyaux
(Bernirschke et Kaufmann, 1990). La lamelle syncytiale, riche en vésicules de sécrétion
et en lysosomes, serait impliquée dans la sécrétion hormonale (Bemnirschke et
Kaufmann, 1990) et probablement assujettie aux facteurs de reldche sécrétés par les

cytotrophoblastes sous-jacents.
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Figure 2. Schéma d’une coupe transversale d’une villosité terminale. a) zone
syncytiovasculaire (spécialisée dans le transport), b) lamelle syncytiale (spécialisée dans
la sécrétion d’hormones), ¢) zone riche en ribosomes (spécialisée dans la synthése
protéique), d) zone pauvre en ribosome mais riche en mitochondries (spécialisée dans la
synthése des stéroides), €) nceud syncytial (sans fonction précise, accumulation de
noyaux) et f) germe syncytial (4 terme, un artéfact, dans un placenta immature, "origine
des villosités intermédiaires). (tiré de Bernirschke et Kaufmann, Pathology of the human

placenta, 1990)
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Le syncytiotrophoblaste est donc une structure polarisée; sa membrane plasmique
apicale baigne dans le sang maternel, tandis que sa membrane plasmique basale est en
contact avec une mince lame basale qui la sépare du stroma villositaire (Burton, 1987).
A cette polarité évidente s’ajoute celle retrouvée au niveau des constituants moléculaires
des deux membranes, principalement au niveau des protéines. Parmi les protéines
retrouvées du coté apical, certaines enzymes telles la guanylate cyclase (Matsubara ef
al., 1987a) et la phosphatase alcaline (Hulstaert et al, 1973 ; Kameya et al., 1973 ;
Matsubara er al, 1987b) sont particuliérement importantes pour la physiologie
placentaire. La membrane apicale arbore également des sites de liaison, tels ceux de
Iacide folique (Green et Ford, 1984), du facteur de croissance insulinique de type I
(IGF-1 et IGF-2) (Fang et al., 1997) et des lipoprotéines de faible densité (Mallasine et
al., 1984). Du c6té de la membrane basale, on retrouve ’adénylyl cyclase (Whitsett,
1980 ; Matsubara et al, 1987b; Lafond et al, 1988), I’échangeur sodium-calcium
(Kamath et Smith, 1994), la Na'/K'-ATPase (Smith et al., 1977 ; Boyd ef al., 1979 ;
Whitsett, 1980), la pompe calcique (Fisher et al., 1987 ; Lafond et al., 1991) de méme
que les récepteurs B-adrénergiques (Whitssett, 1980).

Selon Morrish (1998), Langhans (1887), a été le premier & décrire les cellules
cytotrophoblastiques, en plus de spéculer qu’elles soient  Iorigine du syncytium. Par la
suite, plusieurs études morphologiques ont rendu cette hypothése irréfutable (Terzakis,
1963 ; Carter, 1964 ; Boyd et Hamilton, 1966). Les cellules de Langhans passent d’un
stade non-différentié ot elles peuvent incorporer la *H-thymidine et se diviser, 4 un
stade intermédiaire ou elles ont perdu ces caractéristiques (Tedde et Tedde-Piras, 1978).
Les cytotrophoblastes différenciés se distinguent également par leur réticulum
endoplasmique rugueux abondant et par la présence de nombreuses mitochondries
(Boyd et Hamilton, 1966). Ce n’est d’ailleurs qu’aprés avoir atteint une densité

cytoplasmique semblable 4 celle du syncytiotrophoblaste qu’ils s’unissent via des
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jonctions serrées, une étape inévitablement suivie par une dissolution de leur membrane

(Contractor ef al., 1977 ; Ne’eman et al., 1992). Hormis leur réle de précurseurs, les
cytotrophoblastes ayant atteint un certain degré de différenciation sont la source de
plusieurs peptides a activité endocrinienne. Parmi ces peptides, notons le facteur de
reliche des gonadostimulines (GnRH) (Khodr et Siler-Khodr, 1978a), Iinhibine
(Petraglia ez al., 1987a), le NPY (Petraglia ez al., 1989c) et la somatostatine (Nishihira et
Yagihashi, 1979).

1.3. Formation de la circulation placentaire

La formation des capillaires feetaux peut se diviser en trois phases ; la phase pré-
vasculogénétique (avant le 21° ou le 22° jour post-conception), la phase
vasculogénétique (de la 4° & la 26° semaine) et la phase angiogénétique (de la 26°
semaine jusqu’a terme) (Demir ef al., 1989). Durant la phase pré-vasculogénétique,
certaines cellules du mésenchyme villeux se différencient en hémangioblastes et
s’alignent pour former des cordons doubles, tandis que d’autres prennent la forme de
péricytes (Demir et al., 1989). Au début de la phase vasculogénétique, la plupart des
hémangioblastes établissent des jonctions serrées entre lesquelles des interstices se
dessinent (Demir ez al., 1989). Par la suite, ces espaces s’élargissent et certaines des
cellules se décollent et donnent naissance aux cellules hématopoiétiques souches. La
circulation intra-villeuse ne s’établit que lorsque les espaces intercellulaires finissent par
se joindre pour donner naissance a une lumiére en continuité avec le systéme circulatoire
foetal dans laquelle les cellules hématopoiétiques peuvent circuler sous I’action motrice
du ceeur du foetus (Demir ef al., 1989). La phase angiogénétique se caractérise par une
croissance vasculaire provenant de la prolifération des péricytes plutét que des
hémangioblastes (Demir ef al., 1989). L’endothélium villositaire est continu (Heinrich et
al., 1976) et ne posséde de lame basale compléte qu’a partir du dernier trimestre (Demir
et al., 1989).
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1.4. Les modifications de la circulation maternelle

Les modifications de la circulation maternelle sont nombreuses. Briévement, durant la
période péri-implantation, une réaction s’apparentant & une réaction d’inflammation
engendre une augmentation de la perméabilité vasculaire au site d’implantation (Duc-
Goiran ef al., 1999). Cette perméabilité accrue des vaisseaux, associée aux sécrétions de
Pendometre, est suffisante pour combler les besoins initiaux du blastocyte. Par la suite,
certains trophoblastes du stroma villeux se différentient et acquiérent un phénotype
envahisseur, ¢’est-a-dire qu’un programme d’expression différentielle de leurs intégrines
permet aux trophoblastes de pénétrer profondément dans ’endométre (Damsky ef al.,
1992, 1994). Ce faisant, ils atteignent les artéres utérines et créent des bréches, de méme
qu'une perte de tonus permettant au sang maternel de s’écouler dans I’espace
intervilleux. Une étude portant sur des utérus prélevés chez des femmes enceintes de 43
a 130 jours a permis d’établir qu’initialement les liens entre les artéres utérines et le
placenta sont tortueux et constitués d’une succession d’espaces extracellulaires (Burton
et al.,, 1999). Ce ne serait que vers la 8° semaine post-fécondation que des conduits
véritables, mais de petit calibre, se jettent dans les espaces intervilleux. Le calibre de ces
artéres spiralées augmente ensuite graduellement jusqu’a la 12° semaine. Ces auteurs en
ont conclu qu’il existe une circulation maternelle intervilleuse qui ne sera vraiment
établie qu’a partir de la 12° semaine. De plus, des bouchons formés de trophoblastes
seraient présents a ’embouchure des artéres spiralées, et y seraient présents jusqu’a la
12° semaine, freinant ainsi le débit sanguin intervilleux de fagon considérable avant ce
stade (Jaffe er al., 1997). Donc, bien qu’une circulation utéro-placentaire soit établie dés
les premiéres semaines de grossesse, il semble qu’elle n’atteigne sa plénitude qu’aprés la

12° semaine.

2. L’unité placentaire en tant qu’organe endocrinien

Le placenta humain est de type hémomonochorioendothélial, c’est-a-dire que deux

barrieres cellulaires séparent les sangs maternel et feetal, soit le syncytiotrophoblaste et
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les cellules endothéliales des capillaires feetaux (Burton, 1987 ; Evain-Brion, 1999). Le

syncytiotrophoblaste, de part sa situation stratégique, est voué a étre la clef de voite du
réseau d’échange foeto-maternel. Plus précisément, le syncytium accomplit cette tiche
via les modes de communication autocrinien (avec lui méme), paracrinien (avec les

cellules voisines) et endocrinien (avec le feetus et la mére) (Petraglia ef al., 1996).

Puisque la sécrétion hormonale trophoblastique est indiscutablement le véhicule de la
communication foeto-maternelle, voici une présentation aussi bréve que possible du
placenta en tant qu’organe endocrinien, incluant une présentation détaillée du NPY et du
CRF. L’état des connaissances sur la physiologie NPYergique placentaire se résumant &
cing articles, la majorit¢ des renseignements, en particulier en ce qui concerne la
pharmacologie, proviennent de différents systémes. Par contre, pour le CRF, il existe
une vaste littérature qui sera circonscrite pour les besoins de cette présentation. La hCG
sera également présentée puisqu’il s’agit d’une des hormones peptidiques purement
placentaires et qu’elle constitue le marqueur biochimique utilisé dans cette étude pour

suivre la différentiation des cytotrophoblastes.

2.1. Le neuropeptide Y

Le NPY est un polypeptide de 36 acides aminés dont la structure est particuliérement
conservée chez les vertébrés (Tatemoto, 1982 ; Larhammar, 1996), une caractéristique
qui plaide en faveur de roles physiologiques primordiaux pour ce peptide. Le NPY
forme une famille avec deux autres peptides endocriniens : le PYY et le polypeptide
pancréatique (PP). La structure des trois membres de la famille se caractérise par deux
helices antiparalléles reliées par une structure en forme d’épingle (résidus 9-14), appelée
le "PP-fold". La premiére, qui se retrouve du c6té amino-terminal (résidus 2-8), est une
hélice polyproline, et la seconde 4 ’extrémité carboxy-terminale (résidus 15-32), est une
une hélice o (Glover et al., 1985 ; Allen et al., 1987 ; Larhammar, 1996). L’étude de

"organisation chromosomique et de la séquence des génes qui codent pour ces trois
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peptides a travers les espéces, suggérent un lien d’homologie (Larhammar, 1996). Ainsi,

il est proposé qu’ils soient tous des descendants d’un géne ancestral qui se serait
dupliqué a une période coincidant aveé Papparition des poissons & machoires pour
engendrer le NPY et le précurseur commun du PP et du PYY. Une deuxiéme duplication
qui aurait eu lieu autour de I’apparition des animaux terrestres aurait engendré & son tour
lePPetle PYY.

2.1.1. Distribution du NPY, du PYY et du PP

Le NPY a été initialement purifié a partir de cerveaux porcins (Tatemoto et al., 1982), et
est I'un des peptides les plus abondants au niveau du systéme nerveux central (Adrian ef
al, 1983 ; Allen et al., 1983b). Le neuropeptide est également un abondant co-
transmetteur au niveau du systéme nerveux autonome, surtout dans ses branches
sympathiques, mais également dans quelques branches parasympathiques, de méme que
dans quelques branches non adrénergiques et non cholinergiques. Le NPY est ainsi
présent dans le systéme cardio-vasculaire (Allen ef al., 1984a) dont le coeur (Allen ef al.,
1985 ; Corr et al., 1990 ), le systéme gastro-intestinal (Ekblad er al., 1984 ; Lee et al.,
1985 ; Pettersson et al., 1987 ; Ferri ef al., 1988 ;Kawana ef al., 1990), le systéme rénal
(Ballesta et al. 1984 ; Reinnecke et Forssmann, 1988) et le systéme respiratoire (Lacroix
et al., 1990 ; Martling et al., 1990). De plus, le NPY est synthétisé par plusieurs tissus
endocriniens, tels le colon (Kawana ef al., 1990), la médullosurrénale (Oomori et al.,

1994), le pancréas (Myrsen et Sundler, 1995) et le placenta (Petraglia ez al., 1989c).

Il n’est donc pas étonnant qu’il ait de nombreux roles au sein de tous ces systémes
(Lundberg et Tatemoto, 1982 ; Allen ef al., 1983b ; Stanley ef al., 1985 ; MacFadyen et
al., 1986 ; Flood et al., 1987 ; Cadi‘eux et al., 1989 ; Pemow et Lundberg, 1989 ;
Cadieux ez al., 1990 ; Wahlestedt ef al., 1992a ; Teyssen ef al., 1996). Toutefois, deux
fonctions du NPY sont particuliérement intéressantes, notamment i cause de I’analogie
souvent ¢voquée entre I’axe hypothalamo-hypophysaire et I’axe cytotrophoblaste-

syncytiotrophoblaste (Waddell, 1993 ; Petraglia et al., 1996), soient les fonctions
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gonadotrophique et corticotrophique. En effet, Iune des actions la mieux caractérisée du

NPY au niveau de I’axe hypothalamo-hypophysaire est la stimulation de la reliche de la
LH par I’adénohypophyse suite 4 une injection du peptide chez le rat (Kalra et Crowley,
1984). Cet effet serait lié¢ a I’activation au préalable de la libération de la GnRH via
Iactivation des L-VOCC ( Crowley et Kalra, 1987), ainsi qu’a la potentialisation de son
effet sur les cellules gonadotropes (Crowley et al., 1987). Un autre effet connu du NPY
est la stimulation de la relache par I’adénohypophyse de la corticostimuline (ACTH),
puisque Dinjection du peptide dans le noyau paraventriculaire de rat entraine
’augmentation de la concentration plasmatique d’ACTH et conséquemment de
corticostérone (Wahlestedt et al., 1987). Cet effet du NPY est lié a sa capacité d’induire
la reliche du CRF (Haas et George, 1987) et, du moins chez le chien, & potentialiser
I’effet du CRF sur la relache d’ACTH (Inoue ef al., 1989). Une autre hormone dont la
reliche est stimulée par le NPY, est I'ocytocine (Parker et Crowley, 1993), mais les

mécanismes impliqués n’ont pas faits I’objet d’études jusqu’a ce jour.

Le PYY et le PP sont surtout considérés comme des peptides endocriniens devant
atteindre leurs cellules cibles via la circulation. Cependant, méme si le PYY est surtout
abondant dans les cellules endocrines de type L du colon (Lundberg ef al., 1982) et dans
les cellules A et F du pancréas (Bottcher ef al., 1993). 1l est également présent dans le
systéme nerveux central, plus particuliérement dans la portion cervicale de la colonne
vertébrale, le tronc cérébral et hypothalamus (Broomé ef al., 1985 ; Ekman ef al,
1986). Une étude récente montre également que le PYY est abondamment retrouve au
sein du placenta, des membranes feetales et de la caduque (Xiao ef al, 1998). Ceci
suggeére que le PYY peut influencer la physiologie feetale en dehors des périodes post-
prandiales. Toutefois, aucune étude & ce jour n’a été effectuée pour étayer cette
hypothése. Le PP, pour sa part, se retrouve exclusivement au niveau des cellules F des

ilots de Langerhans (Larsson ef al., 1974).
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2.1.2. Origine de la hausse de la concentration plasmatique du NPY durant la

8rossesse

Chez I'humain, la concentration plasmatique du NPY est d’environ 30 pM (Lundberg et
al, 1985; Pemow et al, 1986 ; Petraglia et al., 1989b). En corrélation avec la
concentration de norépinéphrine circulante, la concentration plasmatique du NPY peut
quintupler lors d’exercice intense (Lundberg et al., 1985 ; Pernow et al., 1986). Durant la
grossesse, la concentration plasmatique du NPY est d’environ 140 pM et ce, peu importe
le trimestre (Petraglia et al., 1989b). Toutefois, vers la fin du travail (le col de "utérus
ayant une dilatation de plus de 8 cm) ou lors de I’accouchement, la concentration
plasmatique du NPY peut atteindre environ 400 pM (Petraglia et al., 1989b). Une hausse
qui n’est pas observée lors d’accouchement par césarienne (Petraglia et al., 1989b) et qui
est probablement diie, bien que cela n’ait jamais été explorée, a une activation du
systeme nerveux sympathique associée a I’état de stress (Mormede et al., 1990 ;

Zukowska-Grojec, 1995) de la femme en travail.

Trois observations permettent de proposer que durant la grossesse, le placenta et ses
membranes annexes sont a ’origine, excluant la période du travail, de la hausse de Ia
concentration plasmatique du NPY: Premiérement, le systéme nerveux sympathique
nest pas hyperactif durant la grossesse (Barron et al,1986), ce qui exclu un
débordement du NPY dans la circulation. Deuxiémement, les cytotrophoblastes
villositaires (Petraglia ef al., 1989¢c), la caduque et les membranes annexes (Petraglia er
al., 1993a) sont tous des sites de production du peptide. Troisiémement, le niveau
plasmatique du NPY revient a sa valeur normale deux heures aprés ’accouchement
(Petraglia et al., 1989b).

2.1.3. Roles du NPY dans le systéme reproducteur féminin

Dans le systéme urogénital féminin, le NPY est co-localisé avec la norépinéphrine dans

les terminaisons nerveuses sympathiques innervant les artéres utérines, le myométre, les
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ovaires, les trompes de Fallope et le vagin (Fried ef al., 1986 ; Jorgensen ef al., 1989 ;

Stjernquist ef al, 1991). L’innervation étant surtout abondante en périphérie des
vaisseaux sanguins (Jorgensen et al.,v 1989), ou le peptide est potentiellement
vasoconstricteur (Morris et Murphy, 1988 ; Fallgren er al, 1989). Cet effet est
particuliérement bien caractérisé pour les artéres utérines du cochon d’Inde, ou le NPY
serait responsable de la phase soutenue de la contraction induite par des stimulations
électriques (Morris et Murphy, 1988). Chez I’humain, la vasoconstriction induite par le
NPY est inexistante ou trés faible. Toutefois, le NPY potentialise I’effet vasoconstricteur
de divers agonistes (Fallgren et al., 1989 ; Fried et Samuelson, 1991 ; Stjernquist et al.,
1991).

Durant la grossesse, il y aurait une légére baisse du contenu en NPY et en
norépinéphrine dans 'utérus (Fried et al., 1986 ; Fallgren ef al., 1989), mais pas de
baisse, ni de la distribution, ni du nombre des terminaisons du systéme nerveux
sympathique (Fallgren et al., 1989). Cette baisse du contenu en NPY ne serait donc pas
une baisse de la valeur absolue du peptide, mais la conséquence de hypertrophie des
muscles lisses. Etant donné, les caractéristiques vasomotrices du NPY, il est possible
que cette baisse ait un role a jouer dans les modifications du systéme vasculaire utérin
associées a la grossesse. Toutefois, il est possible d’éliminer un réle utérotonique,
puisque chez I’humain, il ne semble pas que le NPY ait d’effet sur les muscles lisses
utérins, ni sur ceux des trompes de Fallope (Jorgensen ef al., 1989). Finalement, en plus
de ces effets probables sur le systéme vasculaire ovarien, le NPY stimule in vitro la
synthése de I’cestrogene par les cellules de la granulosa humaine (Barreca ef al., 1998).
Pris dans leur ensemble ces études suggéres que le NPY a un rdle dans le contrdle du

cycle ovarien.

Les réles du NPY produit par I’amnios, le chorion lisse et le placenta (Petraglia et al.,
1989¢, 1993a) sont encore hypothétiques. Ils seraient probablement de nature
paracrinienne, puisqu’il a été démontré que le NPY stimule la reliche du CRF (Petraglia
et al., 1989a,c) et de I’inhibine (Petraglia et Vale, 1989) par des trophoblastes en culture.

Etant donné son effet sur la production d’inhibine (qui dans le cas de I’inhibine B, peut
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étre formée du dimére afp), et sa localisation avec la sous-unité Bp dans presque tous les

tissus utéro-placentaires, il a été proposé que le NPY stimule in situ la reliche de
I’activine AB ou B (Petraglia ef al, 1993a).

Ainsi, le NPY pourrait participer notamment en début de grossesse, c’est-a-dire de la
période ou la production stéroidienne placentaire et surrénale est modeste (ceci sera
discuté en détail dans la section portant sur le CRF), a la stimulation de la reliche du
CRF. De plus, son rdle probable de sécrétaguoge de I’activine, un régulateur de la
croissance et de la maturation feetale (Jenkin ef al., 1995) et du CRF, confére au NPY un
role potentiel dans le contréle de la croissance du feetus. Finalement, son action
vasoconstrictrice devrait donner au NPY une place de choix comme régulateur a la

baisse du flux sanguin vers ’endométre utérin pendant et suite 4 I’accouchement.

2.1.4. Métabolisme du NPY

Comparativement au métabolisme de certains autres peptides, celui du NPY est peu
connu. Néanmoins, certaines études ont démontré une hydrolyse du NPY sous I’action
de la dipeptidyl-peptidase IV (Mentlein et al., 1993 ; Medeiros et Turner, 1996). Cette
aminopeptidase spécifique a la proline, retrouvée dans la membrane plasmique de
plusieurs cellules, clive le dipeptide amino-terminal du NPY et génére un peptide
tronqué, le 336sNPY. La signification physiologique de ce clivage est corroborée par la
présence du 3.3sNPY dans le cerveau porcin (Grandt et al., 1992), de méme que dans
deux tumeurs d’origine pancréatique (Shaw et al., 1993). Dans ce demier cas toutefois,
il est possible qu’il s’agisse d’un traitement du peptide spécifique a la tumeur et non au
tissu d’origine. II est important de souligner, qu’un tel clivage n’inactive pas
nécessairement le peptide, puisque le 3.36NPY reste un ligand pour certains sous-types de
récepteurs, en particulier le type Y, (Grandt ef al., 1992 et 1996). Ce sujet sera traité
dans la section suivante, portant sur les récepteurs du NPY. Le NPY est également un

substrat pour [I’endopeptidase-24.11 neutre (Medeiros et Tumer, 1996) et
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I’aminopeptidase P (Mentlein ef al., 1993 ; Medeiros et Turner, 1996). Toutefois, bien

que les constantes de Michaelis (Ky) de ces deux enzymes pour le NPY soient similaires
a celle de la dipeptidyl-peptidase (10 pM), leur vitesse maximale de réaction (Vmax) est
environ 100 fois moindre. L hydrolyse du NPY par ces deux enzymes génére donc une

série de fragments dépourvus d’activité biologique.

Dans le placenta, rien n’est encore connu sur le métabolisme du NPY. Par contre, il est
reconnu que le placenta posséde une activité dipeptidyl-peptidase IV (Pischel ef al,
1982 ; Neudeck ef al., 1997) et qu’elle se retrouve au niveau des cellules endothéliales
de la circulation foetale, de méme que dans le stroma et les trophoblastes villositaires
(Gossrau ef al., 1987 ; Neudeck ef al., 1997). C’est d’ailleurs cette enzyme qui doit étre
responsable de la production de 3.36PYY par le placenta. Finalement, le placenta possede
également une activité endopeptidase neutre (Imai e al., 1994), et peut donc

potentiellement dégrader le NPY comme le PYY en fragments inactifs.

2.1.5. Les récepteurs du NPY

Les effets physiologiques du NPY passent par l'interaction du peptide avec ses
récepteurs a la surface des cellules-cibles. La premiére indication d’une hétérogénéité de
ces récepteurs est venue d’une étude de Wahlestedt et a/ (1986). Dans cette étude, la
contraction de la veine iliaque du cochon d’Inde ne pouvait étre provoquée que par
Pholopeptide. De plus, I’inhibition de la contraction des canaux déférents, induite par
une stimulation électrique du nerf sympathique, pouvait étre engendrée par ’application
du NPY tronqué. Conséquemment, les récepteurs postsynaptiques responsables du
premier effet ont été désignés Y, tandis que les récepteurs présynaptiques responsables

du second effet ont été désignés Y, (Wahlestedt et al., 1986).

Cette classification, bien que plusieurs sous-types de récepteurs du NPY aient été clonés
ou caractérisés depuis, est a premiére vue toujours valable. Toutefois, le clonage de cing

sous-types chez les mammiféres, dont les dits Y; et Y, a permis d’affiner notre
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connaissance de la biologie du NPY. Ces récepteurs clonés, désignés Y, Yz, Y4, Yset

y6 seront d’abord décrits, puis ceux qui ont été caractérisés uniquement sur des bases

pharmacologiques, le seront par la suite.

2.1.5.1. Les récepteurs clonés

Le clonage d’une protéine est une étape favorisant grandement sa caractérisation. Six
récepteurs distincts du NPY ont été clonés, dont cinq chez les mammiféres. Le sixiéme,
cloné chez le poisson zébre, sera également présenté puisqu’il annonce le clonage
prochain de son orthologue humain. Parmi ces récepteurs, le sous-type y6 reste trés mal
défini et controversé, c’est pourquoi I"Union Internationale de Pharmacologie hésite &
lui accorder le Y (Michel et al., 1998).

2.1.5.1.1. Le sous-type Y;

Le sous-type Y; a d’abord été cloné comme récepteur orphelin 2 partir d’une banque de
genes de cerveaux de rats, en utilisant comme sonde un oligonucléotide correspondant a
une portion du sixiéme passage transmembranaire trés conservé chez les récepteurs
heptahélicoidaux (Eva ef al, 1990). Il s’agit évidemment d’une dénomination
usurpatoire, puisque pour qu’une protéine soit qualifiée de récepteur, elle doit avoir
d’une part, un ligand et d’autre part, une action physiologique. Le dit récepteur a ensuite
été cloné et caractérisé par plusieurs équipes chez le rat (Krause ef al., 1992 ; Petitto et
al., 1994), la souris (Eva ef al., 1992 ; Nakamura et al., 1995) et I’humain (Herzog ef al.,
1992 ; Larhammar et al., 1992). Fait intéressant, chez I’humain, trois promoteurs

permettant une expression tissulaire différentielle ont été décrits (Ball ef al., 1995).

Structurellement, le récepteur Y, a I'instar des sous-types qui seront décrits par la suite,
est un récepteur heptahélicoidal. Des études de liaison sur des cellules transfectées avec

le récepteur Yy ont démontré qu’il a une forte affinité pour le NPY et le PYY, et une
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affinité beaucoup plus faible pour le PP (tableau I) (Krause et al., 1992 ; Larhammar ef

al., 1992 ; Weiland et al., 1995). Toutefois, sa caractéristique principale est de ne pas
tolérer de délétion au niveau de la portioh amino-terminale du peptide (Wahlestedt e al.,
1986 ; Larhammar ef al, 1992; Weiland et al, 1995). Ce récepteur perd
progressivement de son affinité pour le peptide au fur et 4 mesure que des résidus sont
retirés (Weiland et al., 1995). 1l est donc permis de croire que les holopeptides du NPY
et du PYY sont les principaux ligands physiologiques de ce sous-type de récepteur. Les
fragments les plus courts pouvant toujours se fixer au récepteur, peuvent se comporter &
doses pharmacologiques comme des agonistes partiels, et méme comme des
antagonistes, s’ils sont en présence d’holopeptide (Michel et al., 1990). Une autre
caractéristique pharmacologique de ce sous-type de récepteur, est son affinité pour des
analogues du NPY sur lesquels la glutamine en position 34 est remplacée par la proline
correspondante du PP (Fuhlendorff et al., 1990). Une proline a cette position brise
I’hélice o du NPY et stabilise une structure secondaire favorisant la liaison de ce dernier
au sous-type Y; (Beck-Sickinger et Jung, 1995). Récemment, des antagonistes
peptidiques, tel que le 1229U91 (Hedge et al, 1995), ou non peptidiques comme le
BIBP3226 (Rudolf et al., 1994) et le SR 120819A (Serradeil-Le Gal ef al., 1995) ont été
introduits comme outils pharmacologiques afin de permettre de mieux caractériser
Pimplication du sous-type Y; dans divers phénoménes physiologiques. Parmi ces outils,
seul le BIBP3226 est fiable, puisqu’il est totalement dépourvu d’affinité pour les
nouveaux sous-types Ya, Y3, Y et Ys (Jacques ef al., 1995 ; Wieland et al., 1995b;
Doods ef al., 1996 ; Gerald et al., 1996 ; Gehlert et al., 1996). Le SR 120819A n’a pas
encore €té mis a I’épreuve. Le 1229U91 est un agoniste pour le sous-type Y4 humain
vis-a-vis de Iinhibition de ’adénylyl cyclase, mais un antagoniste pour le sous-type Y
du rat, vis-a-vis ’activation du canal potassique de type GIRK4 (Schober ef al., 1998 ;
Sun et al., 1998).

Des études d’hybridation in situ et de type Northern ont permis de déceler ’ARN

messager du récepteur Y, dans plusieurs tissus, tels que le cerveau, le cceur, le célon,
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’endothélium vasculaire, le muscle squelettique, le placenta, les poumons, la rate, les

reins et le systéme gastro-intestinal (Wharton ef al., 1993; Nakamura ef al., 1995).

Tableau I Ordre relatif de la puissance des différents agonistes envers les différents
sous-types de récepteurs du NPY. (Basé sur I’ensemble des publications citées dans le
texte).

SOUS-TYPE LIGANDS

nY1 PYY = NPY = [Pro**INPY > [Leu’), Pro**INPY > [Lew’!, Pro**|PYY >>
1336NPY > PP > 33,PYY

nY2 PYY = NPY > 33PYY > 1336NPY > > > [Leu®’, Pro**INPY = [Leu®!,
Pro’*]PYY >> PP

Y3 NPY > [Lew®’, Pro**NPY = 133NPY >> PYY = PP =[Leu*!, Pro**[PYY
=3.36P Y Y

nY4 PP >>PYY=NPY = [Lev*’, Pro**|PYY > [Leu®’, Pro®*]NPY > 3 3PYY
> 13.36NPY

nYs NPY = [Leu’!, Pro®*|NPY = PYY = [Leu®', Pro**]PYY > PP > 33PYY
> 1336NPY

my6 NPY =PYY =[Leu , Pro” ]NPY > 133(NPY >>> PP

PYY-preferring  [PYY >NPY > 13.36NPY > >> [Leu®’, Pro**INPY >> PP

Note : Cet ordre de puissance relative peut varier 1égérement d’une cellule 4 ’autre et au sein d’une méme
cellule selon les conditions expérimentales ou 1’effet biochimique ou biologique mesuré.

De nombreuses études fonctionnelles ont permis de constater que ce sous-type de
récepteur influence une pléiade de voies de signalisation intracellulaire. De fagon
presque ubiquitaire, le récepteur Y, est couplé & I'inhibition de I’adénylyl cyclase
préalablement stimulée par le forskolin (Mihara e al., 1989 ; Aakerlund ef al., 1990 ;
Herzog et al., 1992 ; Krause et al., 1992 ; Larhammar et al., 1992; Nakamura et al.,
1995 ; Shigeri er al., 1992, 1995). 1l est trés souvent couplé a une mobilisation du
calcium intracellulaire (Daniels et al., 1989,1991,1994 ;Mihara et al., 1989 ; Aakerlund
et al., 1990 ; Krause ef al., 1992 ; Larhammar et al., 1992 ; Wahlestedt e al., 1992b ;
Shigeri et Fujimara, 1992 ; Nakamura et al., 1995), probablement suite a I’activation de
la PLC (Daniels ez al., 1989,1991 ; Shigeri et al., 1995). 1l a également été démontré
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qu’il est couplé a une activation des L-VOCC (Crowley et al., 1990 ; Xiong ef al.,

1993), des canaux potassiques de type GIRK1 (Brown ef al., 1995) et GIRK4 (Sun et
al., 1998), et lié a Pinhibition des canaux calciques de type N et Q (Sun ef al., 1998).
D’autres études montrent une activation des ERK; (Nakamura ef al., 1995 ; Mannon et
Raymond, 1998 ; Zukowska-Grojec et al., 1998) via ce sous-type de récepteur, toutefois,
des voies différentes d’activation semblent étre impliquées. En effet, ’activation au
préalable des PI3-Ks (Nakamura ef al., 1995), des PKCs (Mannon et Raymond, 1998)
ou de Pentrée de calcium via les L-VOCC (Zukowska-Grojec et al., 1998) ont
indépendamment été décrites. Finalement, une étude montre une activation des PKCs

suivie de I’activation de la phospholipase A; (PLA;) (Selbie ez al., 1995).

2.1.5.1.2. Le sous-type Y,

Le sous-type Y, humain correspondant au récepteur présynaptique dans classification
originale, a été cloné  partir de tissus nerveux, par criblage fonctionnel aprés expression
dans des cellules COS (Gerald ef al., 1995 ; Rose et al., 1995 ; Gehlert et al., 1996b).
Par la suite, il a été cloné chez la souris, par criblage d’une bibliothéque d’ADN
complémentaire de cerveaux, i I’aide d’une sonde provenant du géne humain
(Nakamura e al., 1996) et chez le cochon d’Inde (Sharma et al., 1998). Le sous-type Y2
possede un trés faible degré d’homologie au niveau des acides nucléiques avec le sous-
type Y1 (47%), ce qui explique I’échec des tentatives de clonage & partir de I’ADN

complémentaire du récepteur Y, (Rose et al., 1995).

A Pinstar du sous-type Y1, le sous-type Y, humain affiche une affinité comparable pour
le NPY et le PYY, et physiologiquement négligeable pour le PP (tableau I) (Gerald et
al., 1995 ; Rose et al., 1995 ; Gehlert ez al., 1996b). Toutefois, il se distingue du premier
par sa tolérance a d’importantes délétions amino-terminales (Wahlestedt ez al., 1986 ;
Gerald ef al., 1995 ; Weiland ef al., 1995). De plus, le récepteur Y, n’a pas d’affinité
pour le BIBP3226 (Rudolf e al., 1994) et a une affinité de I'ordre du pM pour le
[Leu’ l,Pro”]NPY (Rose et al., 1995 ; Gehlert ef al., 1996b). Ces résultats démontrent
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que le NPY et le PYY ainsi que leurs dérivés, suite 4 I’action de la dipeptidy! peptidase

IV, sont les ligands physiologiques du sous-type Ya.

Ce sous-type de récepteur est particuliérement abondant dans ’ensemble du systéme
nerveux central (Dumont e al., 1990, 1993). Toutefois, contrairement aux résultats
obtenus par des études de liaison et des études fonctionnelles (Singh ef al., 1992;
Wieland ef al., 1995a), PARN messager du récepteur ne semble pas étre exprimé en
périphérie (Gerald ef al., 1995 ; Rose et al., 1995 ; Nakamura ef al., 1996), indiquant que
le sous-type Y, périphérique n’est toujours pas cloné. A cet égard, en utilisant des
amorces du récepteur Y2, I’équipe du Dr. Laburthe a amplifié une séquence ayant 84%
d’homologie avec le Y, humain (Goumain ez al., 1998). Il s’agirait soit de la premiére
localisation postsynaptique du messager ou d’un premier pas vers le clonage d’un sous-
type Y2 périphérique. Cependant, comme les études d’hybridation de type Southern ne
révelent qu’un géne (Gerald ef al., 1995 ; Rose ef al., 1995 ; Gehlert et al., 1996b), une
divergence, plus importante que les 16%, rapportée par Goumain ef al (1998), aurait du

étre observée.

Comme le sous-type Yi le Y, est couplé & Pinhibition de P’adénylyl cyclase
préalablement stimulée par le forskolin, de méme qu’a la mobilisation du calcium
intracellulaire (Gerald ef al., 1995 ; Rose et al., 1995 ; Freitag ef al., 1995 ; Nakamura ef
al., 1996). Ce récepteur est également couplé a I’activation du canal potassique de type
GIRK4 (Sun et al., 1998), 4 I’activation d’un influx calcique (Soares Lemos et Takeda,
1995), et li€ a I'inhibition des canaux calciques de type N (Ewald ef al., 1988 ; Sun et
al., 1998) et Q (Sun ef al., 1998). La presque totalité de ces effets, comme c’est le cas
pour les autres sous-types de récepteurs du NPY (Michel ez al., 1998), est abolie par un
prétraitement 4 la PTX (Ewald er al., 1988 ; Freitag et al., 1995 ; Nakamura ef al., 1996 3
Sun et al., 1998) ou avec des anticorps qui neutralisent les protéines Giix et Gy (Freitag
et al., 1995). Singuli¢rement, dans les cellules CHP-234, le recepteur Y induirait un

influx calcique sans I’intermédiaire d’une protéine G insensible & la PTX (Soares Lemos
et Takeda, 19953).
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2.1.5.1.3. Le sous-type Y,

Etonnamment, une approche basée sur 15homologie par rapport a certaines portions du
sous-type Y a permis de cloner le sous-type Y,. Il a d’abord été cloné chez 1’humain par
plusieurs équipes sous deux appellations, soit PP1 (Lundell ef al., 1995) et Y, (Bard et
al., 1995 ; Yan et al., 1996). Le sous-type Y a également été cloné chez le rat (Lundell
et al, 1996 ; Yan et al., 1996), la souris, sous le nom de NPYR-D (Gregor et al., 1996)

et plus récemment chez le cochon d’Inde (Eriksson et al., 1998).

Lorsque le récepteur Y4 humain est exprimé dans des cellules COS, sa pharmacologie,
comme celle du Y4 du cochon d’Inde, s’apparente 4 celle du sous-type Y1, 4 I’exception
de sa trés forte affinité pour le PP (tableau I) (Lundell ef al., 1995 ; Bard ef al., 1995).
De plus, comme le sous-type Y, il perd graduellement de son affinité pour un ligand
tronqué au fur et a mesure qu’on lui retire des résidus amino-terminaux (Bard ef al.,
1995 ; Gehlert et al., 1996). Toutefois, le 1229U91, un antagoniste reconnu du sous-type
Y, semble étre un agoniste du type Y4 humain (Schober ef al., 1998). Le récepteur Yy
du rat, également exprimé dans des cellules COS, démontre beaucoup d’affinité pour le
PP, une affinité moindre pour le [Leu’', Pro*|NPY et presque aucune affinité pour le
NPY et le PYY (Lundell ef al., 1996 ; Yan ef al., 1996). Etonnamment, le 1229U91
serait un antagoniste du récepteur Y, du rat (Sun ef al., 1998), indiquant que chez
’humain et le cochon d’Inde, contrairement au rat, le NPY, le PYY et le PP sont des
ligands physiologiques. D’autre part, ces études révélent que le [Leu®’, Pro’*NPY ne
peut plus étre considéré comme un agoniste spécifique pour le sous-type Y; (Lundell et
al, 1996 ; Yan et al., 1996),

En utilisant une hybridation de type Northern, ’ARN messager du récepteur Y, a été
détecté dans plusieurs tissus (Lundell ez al., 1995 ; Bard ef al., 1995). Toutefois, une
certaine confusion semble exister quant a sa localisation exacte, puisque les patrons de
distribution tissulaire rapportés par différentes équipes sont totalement différents. Selon
Lundell er al (1995), le sous-type Y, serait chez I’humain présent dans le colon,

Iintestin gréle, le pancréas et la prostate, trés peu abondant dans le systéme nerveux
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central et absent dans le cceur et le placenta. Cependant, selon Bard ef al (1995), ce

récepteur est abondant dans le systéme nerveux central, le coeur, intestin gréle, mais
absent dans le pancréas. Une autre étudé, également chez I’humain, a localisé 'ARN
messager du récepteur dans I’estomac, I’intestin et la prostate (Gregor ef al., 1996). Par
transcriptase inverse suivie d’une réaction en chaine de polymérase (RT-PCR), ces
mémes auteurs ont établi que le messager, bien qu’en faible quantité, est exprimé dans
diverses zones du cerveau et du tronc cérébral (Gregor ef al., 1996). Chez la souris,
PARN messager du récepteur est présent dans le cceur et I’intestin gréle, mais absent du
cerveau et de tous les autre organes testés (Gregor ef al., 1996). Deux études, utilisant
une méthode d’hybridation in situ de I’ARN messager du sous-type Y4, ont confirmé la
localisation du récepteur dans certains noyaux du tronc cérébral (Larsen et Kristen,

1997), de méme que dans I"intestin gréle et le colon (Goumain et al., 1998).

Lorsque le sous-type Y4 humain est exprimé dans des cellules CHO (Lundell ef al,
1995) ou des fibroblastes (Bard ef al., 1995), il est couplé a I’inhibition de I’adénylyl
cyclase stimulée par le forskolin. Lorsque exprimé dans des fibroblastes, il est également
couplé a une mobilisation du calcium intracellulaire (Bard et al, 1995). Finalement,
lorsqu’il est exprimé dans des oocytes de grenonille (xeropus), le sous-type Y active le
canal potassique de type GIRK4, tandis que lorsqu’il est exprimé dans des cellules

HEK293, il inactive les canaux calciques de type N et Q (Sun ez al., 1998).

2.1.5.1.4. Le sous-type Y5

Un récepteur hypothalamique, correspondant assez bien au profil pharmacologique
attendu du récepteur responsable de I’effet orexigéne du NPY (Stanley ef al., 1992), a
été cloné chez le rat (Gerald ez al., 1996), ’humain (Hu ef al., 1996 ; Borowsky ef al,
1998), le chien et la souris (Borowsky er al., 1998). Ce sous-type, nommé Ys, se
distingue du Y1 par son affinité pour le PP et sa tolérance relative aux petites délétions
amino-terminales. En plus, le BIBP3226 ne semble pas étre un antagoniste de ce

récepteur et le [p.Trp**|NPY, qui est sans effet sur les autres sous-types de récepteurs du
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NPY, est un bon agoniste pour le Ys (Gerald ef al., 1996 ; Hu ef al., 1996). Le Ys se

retrouve principalement dans le systéme nerveux central (Gerald ef al., 1996), mais
¢galement dans le rein (Bischoff ef al ’1997) et dans le colon (Feletou et al., 1998).
Lorsqu’il est exprimé dans des cellules 293, ce récepteur est couplé a I'inhibition de
I’adénylyl cyclase (Gerald et al., 1996).

2.1.5.1.5. Le sous-type y6

Le dernier récepteur cloné chez les mammiféres, est le y6, qui fiit d’abord cloné chez la
souris (Weinberg e al., 1996 ;, Gregor et al., 1996b), ot il avait été désigné Y, puis chez
le lapin (Matsumoto ef al., 1996) et ’humain (Gregor et al., 1996b ; Matsumoto ef al.,
1996 ; Rose et al., 1997). Toutefois, il serait un pseudogéne chez les primates, incluant
’humain, puisqu’une délétion au niveau de sa troisiéme boucle intracellulaire le rend
incapable de lier ses ligands (Gregor ef al., 1996b ; Matsumoto et al., 1996 ; Rose et al.,
1997). Sa pharmacologie est sujette & controverse, puisque deux études lui donnent un
profil semblable & celui du Ys, sauf pour sa trés faible affinité pour le PP (Weinberg et
al., 1996 ; Matsumoto ef al., 1996), alors qu’une autre, au contraire, le propose comme
étant un récepteur de type PP, (Gregor ef al., 1996b). Le sous-type y6 est abondant dans
Phypothalamus de la souris, ce qui a incité 'une des équipes a le proposer comme
récepteur orexigéne (Weinberg ef al., 1996). Chez le lapin, le géne est également
exprimé dans le systéme nerveux central, dont I’hypothalamus, mais aussi dans des
tissus périphériques, comme les intestins et les surrénales, mais pas dans le cceur et le
muscle squelettique (Matsumoto et al., 1996). Chez I’humain, le pseudogéne serait
exprimé dans de nombreux tissus, tels les intestins, la rate, la prostate et les testicules, et
contrairement au lapin, dans le cceur et le muscle squelettique (Gregor ef al., 1996 ;
Matsumoto ef al., 1996). D’ailleurs, I’expression d’un récepteur inutile laisse perplexe, il
s’agirait probablement d’une mutation ayant permis au géne codant pour un récepteur du
NPY d’acquérir une nouvelle fonction (Matsumoto e al., 1996). Le terme de récepteur
est d’ailleurs peut-étre un peu précoce pour ce sous-type, puisque actuellement aucune

fonction biologique ne lui a été attribuée.
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2.1.5.1.6. Le sous-type zYa

Récemment, un nouveau sous-type a été cloné chez le poisson zébre Danio rerio, et a été
désigné zYa (Starback er al., 1999). Une caractérisation pharmacologique lui confére
une pharmacologie s’apparentant au sous-type Ys, & I’exception d’une faible affinité
pour le [D-Trp**INPY, un agoniste reconnu de ce sous-type (Gerald et al., 1996), Bien
que ce récepteur posséde 46-50% d’homologie avec les sous-types Y;, Y et y6, une
analyse plus poussée de I’organisation du géne et de son positionnement chromosomique
laisse présager qu’il ne s’agit pas de I’orthologue de I’un de ces génes, mais plutét de

celui d’un géne encore non trouvé chez les mammiféres.

2.1.5.2. Les récepteurs non-clonés
2.1.5.2.1. Le sous-type Y;

L’existence d’un sous-type Y3, qui se caractérise par son absence d’affinité pour le PYY,
bien que non-cloné, semble bien étre acceptée (Grundemar ef al., 1991 ; Norenberg et
al., 1995). Néanmoins, dans I"attente qu’il soit cloné ou qu’un antagoniste spécifique lui
soit trouvé, il est suggéré d’user de prudence avant de le désigner comme récepteur
(Michel et al, 1998). Ce récepteur se retrouverait au niveau cardiaque
(Balasubramaniam et al., 1990), dans les cellules chromaffines bovines (Wabhlestedt et
al., 1992b) et dans le tronc cérébral (Grundemar et al., 1991 ; Lee et Miller, 1998). Une
certaine confusion semble toutefois exister en ce qui a trait a sa pharmacologie.
Toutefois, toutes les études portant sur ce récepteur s’entendent sur le fait qu’il n’a pas
d’affinité pour le PYY. Une étude lui préte une bonne affinité pour le [Leu’!, Pro**NPY
et le 1336NPY (Wahlestedt er al, 1992b), une autre, seulement envers le 13-36NPY
(Grundemar ef al., 1991), tandis qu’une troisiéme ne lui trouve d’affinité pour aucun de

ces analogues (Lee et Miller, 1998).



31
Le récepteur exprimé a la surface des cellules chromaffines bovines serait couplé & un

influx de calcium, mais nona Iinhibition de I’adénylyl cyclase (Wahlestedt er al.,
1992b). Dans les phéochromocytomes, ces récepteurs sont couplés a inhibition des L-
VOCC et des N-VOCC (McCullough ef al., 1998). Le sous-type Y; dans le tractus
solitarius est couplé a I'inhibition de I’adénylyl cyclase (Ny et Grundemar, 1997) et a
Pinhibition des courants calciques (Lee et Miller, 1998). Finalement, dans Paorte de

porc, il est couplé 4 la mobilisation du calcium intracellulaire (Erdbrugger et al., 1993).

2.1.5.2.2. Le sous-type " PYY-preferring"

La présence d’un dernier sous-type dénommé PYY-preferring a été proposée par
Laburthe ef al (1986). Toutefois, cette appellation est controversée puisqu’elle est basée
sur une différence d’affinité plutot modeste entre le PYY et le NPY de ’ordre d’un demi
a un Log (Laburthe ef al., 1986). Ce récepteur serait présent dans les cryptes de Iintestin
gréle de rat (Laburthe er al., 1986 ; Voisin et al., 1991), dans les adipocytes de chien
(Castan ef al., 1992) et dans la ligné cellulaire PKSV-PCT, issue de tubule contourné
proximal de rein de souris transgénique (Voisin ef al., 1993). Une seule autre équipe a
décrit un récepteur semblable, et 'a désigné PYY-preferring Y, (Teyssen et al., 1996),
ce qui est en accord avec les derniéres recommandations de I’Union International de
Pharmacologie (Michel ef al., 1998). En effet, hormis son affinité différentielle pour le
NPY et le PYY, le sous-type PYY-preferring a la méme pharmacologie que le sous-type
Y2 précédemment décrit. Du point de vue fonctionnel, deux études montrent que ce

récepteur inhibe I’adénylyl cyclase (Voisin e al., 1993,1996).
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2.1.6. Signalisation des récepteurs liés aux protéines G hétérotrimériques sensibles &

la toxine de Bordetella pertussis

Les récepteurs du NPY font partie de la superfamille des récepteurs couplés i des
protéines G (Kassis et al., 1987 ; Motulsky et Michel, 1988 ; Mihara ef al., 1989 ;
Lobaugh et Blackshear, 1990 ; Herzog et al., 1992 ; Shigeri et Fugimoto, 1992 ; Michel
et al., 1998). Plus précisément, ils sont couplés aux protéines G sensibles a la PTX
(Michel et al., 1998), et par le fait méme a plusieurs voies de signalisation (Offermanns
et Simon, 1996). Les nombreux mécanismes sous-jacents & la spécificité de la réponse
cellulaire ne seront pas traités a leur juste valeur puisqu’ils pourraient a eux seuls
constituer une thése. Ils incluent I’expression différentielle, selon les cellules ou 1’état
physiologique d’une cellule, des récepteurs, des protéines G, des effecteurs et des
enzymes impliquées dans le métabolisme de 1’agoniste (Offermanns et Schultz, 1994 ;
Bohm et al, 1997). La spécificité de la réponse est également complexifiée par la
promiscuité des interactions récepteur(s)-protéine(s) G (Offermanns et Schuitz, 1994 ;
Raymond, 1995 ; Gundermann, 1997), et la compartimentation des éléments exprimés
dans une cellule (Neubig, 1994 ; Offermanns et Schultz, 1994 ; Raymond, 1995 ;
Offermanns et Simon, 1996 ; Schillace et Scott, 1999). A cet égard plusieurs types de
compartimentation ont été décrits, il y a évidemment la macrocompartimentation
(membrane apicale vs basale), mais aussi la microcompartimentation (cavéoles,
complexe d’adhésion focale, cones de croissance, vésicules d’internalisation et de
recyclage), la nanocompartimentation occasionnée par de nombreux types d’interactions
protéine-protéine (oligomérisation et interaction avec des protéines adaptatrices,
d’ancrage, d’échafaudage et du cytosquelette) (Chun et al., 1994 ; Lisanti et al., 1994 ;
Pawson, 1994 ; El Mabrouk et al., 1996 ; Harrison, 1996 ; Lohse e al. 1996 ; Shaw,
1996 ; Hébert et Bouvier, 1998 ; Mochly-Rosen et Gordon, 1998 ; Whitmarsh et Davis,
1998). Finalement, la spécificité de la réponse cellulaire peut également résulter des
modifications post-transcriptionnelles régulées, telles que la phosphorylation et la
palmitoylation des protéines impliquées (Bouvier e/ al, 1994 ; Raymond, 1995 ;
Freedman et Lefkowitz, 1996 ; Offermanns et Simon, 1996 ; Bohm ef al., 1997). Tous

ces mécanismes confondus forment ce qui peut étre appelé le "facteur tissulaire”, une
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entité souvent négligée, qui pourtant est le déterminant fondamental de I’effet final

qu'aura un agoniste dans un systéme donné (Raymond, 1995; Kenakin, 1996 ;
Offermanns et Simons, 1996; Bohn et al., 1997).

2.1.6.1. Structure des récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques

Les récepteurs de cette superfamille (plus de 1000 membres) sont des protéines
membranaires intégrales, constituées de sept hélices alpha unies par une alternance de
boucles intracellulaires et extracellulaires, dont Iextrémité amino-terminale est
extracellulaire et I’extrémité carboxy-terminale est cytosolique (Dohlman ef al., 1991 ;
Strader ef al., 1994). L’ensemble de ces hélices forme, en raison de leurs interactions
avec la membrane ainsi qu’entre elles, une structure compacte mais mobile (Baldwin,
1993).

Malgré cette similarité de structure, ces récepteurs démontrent une sélectivité
extraordinaire vis-a-vis de ligands aussi diversifiés que des acides aminés, des amines
biogeénes, des ions, des lipides, des nucléotides, des odorants, des peptides et des
protéines (Offermanns et Simon, 1996). L’interaction ligand-récepteur différe
évidemment beaucoup entre de petites molécules, telles les monoamines et les peptides
tel le NPY, malgré le fait que leur mode de transfert de 1'information est assez similaire.
Dans le cas du NPY et du récepteur Y), tout comme la plupart des peptides, P’interaction
débute par des interactions de nature électrostatique entre des résidus chargés du peptide
et plusieurs résidus des boucles extracellulaires du récepteur (Kirby ef al., 1993 ; Walker
et al., 1994 ; Sautel ef al., 1996 ; Berthold et Bartfai, 1997 ; Du et al., 1997). En tenant
compte de ces interactions, ces auteurs proposent que le NPY s’oriente de fagon & ce que
ses résidus 1 et 33-36 soient en intime relation avec plusieurs régions des domaines
transmembranaires du récepteur. Notamment, une interaction essentielle a 1’activation
du récepteur, impliquant la tyrosine 36 du peptide et la glutamine 219 située sur la 5°
hélice du récepteur. Il est d’ailleurs proposé que cette interaction particuliére, stabilise

une conformation du récepteur exposant les régions aptes  interagir avec les protéines G
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hétérotrimériques (un point discuté ultérieurement). Mentionnons toutefois que plusieurs

études de mutagenése dirigée effectuées sur divers récepteurs ont identifié les portions
juxtamembranaires sous les hélices S,V 6 et 7, particuliérement la troisiéme boucle
intracellulaire, comme étant les principales régions d’un récepteur impliquées dans le
couplage avec les protéines G (Kolbika ef al., 1988 ; Dohlman ef al., 1991 ; Luttrell et
al, 1993 ; Strader et al., 1994 ; Guan et al,, 1995).

2.1.6.2. Structure et role des protéines G

Les protéines G hétérotrimériques sont composées de trois polypeptides, une sous-unité
B, une sous-unité y et une sous-unité o qui lui donne son nom. Par exemple, une protéine
G formée des sous-unités o.B,ys sera désignée G,, au méme titre qu’une autre formée

des sous-unités oBY;s.

Les sous unités o, au nombre de 21, sont des guanine triphosphatases (GTPase) divisées
en quatre familles, dont les prototypes sont les G; (Gi1, Giz, Gis, Ggust, Got, Goz, Go3, G,
G, et Gy), la G4 (Gy, Gi1, Gua et Gie), les G, (G, GsL1, Gilz, Gssi et Gisz) et 1a Giz (Gia
et Gi3) (Simon et al., 1991 ; Niirnberg ez al., 1995 ; Raymond, 1995 ; Offermanns et
Simon, 1996). Deux toxines bactériennes sont également couramment utilisées pour
identifier certains membres de la familles des protéines G hétérotrimériques. 1l s’agit de
la toxine de Vibrio cholerae et de 1a PTX. La premiére procéde & I’ ADP-ribosylation et a
Pactivation de la sous-unité o des protéines G; et G; (Spiegel, 1987 ; Barritt et Gregory,
1997). La seconde procéde a I’ ADP-ribosylation et 4 I’inhibition des protéines G;, G, et
G: (Spiegel, 1987 ; Barritt et Gregory, 1997). Plusieurs sous-unités a sont ubiquitaires et
une cellule donnée posséde généralement de 5 & 10 de ces sous-unités (Offermanns et
Simon, 1996). Ces sous-unités sont formées d’un domaine arborant Iactivité GTPasique
et d’'un domaine hélicoidal flexible entre lesquels la molécule de GTP vient se blottir
(Coleman et al., 1994 ; Lambright ef al., 1994 ). Le r6le principal de la sous-unité o est

de transmettre I’information entre le récepteur et certains effecteurs (Spiegel, 1987).
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Les sous unités 3, au nombre de 6, et Y, au nombre de 12, forment des diméres

indissociables in vivo (Offermanns et Schultz 1994; Neer, 1995 ; Clapham et Neer,
1997). Bien que toutes les combinaisons ne soient pas possibles, la conséquence de
Phétérogénéité de celles qui le sont, semble plus critique pour la spécificité du couplage
récepteur-proteine G, que pour le couplage protéine G-effecteur (Kleuss et al., 1992,
1993 ; Offermanns et Schultz 1994; Neer, 1995 : Clapham et Neer, 1997). L’un des
principaux réles du dimeére, hormis la régulation de Iactivité de certains effecteurs,
serait de présenter la sous-unité o au récepteur (Hildebrandt, 1997). Un autre réle du
dimére est ’amarrage de protéines arborant un domaine d’homologie a la pleckstrine,
telles que les kinases des récepteurs couplés aux protéines G de type 2 et 3 (GRK1 et
GRK?2) (Lohse et al. 1996).

La conformation active d’un récepteur est 4 proprement dit un facteur d’échange des
nucléotides. Il permet, en induisant un changement de conformation dans la portion
carboxy-terminale de la proteine G, I’échange du GTP hydrolysé par une nouvelle
molécule de GTP (Gilman, 1987 ; Lambright e al., 1994 ; Birnbaumer et Birnbaumer,
1995 ; Neer, 1995). L’entrée du GTP dans la cavité de la sous-unité o, vient déstabiliser
la protéine G entrainant ainsi la dissociation de la sous-unité o et du dimére Py, un
évenement assimilé & son activation (Gilman, 1987, Conklin et Bourne, 1993 ;
Birnbaumer et Birnbaumer, 1995). Les deux composantes ainsi libérées, sont des
molécules capables individuellement ou en collaboration de moduler activité
d’enzymes effectrices (Neer, 1995 ; Clapham et Neer, 1997). C’est d’ailleurs I’hydrolyse
du GTP et la réassociation de la sous-unité o et du dimére By qui met fin au cycle

(Conklin et Bourne, 1993 ; Lambright ef al., 1994, 1996 ; Birnbaumer et Birnbaumer,
1995 ; Mixon et al., 1995).
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2.1.6.3. Modéle d’activation des récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques.
P /4 P

2.1.6.3.1. Le complexe ternaire

Selon le modéle traditionnel, le transfert du signal des récepteurs heptahélicoidaux vers
les protéines G est tributaire de la formation d’un complexe ternaire (De Léan ef al.,
1980). Le tout débute par la formation d’un complexe agoniste-récepteur ou récepteur-
protéine G. Vient ensuite la formation du complexe ternaire agoniste-récepteur-protéine
G, un complexe transitoire pour lequel la laison agoniste-récepteur est maximale, ce qui
est un préalable a la promotion de la conformation active du récepteur (De Léan ef al ,
1980). Bien que la formation d’un tel complexe soit indiscutable, ce modéle que I’on
peut qualifier d’inductif n’arrive pas 4 expliquer un bon nombre d’observations
expérimentales. C’est pourquoi, il a été passablement raffiné au cours des cing derniéres

années.

2.1.6.3.2. Le complexe ternaire allostérique

La premiére retouche significative au modéle ternaire propose une alternance spontanée
du récepteur entre une forme inactive (R) et une forme active (R*) capable d’interagir
avec une protéine G (Samama ef al., 1993). Dans ce modéle, nommé le modéle ternaire
allostérique, les diverses molécules pouvant se fixer au récepteur peuvent, selon leur
affinité relative pour les formes R et R*, &tre un agoniste inverse, un antagoniste ou un
agoniste (Chidiac ef al., 1994 ; Kenakin, 1997). Ce modéle implique qu’une molécule,
possédant une activité intrinséque faible, ¢’est-a-dire une affinité légérement supérieure
pour R*, puisse, dans un systéme ou I’équilibre tend déja vers R*, ne pas générer
d’activité mesurable. Par contre, dans un systéme ou I’équilibre naturel tend vers R, la
méme molécule peut entrainer un effet important. Conclusion, I’activité d’un ligand dans
un tissu donné n’est pas une caractéristique purement intrinséque, puisque I’identité et
Iétat physiologique du tissu (facteur tissulaire) est un déterminant de Peffet final

(Raymond, 1995 ; Kenakin, 1996). L’observation ayant permis a Samama et al (1993)
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de formuler le modéle, est celle d’une corrélation positive entre Iactivité intrinséque des

agonistes et leur affinité pour des récepteurs mutants constitutivement actifs. Ce que
montre cette étude est fondamental dans la conceptualisation du modéle, puisque sans
mettre de coté la possibilité d’un mode inductif d’activation des récepteurs, elle

démontre qu’il existe un mécanisme de sélection de conformation.

2.1.6.3.3. L’aiguillage ou la promiscuité contrlée

Malgré sa complexité, méme le modéle ternaire allostérique n’explique pas certaines
données expérimentales. Lune d’elles est Iaiguillage par différents agonistes d’un
méme récepteur, des interactions du récepteur avec différentes protéines G (Kenakin,
1995 ; Leff er al., 1997). Parmi les exemples d’aiguillage, celui de Iordre d’affinité
inversé du PACAP-27 et du PACAP-3 8, dans les cellules LLC-PK1 transfectées avec le
récepteur PACAP I, pour I’activation de I’adénylyl cyclase et de la PLC (Spengler et al,
1993) est un classique. Un autre exemple est celui des récepteurs oz-adrénergiques
exprimés dans les cellules CHO, qui en présence d’épinéphrine s’associent aux protéines
Gi et G,, mais seulement au protéine G; en présence d’oxymétazoline (Eason et al.,
1994). Ces exemples montrent qu’un ligand peut démontrer de I’affinité pour une
conformation du récepteur interagissant avec une ou des protéines G, tandis qu’un autre
peut démontrer une affinité pour une conformation apte 3 interagir avec une ou d’autres
protéines G. Ces exemples suggérent également ’existence de plusieurs conformations
actives (R*, R** ) pour un méme récepteur (Kenakin, 1995 ; Gundermann et al,,
1996 ; Leffet al.., 1997).
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2.1.6.3.4. Le modéle d’interaction séquentielle

Le modeéle d’interaction agoniste-récepteur le plus plausible, valable autant pour les
monoamines que pour les peptides, prévoit une stabilisation séquentielle de
conformations menant vers la conformation responsable de I’effet (Gether et Kobilka,
1998).' Dans ce modéle, qui est une complexification des modéles de sélection de
conformations (Samama et al, 1993), nous sommes prés d’un retour au modéle
d’induction. En effet, Iactivation du récepteur est due & la transition au hasard et
spontanée du récepteur entre une forme R et R*, mais chacun des états de transition est
séquentiellement stabilisé par une nouvelle interaction entre un groupe structural de
Pagoniste et des acides aminés des hélices transmembranaires du récepteur. Ainsi un
agoniste pour une fonction donnée d’un récepteur, en stabilisant un premier état de
transition, réduit I’éventail des oscillations possibles du récepteur, et par le fait méme,
augmente la probabilité d’atteindre une deuxiéme conformation favorable i
Pétablissement d’une deuxiéme interaction, puis une troisiéme, ... jusqu’a latteinte

d’une conformation compétente a interagir avec une ou des protéines G.

Comme le modéle ternaire le suggérait implicitement et comme le modéle ternaire
cubique le suggérait explicitement, la sélection séquentielle permet aux protéines G
d’interagir avec certaines conformations d’un récepteur inoccupé par un ligand. Ce
faisant, les protéines G stabilisent ces états de transition et viennent ainsi modifier la
probabilité d’interaction agoniste-récepteur et la cinétique de la transition vers I’état

capable de lui transmettre un stimulus (Kenakin, 1996 ; Gether et Kobilka, 1998).
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2.1.6.3.5. Intégration des différents modéles

Les récepteurs heptahélicoidaux existeraient sous plusieurs conformations, et leur
équilibre en absence d’agoniste, serait régi par des facteurs tissulaires. Ceci explique le
niveau d’activité basale variable de certains récepteurs dans des tissus ou des situations
physiolbgiques donnés. Lorsqu’une molécule vient modifier cet équilibre vers une
conformation du récepteur favorable a I’établissement d’un effet, il s’agit d’un agoniste
de cet effet. Si une molécule vient stabiliser une autre conformation du récepteur, qu’elle
soit inapte a transmettre d’effet ou qu’elle en induise un autre, il s’agit d’un agoniste
inverse du premier effet. Théoriquement, une molécule peut donc étre un agoniste d’une
fonction d’un récepteur et un agoniste inverse d’une autre. Une vision purement
probabilistique a récemment été proposée par Onaran et Costa (1997) puis reprise par
Kenakin (1997). Ce modéle, bien que n’étant pas a Porigine élaboré a partir de données

biochimiaues. illustre extraordinairement bien ce phénoméne (fig 3).
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Figure 3. Modéle d’Onaran et Costa (1997), appliqué a un récepteur ayant trois
conformations actives (I, II et Il). En absence d’agoniste, des conformations
intermédiaires sont favorisées aux dépends des conformations actives. En présence de

’agoniste A, les conformations TI et III sont favorisées, tandis qu’en présence de

I"agoniste B, la conformation I est favorisée (tiré de Kenakin, 1997).
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2.1.6.4. Les effecteurs dont activité est modulée par les récepteurs couplés aux

protéines G sensibles a la toxine pertussique.

Les protéines G hétérotrimériques sensibles a la PTX sont les protéines Gi, G, et G;
(Spiegel, 1987 ; Barritt et Gregory, 1997). Puisque ces protéines ont été associées a la
modulation de Iactivité d’une pléiade d’effecteurs et ultérieurement a de multiples
kinases dont les PKCs, les ERKs et les CaMKII.

2.1.6.4.1. Voies d’activation des protéines kinases C par les réce feurs couplés aux
P P 4 p

protéines G sensibles a la toxine pertussique et roles de ces kinases dans la sécrétion

hormonale

Implication des protéines kinases C dans la sécrétion hormonale

Les PKCs sont une famille de sérine/thréonine kinases responsables de la
phosphorylation de certains substrats impliqués dans tous les aspects de la physiologie
cellulaire. Au niveau des cellules neuroendocriniennes, 'un de ces effets est la co-
stimulation, avec le calcium, de la sécrétion hormonale (Knight et Baker, 1983 ;
Stojilkovic er al., 1991 ; Zawalich et al., 1991). Par exemple, au niveau de la stimulation
de la reliche de I'insuline par le glucose, il a été démontré que le calcium favorise la
fusion des granules pré-positionnés, tandis que les PKCs sont nécessaires pour le
transport des granules (Zawalich ef al., 1991). Au niveau des cellules gonadotropes, les
PKCs participeraient dans les deux phases puisqu’elles activent les VOCCs (Stojilkovic
ef al., 1991). Néanmoins, bien que plusieurs substrats des PKCs, impliqués dans la
sécrétion, aient été identifiés dans les cellules neuroendocriniennes, le lien entre leur
phosphorylation et la sécrétion n’a pas encore été établi (Liu ef al., 1994 ; Shimazaki ef
al., 1996 ; Rivera et Beaven, 1997 ; Genoud et al., 1999 ; Hilfiker, 1999). A cet égard,
les candidats sérieux sont I’actine (Apgar, 1991 ; Walaas, 1999) et la chaine légére de la

myosine (Choi ef al., 1994 ; Ludowyke et al, 1996), qui lorsque phosphorylées par les
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PKCs se réorganisent de sorte que les granules de sécrétion puissent atteindre la

membrane plasmique. L’annexine 2 est également intéressante puisqu’elle est impliquée
dans la fusion des granules et représente 4 la fois un senseur du niveau de calcium

intracellulaire et une cible des PKCs (Regnouf ez al., 1995 ; Delouche er al., 1997).

Bien que moins étudié, les PKCs peuvent également prendre place au sein des voies de
signalisation couplé a la stimulation de la synthése des hormones peptidiques. Ainsi,
elles sont impliquées dans la stimulation de la synthése de la cholécystokinine par la
bombésine (Nemoz-Gaillard er al., 1998), de 'interleukine-1 par les lipopolysaccharides
(St-Denis ef al., 1998), de la LH par la GnRH (Weck et al., 1998 ; Call et Wolfe, 1999)
et de la prolactine par la thyrotropine (Wang et Maurer, 1999). Les PKCs sont également
impliquées dans le contrdle de la reliche du CRF, mais ceci, de méme que les

meécanisme impliqués, sera plus amplement décrit dans la section sur le CRF.

Les sous-familles de protéines kinases C

Les PKCs peuvent étre divisées en trois sous-familles selon leur structure et les
cofacteurs nécessaires a leur activation (Nishizuka, 1992 ; Mellor et Parker, 1998). Les
PKC conventionnelles (ct, BI, BII et y) arborent quatre domaines conservés (C1, C2, C3
et C4) reliés par des domaines spécifiques & chacun des isotypes. Elles nécessitent pour
une activité maximale, la présence de calcium, de diacylglycérol (DAG) et de
phophatidylsérine (Nishizuka, 1992). Le domaine C1 contient le site de liaison pour les
acides gras insaturés en cis et le DAG, le domaine C2 lui confére une liaison au calcium
et aux phospholipides acides, le domaine C3 correspond a Iunité catalytique et
finalement le domaine C4 contient le site de reconnaissance des substrats (Nishizuka,
1992 ; Shao et al., 1996 ; Mellor et Parker, 1998). Les PKCs nouvelles (o, &, ¢ et ) ne
possédent pas le domaine C2 classique, elles sont donc insensibles aux fluctuations du
niveau de calcium intracellulaire. Les PKCs atypiques (§ et 1) ne possédent que la

moitié¢ du domaine C1 et pas de domaine C2. Elles sont donc insensibles au calcium et
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au diacylglycérol, mais gardent leur sensibilité aux acides gras insaturés en cis

(Nishizuka, 1992 ; Mellor et Parker, 1998). Finalement, la PKC 1 semble faire bande a
part puisqu’elle posséde un segment trahsmembranaire et un domaine d’homologie 4 la
pleckstrine, mais aucun domaine C2, (Johannes ef al, 1994). A P’exception de cette
derniére, les PKCs arborent dans leur portion amino-terminale une séquence
autoinhibitrice de type pseudosubstrat, leur conférant une conformation repliée les

empéchant d’interagir avec leur substrats (Mellor et Parker, 1998).

Mécanismes globaux d’activation des protéines kinases C

Il est délicat d’uniformiser le mode d’activation des PKCs mais il est évident que
certaines étapes sont communes & tous. La plupart des PKCs inactives seraient
maintenues & des sites d’ancrage localisés sur divers structures subcellulaires via des
récepteurs pour les PKCs inactives (RICKs) de fagon relativement spécifique a I’isotype
(Mochly-Rosen et Gordon, 1998). Les PKCs activées seraient, quant a elles, accueillies
a leur site d’action par des récepteurs pour les PKCs activées (RACKs), également de
fagon spécifique a Iisotype (Mochly-Rosen et Gordon, 1998). Ces sites d’ancrage
protéique permettraient ainsi une spécificité de la réponse pour une famille d’enzymes

qui démontre une certaine promiscuité vis-a-vis ses substrats.

Un autre trait commun entre les PKCs est une réorganisation intramoléculaire essentielle
a leur activation et a leur interaction avec leurs substrats. En effet, I'une des premiéres
étapes de Pactivation des PKCs, implique un déploiement occasionné par le bris de
Iinteraction du pseudosubstrat avec le site catalytique, levant ainsi la suppression
intramoléculaire de son activité (House et Kemp, 1987). Les acides gras insaturés en cis,
tels I"acide arachidonique et I’acide oléique (pour I’ensemble des PKCs), de méme que
le DAG (pour les PKCs conventionnelles, nouvelles et 1) sont les facteurs occasionnant
un tel déploiement (Murakami ef al., 1986 ; Koide et al., 1992 ; Ogita ef al., 1992 ;
Nakanishi e/ al., 1993 ; Newton, 1995). Toutefois, contrairement & I’activation par le
DAG, pourtant plus efficace, I’activation par I’acide arachidonique semble étre
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indépendante d’une liaison préalable aux phospholipides acides (Murakami ef al., 1986),
ce qui permettrait a I’acide gras d’induire I’activation des PKCs hors de la membrane.
Finalement, hormis les lipides, la phosphorylation de deux (pour la PKC & et les PKCs
atypiques) ou trois résidus (pour les autres PKCs) du domaine C4 est obligatoire pour
leur activation (Cazaubon et al., 1994 ; Keranen et al., 1995). Bien qu’il soit reconnu
que ces PKCs sont capables, suite 4 leur activation, d’autophosphorylation sur un (pour
la PKC & et les PKCs atypiques) ou deux (les autres) de ces résidus, il est établi que la
phosphorylation, au préalable, d’un résidu thréonine clef, par la kinase dépendante des
phosphoinositides de type I (PDK-1) est indispensable (Chou ef al., 1998 ; Dutil ef al.,
1998 ; Garcia-Paramio ef al., 1998 ; Le Good ef al., 1998).

Mécanismes d’activation des protéines kinases C conventionnelles

L’activation des PLCs représente la principale voie d’activation des PKCs
conventionnelles (Fig 4A). Les PLCs parviennent a cette fin en hydrolysant le
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate [PtdIns(4,5)P;], ce qui génére deux seconds
messagers, soit le DAG, qui reste dans la membrane et I’inositol 1,4,5-triphosphate
[Ins(1,4,5)Ps], un messager soluble qui entraine la reldche du calcium intracellulaire
(Berridge ef al., 1989 ; Dennis ef al., 1991 ; Rhee et Choi, 1992). Le calcium, qu’il
vienne des réserves intracellulaires ou d’un influx calcique, bien que non-essentiel a la
liaison des PKCs conventionnelles i la phosphatidylsérine, augmente de fagon
significative I’affinité des PKCs pour le phospholipide membranaire (Blobe et al., 1994 ;
Newton, 1995 ; Sutton et Sprang, 1998). Cette étape est déterminante pour I’activation
de cette sous-famille, puisqu’elle permet a I’enzyme de s’enfoncer dans la membrane de
fagon & positionner son domaine C1 4 proximité du DAG (Newton, 1995 ; Medkova et
Cho, 1998). Ce dernier étant responsable, suite au déploiement de I’enzyme, de son
activation subséquente par la PDK-1 (Mosior et Newton, 1995). De plus, puisque
Pactivité de la PDK-1 dépend de la présence du phosphatidylinositol 3,4-biphosphate
[PtdIns(3,4)P2] ou du phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate [PtdIns(3,4,5)P;],
Pactivit¢ de la PI3-K devient par ce fait, essentielle pour Pactivité des PKCs
conventionnelles (Auger et al., 1989 ; Alessi et al., 1997).



44

SR

'sajuenbuew juos saderp

1 9p uoissaiJosd v 01x21 9 suep onb sowgtu s3]

sop onb juonbipur spinutod sof 19 stq 9] s19A ey NP 11eJ OSFISTULY SOP UOTIBATIOR
1U0S suoneiApIqe s “sonbrdAie ‘D 1$9][0ANOU ‘g SI]IOUUONUIAUOD *Y 'S J SOp uonTAnoe,} op onbyewpyss uontiusspdoy p 2andyy

- o
uonejlroydsoydone
I -MQ@.H

G powaiojdop

v

£did ¢did w<Q E:GEQ ¢dld 2did

4

4
4

/ i

’

s

o

VY £dld Zd1d
4

7
/
']

D) (T (T D




45
Mécanismes d’activation des protéines kinases C nouvelles

L’activation des PKCs nouvelles, malgré Iexistence d’un domaine C2 atypique dans sa
portion amino-terminale variable, est indépendante du calcium (Sossin et Schwartz,
1993 ; Pappa et al., 1998) (Fig 4B). Son indépendance face au calcium vient du fait que
les résidus basiques de ce domaine, contrairement au domaine C?2 conventionnel, sont
déja positionnés de fagon i interagir avec les phospholipides acides (Pappa et al., 1998).
Ces PKCs sont donc prédisposées a étre activées par le DAG et 4 entrer dans la séquence
d’activation. Toutes les PKCs nouvelles peuvent étre activées directement par le
PtdIns(3,4)P2 ou le PtdIns(3,4,5)P; (Toker et al., 1994). Le mécanisme impliqué dans
cette activation n’est pas connu, mais cette activation confére aux PI3-Ks comme aux

PLCs, une implication dans I’amorce de I’activation de cette sous-famille de PKCs.

Meécanismes d’activation des protéines kinases C atypiques

Les PKCs atypiques sont insensibles aux fluctuations de la concentration du calcium ou
du DAG, mais leur activité dépend de leur interaction avec les phospholipides acides
(Nishizuka, 1992 ; Mellor et Parker, 1998) (Fig 4C). Les PKCs atypiques, tout comme
les PKCs nouvelles, peuvent étre activées directement par les produits de I’activation de
la PI3-K (Nakanishi ez al., 1993 ; Akimoto ef al., 1996). Une petite divergence en ce qui
a trait aux PKCs atypiques (de méme que pour la PKC 6), la phosphorylation par la
PDK-1, n’est plus obligatoire. En effet, au niveau des PKC atypiques, une glutamine
(un acide aminé a chaine latérale acide) remplace un des résidus cibles de
autophosphorylation, ce qui élimine la nécessité de cette modification post-
traductionnelle pour I’obtention d’une activité basale de I’enzyme. Toutefois, la PDK-1
est toujours nécessaire pour I'atteinte d’une activité maximale (Chou et al., 1998 ;
Garcia-Paramio ez al., 1998 ; Le Good ef al., 1998), ce qui fait de la PI3-K la principale

voie d’activation de cette sous-famille de PKCs.
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Lien entre I’activation des récepteurs couplés aux protéines G sensibles a la toxine

pertussique et 'activation des protéines kinases C

La section précédente laisse un vide & combler entre I’activation d’un récepteur couplé a
une ou des protéines G sensibles 4 la PTX et I’aboutissement final, qui est ’activation de
la kinase. D’ot la nécessité de cette section sur les modes d’activation par ces

récepteurs, des PLCs, PI3-Ks, phospholipases D (PLD) et des phospholipase A, (PLA,).

Activation des phospholipases C par les récepteurs couplés aux protéines G sensibles a

la toxine pertussique

Les PLCs peuvent, en accord avec leur structure primaire, étre classées en trois classes,
B, y et & (Rhee et Choi, 1992 ; Katan, 1998). Toutefois, seules les PLC-f semblent étre
régulées de fagon directe par les récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques
(Rhee et Choi, 1992 ; Katan, 1998). Précisons que les quatre isotypes de PLC-B peuvent
étre activés par les protéines G de la famille de G,, notamment via leur sous-unité o
(Rhee et Choi, 1992 ; Smrcka et Steirnweis, 1993 ; Lee et al., 1994). Toutefois, plusieurs
études ont également démontré que les PLC B1, B2 et B3, peuvent étre activées par des
diméres Py, mais efficacité de cette activation est moindre que celle des sous-unités ¢35
des membres de la famille de la protéine G, (Boyer e al., 1992 ; Camps et al,,
1992 ; Katz ef al., 1992 ; Smrcka et Steimweis, 1993). C’est pourquot les récepteurs qui
activent les PLC-f via cette voie alternative, sont généralement couplés aux protéines G

sensibles & la PTX, puisque ces derniéres sont plus abondantes dans les cellules (Smrcka
et Steirnweis, 1993).
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Activation des kinases de la position D3 des phosphoinositides par les récepteurs

couplés aux protéines G sensibles a la toxine pertussique

Les PI3-Ks sont une grande famille d’enzymes catalysant le transfert du groupe y-
phosphate de I’adénosine triphosphate vers la position D3 des phosphoinositides
(Wymann et Pirola, 1998). Une PI3-K activée par le dimére By des protéine G, de méme
que par les tyrosine kinases, a été clonée et désignée p110y (Stephen ef al., 1994 ;
Stoyanov ef al., 1995 ; Katada ef al., 1999). Cette kinase, a activité mixte (lipides et
protéines), est associée & une protéine adaptatrice p101, dont la présence est nécessaire
pour que I"action du dimére By soit optimale (Stoyanov et al., 1995 ; Stephens et al.,
1997 ; Leopoldt et al., 1998 ; Maier et al., 1999). Intéressement, I’activation de la pl10y
par le dimére Py est en synergie avec son autre mode d’activation, soit la

phosphorylation de résidus tyrosines par les tyrosine kinases cytosoliques (Katada ef al.,
1999).

Activation des phospholipases D par les récepteurs couplés aux protéines G sensibles

a la toxine pertussique

Les PLCs ne sont pas les seules lipases pouvant générer du diacylglycérol. Les PLDs,
qui catalysent I’hydrolyse de la phosphatidylcholine pour produire la choline et Iacide
phosphatidique, en sont également des sources indirectes (Divecha et Irvine, 1995 ;
Exton, 1998), puisqu’une enzyme ubiquitaire, la phosphomonoestérase, convertit ’acide
phosphatidique en DAG (Billah et Anthes, 1990). Les PLDs, en accord avec leur
structure primaire, ont été classées en deux types, soit la PLD1, retrouvée au niveau des
membranes intracellulaires et dont Iactivité est régulable et la PLD2 retrouvée au
niveau de la membrane plasmique, dont I’activité est constitutive (Colley et al., 1997,
Exton, 1998). La PLD1 est activée par le PtdIns(4,5)P,, le PtdIns(3,4,5)Ps, la petite
protéine G monomérique ARF-1 et moindrement par la sous-famille des petites

protéines G Rho (Rho A, Rac-1 et Cdcd2) (Colley et al., 1997 ; Hammond et al., 1997 ;
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Katayama ef al., 1998). La PKC o peut également activer la PLD1, mais son action

serait indépendante de son activité catalytique (Hammond ez al., 1997). Finalement, son
activation par les protéines de la sous;fanlille de Rho, bien que faible, se ferait en
synergie avec I’activation par la PKC o et la protéine ARF-1 (Hammond ef al., 1997;
Katayama ef al., 1998).

Trois liens existent entre les récepteurs couplés aux protéines G sensibles a la PTX et la
PLDI. Le premier lien est I’activation de la protéine RhoA par les protéines G sensibles
ala PTX (Fleming et al., 1996). Le second lien implique I’activation de la PI3-K selon
les mécanismes déja décrits. Le troisiéme lien est une boucle amplificatrice impliquant
activation de la PLD1 par la PKC « et la rétroactivation de la kinase suite 3 la

conversion de I’acide phosphatidique en DAG (Nishizuka, 1992).

Activation des phospholipases A; cytosoliques par les récepteurs couplés aux protéines

G sensibles a la toxine pertussique

Les PLA; forment une grande famille de lipases, qui hydrolysent la phosphatidylcholine,
pour donner des acides gras, généralement [I’acide arachidonique et la
lysophosphatidylcholine (Divecha et Irvine, 1995). Le lien entre les récepteurs couplés
aux protéines G sensibles 4 la PTX et un type de ces lipases, les PLA, cytosoliques, est
connu depuis longtemps (Bokoch et Gilman, 1984; Burch ef al., 1986). Toutefois, les
voies empruntées pour parvenir a I’activation de ces lipases sont encore nébuleuses.
Elles semblent impliquer deux mécanismes, une liaison aux phospholipides
membranaires nécéssitant une hausse du calcium intracellulaire et une phosphorylation
par une sérine/thréonine kinase (Burch et al., 1986; Lin et al., 1993 ; Winitz e al., 1994;
Xing et al., 1997).
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2.1.6.4.2. Voies d’activation des MAP kinases de type ERK,; par les récepteurs

couplés aux protéines G sensibles & la toxine pertussique et réles de ces kinases dans

la sécrétion hormonale

Implication des MAP kinases de type ERK,; dans la sécrétion hormonale

Les ERK,» (ERK; et ERK;) font partie d’une famille de sérine/thréonine kinases,
constituée de trois principales sous-familles, les ERK, les kinases de la portion amino-
terminale de c-Jun, aussi appelées kinases activées par le stress cellulaire (JNK/SAPK)
et les MAP kinases p38 (Zhou er al., 1995 ; Lewis et al., 1998). Cette famille est,
comme les PKCs, impliquée dans plusieurs processus fondamentaux de la physiologie
cellulaire. Cependant, les actions des MAP kinases convergent en grande partie vers la
phosphorylation et la régulation de facteurs de transcription (Gutkind, 1998). Ainsi, les
ERK,/; peuvent influencer la synthése d’une hormone ou de protéines impliquées dans
sa synthése ou sa reliche. Parmi les exemples connus pour avoir une telle régulation,
mentionnons I'insuline par les cellules B (Benes et al, 1999), les cytokines par les
lymphocytes (Hedin ef al., 1999), de méme que la LH et la prolactine par I’hypophyse
(Weck et al., 1998 ; Cass et Wolfe, 1999 ; Kanasaki et al., 1999 ; Wang et Maurer,
1999).

Les ERK,, n’ont pas que des effets génomiques. Au niveau des cellules chromaffines,
elles sont impliquées dans la relache des catécholamines (Cox et Parsons, 1997), au
niveau des cellules entéroendocrines, elles sont impliquées dans la reliche de la
cholécystokinine (Némoz-Gaillard ef al, 1998) et au niveau des trophoblastes, elles

entrainent la reldche de la hPL induite par I’apolipoprotéine A-1 (Kanda e al., 1998),
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Mécanismes généraux de activation des MAP kinases de type ERK /;

L’activation des ERK,,, est dépendante de la phosphorylation de deux résidus, soit la
thréonine-183 et la tyrosine-185 (Payne er al.,, 1991), tandis que leur inactivation
survient suite & I’action de phosphatases spécifiques (Sun et af., 1993 ; Zheng et Guan,
1993). La voie classique pour parvenir a cette double phosphorylation est longue et
débute par la phosphorylation d’une tyrosine sur un récepteur ou une protéine
adaptatrice telle que Shc ou IRS-1 (Batzer et al., 1994 ; Mayers ef al., 1994 ; Pawson,
1994). Par la suite, il se produit une cascade d’interactions moléculaires et de
phosphorylations débutant par ’amarrage de la protéine adaptatrice Grb2 (Lowenstein ef
al., 1992). Ceci permet la translocation a la membrane de la protéine Sos, cette derniére
étant un facteur d’échange des nucléotides guanyliques de Ras (Chardin et al., 1993 ; Li
et al., 1993 ; Mayers et al., 1994 ; Cobb et Goldsmith, 1995 ; Overbeck et al., 1995). Par
la suite, la protéine Ras activée recrute la protéine Raf vers la membrane, ce qui entraine
I"activation de la kinase a activité mixte, soit serine,/threonine et tyrosine kinase (Cobb
et Goldsmith, 1995; Lewis et al, 1998). Ainsi activée, Raf peut procéder a la
phosphorylation et activation des MEK;, (Cobb et Goldsmith, 1995 ; Lewis ef al.,
1998). Finalement, les MEK /2, qui sont également des kinases & activité mixte, activent
les ERK 12 en les phosphorylant au niveau de leurs résidus thréonine-183 et tyrosine-185

(Cobb et Goldsmith, 1995 ; Lewis ef al., 1998).

Mécanismes d’activation des MAP kinases de type ERK,,; par les récepteurs couplés

aux protéines G sensibles a la toxine pertussique

Récemment, les récepteurs couplés aux protéines G sensibles a la PTX ont été associés a

Pactivation des ERK, (Alblas ef al., 1993 ; Crespo ef al., 1994 ; Hordjijk et al,
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1994 ; Koch ef al., 1994; Nakamura et al., 1995 ; Luttrell et al., 1996 ; Mannon et
Raymond, 1998 ; Zukowska-Grojec ef al., 1998) (Fig 5). A Pinstar de la voie
d’activation des ERK, , initiée par les récepteurs a activité tyrosine kinase, celle initiée
par les protéines G sensibles a la PTX emprunte la cascade Ras-Raf-MEKs (Alblas er
al., 1993 ;Winitz et al , 1994 ; Hordjijk ez al., 1994 ; Luttrell et al., 1996 ; Della Rocca et
al., 1997 ; Lopez-llasaca et al., 1997), et comme dans la voie classique d’activation, elle
est dépendante d’une activité tyrosine kinase en amont de Ras (van Corven et al., 1993 ;
Van Biesen ef al., 1995 ; Luttrell et al., 1996 ; Wan et al., 1996). Parmi les tyrosines
kinases cytosoliques dont I’activité est régulée par les récepteurs couplés aux protéines
G sensibles a la PTX, notons la bruton’s tyrosine kinase (Wan et al., 1997), la Lyn
(Ptasznik et al., 1995), 1a Pyk2 (Lev et al., 1995 ; Dikic et al., 1996), la c-Src (Dikic et
al., 1996 ; Luttrell ez al,, 1996) et la Syk (Wan ef al.., 1996,1997). De plus, certains
récepteurs couplés aux protéines G sensibles 4 la PTX ont déja été impliqués dans la
transactivation, via des tyrosines kinases cytosoliques, de récepteurs & activité tyrosine

kinase (Daub ez al., 1996 ; Luttrell et al., 1997).

La PI3-K est souvent impliquée dans les mécanismes menant & I’activation des ERK,p
par les récepteurs couplés aux protéines G sensibles a la PTX (Nakamura et al., 1995 ;
Pace et al., 1995 ; Hawes et al., 1996 ; Lopez-Tlasaca et al., 1997). La PI3-K agirait au
tout début de la cascade, puisqu’elle est en amont des tyrosine kinases cytosoliques, de
She, de Sos et de Ras (Lopez-Ilasaca ef al., 1997). Finalement, les PKCs constituent un
autre intermédiaire des voies de signalisation pouvant entrainer Pactivation des ERK,/.
Cette implication des PKCs peut étre en amont des tyrosines kinases cytosoliques (Lev
et al., 1995 ; Blaukat ez al., 1999), mais également au niveau d’une phosphorylation
directe de Raf-1 (Kolch et al., 1993 ; van Biesen et al., 1996).
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Figure S. Représentation schématique de l'activation des ERK,, par les récepteurs

couplés aux protéines G sensibles 4 la PTX. Les abréviations sont les mémes que dans le
texte.
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2.1.6.4.3. L’activation des kinases dépendantes du complexe calcium-calmoduline de

type I par les récepteurs couplés aux protéines G sensibles & la toxine pertussique et

les roles de ces kinases dans la sécrétion hormonale.

Implication des kinases dépendantes du complexe calcium-calmoduline de type 11

dans la sécrétion hormonale

La CaMKII est une enzyme ubiquitaire dont ’activité est régie par le niveau de calcium
intracellulaire (Hanson et Schulman, 1992 ; Braun et Schulman, 1995). Elle est issue
d’une famille de kinases dépendantes du calcium et de la calmoduline, incluant la kinase
de la chaine légére de la myosine, la phosphorylase kinase et la CaMKIV (Hanson et
Schulman, 1992 ; Braun et Schulman, 1995). On connait plus de 40 substrats & cette
enzyme multimérique (10-12 sous-unités) composée de sous-unités o et B (Braun et
Schulman, 1995). Toutefois, 1’'un des roles les mieux connus de cette kinase est la
régulation de la sécrétion au niveau neuronal et glandulaire (Braun et Schulman, 1995 ;
Jones et Persaud, 1998 ; Waters ef al., 1998 ; Easom, 1999 ; Matsumoto ez al., 1999). En
effet, la CaMKII est impliquée dans la reliche de nombreuses hormones, telles les
catécholamine par les cellules chromaffines (schweitzer et al, 1995), la
cholécystokinine par les cellules entéroendocrinnes (Prpic et al., 1994), la GnRH par
I’hypothalamus (Waters ef al., 1998), Uinsuline par les cellules B (Wenham et al., 1992 ;
Easom, 1999; Matsumoto et al, 1999), la parathormone par les cellules
parathyroidiennes (Matovcik er al., 1997) et la prolactine par les cellules mammotrophes
(Cui et al, 1996). Les mécanismes impliqués sont encore moins clairs que ceux
impliqués pour les PKCs. Toutefois, au niveau des cellules B, la CaMKII se retrouve au
niveau des granules de sécrétion (Mohlig et al, 1997 ; Easom, 1999), et elle
phosphoryle certaines protéines impliquées dans I’exocytose, telles la protéine associée

aux microtubules de type 2 (MAP-2) et la synapsine 1 (Easom, 1999 ; Matsumoto ef al.,
1999).
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Meécanismes généraux d’activation des kinases dépendantes du complexe calcium-

calmoduline de type 11

L’activation de la CaMKII débute par le déplacement d’un domaine auto-inhibiteur suite
a la liaison du complexe calcium-calmoduline (Hanson et Schulman, 1992 ; Braun et
Schulnian, 1995).  Cette  désinhibition est immédiatement suivie d’une
autophosphorylation de la Thréonine-286, sur la sous-unité o, et de la thréonine-287 sur
la sous-unité B (Miller et Kennedy, 1986; Thiel et al, 1988). L’effet de ces
autophosphorylations est particuliérement intéressant, puisqu’elles bloquent le retour du
domaine auto-inhibiteur, par conséquent, elles promeuvent une indépendance de la
kinase envers le calcium (Miller et Kennedy, 1986 ; Hanson et Schulman, 1992 ). De
plus, ces autophosphorylations seraient responsables d’une diminution de la vitesse de
dissociation de la calmoduline de plus de milles fois (Mayer et al, 1992). Cependant,
cette autonomie est généralement de courte durée, puisque la kinase est rapidement
déphosphorylée par des phosphatases telles les phosphatases des protéines de type 1 et
2A (Strack et al., 1997) et la phosphatase des CaMK (Kitani ez al, 1999). Cette derniére
est particuliérement intéressante puisqu’elle est stimulée par la CaMKII (Kameshita ef
al., 1999),

Mécanismes d’activation des kinases dépendantes du complexe calcium-calmoduline

de type Il par les récepteurs couplés aux protéines G sensibles a la toxine pertussique

Afin de pourvoir aux besoins en calcium des CaMKIL les cellules ont accés i deux
sources; les réserves intracellulaires (principalement le réticulum endoplasmique) et le
milieu extracellulaire (Fig 6). Toutefois, puisque le Ky des pompes calciques
membranaires (PMCA), responsables d’expulser le calcium a I’extérieur de la cellule est
inférieur & celui de la pompe calcique du réticulum (SERCA), responsable de réintégrer
le calcium dans les réserves, t6t ou tard, une entrée de calcium est inévitable pour que la

relache puisse se poursuivre (Putney, 1990 ; Tepikin ef al., 1992).
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Les voies d’entrée du calcium sont nombreuses et incluent les influx modulés par les
différences de potentiel, les influx capacitatifs, les influx associés a Pactivation de
récepteurs et le mode inversé de ’échangeur sodium-calcium (voir les références citées
dans les sections suivantes). Toutefois, il est difficile de classifier les différents canaux
responsables des influx, puisque comme nous le verrons, un type de canal peut faire
partie de plus d’une catégorie. Les L-VOCC, par exemple, sont 4 la fois régulés par le
potentiel membranaire et par I’activation de récepteurs, puisqu’ils sont soumis & un
contrdle par les protéines kinases A, les PKCs, les PI3-Ks et les tyrosine kinases
cytosoliques. Il en est de méme pour certains membres de la famille des protéines TRPs
(pour transient receptor potential), qui sont a la fois responsables d’influx capacitatifs et

dépendants de ’activation de récepteurs.

Les deux principales voies permettant au calcium de s’échapper des réserves
intracellulaires sont les récepteurs de I’Ins(1,4,5)P; et les récepteurs de ’ADP ribose
cyclique. Il y a trois sous-types de récepteur de I’ADP ribose cyclique, généralement
appelés canaux ryanodine. Cependant, comme aucune évidence n’indique qu’ils soient
exprimés dans le placenta, ils ne seront pas traités dans cette thése. De méme, le mode
inversé de I’échangeur sodium-calcium ne sera pas traité, puisque contrairement au
mode normal (celui qui améne la sortie du calcium), aucun agoniste des récepteurs

couplés aux protéines G ne semble ’activer.

Mécanismes d’activation des canaux calciques sensibles aux variations du potentiel

membranaire par les récepteurs couplés aux protéines G sensibles a la toxine

pertussique

Les VOCC peuvent étre classés, de fagon préliminaire, en deux grandes catégories : les
VOCC activés par une dépolarisation faible et ceux activés suite a une forte
dépolarisation (De Waard ef al., 1996). La premiére catégorie ne compte qu’un membre,

soit le type T qui a un seuil d’activation de -70 mV (De Waard et al, 1996). La
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deuxiéme est constituée des types L, N, P, Q et R, qui ont des seuils d’activation de -40

a -30 mV (De Waard et al, 1996). Les VOCC peuvent également étre classés plus
finement selon leur conductance unitaire, leur taux d’inactivation, ainsi que leur
sensibilité différentielle vis-a-vis de certains agents bloqueurs. Les L-VOCC ont une
conductance relativement élevée (11 a 25 pS), s’inactivent trés lentement (plus de 500
msec) et sont sensibles aux dihydropyridines (Varadi e al, 1995 ; De Waard et al
1996). Les N-VOCC ont une conductance a peine moindre que celle des L-VOCC, (10 a
22 p8), peuvent s’inactiver selon deux cinétiques, soit une rapide (50-100 msec) ou une
lente (plus de 500 msec) (De Waard ef al., 1996) et sont sensibles a la ®-conotoxine-
GVIA, une toxine isolée d’un escargot marin (Conus geographicuc) (Plumer et al.,
1989). Les P-VOCC et les Q-VOCC ont une conductance de 9 4 19 pS et sont sensibles
a la @-agatoxine IVA, une toxine issue du venin d’une araignée (agelenopsis apertd)
(Mintz et al., 1992). Les R-VOCC ont une conductance de 14 pS et sont relativement
difficiles & caractériser a cause de I’absence d’outils pharmacologiques adéquats, tandis
que les T-VOCC ont une conductance de 7 4 10 pS et sont sensibles au mibefradil
(Greenberg, 1997).

Hormis leur régulation par le potentiel membranaire, plusieurs aspects de la régulation
des VOCC permettent une activation par les récepteurs couplés aux protéines G
sensibles 4 la PTX . Les L-VOCC, en particulier, peuvent étre activés par ces récepteurs,
puisqu’ils sont activés par les PKCs (Yang et Tsien, 1993 ; Schuhmann et Groschner,
1994; Obejero-Paz et al., 1998 ; Viard ef al., 1999), les PI3-Ks (Viard et al., 1999) ou
par certaines fyrosine kinases (Hu et al., 1998). Les N-VOCC, P-VOCC et les Q-VOCC,
seraient inhibés par les protéines G; et Go (De Waard ez al,, 1997 ; Furukawa et al.,
1998). L’inhibition par les protéines G, est attribuée au dimére By, tandis que pour les
protéines G, les deux sous-unités fonctionnelles (a et By) sont impliquées (De Waard et
al, 1997 ; Furukawa et al., 1998). Toutefois, une activation préalable des PKCs peut
venir contrer cette inhibition du canal (Yang et Tsien, 1993 ; Hamid et al., 1999). De
plus, tout comme les L-VOCC, Pactivité des N-VOCC, P-VOCC, Q-VOCC et T-VOCC

peut €tre augmentée par une activité tyrosine kinase (Morikawa ef al., 1998 ; Potier et
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Rovira, 1999). Donc potentiellement, les récepteurs couplés aux protéines G sensibles a

la PTX peuvent activer, selon les tissus, toutes les formes de VOCC. Cependant, les L-
VOCC sont plus susceptibles d’étres aétivés que les autres. De plus, il est clair que
certains VOCC se comportent comme des canaux calciques associés a I’activation des
récepteurs (ROCC). Plus précisément, certains d’entre eux se comporte comme des
canaux régulés par la production de seconds messagers (SMOCC) et/ou comme des

canaux régulés par des activités sérine/thréonine ou tyrosine kinases (KOCC).

Meécanismes d’activation des influx capacitatifs par les récepteurs couplés aux

protéines G sensibles a la toxine pertussique

Dans la plupart des cellules, une reliche de calcium des réserves intracellulaires est
associée a un influx capacitatif (CCE) de calcium, servant entre autre, 4 remplir les
réserves déchargées (Putney, 1986,1990). Ce phénomeéne, qui peut étre déclanché par les
récepteurs couplés aux protéines G sensibles a la PTX, est redevable 3 Iactivité de
canaux, que I'on retrouve dans la littérature sous les appellations de canaux calciques
activés par la reliche du calcium (CRAC). Ces canaux sont gouvernés par des seconds
messagers (SMOCC), par les réserves intracellulaires (SOCC) ou par des récepteurs
(ROCC) (Hoth et Penner, 1990 ; Clementi ef al., 1992 ; Putney et Bird, 1993 ; Clapham,
1995). Un peu comme pour les VOCC, cette nomenclature est un peu arbitraire puisque
plusieurs canaux appartiennent a plusieurs de ces catégories. Récemment, les membres
d’une famille de protéines appelée TRP ont été proposés comme étant les médiateurs des
CCEs observés dans la plupart des cellules (Zhu et al., 1996). Toutefois, certains
membres de cette famille, comme la TRP1 et la TRP3, ne sont pas des SOCC, puisqu’ils
sont constitutivement actifs (Philipp et al. 1998 ; Sinkins ef al., 1998). De plus, les
protéines TRP3 et TRP6 sont trés peu influencées par le niveau des réserves
intracellulaires de calcium (Boulay et al. 1997; Zitt et al. 1997). Toutefois, elles

pourraient étre classifiées comme des ROCC, puisqu’elles sont, comme la TRP-L,
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activées directement par des récepteurs couplés a des protéines de la famille de la Gq
(Obukhov ef al., 1996 ; Boulay et al. 1997, Hurst et al. 1998). La TRP3 et la TRP6
pourraient méme étre classifiées comme des SMOCC, puisque leur activation, via ces
récepteurs, nécessite I’activation de la phospholipase C et que le diacylglycérol les
activent directement (Zhu ef al., 1998 ; Hoffman er al, 1999). En fait, seules les
protéines TRP4 et TRP5 se comportent comme des SOCC, puisqu’elles sont activées par
la reldche du calcium intracellulaire et qu’elles démontrent une perméabilité sélective
envers le calcium, ce que les quatre autres protéines préalablement citées n’ont pas
(Philipp et al., 1998 ; Wamnat et al., 1999). Cependant, le fait que ces protéines se
comportent comme des SOCC, raméne la vieille problématique irrésolue concernant la
nature du message entre les réserves et ces canaux. A ce sujet, un facteur de faible poids
moléculaire a été partiellement purifié par deux équipes (Randriampita et Tsien, 1993
Thomas et Hanley, 1995), toutefois, sa nature n’a pu étre précisée par la suite. Ainsi,
Pactivation des PLCs par les récepteurs couplés aux protéines G sensibles a la PTX peut
entrainer I’activation des TRP4 et TRP5 (influx capacitatif), de méme qu’elle peut
entrainer une augmentation de la conductance des canaux cationiques non-sélectifs
TRP3 et TRP6 (des ROCC). De plus, deux études démontrent I'implication des PKCs
dans la prolongation du courant capacitatif (Petersen et Berridge, 1994,1995), tandis
qu’une autre montre I’implication de I’acide arachidonique, sans toutefois investiguer si
cet effet est attribuable & I’activation des PKCs (Shuttleworth et Thompson, 1998). Ce
qui semble se dégager de cette complexité au niveau de la régulation du courant
capacitatif, est qu’il est constitué d’une somme de courant, dont certains sont régulés au
niveau des seconds messagers alors que d’autres le sont suite a la libération du calcium
des réserves intracellulaires. Néanmoins, I’aboutissement final est le méme, le calcium

entré permettra de soutenir une relache ultérieure de calcium.
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récepteurs couplés aux protéines G sensibles a la PTX. Les abréviations sont les mémes
que dans le texte.
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Mécanismes d’activation des récepteurs de Uinositol 1,4,5-triphosphate par les
récepteurs couplés aux protéines G sensibles i la toxine pertussique

Les récepteurs de I'Ins(1,4,5)P; sont des homotétraméres ou des hétérotétraméres formés
a partir des trois sous-types de protéines, constituant une famille de récepteurs-canaux
conduisant le calcium (Monkawa et al., 1995). Ces récepteurs-canaux, souvent co-
exprimés dans les cellules (Wojcikiewicz, 1995), sont distribués en petit amas
hétérogenes sur la surface du réticulum endoplasmique (Berridge, 1993 ; Pozzan e al.,
1994 ; Thomas et al., 1996). Leur mode de fonctionnement est trés similaire a celui des
récepteurs de I’ADP ribose cyclique, c’est-a-dire qu’ils sont activés par une hausse de
calcium cytosolique. Généralement, la relation entre la concentration cytosolique en
calcium et Iactivité de ces canaux est biphasique, ¢’est-a-dire que le calcium augmente
leur activité jusqu’a Patteinte d’une concentration cytosolique d’environ 250-300 nM,
puis la diminue graduellement (Bezprozvanny et al., 1991). Cependant, il n’y a pas que
la concentration de calcium cytosolique qui soit déterminante pour I’activité canal des
récepteurs de I’Ins(1,4,5)Ps, le niveau de remplissage des réserves Iest tout autant. En
effet, un certain niveau doit étre atteint pour que des efflux spontanés puissent survenir,
de méme qu’il y aurait un niveau minimal, sous lequel aucune activation n’est possible
(Missiaien et al., 1992 ; Combettes et al., 1996). Ces ouvertures spontanées permettent
aux ions de sortir jusqu’a ce que la concentration autour de la bouche du canal atteigne
une concentration Pinactivant. Cette inactivation du canal, fait en sorte que la petite
bouffé de calcium se dissipe et contribue au niveau basal de calcium cytosolique, mais
que cette concentration n’atteigne pas un niveau suffisant autour des récepteurs de
I'Ins(1,4,5)Ps pour générer de vague (Allbritton et Meyer, 1993 ; Bootman et Berridge,
1996).

La liaison de I’Ins(1,4,5)P; 4 son récepteur, entraine une augmentation importante de son
affinité pour le calcium (Lechleiter et Clapham, 1992), ce qui fait de lui un co-agoniste,
voir méme un modulateur allostérique. Ainsi, efflux du calcium des réserves
intracellulaires peut commencer sans augmentation importante, au préalable, de la

concentration cytosolique de calcium. Ainsi, dans les cellules non-excitables, une
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concentration faible (bas de la fenétre physiologique) d’un agoniste interagissant avec un

type de récepteur couplé i I'activation des PLCs, entraine une oscillation de la
concentration de calcium cytosolique (Bem'dge, 1997 ; Shuttleworth, 1997). Au tout
début de la stimulation, le peu d’Ins(1,4,5)P; généré se fixe sur des sous-groupes de
récepteurs-canaux particuliérement réceptifs (Lechleiter et Clapham, 1992 ; Thorn et al.,
1993 ; Nathanson, 1994). Par la suite, I’ouverture spontanée de certains récepteurs de
leur entourage, leur permet d’étre activés (Lechleiter et Clapham, 1992 ; Bootman et al.,
1997). Ceci se traduit par Iapparition de nuages de calcium, plus importants, mais
toujours localisés, représentant la somme des bouffées d’un amas de récepteurs-canaux
(Berridge, 1997 ; Bootman ef al, 1997). Ce n’est que lorsque la concentration
d’Ins(1,4,5)P; est suffisante pour que tous les récepteurs soient occupés, qu’une vague
pourra se développer (Parker ef al., 1996). Cette vague ne veut pas dire que la cellule
sera envahie de calcium, puisque la présence de molécules tampons relativement
immobiles dans le cytoplasme réduit énormément la diffusion de Iion et rend nécessaire
le positionnement des réserves aux endroits stratégiques (Allbritton et Meyer, 1993 ;
Thomas ef al., 1996). Ces vagues, attribuables aux variations de I’activité des récepteurs
de I'Ins(1,4,5)Ps, peuvent étre principalement de deux types, le type sinusoidal, moins
fréquent, et le type baseline, beaucoup plus courant (Putney et Bird, 1993 ; Thomas et
al, 1996). Le type sinusoidal, dont I’amplitude et non la fréquence dépend de la
concentration de I’agoniste, est principalement engendré par un feedback exercé par les
PKCs au niveau des récepteurs, des protéines G ou des PLCs (Putney et Bird, 1993 ;
Thomas et al., 1996). Le type baseline, dont la fréquence et non ’amplitude dépend de
la concentration de I’agoniste, semble, dans beaucoup de cellules, étre dépendant du
niveau de calcium intracellulaire basal et de I’influx de calcium (Zhang et al., 1992 ;
Girard et Clapham, 1993). Toutefois, dans certains cas, la fréquence des oscillations est
telle, que pour I’observer, les niveaux de calcium doivent étre mesurés sur de petites
surfaces cellulaires (Thomas ef al., 1996). Il y a presque autant de modéles, tous plus
compliqués les uns que les autres, pour tenter d’expliquer ce type d’oscillations (Thomas
et al., 1996 ; Shuttleworth, 1997). Toutefois, la relation en forme de cloche qui existe
entre la concentration cytosolique de calcium et Iactivité du canal (Bezprozvanny et al.,

1991 ; Tino et Endo, 1992), de méme que 1’activation rapide, suivie d’une inactivation
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lente du canal par I’Ins(1,4,5)Ps (Hajnoczky et Thomas, 1994 ; Marchant et Taylor,

1998) peuvent, a elles seules, expliquer ces oscillations. Par contre, les mécanismes
exacts sous-jacents i ces effets des deux ligands des récepteurs de I’Ins(1,4,5)P; sont
mal connus. Certains auteurs ont décrit la promotion, par de faibles concentrations de
caletum, d’un changement de conformation augmentant I’affinité du récepteur pour
IIns(1,4,5)P;, tandis que de fortes concentrations inhiberaient la conduction du canal
(Marshall et Taylor, 1994). Tandis qu’une autre équipe a proposé un cycle de
phosphorylation et de déphosphorylation du récepteur par la CaMKII et la phosphatase
2B, respectivement (Zhang et al., 1993).

2.2, Le facteur de reliche de la corticostimuline

Un quart de siécle d’une recherche dédiée a la découverte d’un facteur de reliche
hypothalamique spécifique pour la corticostimuline (ACTH) (Saffran et Schally, 1977),
s’est terminé quand 1’équipe de Wylie Vale a purifié et déterminé la séquence en acides
aminés d’un peptide extrait de I’hypothalamus de mouton (Spiess ef al., 1981 ; Vale et
al., 1981). Ce peptide de 41 acides aminés semble en effet, répondre aux critéres
attendus puisqu’il est produit par hypothalamus et qu’il est capable de stimuler la
reliche de I’ACTH et de la B-endorphine de 1’hypophyse ovine (Spiess et al., 1981 ;
Vale et al., 1981). Le clonage du géne est venu peu de temps aprés, chez le mouton
(Furutani et al., 1983), puis chez de nombreux mammiféres dont I’humain (Shibahara ef
al., 1983). Le CRF forme avec I’urocortine (Vaughan et al., 1995 ; Donaldson ef al.,
1996) et un peptide encore non identifié (Weninger ef al., 1999), une famille de peptides
qui partagent les mémes récepteurs. Ces peptides ont également un lien de parenté avec
la sauvagine, un peptide provenant de la peau d’une grenouille, Phyllomedusa sauvagei,
et Purotensine I, un peptide du poisson téléostéen, Catostomus commersoni
(MacCannell et al., 1982). L’analyse de la structure du CRF ovin et de la sauvagine en
solution aqueuse, par dichroisme circulaire, montre une structure hélicoidale plutot

désorganisée qui a une forte tendance & former une hélice o hautement amphiphile a
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forte concentration ou prés d’une membrane (Lau ef al., 1983). Dans un mélange

trifluoroéthanol/H,0 (2 :1), le CRF humain, qui arbore sept substitutions par rapport au
CREF ovin, est constitué d’une hélice o (résidus 6-36) dont la premiére moitié (résidus 6-
36) est clairement amphiphile, entourée par une portion amino-terminale droite et une

portion carboxy-terminale désordonnée (Romier et al., 1993).

Trois sous-types de récepteurs du CRF appartenant a la superfamille des récepteurs liés
aux protéines G hétérotrimériques ont été clonés. Le sous-type CRF-R1, de méme
qu’une forme produite par épissage alternatif ayant une insertion de 29 acides aminés
dans la premiére boucle intracellulaire, ont été clonés a partir d’une tumeur
hypophysaire humaine (Chen er al., 1993). Le récepteur a également été cloné
simultanément & partir d’une lignée cellulaire hypophysaire murine (Vita et al., 1993),
d’une banque de cDNA de cerveaux humains (Vita et al., 1993) et de cerveaux de rats
(Perrin er al., 1993). Le sous-type CRF-R2q. a été cloné a partir de cDNA de cerveaux
de rats (Lovenberg ef al., 1995) et d’humains (Liaw er al., 1996), tandis que le sous-type
CRF-R2pB a été cloné a partir de coeurs de souris (Perrin et al., 1995 ; Stenzel et al.,
1995).

Le CRF, la sauvagine, 'urocortine et "urotensine I via leur liaison ces récepteurs
spécifiques activent I’adénylyl cyclase (Chen et al., 1993 ; Perrin et al., 1993 ; Vita et
al., 1993 ; Lovenberg et al., 1995 ; Perrin et al., 1995 ; Stenzel et al., 1995 ; Liaw et al.,
1996). Toutefois, contrairement au sous-type CRF-R1, les types CRF-R2 ont une faible
affinité¢ pour le CRF. Ce qui permet de croire que chez les mammiféres, le ligand

physiologique des CRF-R2 est I’urocortine.

2.2.1. Distribution et réles principaux du CRF

Le CRF est abondant dans le systéme nerveux central, notamment dans les neurones

parvicellulaires du noyau paraventriculaire de I’hypothalamus et ‘olivary’ du tronc
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cérébral (Matthews ef al, 1991 ; Sawchenko ef al., 1993). Les neurones du noyau

paraventriculaire sont la cible de nombreuses afférences sensorielles et sont la principale
source de CRF dans la circulation poftale hypophysaire de méme que dans le locus
ceruleus, d’oli le role important du peptide régulateur de la fonction hypophyso-
surrénalienne et la réponse au stress (Chrousos, 1992 ; Sawchenko ef al., 1993), En
pén'phérie, PARN messager du préproCRF est synthétisé chez I’humain par les
kératinocytes et les mélanocytes de la peau (Slominski ef al., 1995), les surrénales (Usui
et al., 1988) et le syncytiotrophoblaste du placenta (Grino et al, 1988 ; Usui et al.,
1988). Toujours chez I’humain, le peptide a également été localisée dans le colon, le
duodénum, I’estomac, le foie, le pancréas et les poumons (Suda ef al., 1984 ; Kawahito
et al., 1994).

En ce qui a trait aux tissus reproducteurs femelles, des études chez le rat et ’humain ont
démontré la présence de ’ARN messager du préproCRF dans les cellules épithéliales
glandulaires de ’endométre utérin durant la phase de prolifération et de sécrétion du
cycle menstruel (Petraglia ef al., 1992 ; Makrigiannakis et al., 1995a,b ; Mastorakos ef
al., 1996). Le CRF se retrouve aussi dans les ovaires du rat, notamment dans les cellules
du stroma, de la théque et du corpus luteum (Mastorakos ef al., 1993). Puisque ces
cellules ovariennes possédent également des sites de liaison pour [’hormone
(Mastorakos et al., 1993), cela suggére un rdle pour le CRF dans la régulation autocrine

et paracrine de la fonction ovarienne.

2.2.2. Origine de la hausse de la concentration plasmatique du CRF durant la

grossesse

Chez I’humain, la concentration plasmatique ou portale hypothalamique de CRF est trés
faible (Suda e al., 1985a ; Sasaki ef al, 1987a). Toutefois, pendant la grossesse, la
concentration du peptide au niveau du plasma maternel, du plasma foetal et du liquide
amniotique augmente de fagon exponentielle de la mi-grossesse jusqu’au travail (Sasaki
etal., 1984, 1987ab ; Goland ef al., 1986, 1988 ; Campbell et al., 1987 ; Economides ef
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al., 1987 ; Laatikainen et al., 1987b ; Wolfe et al., 1988a ; Jeske et al., 1989 ; Petraglia

et al., 1990c). De plus, contrairement au cas de césarienne, lors d’accouchements
spontan€s, qu’ils soient & terme ou non, une hausse additionnelle des concentrations
amniotique et plasmatique de CRF est mesurée (Goland et al., 1986 ; Sasaki ef al.,
1987b ; Petraglia et al., 1990c).

Bien que cela puisse n’étre que pure coincidence, un niveau élevé de CRF dans le
plasma feetal et maternel a été rapporté dans plusieurs études portant sur des naissances
prématurées, de méme qu’en présence de pathologies associéesa des naissances
prématurées, tel "hypertension de grossesse (Jeske ef al., 1991), une infection (Petraglia
et al., 1995), la pré-éclampsie (Wolfe et al., 1988b ; Laatikainen et al, 1991; Warren et
al., 1992 ; Goland et al., 1995) et le travail prématuré (Tropper et al., 1992 ; McLean et
al., 1995 ; Petraglia et al., 1995 ; Bisits et al., 1998).

Plusieurs facteurs plaident en faveur d’une origine utéro-placentaire pour le CRF
circulant. Ce peptide ne passe pas la barriére hémo-encéphalique (Chrousos ez al., 1985).
Le CRF est produit en grande quantité dans le placenta (Shibasaki et al., 1982
Sijonmaa et al., 1988 ; Thomson e al., 1988). La concentration en CRF est plus élevée
dans le plasma des veines que de ’artére ombélicales (Goland et al., 1986,1988 ; Sasaki
et al., 1987b). Des études ont également démontré que I’ARN messager du CRF est
exprimé dans le placenta (Grino ef al., 1987 ; Usui et al., 1988) et qu’a Pinstar de la
concentration plasmatique du peptide, son expression augmente de fagon exponentielle
jusqu’a la fin de la grossesse (Frim ef al., 1988). Des études immunohistochimiques
démontrent que les membranes annexes, de méme que la caduque, sont immunoréactives
au CRF (Saijonmaa ef al., 1988 ; Riley et Challis, 1991 ; Perkins et Linton, 1995 ;
Warren et Silverman, 1995). De plus, dans le placenta, bien que de fagon plus modeste,
la quantité de transcrits du préproCRF dans les cellules épithéliales glandulaires, du
stroma de I"endomeétre utérin et de la caduque augmente de fagon exponentielle a partir
du deuxiéme trimestre de la grossesse (Petraglia ef al., 1992 ; Makrigiannakis et al.,
1995a,b ; Mastorakos et al, 1996). Finalement, le CRF disparait de la circulation
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maternelle rapidement aprés 1’accouchement (Goland er al., 1986 ; Laatikainen et al.,

1987b).

En ce qui concerne la localisation cellulaire exacte du CRF placentaire, les études
immunohistochimiques ne sont pas unanimes. Les premiéres études démontrent une
localisation dans les cytotrophoblastes exclusivement (Petraglia et al, 1987b;
Saijonmaa et al., 1988), d’autres plus récentes révélent une localisation exclusive dans le
syncytiotrophoblaste (Riley ef al., 1991 ; Perkins et Linton, 1995), tandis qu’une autre
présente une localisation mixte (Warren et Silverman, 1995). Toutefois, les résultats
obtenus in vitro favorisent le syncytiotrophoblaste puisque la reliche du CRF est
négligeable lors de I’isolation des cytotrophoblastes et devient maximale 3-5 jours aprés
Pisolation (Petraglia e al., 1989a ; Ni et al., 1997). Une période suffisante pour que les
cytotrophoblastes forment un syncytiotrophoblaste fonctionnel (Kliman ez al., 1986 ;

Sooranna et Contractor, 1990).

2.2.3. Régulation de Iexpression et de la reliche du CRF

Il est reconnu que la reliche du CRF par les cellules trophoblastiques in vitro est
hautement régulée (Petraglia e al 1987b, 1989a,1990b ; Robinson et al., 1988; Jones et
al ., 1989; Riley et Challis, 1991 : Karalis et al., 1996). Parmi la panoplie de régulateurs
connus, la progestérone est reconnu comme le principal inhibiteur de la synthése du
CREF, tandis que les glucocorticoides auraient dans le placenta, un effet stimulateur sur la
synthése du CRF, contrairement & tous les autres tissus étudies a ce jour (Robinson ef
al., 1988 ; Jones et al, 1989 Karalis et al., 1996). Cependant, il s’agit d’une
interprétation que je crois erronée, puisque des trophoblastes cultivés en absence de
sérum ou de cholestérol, donc dans 'impossibilité de produire de la progestérone, ont un
niveau basal de reliche du CRF quadruple par rapport & ceux mis en présence de sérum,
ce qui permet de mettre en évidence 1’action inhibitrice des glucocorticoides (Karalis.,
1996). Certes, au début de la grossesse, lorsque la concentration de progestérone est

faible, Iaction inhibitrice des glucocorticoides devrait pouvoir étre pergue. D’ailleurs,
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deux études, portant sur les effets de I’administration de glucocorticoides, montrent

qu’avant la 32° semaine, les glucocorticoides exogénes entrainent une inhibition de la
reldche du CREF, alors qu’en fin de grossesse ils entrainent une stimulation (Crane et al.,
1993 ; Marinoni ef al., 1998).

Le reste des modulateurs de la reliche du CRF placentaire sont trés similaires 3 ceux
retrouvés au niveau hypothalamique (Orth, 1992). L’interleukine-1, une cytokine
produite par plusieurs cellules placentaires (Paulesu ef al_, 1991), augmente la reliche du
CREF par les cellules trophoblastiques en culture (Petraglia et al., 1990b), comme c’est le
cas dans Phypothalamus (Sapolsky er al, 1987; Tsagarakis er al, 1989a).
L’acétylcholine, Iangiotensine II, Iocytocine et I’arginine vasopressing, toutes
produites par le tissu placentaire (Sastry et al., 1997), sont comme leur homologue
hypothalamique des stimulateurs de la reliche du CRF (Petraglia et al, 1989a,1998
Suda et al., 1985b ; Tsagarakis ef al., 1988). Le NPY, tel que mentionné dans la section
précédente, est un régulateur positif de la reliche du CRF placentaire (Petraglia et al.,
1989a,c) comme dans ’hypothalamus (Haas et George, 1987 ; Tsagarakis ef al., 1989b ;
Suda et al., 1993).

Dans la plupart des cellules, les voies de signalisation associées a une augmentation de
la transcription de PARN messager du préproCRF ou de la reliche du CRF mature,
convergent vers I’élément de réponse de I’adénosine monophosphate présent dans le
promoteur du géne du CRF (Seasholtz e al., 1988). Les protéines kinases dépendantes
de I'adénosine monophosphate cyclique (PKA) et les PKCs ont toutes deux été
impliquées dans le contrdle de la synthése et de la reliche du CRF (Suda et al., 1985b ;
Adler et al., 1990 ; Emanuel et al., 1990 ; Hu et al., 1992a,b,c ; Parkes et al., 1993 ; Van,
1993 ; Itoi et al., 1996 ; Kasckow et al., 1997). Les PKAs utilisent la voie classique
débutant par la phosphorylation de la protéine liant I’élément de réponse de 1’adénosine
monophosphate cyclique (CREB) (Seasholtz ef al., 1988). Les PKCs utilisent une voie

moins directe, puisqu’il n’y a pas d’éléments de réponse qui leur sont associés de fagon
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classique dans le promoteur du CRF. 1l a été proposé que les voies empruntées par les
PKCs impliqueraient la transcription des proto-oncogénes c-jun et c-fos (Morgan et
Curran, 1991), qui 4 leur tour, transactiveraient ’élément de réponse CRE du promoteur
du CRF (Van, 1993; Gill et al, 1998). L’activation des PKCs peut également
augmenter la synthése du CRF via une poly-adénylation (Adler e al., 1992), ce qui en

général, augmente la stabilité de PARN messager.

Dans 'hypothalamus (Tsagarakis et al, 1991) et les neuroblastomes (Sherrif et al,
1998), une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire est couplée a une
reliche accrue du CRF. Plus précisément, une étude effectuée in vivo chez le rat a ciblé
les L-VOCC comme étant médiateur de la stimulation de la reliche du CREF, suite a une

dépolarisation dans I’émince médiane (Gabr et al., 1994).

Au niveau du syncytiotrophoblaste, seul le role de ’axe synthase du monoxyde d’azote-
protéine kinase G a clairement été démontré pour étre négativement impliqué dans la
relache du CRF (Roe ef al., 1994 ; Niet al, 1997). Certaines études montrent également
Pimplication d’une voie régulant la reliche du CRF qui serait dépendante du potentiel
membranaire (Thomson ef al., 1988 ; Sun ef al., 1994 ; Ni et al., 1997). Ces études ont
démontré qu’une dépolarisation induite par de fortes concentrations de KCI entraine la
reldche du peptide, sans toutefois en modifier sa syntheése. Ce qui est un peu surprenant
puisque le syncytiotrophoblaste ne posséde que de petites réserves de CRF (Smith,
1998a). Finalement, une étude effectuée sur des cellules de carcinomes chorioniques,
transfectées avec le promoteur du géne du CRF, a révélé que le récepteur de la
prostaglandine E; augmente I’expression du peptide via Pactivation de I’adénylyl

cyclase et I’activation subséquente de la PKA (Dibbs et al., 1997).
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2.2.4. Roles du CRF durant la grossesse.

2.2.4.1. Réoles progestatifs du CRF

Parmi les réles attribués au CRF, celui de peptide progestatif semble 'un des mieux
soutenu par la littérature. Le tout débuterait avant méme I’implantation, via la sécrétion
par le blastocyte de facteurs favorisant la reliche par ’endometre du CRF, tels la
prostaglandine E, mais surtout linterleukine-1 (Simon ef al, 1992). En effet,
I'interleukine-1 est reconnue, du moins au niveau de ’hypothalamus et du placenta, pour
induire la sécrétion du CRF (Sapolsky et al., 1987 ; Petraglia e al., 1990b) et s’avere
indispensable, du moins chez la souris, au succés de I'implantation (Simon ef al., 1992).
Chez ’humain, lors de la fertilisation in vitro, la présence de la cytokine en grande
concentration dans le milieu de culture, est un indicateur du succés de I’implantation
futur (Sheth er al., 1991). Les cellules de I’endométre humain expriment également le
geéne de la pro-opio-mélano-cortine ainsi que ses peptides finaux (Makrigiannakis et al.,
1992). 1l n’est donc pas impossible que 1’un des réles du CRF soit de réguler de maniére
autocrinienne ou paracrinienne la sécrétion de la corticostimuline ou de la B-endorphine.
Il a également été rapporté que le CRF favorise la reliche de la progestine par les
cellules de ’endomeétre en culture (Ferrari et al., 1995), suggérant ainsi un role pour le
CRF dans la différentiation de I’endomeétre en caduque. Ainsi, ’embryon en favorisant
la production de CRF au site d’implantation, participerait aux modifications locales

essentielles au maintien de la grossesse.

2.2.4.2. Influence du CRF sur I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

En temps normal, ’axe HHS occupe une place déterminante dans I’homeéostasie, en

particulier lors de stress importants, puisque ses médiateurs finaux, les glucocorticoides

sont impliqués dans plusieurs aspects du contréle du métabolisme (Widmaier, 1992). Le
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CRF produit par le placenta est sécrété de part et d’autre du syncytiotrophoblaste. 1l en

résulte donc, que le peptide se retrouve dans les compartiments maternel et foetal
(Majzoub et Karalis, 1999). 1l peut ainsi stimuler les axes HHS de la mére et du feetus,

particuliérement en fin de grossesse (Pepe et Albrecht, 1990 ; Goland et al., 1994).

2.2.4.2.1. L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien maternel

La grossesse est accompagnée d’une hypercortisolémie, ou les fractions libres et liées du
stéroide sont élevées (Fencl et al., 1980 ; Carr ef al., 1981 ; Nolten et Ruekert, 1981 ;
Goland et al., 1994). Toutefois, malgré Pinfluence du CRF placentaire, le rythme
circadien du cortisol plasmatique est maintenu (Nolten et Ruekert, 1981), démontrant
ainsi que I’hypothalamus maternel reste un déterminant important de la cortisolémie
maternelle. De plus, malgré la concentration élevée de cortisol foetal et maternel, ni le
feetus, ni la mére ne semblent démontrer de symptomes Cushingoides, ce phénoméne

pourrait étre attribuable 4 un métabolisme accru et a un état réfractaire des tissus cibles
(Waddell, 1993).

I est important de souligner qu’il y a un certain déséquilibre entre les concentrations de
CRF, d’ACTH et de cortisol. En effet, bien que I’expression placentaire et la
concentration plasmatique de CRF augmentent exponentiellement durant la grossesse
(Sasaki er al,, 1984, 1987a: Goland er al., 1986, 1988 ; Campbell et al., 1987 ;
Laatikainen et al., 1987b ; Jeske et al., 1989), la hausse de la concentration d’ACTH
plasmatique est beaucoup plus modeste (Raisenen, 1988 ; Jeske et al., 1989). Une €quipe
impute cet état de fait 4 une réponse amoindrie de I’hypophyse de la femme enceinte
(Schulte et al., 1990), tandis que d’autres démontrent que I"administration de CRF a des
femmes enceintes de 38-40 semaines résulte en une réponse normale de I’axe
hypophyso-surrénalien (Sasaki ez al.., 1989 ;Suda ef al., 1993). 11 a été proposé, que cet
effet mitigé du CRF dépend de la présence dans le plasma maternel et feetal de protéines
liant le CRF (CRF-BP) (Nishimura et al., 1987 ; Orth et Mount, 1987 ; Suda er al.,
1988 ; Perkins ef al., 1995). Toutefois, la concentration de ces protéines chute de 60 %
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durant les quatre derniéres semaines de grossesse, ce qui devrait entrainer un hausse de

la fraction libre de CRF, donc de son activité (Linton et al., 1993 ; Perkins et al., 1993).
Certains ont proposé qu’il y ait un brétroaction négative de I’hypophyse par les
glucocorticoides ou encore une désensibilisation des récepteurs du CRF (Schulte et al.,
1990 ; Goland et al., 1991). Malgré ces faits, plusieurs études ont démontré une
association significative, bien que modeste, entre la concentration plasmatique de CRF
et ’ACTH, de B-endorphine ou de cortisol pendant la grossesse (Okamoto ez al., 1989 ;
Sasaki ef al.., 1989 ; Smith et al,, 1990 : Goland et al., 1992; Chan et al., 1993 ;
Magiakou et al., 1996 ; Wadhwa et al., 1997).

2.2.4.2.1. L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien foetal

L’axe HHS feetal est fonctionnel dés la 12° semaine de grossesse (Blumenfeld et Jaffe,
1986 ; Waddell, 1993). C’est-a-dire que I’hypothalamus contient du CRF, I’hypophyse
de 'ACTH et que sous I’action de CRF exogene, I’hypophyse reliche de I’ACTH.
Durant la grossesse, les surrénales feetales, particuliérement la portion interne de leur
cortex (appelée zone feetale) sont trés actives (Pepe et Albrecht, 1990). Bien que les
surrénales feetales aient le potentiel de produire du cortisol a partir de la progestérone
placentaire (Voutilainen et Miller, 1986), les principaux stéroides produits sont la
dehydroépiendrotérone (DHEA) et sa forme sulfatée (DHEAS) (Pepe et Albrecht, 1990).
En fait, il semble bien établi que malgré Pactivité 11 B-hydroxystéroide déshydrogénase
placentaire (Lopez-Bernal et Craft, 1981 ; Burton et Waddell, 1999), la majorité du
cortisol feetal provient de la mére jusqu’a la mi-grossesse (Pepe et Albrecht, 1990). Ce
n’est seulement que vers la fin de la grossesse, alors que les concentrations de CRF et
d’ACTH sont au zénith, et que le cortisol maternel est & son plus bas, que les surrénales
foetales voient leur activité 3B-hydroxystéroide déshydrogénase-isomérase augmentée, et
par le fait méme, leur production de cortisol (Parker et al., 1995 ; Brooks ef al, 1996 ;

Mesiano et Jaffe, 1997). 1l serait d’ailleurs intéressant de comprendre pourquoi, le
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cortisol ne freine pas I’axe hypothalamo-hypophysaire feetal en fin de grossesse, alors

qu’en début de grossesse, le cortisol maternel y parvient.

Pour ce qui est de la DHEA et de la DHEAS, leur production augmente progressivement
tout au long de la grossesse (Pepe et Albrecht, 1990 ; Mesiano et Jaffe, 1997), tout
comme celle de PACTH. Ce qui est normal puisque ’ACTH stimule la croissance de la
zone feetale (Jaffe er al, 1998), la dégradation des LDL (Ohashi er al., 1981) et augmente
la synthése des enzymes responsables de la production des stéroides (Lebrethon et al.,
1994). Toutefois, la corrélation entre les concentrations plasmatiques de DHEA, de
DHEAS et de CRF, est encore meilleure. Ceci serait due a une stimulation directe de la
stéroidogénése surrénalienne feetale (Majzoub et Karalis, 1999) principalement, la
production de DHEAS (Smith et al., 1998b ; Chakravorty et al., 1999) par le CRF. Chez
humain, le DHEAS est hydroxylé au niveau du foie feetal, contrastant ainsi avec tous
les autres modéles animaux, ainsi chez la femme enceinte, I’cestriol est formée de

préférence a aestradiol et I’cestrone (Darne et al., 1987).

Bien que le CRF placentaire entraine la reliche de la B-endorphine et de ’ACTH par les
cellules trophoblastiques in vitro (Petraglia et al., 1987b; Margioris et al., 1988), un effet
qui est partagé par 'urocortine (Petraglia e al., 1999), il ne semble pas que cette ACTH
soit celle retrouvée dans les circulations maternelle et feetale, puisque le placenta n’en

produit qu’une faible quantité (Margioris ef al,, 1988).

2.2.4.3. Implication du CRF dans la maturation Jeetale et Uinitiation du travail

2.2.4.3.1. Le myométre utérin quiescent

Le myomeétre utérin, influencé par de nombreux facteurs de quiescence, est relativement

calme tout au long de la grossesse, tandis que le col de I'utérus est fermé fermement
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(Challis et al., 1997 ; Chwalisz et Garfield, 1997). Parmi ces facteurs, on retrouve le

monoxyde d’azote (NO), le peptide apparenté & I’hormone parathyroidienne (PTHIrP), la
progestérone, la prostacycline et la relaxine (Challis ef al., 1997 ; Chwalisz et Garfield,
1997).

Le principal déterminant de Dlétat de quiescence est, sans contredit, un ratio
progestérone/cestriol élevé (Chwalisz et Garfield, 1997). La progestérone jouant ce role
principalement via la suppression de la formation des jonctions communicantes
(Garfield ez al., 1980) et Iexpression des L-VOCC (Tezuka et al., 1995). Trois autres
effets non-négligeables de la progestérone sont I’augmentation de ’avidité des réserves
intracellulaires de calcium (Carsten, 1979) et Paugmentation de la synthése de NO
(Chwalisz et Garfield, 1997) et I’inhibition de la synthése des prostaglandines (Wilson et
al., 1986). De plus, durant plusieurs années la communauté scientifique a cru a un effet
de la progestérone sur I’expression des récepteurs de Pocytocine (Fuchs ez al., 1983), il
semblerait toutefois que chez ’humain ce ne soit pas le cas (Swahn et Bygdeman, 1988).
Il semble donc que P’action progestative de la progestérone soit en grande partie

attribuable & une diminution de I’excitabilité et de la conductivité du myometre.

Le NO, un autre inhibiteur de I’expression de la connexine-43 (composante principale
des jonctions communicantes) est également important pour le maintient de la
quiescence du myométre utérin (Chwalisz et Garfield, 1997 ; Sladek et al., 1999). La
relaxine, un peptide produit par le corpus luteum, Iendométre, la caduque et le placenta
(Fields et Larkin, 1981 ; Bryant-Greenwood et Schwabe, 1994) y joue aussi un réle
important, puisqu’elle entraine la déphosphorylation de la chaine légére de la myosine
(Bryant-Greenwood et Schwabe, 1994).

2.2.4.3.2. L’initiation du travail et de ’accouchement

L’initiation du travail se fait en deux phases ; la phase préparatoire qui est longue et

progressive dépend principalement de 1’action conditionnante de Pcestriol, et la phase
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active qui est rapide dépend de I’action accrue des facteurs utérotoniques, tels le CRF,

Pocytocine et les prostaglandines (Challis et al., 1997 ; Chwalisz et Garfield, 1997).
Durant la phase préparatoire, deux phénomeénes se chevauchent, P’activité du myométre
augmente et le col de I"utérus se ramollit et s’affaisse (Leppert, 1992 ; Nathanielsz et al ,
1995). La phase active se caractérise par le passage & une forme de contraction
coordonnée dépendant d’une augmentation de I’excitabilité et de la vitesse de
propagation de I'influx (Nathanielsz ef al., 1995), et d’une dilatation du col de Putérus
(Leppert, 1992). L’un des aspects favorisant Iexcitabilité est ’augmentation de
Pexpression des canaux calciques de type L-VOCC (Tezuka et al., 1995) et des
jonctions communicantes (Garfield et al., 1995).

Chez la plupart des animaux, I'initiation du travail se produit suite 4 une baisse de la
concentration plasmatique de progestérone (Csapo, 1977) et & une hausse de Iactivité de
I’axe HHS foetal (Liggins et al., 1973). Toutefois, chez ’humain il n’y a pas de baisse de
la  concentration de progestérone, seulement une modification du ratio
progestérone/oestrogénes (Tulchinsky ef al., 1972 : Darne et al., 1987). Cette baisse du
ratio entraine une légére augmentation de la production d’ocytocine au niveau
hypophysaire et utéro-placentaire, ainsi quune augmentation de celle des
prostaglandines au niveau utéro-placentaire, les deux principaux utérotoniques
physiologiques (Casey, et MacDonald, 1988 , Hirsh et al., 1993 ; Challis et Lye, 1994 ;
Maggi ef al., 1994). L’augmentation de la concentration plasmatique d’ocytocine étant
modeste, il est peu probable que I’ocytocine en provenance de I’hypophyse maternelle,
soit responsable de ’augmentation de ’activité du myomeétre (Chard, 1989), toutefois,
rien n’exclut I’ocytocine produite localement (Chibbar et al., 1993). Une autre
conséquence du faible ratio progestérone/cestrogeénes est 1’augmentation de la densité
des récepteurs pour I"ocytocine (Maggi ef al., 1994), ce qui entraine une augmentation
de la sensibilité du myométre vis-a-vis de ocytocine (Fuchs er al., 1982 ; Casey, et
MacDonald, 1988 ; Hirsh er al., 1993 , Challis et Lye, 1994). D’ailleurs, les actions de
Pocytocine sont d’une part, directes puisqu’elle stimule la contraction du myomeétre,
mais également indirectes puisqu’elle est couplée positivement a la production de

prostaglandines et de leukotriénes par la caduque et les membranes feetales (Fuchs er al.,



75
1981,1982 ; Pasetto ef al., 1992 ; Hirsh et al., 1993). En ce qui concerne ’expression de

la connexine—43, la littérature a longtemps laissez croire que les cestrogenes €taient
responsables de sa régulation a la hausse durant I’initiation du travail en fin de grossesse,
mais des études récentes montrent que cette hausse serait indépendante des récepteurs
d’cestrogénes et de progestérone (Geimonen et al., 1998) mais dépendante de I’étirement
de l'utérus (Ou et al., 1997).

La préparation du col de P'utérus pour le travail et l'accouchement nécessite un
réarrangement important de la matrice extracellulaire (Leppert, 1992). Ce rearrangement
implique entre autres, une dégradation de la matrice, particuliérement, par les
neutrophiles, une augmentation du turnover du collagéne et une augmentation du
hyaluronane (Leppert, 1992 ; Kelly ef al, 1993). Plusieurs régulateurs locaux du
mirissement du col de 'utérus ont été proposés mais linterleukine-8, le NO et la
relaxine seraient les plus plausibles (MacLennan ef a/., 1980 ; Entenmann, ef al., 1988 ;
Kelly er al., 1993). La progestérone de par son effet inhibiteur sur la production de
cytokines, et par conséquent sur la migration des neutrophiles, est évidemment un
régulateur important de la maturation du col de 'utérus (Kelly ef al., 1993 ; Chwalisz,
1994).

Bien qu’elle soit utilisée depuis longtemps en clinique pour déclancher le travail,
I'ocytocine endogéne, qu’elle soit d’origine hypophysaire ou locale, probablement a
cause de I’activité ocytocinase plasmatique et utéro-placentaire, n’est pas impliquée dans
Iinitiation du travail (Burd et al., 1987). Par contre, la sécrétion réflexe de 1’ocytocine
hypophysaire suite & la distension du col de I'utérus accompagnant les poussées, fait en
sorte que ’hormone atteint, bien que de fagon pulsatile, des concentrations suffisantes

pour favoriser la progression du travail (Fuchs ef al., 1991 ; Thomton et al., 1992).



76
Le CRF dans Dinitiation du travail et de I’accouchement

Le CRF est un autre peptide ayant un role majeur sur la terminaison de la grossesse.
D’abord, en stimulant axe HHS, le CRF favorise la production de cortisol et de sulfate
de DHEAS par les surrénales foetales (Pepe et Albrecht, 1990 ; Muglia ef al., 1995) (Fig
7). Le cortisol stimule la maturation du feetus, notamment ses poumons, en plus d’étre
impliqué dans une boucle amplificatrice avec le CRF qui a été proposée étre le moteur
de I'horloge placentaire déterminant la duré de la grossesse (Pepe et Albrecht, 1990 ;
Liggins, 1994 ; McLean et al., 1995 ; Muglia et al., 1995 ; Keralis et al., 1996). Le
DHEAS et sa forme hydroxylée sont les précurseurs de la synthése placentaire
d’cestradiol et d’oestriol, elles mémes favorisant la maturation feetale en plus de préparer
le myométre pour le travail via la synthése de jonctions serrées, de L-VOCC et de
prostaglandines (Pepe et Albrecht, 1990 ; McLean ef af ., 1995). A propos du rdle du
DHEAS dans ’installation des conditions favorables au travail, des études montrent
qu’une infusion du stéroide chez la mére (singe rhésus) entraine une augmentation de la
concentration d’cestradiol, une augmentation de I’activité utérine et un accouchement
avant terme (Figueroa ef al., 1989 ; Mecenas ef al., 1996). Chez la femme, les moments
de la journée durant lesquels I’cestriol est plus abondante (le soir) coincident avec ceux

ou I'activité utérine est maximale (McGregor et al., 1997).

Plus directement, le CRF stimule la reliche de ’ocytocine et des prostaglandines par
I’amnios, la caduque et le placenta (Jones et Challis, 1989,1991 ; Florio ef al., 1996), des
effets également produits par ’urocortine (Petraglia er al., 1999). Le groupe de Challis a
proposé que ces effets du CRF soient d’une part directs, et d’autre part indirects via la
reliche locale d’ACTH (Jones et Challis, 1991). Ainsi puisque l’ocytocine et la
prostaglandine F,_ sont, au méme titre que les glucocorticoides, des sécrétagogues du

CRF, nous sommes en présence d’une deuxiéme boucle amplificatrice.

Toutefois, I’effet du CRF peut étre encore plus direct puisqu’il est lui méme capable
d’augmenter "activité contractile du myométre utérin in vitro (Quartero et Fry, 1989),

en plus d’agir en synergie avec l’ocytocine (Quartero ef al, 1991,1992) et la
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prostaglandine Fz, (Benedetto e al., 1994). Ces effets constricteurs du CRF sur le

myomeétre sont attribuables aux récepteurs qui y sont présents, et dont ’affinité pour le
CRF s’accroit dans les derniéres semaines de grossesse (Hillhouse ef al., 1993). De
fagon surprenante, le CRF entraine la relaxation des muscles lisses vasculaires méme au

niveau placentaire (Clifton ez al., 1994).

Briévement, et pour terminer, voici un ordre chronologique des événements constituants
le moteur de I’horloge placentaire. Au début de la grossesse, Pexpression placentaire du
CRF est faible (Frim et al, 1988). Cette faible expression serait principalement
attribuable 2 la synthése de novo de la progestérone, par le placenta (Karalis ef al., 1996)
et & inhibition de I’axe HHS feetal par le cortisol maternel (Pepe et Albrecht, 1990).
Vers la mi-grossesse, les surrénales foetales produisent suffisamment de DHEAS pour
fournir la synthése placentaire d’cestriol (Pepe et Albrecht, 1990). Cette hausse d’eestriol
stimulerait ’activité 11 B-hydroxystéroide déshydrogénase, ce qui entrainerait une
conversion du cortisol maternel en cortisone, un métabolite inactif (Pepe et al., 1988 ;
Burton et Waddell, 1999). L’élimination du cortisol d’origine maternelle léverait
Pinhibition de I’axe HHS feetal et permettrait une production accrue de DHEAS et de
cortisol, par le feetus (Pepe et Albrecht, 1995 ; McLean et al., 1995 ; Burton et Waddell,
1999). Le cortisol, de par sa compétition avec la progestérone, stimulerait la production
de CRF placentaire (Karalis et al., 1996), qui & son tour, stimulerait ’axe HHS foetal,
générant ainsi la premiére boucle amplificatrice, accompagnant celle des prostaglandines
déja décrite. De méme, I’hypercortisolémie pourrait étre en partie responsable de la
baisse de I'effet de la progestérone sur I'utérus lors des derniers jours de la grossesse.
Cette amplification de la production du CRF, connaissant ses actions utérotoniques
directes et indirectes, permettrait au peptide de favoriser le passage de I"utérus a I"étape -
ultime du travail. La production accrue de DHEAS, donc du 18-OH-DHEAS, serait
responsable de [I'installation des conditions initiales du travail en favorisant la

production d’estriol.
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2.3. La gonadotropine chorionique

La hCG est une glycoprotéine de la méme famille que I’hormone lutéinisante (LH),
I’hormone folliculostimulante (FSH) et la thyrotropine (TSH) (Pierce et Parsons, 1981).
Elle est composée d’une sous-unité o (commune a tous les membres de la famille) et
d’une sous-unité B qui lui est propre (Pierce et Parsons, 1981). La hCG est sécrétée dés
le stade de blastocyte (Hay et Lopata, 1988), et est probablement I’hormone placentaire
la mieux caractérisée. Elle est détectable dans la circulation maternelle suite a
Fimplantation du blastocyte dans I’endométre, soit 6-9 jours post-fécondation, sa
concentration plasmatique augmente exponentiellement au cours des 8 semaines
suivantes, et retourne a un niveau iﬂdétectable autour de la 18° semaine (Catt et al.,
1975 ; Braunstein et al., 1976).

2.3.1. Origine et régulation de la reliche de la gonadotropine chorionique

En ce qui a trait au site de relache de la hCG, il semble que le syncytiotrophoblaste soit
le seul site de synthése de [I’hétérodimére (Boime, 1991). Les cellules
cytotrophoblastiques, quant 4 elles, ne synthétisent que la sous-unité a. (Boime, 1991),
tandis que ’endométre utérin en phase sécrétoire, de méme que la caduque, synthétisent
la sous-unité¢ B (Wolkersdorfer ef al., 1998). Une étude ultrastructurale montre qu’au
niveau du syncytiotrophoblaste de placenta au premier trimestre de grossesse, la hCG se
retrouve surtout dans le réticulum endoplasmique et 1’appareil de Golgi, tandis qu’une
faible partie (~15%) est mise en réserve dans des granules de sécrétion pour étre

relachée par exocytose (Billingsley, et Wooding, 1990).

Le contréle de la relache de la hCG par les trophoblastes différentiés in vitro ressemble
beaucoup a celui de la LH par ’hypophyse. Par exemple, la GnRH, dont ’ARN
messager et la protéine sont exprimés dans les cytotrophoblastes et le

syncytiotrophoblaste (Khodr et Siler-Khodr, 1978a; Duello ef al., 1993), stimule la
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relache de la hCG par les cellules trophoblastiques in vitro (Khodr et Siler-Khodr,

1978b; Bélisle et al., 1984). Cet effet de 1a GnRH a été proposé comme étant dépendant
de I'interaction de I’hormone avec son ou ses récepteur(s) (Bélisle ef al., 1984,1987), et

lié & une entrée du calcium par des canaux calciques, dont les L-VOCC (Bélisle ef al.,
1989).

L’activine et I’inhibine, deux facteurs de croissance produits par I’amnios, la caduque, le
chorion lisse et le placenta (Petraglia er al., 1990a, 1991, 1993b) ont des effets
antagonistes sur la reliche de la hCG. L’activine stimule in vitro la reliche de la hCG
basale ou stimulée par la GnRH production par des trophoblastes purifiés a partir de
placentas a terme (Petraglia et al., 1989d). Tandis, Pinhibine inhibe la production de
hCG par des trophoblastes purifiés a partir de placentas 4 terme, mais ne semble pas
avoir cet effet sur des trophoblastes isolés a partir de placentas du premier trimestre
(Mersol-Barg er al., 1990). La follistatine, produite par les mémes tissus, est une
protéine liante de I’activine (Petraglia ef af., 1994), toutefois, aucune étude n’a vérifié si
sa présence suffit & promouvoir I’effet de I'inhibine. Un autre facteur de croissance
produit par le syncytiotrophoblaste' et la caduque, le Transforming growth Jactor-f3
(TGF-B1) est a I'instar de Iinhibine, un inhibiteur in vifro de la reliche de la hCG
(Morrish ef al., 1991 ; Graham et al., 1992). Toutefois, I’effet inhibiteur du TGF-B1 est

peut-€tre dii & la Pinhibition de la différenciation des trophoblastes en culture (Morrish
etal., 1991).

Certains opiacés, tels que la B-endorphine produite par I’amnios, la caduque, le chorion
lisse et le placenta, notamment par le syncytiotrophoblaste (Odagiri ef al., 1971 ; Liotta
et al., 1982 ; Facchinetti et al 1990), et les dynorphines d’origine placentaire (Lemaire
et al., 1983), inhibent la reliche spontanée de la hCG par des cellules trophoblastiques

ou des explants placentaires in vitro (Barnea et al., 1991a,b).

Le placenta, bien que non-innervé, contient une importante concentration de
norépinéphrine (Zhang et al., 1991). La norépinéphrine stimule la reliche in vitro de la
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hCG par des trophoblastes issus de placentas du premier trimestre (Shi et Zhuang, 1993).
Un effet dépendant de I'activation de I’adénylyl cyclase et des L-VOCC. Une étude
portant sur des trophoblastes isolés a pértir de placentas 4 terme, montre qu’un agoniste
des récepteurs B-adrénergiques ou [’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)
produisent les méme effets (Gruillon ez al., 1995).

2.3.2. Réles physiologiques de la hCG.

Chez la mére, la prolongation de la vie du corpus luteum, et par le fait méme sa
production stéroidienne (Strott e al., 1969) semble étre le rdle le plus crucial de la hCG
pour la progression de la grossesse. En effet, sans cette extension de la phase lutéale, la
formation de la caduque, déja amorcée lors du cycle ovarien normal, ne serait pas
finalisée, ce qui rendrait impossible toute poursuite de la grossesse (Caspo ef al., 1972).
A cet égard, des études in virro montrent que la hCG est suffisante pour induire le
phénotype caduque a I’endométre utérin, mais qu’elle nécessite Iimplication de
Peestrogéne et de la progestérone pour induire une caduque fonctionnelle (Han et al.,
1999). La progestérone a un effet inhibiteur sur la reliche de la hCG par les cellules
trophoblastiques (Iwashita er al., 1989), ce qui suggere la présence d’une boucle
paracrine responsable de la fin de la production de la hCG, suite & la prise en charge de
la production de progestérone par le placenta.

Au niveau des cytotrophoblastes purifiés a partir de placentas du premier tiers de
grossesse, la hCG augmente la production de progestérone et induit une prolifération
cellulaire (Yagel er al.,1989), alors que dans le cas des cytotrophoblastes isolés a partir
de placentas a terme, elle induit plutdt une différenciation (Shiet al., 1993).

Chez le feetus méle, un des réles importants de la hCG, est la promotion de la maturation
testiculaire et la stimulation de la sécrétion testiculaire de la testostérone (Reyes et al,
1974 ; Huhtaniemi ef al, 1977). Les testicules ne sont pas les seules glandes
stéroidiennes feetales 4 étre la cible de la hCG, car elle stimule également la production
de déhydroépiandrostérone (DHEA) par les surrénales (Seron-Ferre et al., 1978).
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Abstract

Robidoux, J., Simoneau, L., St-Pierre, S. and Lafond, J. Neuropeptide Y (NPY) is
abundant in plasma and amniotic fluid of women throughout pregnancy, during which
its involvement in placental hormonogenesis has been proposed. In accordance to its
putative role, the aim of this study was to characterize the human placental
syncytiotrophoblast receptivity to NPY. Thus we performed this study on brush-border
membranes (BBM) and basal plasma membranes (BPM). Specific '*I-labeled NPY
("PI-NPY) binding to BBM was rapid (20 min), saturable, with a maximum binding
capacity of 604 + 100 fmol/mg protein, and of high affinity, with a dissociation constant
of 11 & 3 nM. No saturable binding could be shown in BPM. The rank order of affinity
of NPY and related peptides to compete for PI-NPY binding sites was peptide YY
(PYY) > NPY = [Leu®, Pro®*INPY > 133NPY >> polypeptide pancreatic (PP). It is
noteworthy that PYY displaced only 45% of the binding sites. In BBM, both NPY and
PYY were potent phospholipase C (PLC) stimulators, leading to a four- to fivefold
increase of control phosphodiesterase activity. The later effect could be prevented by
preincubation of membranes with 5 uM U-73 122, a known inhibitor of G protein-linked
receptor activation of PLC-B. Furthermore, 5 pM BIBP-3226, a Y)-receptor antagonist,
shifted both dose-response curves to the right in a similar fashion for both peptides. In
accordance with the PLC stimulation, both peptides also induced stimulation of protein
kinase C (PKC) activity, which could be partially but additively prevented by U-73122
and LY-294002, a selective inhibitor of phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K). Taken
together, these data suggest that placental and blood derived NPY binds to a mixed
population of receptors composed of Y, and Y, subtypes on the maternal side of the
syncytiotrophoblast, where it can mediate its physiological purposes via the PLC- and
PI3K activation, both of which lead to PKC activation. However, because BIBP-3226
antagonized both effects, the physiological relevance of the apparent Y3 fraction is still

unsolved.
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INTRODUCTION

Human placenta, fetal membranes (amnion and chorion), and maternal decidua play an
important role in the maintenance of pregnancy, because of their ability to produce a
large variety of bioactive peptides (28). Among these, neuropeptide tyrosine
(neuropeptide Y ; NPY), first isolated from brain (40), is particularly abundant in plasma
and amniotic fluid of women throughout pregnancy (27). The importance of this peptide
in the gestational process is still unclear, but its synthesis by cytotrophoblastic cells,
amnion, chorion, and decidua favor of an important physiological contribution (25, 26).
Binding sites for NPY are present in all peripheral cells of terminal villi, which are
composed of the outer syncytiotrophoblastic layer and of the inner cytotrophoblastic
cells. In those cells, NPY has been implicated in the control of corticotropin-releasing
factor (CRF) and inhibin release (29,30).

There is evidence that NPY and its related peptides, ie., peptide YY (PYY) and
pancreatic polypeptide (PP), perform their physiological actions through interaction with
at least nine receptor subtypes. These subtypes include the cloned Y1, Y2, Y4/PPy, Ysspe,
and Ysnar (3, 14, 19, 34, 45), the pharmacologically well-characterized Y3, PYY-
preferring, and non-selective (2, 7, 43), and the recently added feeding receptor (24).
The Y1, Yz, Y4/PPy, Ys, Ys, the PYY-preferring, and non-selective subtypes are all
linked to the inhibition of stimulated adenylate cyclase (2, 3, 7, 14, 19, 34, 45), whereas
the Yy, Y, Yi, Y4/PP; subtypes are linked to the rise of intracellular calcium
concentration (3, 19, 34, 43). The later effect has been shown in some (10, 37), but not
all (20, 22) studies to be dependent on phospholipase C (PLC) activation. Recently,
Nakamura et al. (23) showed that the Y; subtype is also linked to phosphatidylinositol-3
kinase (PI3K) and subsequently to the mitogen-activated protein kinase activation. Until
now, the linking of the feeding receptor described by O'Shea e al. (24) to a second
messenger system has not been explored. Moreover, the vast majority of the above
effects have been suggested to be mediated via pertussis toxin-sensitive G-proteins (20,
22, 47).

In light of the putative role of NPY in hormonogenesis control and the polarized nature

of the syncytiotrophoblast (46), the aim of this study was to investigate both human
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syncytio-trophoblastic brush-border (BBM) and basal plasma (BPM) membranes

receptivity to NPY and its related peptides and evaluate the possible modulation by NPY
and PYY of adenylate cyclase and PLC activities, both known triggers of hormone

release via an increase of subplasmalemmal calcium concentration.
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Materials and methods

Preparation of syncytiotrophoblastic brush border (BBM) and basal plasma membranes
(BPM). Membranes were purified from placental tissues collected according to
established institutional ethical guidelines from St-Luc hospital (Montreal, PQ), mainly
as described by Lafond et al. (17) with some modifications. After the amnion, chorion,
and the decidual layer were removed, the tissue was minced and stirred for 45 min in 10
mM tristhydroxymethyl)aminomethane (Tris)-N-2-hydroxyethylpiperazine-N"-2-
ethanesulfonic acid (HEPES) (pH 7.4) containing 270 mM mannitol, 0.1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mg/ml benzamidin, 10 uM leupeptin [except
for PLC and PKC experiments] and 0.5 pg/ml aprotinin (Tris-HEPES-mannitol buffer).
This homogenate was filtered through cotton gauze, the filtrate was centrifuged 15 min
at 2 900 g, and the supernatant, from which BBM were prepared, was centrifuged at 150
000 g for 60 min. The placental tissue, from which BPM were prepared, was washed and
stirred for an additional 45 min with the Tris-HEPES-mannitol buffer in presence of 10
mM EDTA, and was processed as the first homogenate. Both crude membrane
preparations were separately suspended in 2 mM Tris-HEPES-mannitol buffer (pH 7.0)
containing the same antiproteases and stirred for 20 min after the addition of 10 mM
MgClL. Both mixtures were centrifuged 20 min, at 2 900 g for BPM and 3 600 g for the
BBM. For BBM, the supernatant was centrifuged twice at 35 000 g for 30 min in Tris-
HEPES-mannitol buffer, and purified membranes were stored at -80°C until use (except
for PLC and PKC experiments, in which membranes were used fresh). For the BPM, the
pellet was diluted in 10 mM Tris-HEPES buffer (pH 7.4) and stored at -80°C for 30 min.
The thawed BPM were centrifuged 30 min at 90 000 g, and the pellet was suspended in
Tris-HEPES buffer and layered on top of a 4%-10% discontinuous Ficoll gradient and
centrifuged for 60 min at 60 000 g. The interface was collected and centrifuged twice at
35 000 g, and the purified membranes were stored at -80°C until use. Membrane purity
was monitored by the measurement of alkaline phosphatase activity (BBM marker) as
already described (17), and by the measurement of Na'/K"-adenosinetriphosphatase
(ATPase) activity (BPM marker) using the technique of Post and Sen (31).
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Binding of '*I-labeled NPY 1o syncytiotrophoblast membranes. Binding experiments

were performed as previously described (18) with minor modifications. Briefly,
membranes were washed and suspended in a binding buffer consisting of 20 mM
HEPES (pH 7.4), 250 mM sucrose, 1% bovine serum albumin (BSA), 1 mM MgCl,, 1
mM CaClz, 0.1 mM PMSF, 1 mg/ml bacitracin, 1 mg/m! benzamidin, 10 pM leupeptin,
20 pg/ml antipain, 1ug/ml pepstatin, and 0.5 ng/ml aprotinin. Membranes (10 pg) were
incubated in presence of increasing concentrations of '*’I-labeled NPY (**’I-NPY ; 0.08-
10 nM) in a final volume of 50 ul using 96-wells polyvinyl-idene fluoride (PVDF)
Durapore filter (0.65 um) plates from Millipore (Nepean, ON), presoaked with 4% BSA.
Under these conditions nonspecific binding to the PDVF membrane is relatively low,
ranging consistantly between 0.73 and 0.85 % of the total count with no further
reduction upon addition of 0.1 % polyethylenimine. Incubations were done at 37°C for
20 min (time necessary to reach equilibrium; data not shown), in the absence (total
binding) or presence (nonspecific binding) of 5 uM unlabeled NPY and were stopped by
rapid filtration, followed by four washes with 250 pl ice-cold binding buffer using a
Multi-Screen system from Millipore. The radioactivity retained on the filters was
measured in a y-scintillation counter (Cobra II: auto-gamma, Canberrra Packard,
Montréal). Membrane protein content was assayed by the method of Bradford (6) using
Bio-Rad protein assay reagent (Mississauga, ON), and BSA was used as standard.

Characterization of NPY receptor subtypes on BBM. Competition binding experiments
were performed as described in Binding of ‘“I-NPY to syncytiotrophoblast membranes,
except that the incubation time was raised to 30 min (time necessary to reach
equilibrium state with 2 competing ligands; data not shown). Membranes were incubated
in presence of a fixed concentration of 2’I-NPY (1 nM) alone or with increasing
concentrations (1072107 M) of unlabelled NPY, PYY, [Leu®, Pro34]NPY, 1336NPY or
PP.

D-Myo-inositol 1,4,5 triphosphate assay. BBM (50 pg/10ul) were added to a reaction
mixture consisting of 20 mM HEPES (pH 7.45), 100 mM NaCl, 25 mM NaHCO;, 20
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mM KCl, 2 mM MgSO,, 1 mM NaH,PQ,, 100 uM CdCl,, 100 nM CaCl,, 100 uM

PMSF, 1 mg/ml bacitracin, 1 mg/ml benzamidin, 20 pg/ml antipain, 1 pg/ml pepstatin,
0.5 pg/ml aprotinin, and 0.05% BSA in a final volume of 50 pl. Membranes were
incubated at 37°C under shaking (90 cycles/min) in the presence of increasing
concentrations (10" -10 M) of NPY or PYY, and the reaction was stopped 1 min later
by the addition of perchloric acid (5% final concn) and albumin (0.2% final concn). In
one set of experiments, membranes were preincubated for 5 min with 5 pM 1-(6-B17 -3-
methoxyestra-1,3,5-(10)triene-17-ylJamino/hexyl) 1H-pyrroledione (U-73122) before
being exposed to 107 M NPY or PYY for 1 min. In another set of experiments,
membranes were preincubated for 5 min 2 pM BIBP-3226 and stimulated with
increasing concentrations (10™! -10° M) of NPY or PYY. Membranes D-myo-inositol
1,4,5-triphosphate  [Ins(1,4,5)P;] production derived from the endogenous
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate [PtdIns(4,5)P2) pool was measured by the protein
binding method of Challiss et al.(9) using the Ins(1,4,5)P; [*H] assay system from
Amersham Canada.

PKC assay. Membrane-associated PKC activity was measured mainly as previously
described by Chakravarthy ef al. (8), using myristoylated Ala-rich C kinase substrate
(MARCKS) as a selective PKC substrate. Briefly, membranes (20 ug/4 ul) were added
to a reaction mixture containing 100 pM MARCKS in a final volume of 16 ul
consisting of 40 mM HEPES (pH 7.45), 25 mM NaHCO;, 2 mM MgSOy4, 1 mM
NaH,PO4, 1 mM NaF, 100 pM Na vanadate, 100 uM Na pyrophosphate, 100 nM CaCl,,
10 uM [y-P]ATP (~10-15 pCi), 100 uM PMSF, 1 mg/ml benzamidin, 1 ug/ml
pepstatin, 0.5 pg/ml aprotinin, and 0.05% BSA. The reaction was carried out under
shaking (90 cycles/min) over 3 min at 37°C in presence of increasing concentrations
(10" =107 M) of NPY or PYY, was stopped by the addition of sodium dodecyl sulfate
(SDS) sample buffer [final concn 4% (wt/vol) SDS, 0.01 M EDTA, 0.25 M sucrose,
0.083 M dithiothreitol, 0.08% (wt/vol) bromophenol blue], and was boiled for 5 min. In
one set of experiments, membranes were preincubated for 5 min with 5 pM U-73122,

100 nM calphostin C (specific PKC inhibitor at this concentration), or 10 LM LY-294002
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before being exposed to 107 M NPY or PYY for 3 min. In an another set of experiments,

membranes were preincubated for 5 min 5 UM BIBP-3226 and stimulated with
increasing concentrations (107! -107 M) of NPY or PYY. Samples were loaded on an
alkaline - tricine-SDS-polyacrylamide gel electrophoresis system consisting of a 4%
acrylamide stacking gel and a 12% acrylamide-glycerol separating gel, as described by
Schigger and Von Jagow (36). After migration, gels were fixed in 50% (vol/vol)
methanol and 10% (vol/vol) acetic acid for 30 min, stained in 10% acetic acid, 0.25%
(wt/vol) Coomassie blue R-250 for 15 min, and was washed by three 5-min washes with
25% methanol, 10% acetic acid. The phosphorylated peptide was then detected on the
polyacrylamide gels by autoradiography performed at 4°C and quantified with the
Personal Densitometer from Molecular Dynamics and the ImageQuant software
(Sunnyvale, CA).

Statistics and curves analysis. Statistical analysis was performed using Student's 7-test.
Differences were considered significant when P values were <0.05. Binding experiment
data and concentration-response data were analyzed using computerized nonlinear
regression analysis using PRISM (version 1.02) from GraphPad Software (San Diego,
CA).

Reagents. Human NPY, [Leu®!, Pro’*]-NPY and 13-36NPY were synthetized as
previously described (12) as was porcine PYY and PP. ["*’IINPY was purchased from
Amersham (Oakville, Ont, Canada). Leupeptin, antipain, pepstatin and aprotinin were
purchased from Boehringer Mannheim (Laval, Canada). Bacitracin, PMSF, benzamidin,
bovine serum albumin (BSA) fraction V and ATP were purchased from Sigma
Chemicals, Co (St-Louis MO, USA). U73122 were purchased from RBI (Natick, MA,
USA), [v-**P]ATP from ICN Pharmaceuticals (Montréal, Canada) and MARKS-PKD
from BIOMOL (Playmouth Meeting, PA, USA).
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Results

Characterization of membrane ﬁactibrzs. The BBM used in this study were of high
quality since they were enriched in alkaline phosphatase, a BBM marker, 36 + 4-fold
compared with the homogenate of the corresponding placental tissue. The cross-
contamination with BPM was low because Na'/K*-ATPase activity, a marker for BPM,
was in these BBM enriched only by 4.0 = 0.5-fold. The purity of the BPM used in this
study was good as determined by the Na'/K*-ATPase activity since their enrichment was
24 £ 2-fold and cross-contamination was in the published range with 6.0 + 0.5-fold (1,
18).

Characterization of '“I-NPY binding to syncytiotrophoblast membranes. The specific
125
I

binding of "I-NPY to syncytiotrophoblastic BBM of human term placenta was rapid
and reached apparent equilibrium conditions within 20 min (data not shown). Isotherm
saturation binding under these conditions demonstrated a saturable high affinity '*I-
NPY binding with dissociation constant and maximum binding capacity values of 11 + 3
oM and 604 + 100 fmol/mg of membrane proteins, respectively (Fig. 1A). Specific
binding to BPM (caused by much higher nonspecific binding) was negligible and

nonsaturating (Fig. 1B).

Characterization of NPY receptor subtypes. To characterize the pharmacology of the
receptor subtypes present in BBM of human term syncytiotrophoblast, we performed
competition experiments using increasing concentrations of NPY, PYY, [Leu’,
Pro**INPY, 133NPY and PP. All peptides used caused a progressive displacement of the
["’IINPY binding to BBM (Fig. 2). NPY and [Leu®, Pro®*INPY were the most potent
competitors of '*’I-NPY binding sites; PYY displaced with high affinity ~45% of the
binding sites but was unable to displace the other portion up to 10° M. Moreover, 3.
36NPY displaced '*I-NPY (with ~7-fold less affinity then NPY), whereas PP displaced
"L-NPY binding with 150-fold less affinity (Table 1).
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The modulation of Ins(1,4,5)P; production by NPY and PYY. After a 1-min stimulation

with increasing concentrations of NPY or PYY, formation of Ins(1,4,5)Ps, the direct
product of the breakdown of PtdIné(4,5)P2 catalyzed by PLC, was raised in a
concentration-dependent manner (Fig. 3). Moreover, this figure shows that both peptides
possess similar sensitivity with a pECsy of 10.17 + 0.27 and 10.06 + 0.38 for NPY and
PYY, respectively, and similar efficiency, with a maximal effect being reached at 100
nM for both peptides. To determine whether the PLC activity associated with NPY or
PYY stimulation was of the PLC B-type, BBM were preincubated 5 min with or without
5 uM U-73122 (inhibitor of G protein-linked mediated PLC-B activation). As shown in
Fig. 4, an incubation of BBM for 1 min, in presence of 100 nM NPY or PYY resulted in
a highly significant increase of the Ins(1,4,5)P; production compared with the basal
values (P < 0.005 and 0.01, respectively), whereas in the presence of 5 uM U-73122, the
increase of the Ins(1,4,5)P; production was completely abolished (stimulated vs. basal, P
> 0.5 and 0.3, respectively) for NPY and PYY. In an attempt to define which binding
sites could be attributed the PLC- stimulating effect, we used BIBP-3226, a highly
potent and selective nonpeptide Y, receptor antagonist. Surprisingly BIBP-3226
displayed a similar antagonistic activity on both NPY (Fig 5) and PYY (data not shown)
effects, with an rightward shift of ~2 log.

The stimulation of Membrane-associated PKC activity by NPY and PYY. In conditions
similar to those used for assessing PLC activity, althought the 1,2-diacylglycerol
concomitently generated with Ins(1,4,5)P; is not the sole way to activate membrane-
associated PKC, we measured the ability of both NPY and PYY to modulate membrane-
associated PKC activity. Figure 6 shows that both peptides, in a dose-dependent manner,
stimulate MARCKS-psd phosphorylation, althought NPY was more efficient, than PYY.
Interestigly, PYY was slighly more potent than NPY since the pECso were 11.26 £ 0.32
and 8.90 + 0.23 for PYY and NPY, respectively. As for PLC activity MARCKS-psd
phosphorylation was markebly influenced by BIPP-3226; however, the rightward shift
of the dose-response curves was more pronounced in the phosphorylation assays (Fig.7).

Further studies were then conducted to evaluate whether the inhibition of PLC was
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sufficient to inhibit the subsequent stimulation of PKC activity (Fig. 8). In these

experiments, 5 uM U-73122 was unable to counteract completely the PKC stimulation
by both peptides, suggesting an altérnative way of stimulation. Using the same
conditions, 100 nM calphostin C, a non-subtype selective PKC inhibitor, abolished PKC
activity. In an another experiment, we wanted to verify if PI3K was one of the
alternative ways. As shown in Fig. 9, 10 uM LY-294002 reduced PKC activity
significatively (P values were <0.05), an effect that was additive to the effect of U-

73122 since a combinaison of both inhibitors leaves no residual activity.
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Discussion

The syncytiotrophoblast is a single continuous structure covering the entire outer surface
of the villous tree and, as such, is strategically devoted to pivotal role in maternal-fetal
communications. In accordance with its putative endocrine role, the syncytiotrophoblast
is a major source of a large variety of peptide hormones (28), that include inhibin (32),
and CRF (33), two important factors in the maintenance and the termination of a
successful pregnancy. Maternal decidua, chorion, amnion, and cytotrophoblastic cells,
also release many peptide hormones (28); among them, NPY may have an important
endocrine, paracrine, or autocrine role and has been, in that respect, associated with the
syncytiotrophoblastic release of CRF and inhibin (29,30). Thus, because the
syncytiotrophoblast is polarized, its plasma membranes being constituted of two distinct
zones, a BBM facing the maternal side and a BPM facing the fetal side, the first aim of
the present study was to characterize the NPY binding sites of both domains of the
human term syncytiotrophoblast. In contrast to BPM, the specific binding of 'I-NPY to
BBM was rapid, saturable, and of high affinity. This implies that NPY must come from
the maternal blood surrounding the villous tree to reach its binding sites, because BBM

face the intervillous space.

The recent cloning of Ysmc and Yswar receptor subtypes complicates the
pharmacological subtype classification of NPY/PYY receptors because the NPY
analogue [Leu®', Pro® INPY, typically an Y;-agonist (13), shows agonistic properties for
Y1, Ysmc, and Ysnar receptor subtypes (14, 45). However, because the primate ortholog
of the Ysmc gene does not bind NPY, PYY, or their analogs (21), it becomes unlikely
that the NPY binding site described in the present paper is the Yspc subtype. Long
carboxy-terminal fragments, such as 13.3sNPY still preferentially bind to the Y, receptor
(44), and PYY does not bind to Y3 subtype (43). In accordance with the above
nomenclature, we propose that '*’I-NPY binding sites on syncytiotrophoblast BBM are
constituted of a mixed-receptor population constituted of Y-like(~55%) and Y; (~45%)

types. It is also tempting to classify Y;-like receptors present in BBM as a Y receptors
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because Ysnar receptors are found primarily, if not exclusively, in discrete regions of the

brain (14). However, the known analogy between the hypothalamo-pituitary axis and the
cytotrophoblastic-syncytiotrophoblastic axis renders this assumption quite presumptu-
ous. It has been shown that NPY and PYY, in cells expressing Y-like or Y3 receptors,
mobilize calcium from intracellular stores or, in the case of Y;-like subtype, also inhibit
adenylate cyclase activity (43). However, there is no consensus on the ability of NPY
and PYY to enhance turnover of inositol lipids. Some investigators found that NPY
induces the stimulation of PLC (10, 37), but others did not (20, 22). However, all these
effects are mediated via pertussis toxin-sensitive heterotrimeric G; and G, proteins (20,
22, 47). Because o~ and ;- subunits cannot directly activate PLC, a mechanism
involved in the pertussis toxin-sensitive process has recently been proposed (15, 38).
The ligand-receptor interaction would lead to the activation of the pertussis toxin-
sensitive heterotrimeric G proteins, and consequently to the release of the By dimer,
which then activates PL.C. The activation of PLC leads, in turn, to the phosphodiesteratic
cleavage of PtdIns(4,5)P,, yielding 1,2-diacylglycerol production, which stimulates
classical and new PKC isotypes, and Ins( 1,4,5)P; production, which by the binding to its
receptors, mobilizes calcium from intracellular stores to cytosol (4). To establish
whether the NPY binding sites described here represent a physiologically relevant
receptor site in the syncytiotrophoblastic BBM, we attempted to study their relationship
with the above-mentioned second messenger systems. Despite the presence of both G,
and G; proteins in the BBM of the syncytiotrophoblast (11), the exclusive presence of
adenylate cyclase in BPM (17, 46) prompted us to explore the coupling of the NPY
binding sites to PLC modulation. The effect of NPY and PYY on the Ins(1,4,5)P3
production shown in this study on isolated BBM is in agreement with the study of
Daniels ef al. (10) and Shigeri et al. (37). The use of a highly selective Ins(1,4,5)P;
protein binding assays, in association with the addition of CdCl, a powerful inhibitor of
Ins(1,4,5)P;-5-phosphatase activity (39), might explain the discrepancy with those
groups who could not find evidence of PLC activation although showing rise in
intracellular calcium concentration. The identical curves obtained for these peptides also

suggest that NPY and PYY stimulate PLC via the same receptors, even if we did not
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address the question directly in the present study. To assess whether the PLC activity

measured was of the B-type, we used U-73122, a new aminosteroid inhibitor of PLC-
activation by G protein-linked receptors (41). The complete abolition by U-73122 of
NPY and PYY stimulation of Ins(1,4,5)P; accumulation suggests that the effect of both
peptides is mediated through activation of PLC-B. Additionnaly, the magnitude of the
rightward shift of the dose-response curves in presence of BIBP-3226 suggest that the
Y1 receptor is the primary binding site associated with the effect of both peptides on
PLC-B. Moreover, the antagonist does not antagonize effects attributed to the Ysyar
receptor described (14). Nevertheless, even if both peptides activate PLC-B in our
membrane preparations, it seems more likely that the physiological ligand of the human
term syncytiotrophoblast BBM is NPY, because its concentration is preponderant during
the course of pregnancy (27). Having in mind the putative role of NPY in the release of
CRF and inhibin (32, 33), it is appropriate to monitor the activity of PKC (35).
Additional experiments were performed to measure this activity directly in our
membrane preparation. However, it must be keep in mind that the PKC activity showed
corresponds to the activation via newly liberated activators of a fraction of the enzyme
already associated to the membrane preparation (1, 8), and cannot account for the
possible induction of translocation by the peptides. Nevertheless, both NPY and PYY
were potent inducers of PKC activity. PYY has, however, a higher potency than NPY,
which is consistent with its higher affinity as measured in the competition experiment,
and NPY is more efficient, which suggests the stimulation of different pools of PKC or a
more efficatious coupling between NPY and the stimulation of PKC via other ways than
PLC. However, this hypothesis assumes that because BIBP-3226 antagonized both
peptides, different transition states of the Y, receptor will be differentially stabilized by
NPY and PYY. One of these transition state could be preferentially coupled to PLC and
the other state to an alternative effectors. This phenomenon is well known in other
systems (16) but to our knowledge has not been published for NPY receptors. The
incomplete inhibition of PKC activation by U-73122 for both peptides, also suggests that
both peptides utilize an alternative way of PKC activation. Although not excluding other

potential ways the result obtained after PI3K inhibition favor this glycerophospholipid
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kinase as a major ways by which NPY activate PKC. Thus Ptlns(3,4,5)Ps, resulting of

the 3-kinase activity could substitute Ptlns(4,5)P;, a poor activator of PKC, in the
activation of some PKC isoenzymes (5), probably the € isotype that is predominant in
BBM of human syncytiotrophoblast (1). Finally, the nature of the PKC stimulated by
these peptides, even if not addressed in the present study, should probably exclude
atypical subtypes, since MARCKS does not seem to be a substrate for both €~ and A-
PKC (42).

In conclusion, this study demonstrates that the syncytiotrophoblast harbors NPY/PYY
receptors, and that in accordance to the polarized nature of the syncytiotrophoblast,
nonequivocal saturable binding could be found on the maternal side only. Furthermore,
the results provide evidence that these receptors are linked to PLC and PI3K activation,
both of which lead to PKC activation. These observations are the first steps in the
understanding of the mechanism of NPY action already described in human term

syncytiotrophoblast.
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Legends

Fig.1. Saturation curves of ®I-labeled neuropeptide Y ("‘5I—NPY) binding to brush-
border (BBM; A) and basal plasma (BPM; B) membranes of syncytiotrophoblast from
human term placenta at 37°C for 20 min. Data are means + SE from 3 experiments done

in triplicate. Nonlinear regression analysis were performed using PRISM version. 1.02
from GraphPad.

Fig.2. Ligand competition curves for *I-NPY binding to BBM of syncytiotrophoblast
from human term placenta. The '*’I-NPY concentration was 1 nM and the incubation
time was 30 min at 37°C. Data are means + SE from 3 experiments done in triplicate.
Competition analysis were performed by PRISM version 1.02 from GraphPad. PP,
pancreatic polypeptide ; PYY, peptide YY.

Fig. 3. D-myo-inositol 1,4,5-triphosphate [Ins(1,4,5)P3] production in BBM of
syncytiotrophoblast in presence of increasing concentration of NPY or PYY.
Membranes were incubated at 37°C for 1 min, and Ins(1,4,5)P3 production derived from
endogenous phosphatidylinositol 4,5-biphosphate [PtdIns(4,5)P,] was assayed using
Ins(1,4,5)P; [3H]assay system from Amersham. Data are means + SE from 4

experiments done in triplicate.

Fig. 4. Effects of U-73122 on the Ins(1,4,5)P; production stimulated by NPY or PYY in
BBM of syncytiotrophoblast. Membranes were preincubated 5 min with 5 uM U-73122,
and reaction was initiated by the addition of NPY or PYY. Membranes Ins(1,4,5)P;
production derived from endogenous PtdIns(4,5)P, was measured using Ins(1,4,5)P;
[3H]assay system from Amersham. Data are expressed as percentage of respective

control and are means + SE from 3 experiments done in triplicate.
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Fig. §. Ins(1,4,5)P; production in BBM of syncytiotrophoblast in presence of increasing

concentration of NPY or PYY after 5-min preincubation with 5 uM BIBP-3226 or
solvent. Membranes were incubated at 37°C for 1 min, and Ins(1,4,5)Ps; production
derived from endogenous PtdIns(4,5)P, was assayed using Ins(1,4,5)P; [*H]assay system

from Amersham. Data are means + SE from 4 experiments done in triplicate.

Fig. 6. Protein kinase C (PKC) activation in BBM of syncytiotrophoblast in presence of
increasing concentration of NPY or PYY. Membranes were incubated at 37°C for 3 min,
and PKC activity was measured using myristoylated Ala-rich C kinase substrate-protein
phosphorylated site domain (MARCKS-psd) peptide as phosphorylation substrate. After
separation on alkaline tricine-SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and
autoradiography, phosphorylation was evaluated using the Personal Densitometer from
Molecular Dynamics and ImageQuant software. Data are expressed as percentage of

control and are means + SE from 3 experiments.

Fig. 7. PKC activation in BBM of syncytiotrophoblast in presence of increasing
concentration of NPY or PYY aftér 5-min preincubation with 5 pM BIBP-3226 or
solvent. Membranes were incubated at 37°C for 3 min, and PKC activity was measured
using MARCKS-psd peptide as phosphorylation substrate. After separation on alkaline
tricine-SDS-PAGE  and autoradiography, phosphorylation was evaluated using the
Personal Densitometer from Molecular Dynamics and ImageQuant software. Data are

expressed as percentage of control and are means + SE from 3 experiments.

Fig. 8. Effects of U-73122 or calphostin C on PKC activity in BBM of
syncytiotrophoblast incubated at 37°C for 1 min in presence of 100 nM of NPY or PYY.
Membrane-associated PKC activity was measured using MARCKS-psd as
phosphorylation substrate followed by separation on alkaline tricine-SDS-PAGE and
autoradiography. Phosphorylation was evaluated using Personal Densitometer from
Molecular Dynamics and ImageQuant software. Results are expressed as percentage of

control and are Means + SE from 2 experiments.
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Fig. 9. Effects of U-73122 (U), LY294002 (LY), or both on PKC activity in BBM of
syncytiotrophoblast incubated at 37°C folr 1 min in presence of 100 nM of NPY or PYY.,
Membrane-associated PKC activity was measured using MARCKS-psd as phospho-
rylation substrate followed by separation on alkaline tricine-SDS-PAGE and
autoradiography. Phosphorylation was evaluated using Personal Densitometer from
Molecular Dynamics and ImageQuant software, Results are expressed as percentage of

control and are Means + SE from 2 experiments.
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Table 1. NPY and related peptides affinities for '*’I-NPY binding sites in BBM of
syncytiotrophoblast from human term placenta.

PYY 10.50 + 0.52

NPY 9.02+0.12

[Leu Pro**]-NPY 9.16 + 0.33
13.36NPY 8.18+0.38
PP 6.84+0.15

Values are means = SE; n = 3experiments. NPY, neuropeptide Y ; PP, pancreatic
polypeptide ; PYY, peptide YY.
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Abstract

The ultimate outcome of pregnancy, parturition, is a well orchestrated process in which
placental corticotropin-releasing factor (CRF) seems to play an important role. The
objective of the present study was to investigate the involvement of L-type calcium
channels and calcium-dependent signaling in the depolarization-induced CRF release
from human syncytiotrophoblast. The basal secretion of CRF by trophoblastic cells,
isolated from human term placenta, was maximal following their functional
differentiation, which was monitored by hCG measurements. On the fourth day of
culture, the basal CRF secretion of the cells in serum-free medium was linear between 2
and 8 h. Incubation of the trophoblasts with KCI, a depolarizing stimulus, or with Bay
K8644, a L-type calcium channel agonist, for 3 or 8 h led to an increase in CRF
secretion but was without effect on it’s synthesis. This stimulated CRF release occured
to be calcium-dependent since it could be prevented by loading cells with BAPTA-AM.
Furthermore, the KCl-induced CRF secretion involved L-type calcium channels
activation since 2 pM nitrendipine, a L-type specific blocker, abolished the stimulation.
In trophoblasts, were we have previously shown calcium-dependent protein kinase C
(¢PKCs) activity, incubation with Bay K8644 also stimulated calcium calmodulin kinase
I (CaMKII) and extracellular regulated kinase (ERK52) activities. In the present study,
we observed that CaMKII and cPKCs were linked to the Bay K8644-induced secretion
of the CRF since only the autocamtide-2 related inhibitory peptide (AIP), a CaMKII
inhibitor, and G66976, an inhibitor of u and ¢cPKCs prevented partially (30-78%) the
activation of CRF release by Bay K8644. The use of PD 098056, an inhibitor of the
ERKs kinases, showed no effect on CRF release. Taken together, these results support a
depolarization-induced and calcium-dependent exocytotic-like secretion of CRF from
human placental trophoblasts. In addition, CaMKII and cPKCs seem to be potential

modulators or mediators of these calcium effects on CRF secretion.
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Introduction

The functional placental unit, which includes fetal membranes (amnion and chorion),
plays an important role in the maintenance of pregnancy, the growth of the fetus, and in
the timing of birth. This pivotal role of the placenta is largely accountable to its ability to
produce a large variety of hormone, and to its intimate relationship with both fetal and
maternal compartments (1). This gives the embryonic organ the opportunity to act in

paracrine and endocrine manners on both fetal and maternal physiology throughout

pregnancy (2).

The ultimate outcome of pregnancy, parturition, is only partially elucidated. Considering
the plethora of hormones, growth factors and cytokines produced by the placental unit
during spontaneous labor and delivery, this process appears to be well orchestrated (3).
In the last few years, CRF, a 41-amino acid peptide component of the stress response in
human, has emerged as a potent regulator of parturition, if not, one of the main
coordinators of the placental clock controlling the duration of pregnancy and labor (4).
In that regard, several studies indicated that maternal plasma concentration of CRF is
elevated during pregnancy reaching its highest level at the onset of labor (5, 6), in
particular during abnormal pregnancy complicated by preterm labor (7). Thus, since the
outer layer of the chorionic villus, the placental syncytiotrophoblast appears to be,
especially in the third trimester, the principal source of CRF during pregnancy (8, 9), it
1s of interest to characterize the mechanisms involved in the regulation of CRF release

by this multicompetent endocrine structure.

In most cell types, protein kinase A (PKA) and PKCs are major positive regulators of
preproCRF transcription and of CRF secretion (10-14). In addition, intracellular calcium
and calcium influx via L-type calcium channels has been implicated in CRF release from
hypothalamic cells (15, 16).

Three studies have shown that the membrane depolarization of placental trophoblasts

increases CRF release (17-19). However, no study has until now explored directly the
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implication of protein kinases in the modulation of CRF release by trophoblastic cells.

Therefore we have investigated the role of L-type calcium channels in the
depolarization-induced CRF synthesis‘ and release in cultured trophoblastic cells.
Additional aims of the present study were to investigate the contribution of CaMKII,
cPKCs and ERK; in the L-type calcium channels-dependent CRF secretion.
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Materials and Methods

Placental trophoblast isolation and culture. Normal term placentas from either vaginal
or caesarian delivery were obtained in accordance with the established guidelines of the
ethical committee of the Centre Hospitalier de I’Université de Montréal. After delivery,
the placentas were kept in 500 ml of cold (4 C) Dulbecco's modified Eagle medium
(DMEM) (Life Technologies, Burlington, Canada) containing penicillin (200 U/ml),
streptomycin (200 pg/ml), emphotericin B (5 pg/ml) and gentamycin (50 pg/ml) all
from Sigma Chemical, St-Louis, Mo. The trophoblast cells were isolated as previously
described by Thiede (20), following the modifications reported by Stromberg ef al (21),
and Winkel e al (22). Briefly, the villous tissue (~75 g) was grossly minced, rinsed in
Hank's balance salt solutions (HBSS) (Life Technologies, Burlington, Canada)
containing the additives mentioned above, and cut again into smaller pieces, before
being rinsed in 100 ml HBSS without calcium and magnesium (HBSS*) on a rotary
shaking incubator (50 rpm) for 10 min at 32 C. The rinsed tissue was after subjected to
two consecutive digestions of 10 min in 120 ml of HBSS* containing 0.125 % trypsin
(ICN, Montréal, Canada) and 0.02% deoxyribonuclease type I (Roche Molecular
Biochemicals, Laval, Canada). Both supernatants were filtered over a succession of 200
um and 60 pm sieves to remove aggregates. The digestion was stopped by the addition
of 4% (v/v) of fetal calf serum (FCS) (Hyclone, Logan, Utah, USA). The cell suspension
was centrifuged at 400 g for 10 min. The red blood cells were lysed in 140 mM
ammonium chloride-TRIS-HCI buffer at 100 rpm for 15 min. The cells were than
centrifuged at 350 g for 5 min, resuspended in HBSS, layered over a 10% percoll
(Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, Canada) and centrifuged at 450 g for 10
min. The resulting pellet was washed twice in HBSS and once in DMEM by
centrifugation at 350 g for 5 min. The isolated trophoblast cells were suspended in
DMEM containing FCS (10 %), fatty acid-free bovine serum albumin (BSA) (0.5%)
(ICN), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml), amphotericin B (2.5pg/ml) and
gentamycin (50pg/ml). After cells counting and evaluation of viability by trypan blue
exclusion (viability usually greater than 90 %), the cells were plated at a density of 1.7 X

10° per well in 24 well plates (Sarstedt, Montréal, Canada). The cells were incubated in
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a humidified atmosphere (95% air-5% CO, at 37 C). The culture medium was changed

after the first 3 h and changed every day thereafter. All experiments were done at the
fourth day of culture. On that day, the cell count was around 10° per well, however inter-
preparation variability was important. This variation is inherent to the methods and the
model, but intra-preparation variability as judged by protein determination of cellular

lysate was not more than 16 %,

Evaluation of trophoblast phenotype. Using the above isolation procedure, we
commonly obtained cultures consisting of more than 90% trophoblast cells as judged by
morphological and immunocytochemical determination of pan-cytokeratin-positive
(epithelial cell marker; Sigma) and vimentin-positive cells (mesenchymal cell marker;
Sigma) (23). Briefly, cells were growth for 12 h on plastic coverslips and were fixed for
10 min in acetone at —20 C. After evaporation, endogenous peroxidase activity was
quenched by a 10 min incubation at 4 C with 3% H,0, in methanol. Nonspecific binding
was blocked by a 3 h incubation at room temperature with 5% skimmed milk, 3% FCS,
and 1% BSA. Primary antibody was diluted (1:200 for vimentin, 1:400 for cytokeratin)
in tristhydroxymethyl)aminomethane buffered saline (TBS) containing 0.1% tween and
incubated for 1 h. The biotinylated second antibody included in histochemical ABC kit
(Oncogene Research, Cambridge, MA) was diluted in the same buffer and incubated for
1 h. An irrelevant antibody (trp E (Ab-1)), included in the kit, was used as first antibody
for the control. All the following steps were done in accordance with the Oncogene's

technical protocol, excepted that we also used the DAB enhancer from Sigma.

Measurements of human chorionic gonadotropin (hCG) release and CRF release by
cultured trophoblasts. The levels of CRF and hCG release in the medium and in cells
were determined respectively by RIA (Phoenix Pharmaceuticals) and ELISA (Medicorp)
kits, following their respective protocols. The sensitivity of the CRF RIA kits was 24.2 +
2.7 pg/tube while the sensitivity of the hCG ELISA kit was 75 mIU/ml. The inter-assay
and within-assay variation coefficients was respectively 9.0 and 5.6 % at 16 pg/tube for
CRF and 8 and 3.5 % at 50 mIU/m! for hCG. For the everyday follow-up of hormone

release, the cells were cultured in serum-containing DMEM containing 0.5% (day 1 and
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2) or 0.1% BSA (day 3 to 7). On the fourth day of culture, the content of CRF was

determined in the absence (basal) and the presence of either KCI (40 mM) or Bay K8644
(5 uM) for 3 and 8 h. For all expetitﬁents, the treated cells were compared to cells
exposed to the appropriate vehicle(s). Before each experiment, cells were serum starved
for 1 h in DMEM containing 0.1% BSA. After that, the medium was replaced by 200 ul
of medium containing the agent used as treatment. Ten min later, KCI or Bay K8644
(200 pl) was added and incubated for the appropriate time. The medium present in each
well was collected, centrifuged at 350 g for 5 min, evaporated to dryness before being
stored at —~20 C until assayed. For the intracellular CRF content, cells were lysed by the
addition of 200 pl of HBSS containing 0.1% Nonidet P-40, followed by a 5 sec

sonication. The resulting medium was treated as described above.

Evaluation of the promotion of the autonomous Jorm of CaMKII. The method used was
essentially described by Abraham ef al (24) with minor modifications. Briefly, cells
were serum starved for 1 h in DMEM containing 0.1% BSA, then the medium was
changed for fresh medium (200ul) and preincubated for 10 min. After that, Bay K8644
(200 pl of a 10 uM stock) was added and the cells were incubated for different interval
of time. At the end of the incubation, the medium was aspired and replaced by 75 pl of
an ice cold lysis buffer constituted of an 1:1 mixture of calcium/magnesium-free HBSS
and 50 mM 3-(N-Morpholino)propanesulfonic acid (MOPS) buffer containing 1%
Nonidet P-40, 20 mM sodium pyrophosphate, 4 mM dithiothreitol, 2 mM NaF, 2 mM
EGTA, 1 mM ammonium molybdate, 200 pM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF),
20 uM leupeptine and 1 pg/ml aprotinin, Following a 5 seconds sonication, the protein
content of the lysates (83.8 + 10.0 pg/well) was quantified by the BCA protein assay
(Pierce, Rockford, IL). The autonomous CaMKII activity of the lysate was assayed by
incubating 5 pg of the lysate in a total 25 pl mixture containing 50 uM autocamtide-2
and 10 uM [y-PJATP in 10 mM MOPS (pH 7.4) containing 10 mM magnesium
chloride and 1 mM EGTA, at room temperature for 5 minutes. The reaction was stopped
by the addition of 150 pl of ice cold 10% trichloroacetic acid. Samples were incubated
for 30 minutes at 4 C and centrifuged at 10 000 g for 3 min. After that, 150 pl of the
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supernatant were added to an equal volume of 30% trichloroacetic acid before being

adsorbed to MultiScreen phosphocellulose plates (Millipore, Nepean, Ontario, Canada).
An aliquot (150 pl) of the supematént was added to an equal volume of 30%
trichloroacetic acid and the mixture was adsorbed on a MultiScreen phosphocellulose
plates (Millipore, Nepean, Canada). Following three washes, the filters were punched
into vials and counted using a liquid scintillation B counter after addition of 5 ml of
Ready proteint liquid scintillation cocktail (Beckman Canada, Missisauga, Canada).

The specific incorporation into the synthetic peptide was determined as the difference in

its presence and its absence.

Evaluation of the ERK,;; activation. The evaluation of ERKy, activation was done by
Western blot using an anti-phosphoERK;, antibody purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Briefly, cells were serum-starved for 3 h, preincubated
for 10 min in 200 pl fresh serum-free medium and in the presence of 5 uM Bay K8644
for different interval of time. At the end of the incubation, the medium was aspired and
replaced by 75 pul of SDS loading buffer containing 80 uM sodium vanadate, 80 pM
sodium pyrophosphate, 10 mM EDTA, 0.8 mg/ml benzamidine, 80 uM PMSF, 0.8
png/ml pepstatin, and 0.4 pg/ml aprotinin. The protein content of the lysates (75.0 £ 11.9
ug/well) was quantified by a modification of the Bradford method (25). Proteins (10 pg)
were loaded on an alkaline tricine-SDS-PAGE system consisting of a 4 % stacking gel
and a 12 % acrylamide-glycerol separating gel (26), using a Mini-Protean II system
(Bio-Rad, Hercules, CA). Afier migration, proteins were transferred to PVDF membrane
(Roche Molecular Biochemicals, Laval, Canada) using a semi-dry system (Millipore,
Nepean, Canada). The membrane was blocked overnight at 4 C in Tris-buffered saline
containing 0.05 % tween (TBS-T), 5% skimmed milk, 3% FCS, and 1% BSA. These
membranes were blotted for 1 h at room temperature with the anti-phosphoERKj,;
antibody (1:1000 in TBS-T), washed three times with TBS-T, and incubated for 1 h in
TBS-T containing 0.5% skimmed milk, 0.3% FBS, and 0.1% BSA and a horseradish
peroxidase-coupled anti-rabbit IgG antibody ( 1:1250) (Roche Molecular Biochemicals,
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Laval, Canada). Finally, the immunoreactive bands were developed by

chemiluminescent (Roche Molecular Biochemicals, Laval, Canada). The specific bands
were quantified by densitometric scahning of the X-ray film using the Personal
Densitometer (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) and analyzed with ImageQuant
software (Sunnyvale, CA).

For each cell preparation (n = 3, unless otherwise stated), experiments were done in
duplicate or triplicate at a given condition or time point. The mean of such replicates
was used as a single datum point for analysis. When time-course protocols were
analyzed, ANOVA on repeated measures followed by Dunnett’s post-hoc test were used.

Otherwise Newman-Keuls test was used to compare multiple condition experiments.
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Results

Characterization of the basal CRF release by human placental trophoblasts in culture.
In order to determine if the cells preparations display CRF-secretion competence, the
basal 24 h secretion of CRF was followed over a period of 7 days. As shown in Fig. 1,
the basal CRF secretion by freshly isolated trophoblasts was modest over the first 48 h
of culture. We observed a sustained peak on day 3 and 4, followed by a progressive
decline to reach the initial level of secretion by the sixth day. In order to determine if
this increase of CRF secretion could be correlated with trophoblasts differentiation into
functional syncytiotrophoblast, we measured the production of hCG, an accepted marker
of this differentiated state (27). As shown in Fig. 1, the CRF release correlated with the
hCG production. This increase of both peptides secretions could not be attributed to
cellular proliferation, since the trophoblastic cells did not incorporate thymidine
significantly during the three hours incubation performed 24 h after plating, and their
nuclei and protein contents both declined by ~10% daily (data not shown). Since the
cells were fully competent to produce CRF on day 3 to 4 of culture, the subsequent

experiments were all performed on the fourth day.

We further characterized the basal CRF release over a 24 h incubation period of the cells
in serum-free DMEM. Figure 2 shows an initial rapid CRF accumulation in the medium
upon the first 2 h of incubation, followed by a modest, but linear accumulation for the
subsequent 6 h of incubation. The CRF accumulation in the medium seems to reach a
plateau after 24 hours. Therefore, the subsequent experiment were conducted at 3 h
(where CRF is in convenient amount to be detected by the RIA kit) and at 8 h (still in the
linear portion of the basal CRF release and enough to detect synthesis). The intracellular
CRF content was not significantly different over the 24 h incubation period, which
means that the cells were not depleted over time, even without the serum (data not

shown) and that a constitutive basal synthesis and release of CRF was present.

Regulation of CRF secretion Jollowing cell depolarization or L-type calcium channels

activation. Potassium chloride-induced CRF secretion has been previously described in
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placental explants and cells (17-19). In the present study, we wanted to establish that

calcium influx was responsible for the KCl-induced CRF release, and investigate the
nature of the channels responsible for this calcium entry into the trophoblastic cells.
Potassium chloride (40 mM) increases the amount of CRF released in the medium by 70
% after 3 or 8 h (P < 0.05; Fig. 3a and 3c). Meanwhile, the total cellular CRF content
(determined by adding released CRF and intracellular content of the peptide) was not
modified following the KCl treatments (Fig. 3b and 3d). To ensure that the KCl-induced
CREF release was a calcium-dependent effect, we loaded the cells for 30 min with 20pM
BAPTA/AM, an intracellular calcium chelator. As shown in Fig. 3a and 3¢, BAPTA
totally prevented the KCl-induced CRF release, but did not have any effect on the basal
CREF release. Since the KCI effect most likely involves voltage-gated calcium channels,
and the presence of L-type calcium channels has been reported in syncytiotrophoblast
(28), we investigated the involvement of L-type calcium channels in the KCl effect on
the CRF release. Nitrendipine (2 yM), a L-type specific blocker, prevented the KCI-
induced CRF release, but had no effect on the basal release of the peptide (Fig. 3a and
3¢). Furthermore, incubation of the cells with Bay K8644 (5 uM)(an L-type calcium
channels agonist) elicited also a stimulation of CRF secretion, rising the CRF released
by 80% after 3 h (P < 0.05; Fig. 4a) and 70% after 8 h (P <0.01; Fig. 4¢). Incubations of
the cells with Bay K8644 was also without any effect on CRF synthesis (Fig. 4b and 4d).
As expected, preincubation with either BAPTA/AM or nitrendipine completely
prevented the rise of CRF release induced by Bay K8644 (Fig. 4a and 4c).

Activation of CaMKII and ERK ,; in response to L-type calcium channels activation. We
investigated the activation of both CaMKII and ERK;, by Bay K8644 in order to
ascertain their involvement in the signal transduction pathways connecting L-type

calcium channels to CRF release.

CaMKII is characterized by an activation-dependent autophosphorylation leading to the
promotion of a calcium/calmodulin independent activity (29). A time-course experiment
was conducted to evaluate the induction of the autonomous form of the kinase in the

presence of Bay K8644 (5 uM). As shown in Fig. 5, the presence of Bay K8644 induces
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a slow but important promotion of the autonomous form of CaMKII, which reached a

maximum after 120 sec (1.24 + 0.20 pg/min/mg of protein vs 0.58 + 0.25; P < 0.05),
and thereafter gradually returned to the basal level.

ERK; are catalytically activated by phosphorylation (30), which can be monitored by
Western blot using a phosphoERK antibody. A time-course experiment was conducted
to evaluate the induction of the phosphorylated form of the kinases in presence of Bay
K8644 (5 uM). As shown in Fig 6, incubation of the cells with Bay K8644 led to a
biphasic ERK; activation. A first peak of activation was obtained after 7.5 min (P <
0.01), followed by a sustained activation phase from 30 min to 3 h. In contrast, the

medium alone has no effect on ERK;, activity (not shown).

Effect of protein kinase inhibitors on Bay K8644-induced CRF release. We evaluated the
involvement of CaMKII and ERKs activation in Bay K8644-induced CRF release.
Furthermore, since we recently reported the presence of cPKCs activity in
syncytiotrophoblast (31), we also investigated the involvement of cPKCs in Bay K8644-
induced CRF release. Cells were incubated in the presence of well defined inhibitors of
these kinase families. As shown in Fig. 7a and 7c, incubation of the cells with G66976
(1 pM), a specific inhibitor of the conventional (calcium-dependent) and p PKCs (32,
33), prevented most (50% at 3 h and 80% at 8 h) of the Bay K8644 effect on CRF
release. Our results also showed that CaMKII, another calcium-dependent kinase,
appears to be linked to this CRF release, since the presence of AIP (1 pM), a specific
inhibitor of this kinase (34), partially blocked (50%) the Bay K8644-induced CRF
release for both incubation times (Fig. 7a and 7¢). However, incubation of the cells with
PD 098056 (40 uM), an ERKSs kinases inhibitor (35), was without effect on Bay K8644-
induced CRF release at both incubation times (Fig. 7a and 7c). Finally, neither of these
inhibitors has any effect on basal CRF synthesis or release (Fig. 7a, 7b, 7c and 7d).
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Discussion

Peptide secretion by endocrine cells occurs at least by two distinct pathways, described
as the constitutive and regulated pathways by Kelly (36). In the latter, peptides are
packaged and stored in moderate and high density secretory granules, which are released
in response to the appropriate external stimuli (37). Peptides conveyed by the
constitutive secretory pathway, are packaged into secretory vesicles of low density and
are released at a constant rate at the cell surface (37). Calcium is the central second
messenger in the regulated peptide release, and has been suggested to play a role in
exocytosis by binding directly, or via its complexion to calmodulin, to cytoskeletal
elements, granule proteins, calcium-dependent kinases or calcium/calmodulin-dependent
kinases. In syncytiotrophoblast, electron microscopic studies have showed the existence
of light and dense granules which emerge from Golgi apparatus and seem to travel
through the cytoplasm until they reach the brush border plasma membrane, where they
fuse in an exocytotic fashion (38,39). Little is known regarding the pathways of the CRF
secretion in syncytiotrophoblast, and there is no ultrastructural study addressing

vesicular localization of CRF.

Since studies performed on placental explants as well as placental cells have suggested
the existence of calcium-dependent CRF secretion (17-19), the present study was
designed to ascertain the role of L-type calcium channels and subsequent calcium-
dependent signaling on CRF synthesis and release by human trophoblastic cells. The
results presented show that L-type calcium channels appear to be the sole route for
calcium entry following a depolarizing stimuli. The results also demonstrate, for the first
time, that a calcium influx through L-type calcium channels promotes the activation of
both CaMKII and ERKs in trophoblastic cells, and that the former effect is partly
responsible for the associated increase in CRF release. In addition CRF release

following L-type calcium channels activation also implicates cPKCs.

First, we established the competence of our cells preparations in secreting CRF. Our

results clearly showed that cytotrophoblasts freshly isolated from human term placenta
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secreted a low level of CRF. A parallelism was observed in their acquisition of CRF-

and hCG-secreting competencies, two markers of functional differentiation into
syncytiotrophoblast, reaching maximal Vélues on the fourth day of culture. These results
are in agreement with a previous study that reported an undetectable level of CRF in
freshly isolated cytotrophoblasts (19), and correlate with the absence of
immunbhistochemical staining in cytotrophoblasts for third trimester placentas (9). The
observed peak after 3 days of culture, is also in agreement with the CRF
immunohistochemical  staining in intermediate trophoblasts and in  the
syncytiotrophoblast layer from third trimester placentas (9), and correlate with the peak
in placental cells CRF production on the third day reported by Ni ef al (19). The
explanation of the following decrease in both peptides secretion on day 5 and 6 is less

obvious, but has been observed previously for hCG after 4-5 days of culture (40,41).

Our study agrees with one study done on placental explants (17) and two studies done in
the Smith laboratory on placental cells (18, 19) that reported that KCl induces a marked
increase in CRF release, which suggest depolarization-induced calcium-dependent CRF
release by the syncytiotrophoblast. Furthermore, the present results showed that the KCI
stimulation of CRF release from syncytiotrophoblast during both 3 and 8 h incubation
times was indeed calcium-dependent and mediated via an L-type calcium channels
activation, since BAPTA/AM and nitrendipine abolished this stimulation. Moreover,
direct activation of L-type calcium channels by Bay K8644 mimicked the KCl-induced
CREF release, which further substantiates the role of these channels in the regulation of
this peptide release by trophoblastic cells. The current results are in agreement with the
presence of L-type calcium channels in human placenta (28), as well as L-type calcium
channels-dependent secretion process (28, 42-44). In the other hand, the important
depolarization that should accompany the use of high KCI concentration make it
unlikely that the T-type calcium channels which are also expressed in the placenta (45),
play any significant role in the KCl-induced increase in the CRF release. Interestingly,
the presence of BAPTA alone, which should induce a calcium influx (46), 1s not enough
by itself to induce the release of CRF, which suggests that the route of calcium influx is

an important determinant of CRF release. In addition, the absence of effect of
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nitrendipine on basal CRF release either means that there is a low spontaneous activity

of the channels or that threshold level of calcium in the vicinity of the secretory

apparatus is not reach.

We provide the first evidence for the promotion of the autonomous form of CaMKII
following activation of L-type calcium channels by Bay K8644 in syncytiotrophoblast.
This kinase activation was surprisingly slow and transient. While the mechanism
involved in this slow kinetic was not explored, it could be possible that the microvillous
nature of the apical route of calcium entry being rich in F-actin could constitute an
effective calcium buffer that will slow-down diffusion of the divalent cation from the
entrance to a CaMKII located deeper in the cytoplasm (47). Nevertheless its seems
rapidly desensitized, since despite continuous channels stimulation, CaMKII activity
returns to its basal level by 180 seconds. In that respect, it is possible that the lowering
of the activity during sustained calcium elevation arise from autophosphorylation on
serine’™* which has been correlated with the lost of autonomy in hyppocampal pyramidal
neurons (48). An alternative hypothesis is that the sustained rise in intracellular calcium
has activated a phosphatase which in turn has dephosphorylated the threonine®® and

terminated the autonomous activity (49,50).

We also showed for the first time a modest, but sustained activation of ERK; following
the activation of L-type calcium channels by Bay K8644 in trophoblastic cells. Although
the exact mechanism of that activation was beyond the scope of the present study, it
appears that stimuli that can lead to sustained calcium entry can also lead to sustained
ERK.; activity. In the present context, we can speculate that ERK;; activation could
resulted from either a calcium-, calcium/calmodulin-, CaMKII or c¢PKCs-dependent
activation. In that respect, calcium-dependent and cPKCs activation of the cytosolic
tyrosine kinase pp125FAK or PYK2, which in turn initiate the formation of a Src-Grb2-
Sos complex, leading to the activation of the Ras/Raf/MEK»/ERK/; cascade have been
described (51,52). Raf as also been shown to be phosphorylated and activated by cPKCs.
The activated Raf, in turn leads to the phosphorylation and activation of MEK},5, which
are the principal ERK, kinases (53). CaMKII as also been proposed to be implicated in
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ERK\/; activation, an effect that appears to be upstream from MEK,; (54). Finaly a

calcium-dependent transactivation of the epidermal growth factor receptor has been
proposed to mediates ERK}, via the Grb2-Sos/Ras/Raf/MEK,; cascade (55).

Previous reports have shown that PKCs activation by phorbol ester stimulates CRF
release in perfused hypothalami (10) or in dispersed hypothalamic cells (56). The
present study shows that PKCs are implicated in CRF release from human placental
cells, since our results showed that an inhibition of p and cPKCs decreased markedly
CRF release. It is unlikely that inhibition of subtype of PKC has any implication
following L-type calcium channels activation, since they do not have calcium binding
domain (57). However, c¢PKCs are responsive to calcium, and are present in
syncytiotrophoblast (29, 58, 59), thus it is more plausible that these kinases, repetitively
implicated in secretion process (60) are indeed part of the mechanisms leading to CRF
release in syncytiotrophoblast. Clearly, there are many potential targets for cPKCs in the
secretory apparatus, which include cytoskeletal, as well as proteins known to be
implicated in the last steps of exocytosis. However, we can not exclude the possibility
that the effect of the PKC inhibitor could be the result of a cross-talk between cPKCs
and either L-type calcium channels or CaMKII. Concerning L-type calcium channels,
Fomina and Levitan have described a positive control on L-type calcium channels
responsiveness by PKCs basal activity (61). ITn CaMKII regard, PKCs are known to
phosphorylate many cytoskeletal elements, which release calmodulin, which in turn
becomes available to activate CaMKII (62). Nevertheless even if the exact
mechanism(s) involved is(are) not clearly defined, our results give an evidence of én

important implication of cPKCs as a CRF release modulator.

CaMKII is ubiquitous and considerable experimental evidences suggest an implication
of the enzyme in peptide hormone secretion (63, 64). The effect of AIP on CRF
secretion, clearly showed the involvement of CaMKII in the induction of CRF release
following L-type calcium channels activation. The exact nature of the substrates
involved in the CaMKII action on CRF release is still unclear, but in mouse pancreatic

B-cells, the kinase is involved at early steps of the exocytotic machinery leading to
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insulin release (63). The ERK,;, activation by Bay K8644 leads us to investigate its

possible role in CRF release. But as with pancreatic B cells, where glucose leads to
ERK,; activation but not to ERK,;-dependent insulin release (65), we could not

substantiate ERK,/; involvement in CRF release by syncytiotrophoblast.

In summary, our data showed that activation of voltage-operated calcium channels
directly or by a depolarizing stimulus, induces CRF release from syncytiotrophoblast.
The calcium influx via these channels can lead to the activation of both CaMKII and
ERKSs in trophoblastic cells, and the former effect is partly responsible for the associated
increase of CRF release. In addition CRF release following L-type calcium channels
activation also implicates cPKCs. Actually, it is not clear whether these ex-vivo
observations are any reflective of the in vivo situations, but they conclusively showed
that calcium is effective to induce CRF release, and that other stimuli leading to cPKCs

and CaMKII activation could also be potent CRF secretagogues.
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Legends of the figures

Fig.1. Time course of basal CRF and hCG secretion by human placental trophoblasts in
culture over a 7 days period. CRF and hCG 24 h secretion were determined by RIA and
ELISA respectively, as described in Materials and methods. Data represent the mean +
SE from 3 different placental cell preparations.

*<0.05 vs basal, **<0.01 ys basal, ***<0.001 vs basal

Fig.2. Time course of basal CRF secretion by cultured syncytiotrophoblasts over a 24 h
period. CRF secretion was determined by RIA as described in Materials and methods,.

Data represent the mean + SE from 3 different placental cell preparations.

Fig 3. Effect of BAPTA/AM and nitrendipine on KCl-induced CRF release. When
appropriate cells were loaded with BAPTA/AM (20 pM) for 30 min, and serum starved
for 1 h. When present, nitrendipine (2 uM) was added 10 min before KCl (40 mM) and
incubated for 3 (a, b) or 8 h (¢, d). CRF release (a, ¢) and total CRF content (b, d) were
determined by RIA. Data represent the mean + SE from 3 different placental cell
preparations.

*%<0.01 vs basal

Fig.4. Effect of BAPTA/AM and nitrendipine on Bay K8644-induced CRF release.
When appropriate cells were loaded with BAPTA/AM (20 pM) for 30 min, and serum
starved for 1 h. When present, nitrendipine (2 uM) was added 10 min before Bay K8644
(5 uM) and incubated for 3 (a, b) or 8 h (c, d). CRF release (a, ¢) and total CRF content
(b, d) were determined by RIA. Data represent the mean + SE from 3 different placental
cell preparations for 3h and 3 different placental preparations for 8h.

*<0.05 vs basal, +<0.01 vs control, ++<0.001 vs control
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Fig.5. Time-course of CaMKII activation by Bay K8644. Cells were serum starved 1 h.

The medium was replaced by 200 pl of fresh medium 10 min before the addition of Bay
K8644 (5 uM). At different interval of ﬁme, the medium was retrieved and ice cold lysis
buffer (75 pl) was added. The autonomous CaMKII activity was than measured as
described in Materials and methods. Data represent the mean + SE from 3 different
placenial cell preparations.

*<0.05 vs basal

Fig.6. Time-course of ERK; activation by Bay K8644. Cells were serum starved 1 h.
The medium was replaced by 200 pl of fresh medium 10 min before the addition of Bay
K8644 (5 uM). At different interval of time, the medium was retrieved and ice cold lysis
buffer (75 ul) was added. The phosphoERKj, immunoreactivity was than measured as
described in Materials and methods. Data represent the mean + SE from 3 different
placental cell preparations.

**<0.01 vs basal

Fig.7. Effect of G66976, AIP and PD 098056 on Bay K8644-induced CRF release. The
cells were preincubated in serum-free DMEM for 1 h. Cells were serum starved for1h
and G66976 (1 uM), AIP (1 uM), or PD 098056 (40 uM) were added 10 min before Bay
K8644(5 uM) and incubated for 3 (a, b) or 8 h (c, d). CRF release (a, ¢) and total CRF
content (b, d) were determined by RIA. Data represent the mean + SE from 3 different
placental cell preparations.

*<0.05 vs basal
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ABSTRACT
Neuropeptide Y (NPY) is a CRF secretagogue for human placental cells in culture. We
have studied the involvement of intracellular calcium and calcium-dependent signaling
in the NPY-induced CRF release in trophoblastic cells. The incubation of trophoblasts
with NPY for 3 and 8 h led to a dose-dependent increase in CRF secretion. Also, NPY
stimulated synthesis of this peptide hormone upon an 8 h incubation period. BIBP3226,
a selective Y, receptor antagonist, and pertussis toxin (PTX) eliminated these effects.
NPY-stimulated CRF secretion was mostly prevented by loading cells with BAPTA-
AM, suggesting that elevation of intracellular calcium is responsible for the increase of
CRF secretion. However, this calcium chelator had no effect on CRF synthesis.
Furthermore, U-73122, a phospholipase C-Bs inhibitor or xestospongin C, an inositol
triphosphate receptor (InsP3-R) blocker, have partially prevented the effect of NPY on
CREF synthesis and secretion. Therefore, the increase in CRF synthesis and secretion rely
in part on the release of calcium from intracellular store. Interestingly, SKF 96365, an
inhibitor of store operated calcium (80C) influx, also partially blocked the NPY
stimulatory effect on CRF release but not its synthesis, suggesting that calcium influx is
also involved in this stimulation. In the syncytiotrophoblast, known to possess a NPY-
activated protein kinase C (PKCs) activity, NPY also stimulated calcium calmodulin
kinase IT (CaMKII) and extracellular regulated kinase (ERK ;) activities. In the present
study, we observed that bisindolylmaleimide (BIM), a non-specific PKCs inhibitor
partially prevented the NPY-induced CRF release. On the other hand, autocamtide-2
related inhibitory peptide (AIP), a CaMKII inhibitor, prevented most of the stimulatory
effect of NPY on both CRF synthesis and release. Go66976, an inhibitor of the
conventional and p PKCs and PD 098059, an inhibitor of the ERK cascade, had no
effect on neither CRF synthesis nor release. Altogether, these results support a Y,
receptor mediated PTX sensitive induction on CRF synthesis and release by NPY from
human placental trophoblasts. The stimulation of CRF synthesis by NPY seems to
depend mainly on a PLC-8 to InsPs-R axis and on CaMKII activity. Also, the release of
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CRF depends on the PLC-B to InsP;-R axis and CaMKII activity,

participation of a calcium-independent PKCs.

but also entails the
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Introduction
The functional placental unit, which includes fetal membranes (amnion and chorion),
plays an important role in the maintenance of pregnancy, the growth of the fetus and in
birth's timing. These pivotal roles of the placental unit are mainly accountable to its
ability to produce a large variety of hormones and to its intimate relationship with both
fetal and maternal compartments (1). The ultimate outcome of pregnancy, parturition, is
still partially elucidated. Interestingly, the plethora of hormones, growth factors and
cytokines produced by the placental unit during spontaneous labor and delivery indicates

a well-organized process (2).

During the last few years, significant interest has been given to placental CRF. This
grest interest arises from the apparent link between the production of this peptide and the
duration of pregnancy (3). In that regard, several studies indicated that maternal
concentration of CRF is elevated during pregnancy reaching its highest level at the onset

of labor (4,5), particularly during an abnormal pregnancy complicated by preterm labor

(6).

The syncytiotrophoblast layer appears to be, at least in the third trimester, the principal
cellular source of CRF (7) and therefore, most studies dealing with the control of this
peptide’s synthesis and release were conducted on trophoblast cells isolated from human
term placenta. Isolated trophoblast cells from human term placenta undergo spontaneous
syncytiotrophoblastic-like morphological and biochemical differentiation in vitro (8) and
would reflect in vivo syncytiotrophoblast. Several studies (for a review (9)) pointed
glucocorticoids and progesterone as the major regulators of placental CRF synthesis.
However, many other putative CRF secretagogues have been identified, such as
acetylcholine, angiotensin II, arginine vasopressin, catecholamines, interleukin-1, NPY,
oxytocin, and prostaglandins (10-12). Nitric oxide has been reported as a negative

regulator (13).
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Among these secretagogues, NPY, a peptide produced by cytotrophoblastic cells,
amnion, chorion and decidua (11, 14) is abundant in both plasma and amniotic fluids of
woman throughout pregnancy (15). NPY binds to a mixed population of Y; and Y,
receptors on the brush border membranes of human syncytiotrophoblast (16). These
receptors are linked to multiple signal transduction cascades. Until now, no study
intended to elucidate the mechanisms implicated in the modulation of placental CRF
release. For that reason, we decided to investigate the mechanisms implicated in the
NPY effects. The purpose of this study was to investigate the role of calcium signaling
on the NPY induced CRF synthesis and release in cultured human trophoblast cells.
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Materials and Methods

Placental trophoblast isolation and culture. Normal term placentas from either vaginal
or caesarian delivery were obtained in accordance with the established guidelines of the
ethical committee of the Centre Hospitalier de I'Université de Montréal, After delivery,
the placentas were kept in 500 ml of cold (4 C) Dulbecco's modified Eagle medium
(DMEM) (Life Technologies, Burlington, USA) containing: penicillin (200 U/ml),
streptomycin (200 pg/ml), emphotericin B (5 pug/ml) and gentamycin (50 pg/ml). The
trophoblast cells were isolated as previously described by Thiede (17), following the
modifications reported by Stromberg ef al (18) and Winkel ez a/ (19). Briefly, the villous
tissue (~75 g) was grossly minced, rinsed in HBSS containing the additives mentioned
above, and cut again into smaller pieces, before being rinsed in 100 ml HBSS without
calcium and magnesium on a rotary shaking incubator (50 rpm) for 10 min at 32 C. The
rinsed tissue was after subjected to two consecutive digestions of 10 min in 120 ml of a
similar medium containing 0.125 % trypsin (ICN, Montréal, Canada) and 0.02%
deoxyribonuclease type I (Roche Molecular Biochemicals, Laval, Canada). Both
Supernatants were filtered over a succession of 200 pm and 60 pum sieves to remove
aggregates. The digestion was stopped by the addition of 4% (v/v) of fetal calf serum
(FCS) (Hyclone, Logan, Utah, USA). The cell suspension was centrifuged at 400 g for
10 min. The red blood cells were lysed in 140-mM ammonium chloride-TRIS-HCI
buffer at 100 rpm for 15 min. The cells were than centrifuged at 350 g for 5 min,
resuspended in HBSS, layered over a 10% percoll (Amersham Pharmacia Biotech, Baie
d'Urfé, Canada) and centrifuged at 450 g for 10 min. The resulting pellet was washed
twice in Hank's balance salt solutions (HBSS) (Life Technologies, Burlington, USA)
and once in culture medium by centrifugation at 350 g for 5 min. The isolated
trophoblast cells were suspended in DMEM containing FCS (10 %), fatty acid-free
bovine serum albumin (BSA) (0.5%) (ICN, Montreal, Canada), penicillin (100 U/ml),
streptomycin (100 pg/ml), amphotericin B (2.5pg/ml) and gentamycin (50pg/mi). After
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cells counting and evaluation of viability by trypan blue exclusion (viability usually
greater than 90 %), the cells were plated at a density of 1.7 X 10° per well in 24 well
plates (Sarstedt, Montréal, Canada). The cells were incubated in a humidified
atmosphere (95% air and 5% CO, at 37 C). The culture medium was changed after the
first 3 h and changed every day thereafter. All experiments were done at the fourth day
of culture. On that day, cells count was around 10° per well. This variation is inherent to
the methods and the model, but intra-preparation variability as judged by protein

determination of cellular lysate was not more than 15 %.

Evaluation of trophoblast Phenotype. Using the above isolation procedure, we usually
obtained cultures consisting of more than 90% trophoblast cells as judged by
morphological and immunocytochemical determination of pan-cytokeratin-positive
(epithelial cell marker; Sigma Chemical, St-Louis, MO, USA) and vimentin-positive
cells (mesenchymal cell marker: Sigma Chemical, St-Louis, MO, USA) (20). Briefly,
cells were growth for 12 h on plastic coverslips and were fixed for 10 min in acetone at
—20 C. After evaporation, endogenous peroxidase activity was quenched by a 10 min
incubation at 4 C with 3% H,0, in methanol. Nonspecific binding was blocked bya3h
incubation at room temperature with 5% skimmed milk, 3% FCS and 1% BSA. Primary
antibody was diluted (1:200 for vimentin, 1:400 for cytokeratin) in TBS containing 0.1%
tween and incubated for 1 h. The biotinylated second antibody included in histochemical
ABC kit (Oncogene Research, Cambridge, MA, USA) was diluted in the same buffer
and incubated for 1 h. An irrelevant antibody (trp E (Ab-1)), included in the kit, was
used as first antibody for the control. All the following steps were done in accordance
with the Oncogene's technical protocol, except that we also used the DAB enhencer
from Sigma Chemical (St-Louis, MO, USA).
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Measurements of CRF release by cultured trophoblasts. The levels of CRF release in the
medium and in the cells were determined by RIA kit (Phoenix Pharmaceuticals,
MountainView, CA, USA), following the Phoenix's technical protocol. The sensitivity
of the CRF RIA kit was 23.9 + 2.5 pg/tube. The inter-assay and within-assay variation
coefficients at 16 pg/tube were 8.4% and 3.8%, respectively. On the fourth day of
culture, the content of CRF was determined in the absence (basal) and the presence of
NPY for 3h and 8 h. For all experiments, the treated cells were compared to cells
exposed to the appropriate vehicle(s). Before each experiment, cells were serum starved
for 1 h in DMEM containing 0.1% BSA. Afterward, the medium was replaced by 200 pl
of medium containing a 2X concentration of the agent used as treatment. Ten min later,
NPY (200 plof 22 X 10’ M stock) was added and incubated for the appropriate time,
The medium present in each well was collected, centrifuged at 350 g for 5 min,
evaporated to dryness before being stored at —20 C until assayed. For the intracellular
CRF content, cells were lysed by the addition of 200 pl of HBSS containing 0.1%
Nonidet P-40, followed by a 5 sec sonication. The resulting medium was treated as

described above.

Evaluation of the promotion of the autonomous form of CaMKII, The method used was
essentially described by Abraham er af (21) with minor modifications. Briefly, cells
were serum starved for 1 h in DMEM containing 0.1% BSA, than the medium was
changed for 200 pl of fresh medium and preincubated for 10 min. Afterward, NPY (200
ulofa2 X 10'M stock) was added and the cells were incubated for different interval of
time. At the end of the incubation, the medium was aspired and replaced by 75 ul of an
ice cold lysis buffer constituted of an 1:1 mixture of calcium/magnesium-free HBSS and
50 mM MOPS buffer containing 1% Nonidet P-40, 20 mM sodium pyrophosphate, 4
mM dithiothreitol, 2 mM NaF, 2 mM EGTA, 1 mM ammonium molybdate, 200 yM
PMSF, 20 uM leupeptine and 1 ug/ml aprotinin. Following a 5 seconds sonication, the
protein content of the lysates (75.9 + 11.4 ug/well) was quantified by the BCA protein
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assay (Pierce, Rockford, IL, USA). The autonomous CaMKII activity of the lysate was
assayed by incubating 5 pg of the lysate in a total 25 pl mixture containing 50 uM
autocamtide-2 and 10 uM [y-"?PJATP in 10 mM MOPS (pH 7.4) containing 10 mM
magnesium chloride and 1 mM EGTA, at room temperature for 5 minutes. The reaction
was stopped by the addition of 150 ul of ice cold 10% trichloroacetic acid. Samples
were incubated for 30 minutes at 4 C and centrifuged at 10 000 g for 3 min. An aliquot
(150 pl) of the supernatant was added to an equal volume of 30% trichloroacetic acid
and the mixture was adsorbed on a MultiScreen phosphocellulose plates (Millipore,
Nepean, Canada). Following three washes, the filters were punched into vials and
counted using a liquid scintillation B counter after addition of 5 ml of Ready protein+
liquid scintillation cocktail (Beckman Canada, Missisauga, Canada). The specific
incorporation into the synthetic peptide was determined as the differentiation in its

presence or absence.

Evaluation of the ERKs activation. The phosphorylation status of ERKs is a quantitative
indicator of ERKSs activation, Therefore, the evaluation of ERKs activation was done by
Western blot using an anti-phosphoERKs antibody purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Briefly, cells were serum-starved for 3 h,
preincubated for 10 min in 200 pl fresh serum-free medium and incubated in the
presence of NPY 107 M, for an additional 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 30 and 180 min. At the
end of the incubation, the medium was aspired and replaced by 75 ul of SDS loading
buffer containing 80 uM sodium vanadate, 80 uM sodium pyrophosphate, 10 mM
EDTA, 0.8 mg/ml benzamidine, 80 pM PMSF, 0.8 pg/ml pepstatin, and 0.4 pg/mi
aprotinin. The protein content of the lysates (80.2 + 12.0 ung/well) was quantified by a
modification of the Bradford method (22). Proteins (10 pg) were loaded on an alkaline
tricine-SDS-PAGE system consisting of a 4 % stacking gel and a 12 % acrylamide-
glycerol separating gel (23), using a Mini-Protean II system (Bio-Rad, Hercules, CA,

USA). After migration, proteins were transferred to PVDF membrane (Roche Molecular
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Biochemicals, Laval, Canada) using a semi-dry system (Millipore, Nepean, Canada).
The membrane was blocked overnight .at 4 C in Tris-buffered saline containing 0.05 %
tween (TBS-T), 5% skimmed milk, 3% FCS, and 1% BSA. These membranes were
blotted for 1 h at room temperature with the anti-phosphoERKs antibody (1:1000 in
TBS-T), washed three times with TBS-T, and incubated for 1 h in TBS-T containing
0.5% skimmed milk, 0.3% FBS, and 0.1% BSA and a horseradish peroxidase-coupled
anti-rabbit IgG antibody (1:1250) (Roche Molecular Biochemicals, Laval, Canada).
Finally, the immunoreactive bands were developed by chemiluminescent (Roche
Molecular Biochemicals, Laval, Canada). The specific bands were quantified by
densitometry scanning of the X-ray film using the Personal Densitometer (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA, USA) and analyzed with ImageQuant software (Sunnyvale,
CA, USA).

Data analysis. For each cells preparation (n = 3-5), experiments were done in duplicate
or triplicate, as described, at a given condition or time point. The mean of such replicates
was used as a single datum point for analysis. When time-course or dose-response
protocols were analyzed, ANOVA on repeated measures followed by Dunnett’s post-hoc

test were used. Otherwise, Newman-Keuls test was used to compare multiple condition

experiments.
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Results

Modulation of CRF synthesis and release by NPY. Addition of NPY to trophoblastic
cells stimulated the release of CRF in a concentration-dependent manner after 3h and 8 h
(P < 0.001; Fig 1 a and b). For the 3 h incubation (Fig 1a), only the CRF release was
signiﬁcantly increased, the NPY effect was perceived at concentration ranging from 107
M (P < 0.05) to 10°M (P < 0.01). After a 8 h incubation with NPY, long enough to
observe CRF synthesis, the peptide increased both CRF synthesis (total CRF content)
and release at concentrations ranging from 10 to 10°M (Fig 1b; P < 0.01). Therefore,
from now on, when we will mention NPY-induced CRF synthesis we will always refer
to the 8 h experiment, since no modification of total CRF content was observed during
any of the 3 h experiments (Fig 1a, 2b, 3b, 4b, and 7b). The NPY (107 M) increased
CRF release by 2 and 3-fold at 3h and 8 h, respectively. The NPY potency to induce
CRF release was slightly different between the 3h and 8 h incubations (with pECsy of
9.59+ 0.61 and 8.93 + 0.38 respectively; P < 0.05). However, the NPY potency to induce
CRF release at the longer incubation time was identical to its potency to induce CRF
synthesis (pEC5; 8.93 + 0.62).

Syncytiotrophoblast presents a mixed population of binding sites for NPY, namely Y,
and Y3 (16). To further characterize the NPY receptor subtype(s) involved in the NPY
effects, we preincubated the cells for 10 min with 5 uM BIBP 3226, a specific
antagonist of the Y; subtype (24). The results showed that this subtype is fully
accountable for the effect of NPY 107 M on both CRF synthesis an release (Fig 2, a, G-
and d) since BIBP 3226 prevented both effects. In most cell types, the Y, receptors are
linked to PTX-sensitive G proteins. Since no studies have reported this kind of coupling
in trophoblastic cells, we preincubated the cells overnight with 500 ng/ml of PTX. As
expected, the toxin eliminated the effect of NPY on both CRF synthesis and release (Fig
2a, ¢, and d).

Implication of calcium in NPY-induced CRF synthesis and release. To examine the
involvement of intracellular calcium in NPY-induced CRF synthesis and release in
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trophoblastic cells, we loaded the cells (30 min) with 20pM BAPTA/AM, an
intracellular calcium chelator. As shown in Fig 3a and 3¢, BAPTA prevents 50% of the
NPY-induced CRF release at 3h (P <0.05) and 75% at 8 h (P < 0.01). Nonetheless, no
effect of the calcium chelation could be discerned on CRF synthesis (Fig 3d). The
calcium implicated in the NPY-induced CRF-release could originate from either
extracellular calcium influx or intracellular store release. Therefore, we investigated
both possibilities. Since depolarization-induced CRF release has been reported (13); we
investigated the involvement of L-type calcium channels in the NPY effects. The result
showed that the L-type calcium channels specific blocker, nitrendipine (2 uM) did not
prevent the effects of NPY on either CRF synthesis or release (Fig 3a, c, and d). In
syncytiotrophoblasts, NPY is known to activate PLC-B (16). Two strategies have been
elaborated in order to examine the contribution of the NPY to InsP;-R pathway: 1) cells
incubation with U-73122 (5 M), a inhibitor of G-protein coupled receptors activation
of PLC-B (25), and 2) cells incubation with xestospongin C (1 uM), an InsP;-R blocker
(26). As shown in Fig 4a and ¢, both agents reduced CRF release after 3h and 8 h(P<
0.01). Surprisingly, U-73122 and xestospongin C treatments eliminated (P < 0.001) the
NPY effects on CRF synthesis (Fig 4d). Because prolonged stimulation of calcium
release will empty the stores without refilling them, we incubated the cells with SKF
96365 (50 uM), a SOC influx blocker (27). Figures 4a and 4c showed that SKF 96365
reduces the NPY-induced CRF release by 65% after 3 h (P < 0.05) and 50% after 8 h (P
< 0.05). Such an effect of the blocker on NPY-induced CRF synthesis (Fig 4d) was less
obvious since NPY-stimulated CRF release was still important (P<o0.01).

Activation of CaMKII and ERKs by NPY. Because of the importance of calcium in the
NPY-induced CRF release, we postulated that calcium dependent kinases might be
involved in this process. Since we have evidences of PKCs ( 16) and calcium-dependent
ERKs activation (data not shown) by NPY, we investigated the activation of both
CaMKII and ERK by NPY to ascertain their involvement in the signal transduction
pathways connecting NPY to CRF synthesis and release.
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The CaMKII is characterized by an activation-dependent autophosphorylation leading to
the promotion of a calcium/calmodulin independent activity (28). Therefore, a time-
course experiment was conducted to evaluate the induction of the autonomous form of
the kinase in presence of NPY (107 M). As shown in Fig 5, NPY produced a rapid
promotion of the autonomous form of CaMKIL This activation was already apparent
after 15 sec (P < 0.05) and the activity was maintained for an additional 30 sec, before

gradually returning to the basal level.

ERKs are catalytically activated by phosphorylation (29), which can be monitored by
Western blot using a phosphoERKs antibody. A time-course experiment was than
conducted to evaluate the induction of the phosphorylated form of the kinases in
presence of NPY (107 M). As shown in Fig 6, the incubation of cells with NPY leads to

a sustained ERKSs activation

Liffect of the protein kinase inhibitors on NPY induced synthesis and release of CRF. To
evaluate the involvement of the activation of PKCs, CaMKII and ERKs by NPY on the
stimulation of CRF synthesis and release, the cells were incubated in presence of
specific inhibitors of the three-kinase families. As shown in Fig 7a and 7¢c, cells
incubation with BIM (50 nM), a non-isotype specific inhibitor of PKCs (30), inhibited
NPY-induced CRF release (P < 0.05), but had no effect on CRF synthesis (Fig 7d).
Interestingly, the use of G66976 (1 pM), a specific inhibitor of the conventional
(calcium-dependent) and p PKCs (31, 32), had no effect on both NPY-induced release
and synthesis (Fig 7a, ¢, and d). On the other hand, CaMKIl, another calcium-dependent
kinase, appears to be linked to both synthesis and release, since the presence of AIP (1
UM), a specific inhibitor of this kinase (33), reduced NPY-induced CRF release by 45%
after 3 h and totally prevented NPY-induced CRF synthesis and release after 8 h (Fig 7c
and d). Finally, the cells incubation with PD 098056 (40 uM), an ERK kinase inhibitor
(34), had no significant effect on NPY-induced CREF synthesis or release (Fig 7a, ¢ and
d).
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Discussion

The syncytiotrophoblast layer of human placenta has been suggested to be the main
source of immunoreactive and biologically active CRF during the third trimester of
human pregnancy (7, 35). In this regard, cytotrophoblasts freshly isolated from human
term placenta have an undetectable level of CRF (36). However, in parallel with their
spontaneous differentiation to syncytiotrophoblast-like structure in vitro, they acquire
the ability to produce and release CRF (10, 36). NPY is also produced by the placental
unit (11, 14), and could be implicated in the stimulation of CRF release by the
syncytiotrophoblast (11).

All studies took place on the fourth day of culture, since preliminary experiments have
showed that this period coincides with the peak of secretory competence for both CRF
and hCG (data not shown). This is in accordance with the syncytiotrophoblastic origin of
these peptides. The syncytiotrophoblast model used, even though costly, time-
consuming and variable from preparation to preparation has the advantage to rely on
nontransformed cells containing the endogenous CRF gene. The present study shows
that addition of NPY to trophoblastic cells, on their fourth day in culture, results in an
increase in CRF synthesis and release. The stimulation of CRF release by NPY from
these cells during the 3-h incubation period is similar to previous result reported by
Petraglia et al. (11). Moreover, we showed for the first time that NPY modulates CRF
synthesis in trophoblastic cells. An up-regulation of CRF synthesis has been reported in
Y2 receptor bearing SK-N-BE2 cells transfected with the human CRF promoter (37).
Taking into account the up-regulated synthesis, the NPY effect on CRF release between
3h and 8 h appears mainly derived from this novel synthesis. After consideration, it
could mean that during a short incubation period (3 h), the NPY induces the release of
preformed vesicles containing CRF, while longer incubation period (8 h) allows the

production and the processing of new CRF by the trophoblastic cells.
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The syncytiotrophoblast displays on its maternal surface two types of NPY binding sites,
the Y, and Y; subtypes (16). Since NPY could stimulate CRF synthesis and release by
interacting with either one of them, we explored this possibility with the highly specific
Y antagonist, BIBP3226 (24). This molecule completely abolished the NPY-induced
CRF synthesis and release, thus strongly supporting the involvement of Y receptor
subtype in the neuropeptide effects. Our results also showed that a pretreatment of
trophoblastic cells with PTX, known to inactivate G; and G, proteins by ADP
ribosylation (38), caused a total inhibition of the NPY-induced CRF synthesis and
release, suggesting that some PTX-sensitive G-proteins are involved in this
syncytiotrophoblast response to NPY. This result is not surprising since in most cell

types studied, the Y, receptor is PTX-sensitive (39).

Calcium-dependent CRF secretion has already been suggested in placental explants and
cells (13, 36, 40). In these studies, KC1 induced a marked increase in CRF release,
which could be attributable to a depolarization-induced calcium influx in secreting cells.
In that respect, a study done on microdialyzed median eminence has shown that basal
and KCl-induced CRF releases are mediated by L-type calcium channel activation (40).
Since syncytiotrophoblast has been shown to possess these channels (42), as well as L-
type calcium channels dependent secretion process (43, 44), we used BAPTA/AM and
nitrendipine to investigate the possible involvement of calcium and these channels in the
NPY effects. The reduction of NPY-induced CRF release in presence of BAPTA/AM
strongly suggest the involvement of calcium in CRF release, while the involvement of
L-type calcium channels is unlikely according to the nitrendipine ineffectiveness. The
fact that this blocker has no effect on NPY-induced CRF release is not surprising, since
Y receptors, at the exception of those found in vascular smooth muscles, are generally
linked to L-type calcium channels inhibition (39) and therefore cannot account for the

stimulation.

Our previous study (16) has demonstrated that Y: receptors of human

syncytiotrophoblasts are linked to PLC-B activation. This activation leads to the
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cleavage of PtdInsP,, which generates 1,2 diacylglycerol (an activator of ¢cPKCs and
nPKCs) and Ins (1,4,5)P; (which has a permissive effect on IP3-R) (45). The inhibition
of NPY-induced CRF release and synthesis by U-73122 indicates that PLC-B activation
is partially responsible for the NPY effect, and almost totally accountable for the NPY-
induced CRF synthesis. However, a report showing a decrease of PYY binding to Y;
receptor following U-73 122 incubation (46) prompted us to further investigate the
involvement of InsP;-releasable intracellular stores, by using the InsP;-R blocker,
xestospongin C. The results obtained with xestospongin C reflect those obtained using
the aminosteroid inhibitor of PLC-B, indicating that a decrease of NPY binding, while
not excluded, cannot explain the inhibition seen with the use U-73122. Therefore, we
propose that in trophoblastic cells, NPY binds to its receptors which in turn activates
PLC-B. The generated InsP; binds its receptor, induces calcium release from the

intracellular store, which is responsible for the NPY-induced CRF synthesis and release. ‘

The use of SKF 96365 (an inhibitor of the receptor-mediated calcium influx, the
voltage-operated calcium channels (47) and SOC influx (27)) was initially planed to
investigate the influence of SOC calcium influx on the NPY-induced CRF synthesis and
release. The lack of specificity of this wide-range tool is not a problem since many
aspects of the calcium entry in syncytiotrophoblasts remain to be elucidated. Also, it is
likely to involve multiple calcium influx pathways. In the first time, our results showed
that SOC influx is implicated only in NPY-induced CRF release. In the presence of
NPY, either SKF 96365 or BAPTA/AM should induce the emptying of the calcium
stores, while the presence of U-73122 or xestospongin C should not. These results
suggest that the emptying of the store mediated by NPY could induced the activation of
a pathway implicated in CRF synthesis,

Our results obtained in presence of BAPTA lead also to another interrogation: Why the
calcium influx, which should be induced by the presence of this chelator alone (48), is
not enough by itself to induce the release of CRF? A possible explanation is that calcium

influx following the emptying of intracellular stores, even if SKF 96365 seems to be as
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efficient as U-73122 or xestospongin C in reducing NPY-induced CRF release, is not the

sole factor to its release, but rather a cofactor.

In the placenta, where PKCs are activated by NPY (16), nothing has been published on
either CaMKII or ERKs activities. To our knowledge, our results report a novel
relationship between phosphoERKs immunoreactivity or activity and G protein-coupled
receptor in trophoblastic cells. Our results clearly show that NPY promotes the
autonomous form of CaMKII. The kinetic of the stimulation is rapid and transient,
meaning that either the NPY effect on CaMKII could be rapidly desensitized or that the
receptor could be rapidly internalized. In this regard, ERKSs activation has been reported

for G protein-coupled receptor endocytosis (49).

ERKs are known as downstream effectors of Y receptors (50, 51). We have measured
the ERKs activation by their phosphorylation status (52), in presence of NPY. Our
results showed a biphasic activation of the ERKs by NPY, a first activation that is rapid,
followed by a sustained phase. Usually, the studies on ERKs activity induced by G
protein-coupled receptors look at short period, since a peak of ERKs activity is normally
found between 2 and 10 min. The significance of the sustained ERK activation is
intriguing, but not uncommon for receptor linked to PTX-sensitive G proteins (53).
Phosphatidylinositol 3-kinase, Ras- and PKC-dependent processes have been proposed
for the Y; receptor-mediated ERKs activation (50, 51). Nevertheless, a considerable
amount of work has to be done in order to ascertain which of these or other pathways are

implicated in trophoblastic cells,

Many studies, mainly done on hypothalamic cells have involved protein kinase A (PKA)
and PKCs as inducers of CRF synthesis and release (54, 55). However, in
syncytiotrophoblast, there is only evidence of the involvement of PKC in the inhibition
of CRF release (36). Our results indicate that CaMKII, ERKs and calcium-independent
PKCs are regulators of CRF release and/or synthesis. The use of the non-isotype specific
PKC inhibitor, BIM, inhibited NPY-induced CRF release but not its synthesis, while the



174
conventional and p PKCs inhibitor, G66976, did not. This means that novel or atypical
subtypes of PKCs are implicated in the NPY-induced CRF secretion and could represent
the cofactors associated with SOC influx responsible for CRF release. However, the
PKC isotypes activated following NPY receptors activation are not known in
syncytiotrophoblast. Previous studies have shown the presence of the three subfamilies
of PKCs in syncytiotrophoblast (56, 57). Since Y; receptors are linked to PLC and to
phosphatidylinositol 3-kinase (16), both novel and atypical PKCs could be involved. The
non-implication of PKC in the CRF synthesis induced by NPY is probably tissue
specific, since PKCs have been shown to be implicated in CRF gene expression in

transiently transfected chicken macrophages (58).

CaMKII is a ubiquitous enzyme that has been implicated in peptide hormone secretion
(59, 60). Our results with AIP clearly showed the involvement of this kinase in NPY-
induced CRF synthesis and release. The exact nature of the substrates involved in the
CaMKII action on CRF release is still unclear. In mouse pancreatic B-cells, this kinase
is involved in the early steps of the exocytotic machinery leading to insulin release (60).
The CaMKII has been implicated in the increasing of the size of the readily releasable
vesicle pool and in the decreasing time for the refilling of the vesicles. Then, the
implication of CaMKII in the NPY-stimulated CRF synthesis is in accordance with
previous studies (37, 61). In these reports, NPY has been shown to induce CaMKII
activity, which phosphorylates the cAMP response element binding protein (CREB).
The phosphorylated CREB interacts with the cAMP response element (CRE) within
several genes and leads to their transcription (37). Since CREs are found in the CRF
promoter (58, 62), we could hypothesize that a similar mechanism could be involved in
trophoblastic cells. Nevertheless, there is still a considerable amount of work that has to

be done in order to ascertain the role of CREB in the NPY-induced CRF synthesis.

In conclusion, our study indicated that Y, receptor links NPY to CRF synthesis and
release in trophoblastic cells, Furthermore, our results indicate that these NPY effects

are involved the PLC-InsP;-R axis and the CaMKII. They also showed that calcium
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independent PKCs are implicated in the stimulatory effects of NPY on CRF release. Our
results suggest the existence of a di\}ersity of biochemical pathways connecting the Y,
receptor to the CRF synthesis and release. Nonetheless, further studies are necessary to
elucidate the sequence of their involvment. Our results also suggest that we can add
PTX-sensitive G protein-coupled receptors, like the NPY-Y, receptor, to the growing list

of modulators of CRF synthesis and release.
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Legends of the figures

Fig.1. Effects of NPY on total CRF content and CRF release from human placental
trophoblasts. The cells in their fourth day of culture were serum starved for 1 h and
incubated for 3 or 8 h (a and b, respectively) in presence of increasing concentration of
NPY. CRF content was determined in the medium and cells lysate by RIA. Data
represent the mean + SE from 3 different placental cell preparations. (*P < 0.05, ** P <
0.01 versus basal)

Fig.2. Effect of BIBP3226 (Y, antagonist) and PTX on NPY-induced CRF synthesis and
release. PTX treatments (500 ng/ml) were done overnight, than the cells were serum
starved for 1 h. The BIBP3226 (5 uM) was added 10 min before NPY (107 M) and
incubated for 3 (a, b) or 8 h (c, d). CRF release (a, c) and total CRF content (b, d) were
determined by RIA. Data represent the mean + SE from 3 different placental cell
preparations. (*P < 0.05, *** P < 0.001 versus basal and *P < 0.05,"P < 0.01 versus

control)

Fig3. Effect of BAPTA/AM and nitrendipine on NPY-induced CRF synthesis and
release. Cells were loaded with BAPTA/AM (20 uM) for 30 min, and serum starved for
I h. Nitrendipine (2 uM) was added 10 min before NPY (o7 M) and incubated for 3 (a,
b) or 8 h (c, d). CRF release (a, ¢) and total CRF content (b, d) were determined by RIA.
Data represent the mean + SE from 4 different placental cell preparations. (*P < 0.05, **
P <0.01 *** P <0.001 versus basal and *P < 0.05,"™P < 0.001 versus control)

Fig4. Effect of U-73122, xestospongin C and SKF 96365 on NPY-induced CRF
synthesis and release. Cells were serum starved 1 h. U-73122 (5 uM), xestospongin C (1
uM) or SKF 96365 (50 pM) were added 10 min before NPY (107 M) and incubated for
3 (a, b) or 8 h (c, d). CRF release (a, ¢) and total CRF content (b, d) were determined by
RIA. Data represent the mean + SE from 3 different placental cell preparations. (*P <
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0.05, ** P < 0.01 *** P < 0.001 versus basal and P < 0.05, 7"'P < 0.01 ©P < 0.001

versus control)

Fig.5. Time-course of CaMKII activation by NPY. Cells were serum starved 1 h. The
medium was replaced by 200 pl of fresh medium 10 min before the addition of NPY
(107 M). At different interval of time, the medium was retrieved and ice cold lysis
buffer (75 pl) was added. The autonomous CaMKII activity was than measured as
described in Materials and methods. Data represent the mean + SE from 3 different

placental cell preparations. (*P < 0.05 versus basal)

Fig.6. Time-course of ERKs activation by NPY. Cells were serum starved 1 h. The
medium was replaced by 200 pl of fresh medium 10 min before the addition of NPY
(107 M). At different interval of time, the medium was retrieved and ice cold lysis
buffer (75 ul) was added. The phosphoERKs immunoreactivity was than measured as
described in Materials and methods. Data represent the mean + SE from 3 different

placental cell preparations. (*P < 0.05, **P < 0.01 versus basal)

Fig.7. Effect of BIM, G66976, AIP and PD 098056 on NPY-induced CRF synthesis and
release. Cells were serum starved for 1h. BIM (50 nM), G66976 (1 uM), AIP (1 pM), or
PD 098056 (40 uM) were added 10 min before NPY (107 M) and incubated for 3 (a, b)
or 8 h (c, d). CRF release (a, c) and total CRF content (b, d) were determined by RIA.
Data represent the mean + SE from 5 different placental cell preparations. (*P < 0.05, **

P <0.01 *** P <0.001 versus basal and *P < 0.05 versus control)
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CHAPITRE SIXIEME
DISCUSSION

Le syncytiotrophoblaste, de part sa situation stratégique au sein du placenta humain, est
destiné a occuper une place importante dans les échanges materno-foetaux.
L’accouchement, I’aboutissement ultime de la grossesse, est un exemple illustrant bien
la complexité de cette communication tripartite au sein de laquelle le CRF joue un role
clef (McLaen et al., 1995). Conséquemment, 1’étude des mécanismes généraux
impliqués dans le contrdle de la synthése et de la reldche de ce peptide revét une

importance certaine.

Le NPY, un peptide sécrété par le placenta, est un sécrétaguogue du CRF (Petraglia er
al., 1989c). De plus, le NPY est pour I'instant le seul agoniste, interagissant
exclusivement avec des récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques sensibles a
la PTX (Michel et al., 1998), impliqué dans le contrdle de la relache du CRF (Petraglia
et al., 1989¢c). Ce caractére distinctif du NPY le rend particuliérement intéressant,
puisqu’il suggére I’existence de nouvelles voies de contrdle de la synthése et de la

relache du CRF par le syncytiotrophoblaste.

La présente discussion sera constituée de trois segments ; la caractérisation des
récepteurs du NPY présents dans le syncytiotrophoblaste, la description des voies de

signalisation impliquées dans les effets du NPY sur la synthése et la reliche du CRF, et
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plus globalement P’implication possible du NPY dans I’établissement des conditions

favorables & I’accouchement. Cette discussion n’a pas pour objectif de reprendre celles
des articles, toutefois, dans les situations ot c¢’est nécessaire, les résultats seront

expliqués d’avantage ou dans un contexte plus global.

La caractérisation des récepteurs du NPY présents dans le syncytiotrophoblaste,

Les résultats des études de liaison (premier article) montrent une importante asymétrie
des sites de liaison pour le '*’I-NPY puisqu’ils sont localisés exclusivement sur les
BBM. De plus, ces sites sont hétérogeénes et composés d’une population mixte de
récepteurs Y; et Ys. Une ségrégation aussi complete des sites de liaison
syncytiotrophoblastiques pour une hormone est peu habituelle, mais rappelle celle des
récepteurs M; muscariniques (Pavia er al., 1997) et des récepteurs K-opioidergiques
(Porthe et al., 1982) qui sont exprimés presque exclusivement sur les BBM, de méme
que celle des récepteurs B-adrénergiques (Whitsett, 1980) et des récepteurs AT; de

Iangiotensine II (Jimenez et al., 1996) qui sont presque exclusivement sur les BPM.

Au début de cette étude, seulement le sous-type Y avait été cloné et caractérisé (Eva et
al., 1990,1992, Herzog ef al., 1992 ; Krause et al., 1992 ; Larhammar er al., 1992). Ce
récepteur, pour lequel ’ARN messager a été mis en évidence dans le placenta (Wharton
et al., 1993), se caractérise par une forte affinité pour des analogues du NPY ou du PYY,
sur lesquels la glutamine présente a la position 34 a été remplacée par la proline présente
a cette position sur le PP, par une perte progressive d’affinité pour les peptides dont la
portion amino-terminale est tronquée, et par une faible affinité pour le PP (Larhammar ef
al., 1992). Deux autres sous-types de récepteurs étaient bien acceptés, soient le sous-
type Y,, caractérisé par sa tolérance aux délétions amino-terminales et par son absence
d’affinité pour le [Leu’!, Pro**|NPY et le PP (Wahlestedt e al., 1986) et le sous-type Y3,
dépourvu d’affinité pour le PYY et le PP (Balasubramaniam ef al., 1990 ; Grundemar et
al., 1991 ; Wahlestedt et al., 1992).
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Comme c’est souvent le cas en physiologie et en pharmacologie, le clonage des sous-

types Y, (Gerald et al., 1995 : Rose ef al., 1995), Y, (Lundell ez al., 1995 ; Bard et al.,
1995), Ys (Hu ez al , 1996) et Y (Gregor et al., 1996b ; Matsumoto ef al, 1996) chez
Phumain, aurait pu venir brouiller les cartes. Heureusement, une incapacité pour le
produit du géne y6 humain de lier les membres de Ia famille du NPY I’exclut comme
site de liaison possible (Gregor et al., 1996b ; Matsumoto ef al., 1996 ; Rose et al.,
1997). Les sous-types Y et Ys démontrent une forte affinité pour le PP, ce qui les exclus
€galement comme sites de liaison possibles dans nos BBM. Donc, en accord avec la
présente classification des sous-types de récepteurs du NPY (Gehlert, 1998 : Michel et
al., 1998), les sites de liaison du NPY sur la membrane apicale syncytiotrophoblastique

seraient a 55% du sous-type Y; et 4 45% du sous-type Y3.

Les études fonctionnelles nous ont permis d’établir que ces sites de liaison étaient
associés a des voies de signalisation aboutissant & ’activation de la CaMKII, des ERK;,,
et des PKCs (premier et troisiéme articles). Toutefois, pour I’activation des PLC-B et des

PKCs, le seul axe ayant été exploré en ce sens, seul les récepteurs du NPY de type Y,

semblent impliqués.

Nos résultats montrent clairement que le NPY et le PYY stimulent avec une méme
efficacité et une méme puissance les phospholipases C-B. Quant a la nature des
récepteurs responsables de ’activation de la phospholipase, le déplacement de la courbe
concentration-effet d’environ 2 log vers la droite en présence de BIBP3226 (Rudolf et
al., 1994), un antagoniste non-peptidique du sous-type Y, totalement dépourvu d’affinité
pour les nouveaux sous-types Ya, Ys, Yy et Ys (Jacques ef al., 1995 ; Wieland er al.,
1995b ; Doods ef al., 1996 ; Gerald et al., 1996 ; Gehlert et al, 1996), permet de
suggeérer que I'effet des deux peptides débute par une interaction avec le récepteur de
sous-type Y;. L’antagoniste s’est d’ailleurs comporté comme prévu pour un antagoniste
compétitif, puisque son effet est totalement surmontable dans la fenétre de
concentrations de NPY et PYY utilisée (Abounader e al., 1994 ; Rudolf er al., 1994 ;
Jacques ef al., 1995 ; Wieland ez al., 1995b ; Doods et al., 1996).
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Les résultats présentés montrent également que le NPY et le PYY stimulent la

phosphorylation de la MARCKS-psd, un substrat synthétique correspondant a la portion
145-169 de la MARCKS, c’est-i-dire cbntenant les trois sérines cibles des PKCs (Graff
et al., 1991 ; Heemskerk et al., 1993). Ce peptide, de méme que I’holoprotéine, ont
d’abord été reconnus pour étre des substrats exclusifs des PKCs conventionnelles et
nouvelles (Stumpo ef al., 1989 ; Fujise et al., 1994 ; Uberall et al, 1997). Toutefois, des
études récentes montrent que la MARCKS-psd est le substrat des PKCs atypiques
(Herget et al., 1995 ; Douglas et al., 1999) de méme que de la PKCy (Dieterich ef al.,
1996). Une demiére étude propose que la MARCKS-psd est également la cible de la
PRK-1 (Palmer ef al., 1996), une protéine kinase apparentée aux PKCs (Mellor et
Parker, 1998). Les résultats de la présente etude, suggérent fortement que le NPY et le
PYY entrainent I’activation des PKCs, puisque la presque totalité de I’activité MARCKS
kinase est inhibée suite a une incubation avec du calphostin C. Néanmoins, il faut
considérer la possibilité qu’une petite portion de Pactivité MARCKS kinase mesurée soit
attribuable 4 la PRK-1.

La relation concentration-effet du NPY et du PYY sur Iactivité des PKCs montrent
également une dichotomie, le NPY étant plus efficace, tandis que le PYY démontre plus
de puissance dans I’activation des PKCs. L’hypothése la plus plausible, étant donnée
que les deux peptides interagissent avec le méme sous-type de récepteur et qu’ils
activent la PLC-B avec la méme efficacité et la méme puissance, est que activation des
PKCs par chacun des peptides dépend d’une ou de plusieurs voie(s) additionnelle(s). II
suffit donc d’imaginer que le récepteur de type Y, oscille entre des conformations, dont
une serait couplée a Iactivation des PLC-B. Le NPY aurait de Paffinité pour cette
conformation, mais également pour une autre, notamment une conformation apte a
activer la PI3-K. Cette derniére permettrait d’activer les PKCs avec une meilleure
efficacité. Le PYY, pour sa part, aurait de ’affinité pour la conformation capable de
stimuler les PLC-B, mais également pour une troisieme conformation couplée 4 une voie

de signalisation d’efficacité moindre a activer les PKCs.
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Finalement, en ce qui a trait aux voies de signalisation, le NPY entraine I’activation de la

CaMKII et des ERK,5. La cinétique de I’activation de la CaMKII montre qu’elle est
stimulée de fagon transitoire et que le retour a I’activité de base est rapide. En
comparaison, un influx calcique impliquant les L-VOCC (deuxieme article), prend
presque quatre fois plus de temps pour activer la kinase. La cause probable de cette
différence se trouve probablement au niveay de la compartimentation, c’est-a-dire que la
localisation de la kinase doit coincider avec la localisation des sites de relache sensibles
a PlIns(1,4,5)P; et non avec celle des L-VOCC. Il est effectivement connu que,
contrairement & 1’Ins(1,4,5)Ps qui diffuse dans toute la cellule, le calcium a une mobilité
restreinte due a la multitude des molécules, notamment, des protéines pouvant le fixer
(Allbritton et Meyer, 1993). Abondant dans le méme sens, entrée du calcium dans le
cytosol par les L-VOCC présents sur la membrane apicale du syncytiotrophoblaste
(Cimerikic ez al., 1998) devrait prendre un certain temps pour atteindre la CaMKII preés
des réserves de calcium, donc positionnée sous le collet d’actine. En effet, puisque la
majorité des protéines intégrales se retrouvent sur Pextrémité des microvillosités, le
calcium pour se rendre au cytosol, doit nécessairement traverser la botte et le collet
d’actine avec ses charges négatives (Tang et Janmey, 1996 ; Lange, 1999). En
conséquence, I’actine en jouant le role d’un eéchangeur de cations, devrait pouvoir
ralentir suffisamment le flux de calcium pour permettre une activation graduelle plutét
que progressive de la CaMKII (Lin et Cantiello, 1993). En ce qui concerne la fin abrupte
de I’activité de la kinase, qui d’ailleurs, est semblable pour les deux sources de calcium,
il est connu que la CaMKII est rapidement désactivée par diverses phosphatases, dont
une spécifique aux CaMK, qui est activé suite a l'activation de la CaMKII (Strack et al.,
1997 , Kameshita ef al., 1999 ; Kitani er al., 1999).

Les récepteurs et les mécanismes impliqués dans les effets du NPY n’ont pas été
investigués de fagon systématique pour toutes les voies de signalisation étudiée.
Toutefois, en se basant sur les résultats de la présente étude et sur nos connaissances de
la biochimie des récepteurs du neuropeptide Y, un schéma vraisemblable de la
signalisation cellulaire découlant de Iinteraction du NPY avec ces récepteurs a la

surface du syncytiotrophoblaste peut &tre proposé (figure 9). Le NPY en interagissant
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avec le récepteur de type Y; ménerait a ’activation des PLC-B, qui une fois activées,

génereraient du DAG et de l’Ins(l,4,5)P3 a partir du PtdIns(4,5)P; faisant parti des
constituants des BBM (Berridge ef al, 1989). L’Ins(1,4,5)P; interagirait ensuite avec ses
récepteurs positionnés sur les réserves intracellulaires. L’efflux de calcium qui
résulterait de cette interaction (Lechleiter et Clapham, 1992) ou Pinflux calcique
capacitatif concomitant (Putney, 1986,1990) fourniraient le calcium qui peut activer la
CamKII (Hanson et Schulman, 1992) et favoriser [I'interaction des PKCs
conventionnelles avec les phospholipides acides des membranes (Blobe er al., 1994). Le
diacylglycérol quant a Iui, permettrait a ces PKCs conventionnelles de méme qu’a des
PKCs déja amarrées, qu'elles soient conventionnelles ou nouvelles (Newton, 1995), de
se déployer et de passer a la boucle d’activation débutant par une phosphorylation par la
PDK-1 (Dutil et al., 1998 ; Garcia-Paramio er al., 1998). L’interaction du NPY avec ses
récepteurs menerait également a I’activation de la PI3-K, qui, une fois activée générerait
du PtdIns(3,4)P; et du PtdIns(3,4,5)P; a partir du Ptd(4)P et du PtdIns(4,5)P,
respectivement (Wymann et Pirola, 1998). Ces deux glycérophospholipides pourraient,
par la suite, entrainer directement une activation partielle des PKCs nouvelles et
atypiques (Nakanishi e al., 1993 ; Toker et al., 1994 ; Akimoto et al, 1996) et via
Pactivation de la PDK-1, permettre de compléter I’activation des trois classes de PKCs
(Chou et al., 1998 ; Dutil et al., 1998 ; Garcia-Paramio ef al., 1998 ; Le Good et al,,
1998). La PI3-K de méme que les PKCs et la CaMKII peuvent activer la voie des
ERK};. La premiére peut les activer suite 4 une action en amont de I’activation des
Yyrosine kinases cytosoliques (Lopez-Tlasaca ef al., 1997), les deuxiémes en amont des
Drosine kinases cytosoliques (Lev ef al., 1995) ou par I’activation directe de Raf-1
(Kolch et al., 1993) et la troisiéme par Iactivation indirecte des ERK)», mais en aval des
MEK,; (Muthalif et al., 1996). Finalement, le calcium libéré suite a la production
d’Ins(1,4,5)P; peut également via I’activation de tyrosine kinases cytosoliques tel Pyk-2,

entrainer I'activation des ERK,;; (Lev et al., 1995).
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Figure 7. Schéma représentant les principales voies de signalisation associées ou
proposées pour étre associées aux récepteurs du NPY présents dans le

syncytiotrophoblaste du placenta humain. Les abréviations sont les mémes que dans le
texte.
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Effet stimulateur du neuropeptide Y sur la sécrétion du facteur de reliche de Ia

corticostimuline par les cellules trophoblastiques du placenta humain

La grande majorité des études portant sur le contréle de la synthése ou de la reliche du
CRF a été effectuée sur des cultures primaires de trophoblastes isolés & partir de placenta
a terme (Petraglia e al 1987b, 1989a,1990b ; Robinson et al., 1988; Jones ez al ., 1989;
Riley et Challis, 1991 : Karalis et al., 1996). Les cytotrophoblastes du placenta humain a
terme obtenus par digestion enzymatique peuvent étre mis en culture pour quelques
jours dans un milieu contenant du sérum. Dans ces conditions, ils se différentient
morphologiquement et biochimiquement de fagon spontanée afin de former des ilots
syncytiaux selon un processus que I’on croit apparenté a la fusion des cytotrophoblastes
in vivo (Hoshina ef al., 1985 : Kliman ez al., 1986 ; Bax et al., 1989). Toutefois, il est
également établi que des cytotrophoblastes peuvent acquérir une compétence pour la
synthése et la sécrétion d’hormones, telle la hCG, sans pour autant se syncytialiser

complétement (Feinman ef al., 1986).

Nos résultats démontrent que le NPY suite & son interaction avec le récepteur de type Y;
augmente la quantité totale et la reliche du CRF par les cellules trophoblastiques a leur
4° journée en culture via des protéines G sensibles 4 la PTX. L’originalité de ces
résultats réside dans la mise en évidence d’une augmentation de la masse totale de CRF,
puisque Petraglia et al (1989¢) n’ont démontré qu’une stimulation de la reliche du
peptide par des cellules trophoblastiques en présence de NPY. Des études récemment
publiées ont montré que le NPY induit Ia transcription du géne codant pour le CRF, ce
qui suggére que I'augmentation de la masse totale de CRF est attribuable & une
augmentation de la synthése du peptide (Suda et al., 1993 ; Sheriff er al., 1997, 1998).
La sensibilité & la PTX implique que des protéines G; et/ou G, retrouvées dans le
syncytiotrophoblaste (Kenton et Johnson, 1994; Petit ez al,, 1995 ; El Mabrouk et al.,
1996) sont responsables des effets observés. Dans notre étude, I’effet du NPY semble
pouvoir étre subdivisé temporellement, soit un effet initial sur la reliche de granules

préformés et un effet sur Ia synthese se manifestant durant le temps d’incubation le plus
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long. Toutefois, rien n’exclut que les voies de signalisation responsables de ces effets

aient €té activées dans les premiéres minutes d’incubation.

Les résultats présentés dans le troisiéme article montrent que contrairement a la
synthese, une partie importante de la relache du CRF induite par le NPY est attribuable a
une augmentation du niveau de calcium intracellulaire. Cette implication du calcium
dans la reldche du CRF par le syncytiotrophoblaste avait d’ailleurs été proposée par trois
etudes ayant utilisé de fortes concentrations de KCI pour induire la reliche du peptide
(Thomson ef al., 1988 ; Sun et al., 1994 ; Ni et al., 1997). Toutefois, I'implication du
calcium dans la relache du CRF induite par le KCI n’a vraiment été confirmée, que lors
de la présente étude, alors que la chélation du calcium intracellulaire ou 1’antagonisme
des L-VOCC contrecarre complétement effet du KCl sur la reliche du CRF (deuxiéme
article). Les résultats montrent clairement toutefois que, contrairement & son effet sur la
reliche du CRF induite par le KCL et le Bay K8644, la nitrendipine est incapable de
contrer la reliche de CRF induite par le NPY (deuxiéme et troisiéme article), ce qui

exclut les L-VOCC comme médiateur des effets du NPY.

Nos résultats démontrent I'implication des PLC-B et d’une mobilisation des réserves
intracellulaires de calcium dans les effets du NPY sur la reliche du CRF (troisiéme
article). Ces résultats sont en accord avec notre démonstration d’une activation des PLC-
B par le NPY. Toutefois, les résultats obtenus en présence de U-73122 ou de
xestospongine C montrent également que I"activité de la PLC-B, de méme que la relache
du calcium, sont impliquées dans la stimulation de la synthése du CRF par le NPY.
L’effet du U-73122 pourrait étre attribuable 4 une baisse de I’affinité du récepteur pour
son ligand suite & I’inhibition de son interaction avec la PLC-B (Parker et al, 1998).
Toutefois, puisque Iinhibiteur des canaux sensibles a I'Ins(1,4,5)P; duplique les
résultats obtenus avec I’aminostéroide, nous sommes confiants d’étre témoins d’une
baisse de synthése du CRF découlant de la baisse de la relache de calcium. A premiére
vue, ceci semble irréconciliable avec les résultats obtenus en préincubant les cellules en

présence de BAPTA/AM, mais comme nous le verrons, les résultats obtenus a I’aide du
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SKF 96365 (Merritt ef al,, 1990 ; Mason ef al., 1991), un bloqueur non-sélectif des

influx calciques (ROCC, SOCC et VOCC), une hypothése plausible & ce sujet peut étre
avancée. En effet, I'utilisation du SKF'96365 initialement planifiée pour étudier le role
des influx calciques capacitatifs (ROCC ou SOCC) montrent qu’un influx de calcium est
nécessaire pour une pleine activation de la reliche du CRF, mais qu’une inhibition de
Pinflux du cation n’a que trés peu d’influence sur la synthése du CRF. Le point commun
entre le BAPTA/AM et le SKF 96365, qui les différentient du U-73122 et de la
xestospongine C, est qu’ils entrainent une vidange des réserves intracellulaires de
calcium. Ceci suggére que la vidange des réserves intracellulaires de calcium, pourrait

induire I’activation d’une voie impliquée dans le contrdle de la synthése de CRF.

Nos résultats montrent que le NPY stimule la CaMKII est qu'elle est impliquée dans
Peffets stimulateur du NPY sur la reliche du CRF (troisiéme article). Ceci est en accord
avec I'implication de la CaMKII dans la reliche et la synthése de nombreuses autres
hormones dans divers tissus et cellules (Wenham et al., 1992 ; Prpic et al., 1994 ; Cui et
al., 1996 ; Matovcik et al., 1997 ; Waters et al., 1998). Quant aux substrats impliqués,
certaines protéines impliquées dans des étapes précoces du processus de sécrétion, telles
la protéine associée aux microtubules de type 2 (MAP-2) et la synapsine 1, ont été
ciblées (Easom, 1999 ; Matsumoto ef al., 1999). Par exemple, concernant la reliche de
Pinsuline, la phosphorylation de ces deux substrats entraine une augmentation du
nombre de granules préts & étre relachés (Easom, 1999 ; Gromada et al., 1999 ;
Matsumoto ez al., 1999). Nos résultats montrent également que la CaMKII est impliquée
dans Deffet stimulateur du NPY sur la synthése du CRF. Ce qui est en accord avec
implication de la CaMKIL, via la phosphorylation de la protéine liant CRE (CREB),
dans Iinduction de la synthése du CRF par le NPY déja rapportée (Sheriff er al.,
1997,1998).

Finalement, nos résultats démontrent que des PKCs indépendantes du niveau de calcium
intracellulaire sont impliquées dans les effets du NPY sur la reliche du CRF (troisiéme
article). Ceci est en accord avec la stimulation des PKCs par le NPY et avec le role

presque universel des PKCs dans le phénoméne de la sécrétion (Rivera et Beaven,
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1997). Etant donné la multitude de cibles de ces kinases au sein de I’appareil de

sécretion, il est difficile de pointer sans équivoque celle(s) responsable(s) des effets
observés. Par exemple, 1’actine (Apgar; 1991 ; Walaas, 1999) et la chaine légére de la
myosine (Choi et al., 1994 ; Ludowyke et al., 1996) sont deux protéines qui doivent
subir une phosphorylation pour permettre aux granules d’atteindre la membrane
plasmique. Un autre exemple est ’annexine 2, une protéine présente dans certains
granules de sécrétion, qui doit subir une phosphorylation par les PKCs pour que la
fusion avec la membrane ait liey (Regnouf ez al., 1995 ; Delouche et al., 1997). Les deux
premiéres cibles seraient particuliérement importantes, puisque 1’effet principal d’une
activation des PKC dans un tissu sécréteur serait d’augmenter le pool de granules aptes a
étre sécrété (Zawalich er al,, 1991 ; Rivera et Beaven, 1997). Bien qu’a premiére vue,
ces résultats laissent croire que les PKCs conventionnelles ne sont pas compétentes a
favoriser la reliche du CRF, il n’en est rien, puisque les PKCs conventionnelles sont
impliquées dans I’augmentation de la relache de ce peptide suite & un influx calcique par
les L-VOCC (deuxiéme article).

En se basant sur les résultats de la présente étude, un scénario général des voies de
signalisation impliquées dans la stimulation de la synthese et de la reliche du CRF par le
NPY dans le syncytiotrophoblaste, peut étre proposé (figure 10). Selon ce scénario, le
NPY en interagissant avec des récepteurs du sous-type Y; couplés a des protéines G
sensibles &4 la PTX, entraine Iactivation de plusieurs voies de signalisation qui
convergent vers le contréle de la synthése et de la reliche du CRF. L’une de ces voies, si
ce n'est la principale, débute par I’activation des PLC- B. Cette activation, par la
geénération du DAG et de I’Ing( 1,4,5)P;, fournirait deux médiateurs intracellulaires
importants pour le contréle de la reliche et de la synthése du CRF. L’Ins(1,4,5)P3 généré
entrainerait la libération de calcium des réserves intracellulaires et ’activation
subséquente de la CaMKII. Cette kinase serait impliquée dans la phase initiale de la
réponse, en phosphorylant des protéines impliquées dans le transport des granules
contenant le CRF vers leurs lieux de reliche (Easom, 1999 ; Gromada ef al, 1999 ;

Matsumoto ef al., 1999) et dans la phase tardive en initiant une augmentation de la
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synthése du CRF. Cette augmentation de la synthése du CRF pourrait découler d’une

phosphorylation directe de CRER (Sheriﬂ‘ el al., 1997,1998). Le DAG libéré sous
Iaction des PLC-B entrainerait Pactivation des PKCs nouvelles qui seraient, quant i
elles, impliquées dans le transport des granules contenant le CRF de méme que dans leur
fusion avec la membrane (Rivera et Beaven, 1997). Une autre action du DAG pourrait
étre I'activation des ROCC egalement impliqués dans les effets du NPY sur la synthése
et la reliche du CRF. Les SOCC activés suite  la libération du calcium intracellulaire

pourraient également étre impliqués.

actine

Nouvelles

atypiques
Progression des

granules de CRF

Figure 10. Représentation schématique de la régulation par le NPY de la synthése et de
la reliche du CRF par le syncytiotrophoblaste du placenta humain. Les abréviations

sont les mémes que dans le texte,
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Un réle pour le NPY dans I’établissement des conditions favorables i la parturition

Nos résultats permettent de suggérer que le NPY joue un rdle dans le controle de la
synthése et de la relache du CRF par le placenta. Par le fait méme, il serait impliqué dans
la  maturation du foetus et dans I’établissement des conditions favorable 4
I’accouchement. Ces effets du NPY pourraient débuter trés tot durant la grossesse, c’est-
a-dire lorsque le ratio NPY/progestérone est maximum (Tulchinsky ef al., 1972 ;
Petraglia er al., 1989b) Ainsi sans le frein apposé par le stéroide placentaire, le
neuropeptide se retrouvant dans la chambre intervilleuse pourrait induire la synthése et
la relache du CRF par le syncytiotrophoblaste. Le CRF ainsi produit pourrait atteindre la
circulation feetale via les veines ombélicales (Goland ef al., 1986,1988 : Sasaki er al.,
1987b) et stimuler Paxe HHS feetal (Waddell, 1993). Ainsi, pourrait débuter les boucles
amplificatrices impliquant les glucocorticoides, I’ocytocine et les prostaglandines, et en
parallele, le NPY continuerait son action de sécrétaguogue. Ces boucles amplificatrices
etant responsables en grande partiec de la maturation foetale et se terminant
inévitablement par I’accouchement, le NPY aurait ainsi, un réle parmi les instigateurs de
ce processus complexe.

Toutefois, le role prépondérant que devrait avoir le NPY dans la reliche du CRF, en
périodes de stress physique ou psychosocial (Mormede et al., 1990 : Zukowska-Grojec,
1995), permet de lui proposer important dans 1’étiologie des accouchements
précoces. La modulation de la reliche du CRF ne serait pas la seule avenue empruntée
par le NPY pour parvenir i cette fin, puisqu’il entraine également la reliche de
Iactivine, un stimulateur de la production des prostaglandines, donc de la contraction
utérine (Petraglia et al., 1993b).

En conclusion, cette étude est une bonne introduction aux voies de signalisation
associées aux récepteurs du NPY dans les cellules trophoblastiques du placenta humain.
Elle a permis de tirer les grandes lignes des voies pouvant relier des récepteurs, couplés
aux protéines G sensibles a la PTX, 4 la synthése et la reliche du CRF. Elle ouvre les
portes sur d’intéressantes études pouvant mettre en place la nature spatio-temporelle des
interactions décrites dans cette thése. Notamment, des études seraient nécessaires afin de

déterminer quel(s) sous-type(s) de récepteurs du NPY sont impliqués dans la stimulation
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des CaMKII et des ERKs. Dans la méme veine, une approche utilisant des anticorps
neutralisants devrait permettre I’identification des isotypes de phospholipases C-B
impliqués dans les effets du NPY sur la synthése et la reliche du CRF. De plus, la
synthése du CRF pourait 8tre adressé directement par la quantification de I’ARN
messager du peptide. Evidemment, bien qu’il soit tentant de conclure sur Pimportance
relative de cette recherche, nous devons attendre la mise en évidence in vivo d’une
régulation de la reliche du CRF par le NPY, et encore plus fondamentale, la
consolidation du réle moteur du CRF dans les événements menant a ’accouchement.
Mais nul doute que cette étude aura permis de mettre en évidence la complexité de la
signalisation associée aux récepteurs du NPY de méme que celle associée aux

fluctuations de la concentration intracellulaire de calcium.
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