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RESUME

Le développement du placenta est possible grice a I’invasion des trophoblastes
dans I’endométre de la meére, ce processus étant lui-méme étroitement régulé par des
molécules pro et anti-invasives. Le Transforming Growth Factor f (TGF-B) est une
cytokine multifonctionnelle requise pour le développement embryonnaire et pour la
régulation de I’invasion par les trophoblastes. Un ou plusieurs isoformes du TGF-f sont
produits par I’utérus lors de la grossesse, particuliérement au moment de 1’implantation.
Récemment, nous avons démontré qu’une exposition au TGF-B3 augmentait la capacité
d’invasion des cellules endométriales. Le but de la présente étude est de déterminer si
certains isoformes du TGF-B peuvent également réguler I’invasivité des cellules
trophoblastiques.Nous avons tout d’abord débuté notre étude en déterminant si les deux
lignées cellulaires utilisées, soit les cellules HRP-1 et les cellules RCHO-1, possedaient
les récepteurs du TGF-B. Pour ce faire, des analyses de RT-PCR ont été effectuées et les
résultats obtenus nous ont permis de démontrer que les cellules exprimaient I’ARN des
isoformes du TGF-B et que les deux lignées cellulaires possédent les deux types de
récepteur. L’activation de différentes voies de signalisation pouvant étre induite par le
TGF-B, et qui pourraient avoir un réle a jouer dans la prolifération, la différentiation ou
’invasion des cellules trophoblastiques a par la suite été évaluée. Les résultats nous
permettent de constater que les voies de Smad, p38 MAPK et p44/42 (ERK) sont
activées par le TGF-B chez les deux lignées cellulaires. Des tests de prolifération au
MTT nous ont permis d’évaluer I’effet du TGF- sur la prolifération des cellules HRP-1]
et RCHO-1. Le TGF-p inhibe la prolifération des cellules HRP-1 alors que les cellules
RCHO-1 ne sont nullement affectées par le traitement. L’analyse des noyaux cellulaires
suite a la coloration avec le Hoechst, de méme que I’analyse des niveaux protéiques de
la caspase-3 clivée, nous a permis de vérifier que le TGF-B n’induisait pas I’apoptose
chez ces cellules. De plus, sachant que différentes voies de signalisation sont activées
par le TGF-B, nous avons voulu déterminer leur implication dans le contr6le de la
prolifération des cellules trophoblastiques. Ainsi, les résultats obtenus nous permettent

de penser que la voie de ERK pourrait étre partiellement impliquée dans le contréle de la



v

prolifération cellulaire, alors que la voie des Smads n’a aucun effet sur cette derniére.
Finalement, des tests d’invasion sur Matrigel ont démontré que les différents isoformes
du TGF-B modulaient la capacité d’invasion des cellules HRP-1 et RCHO-1. Ces
résultats suggerent que le TGF-f modulerait la prolifération ainsi que la capacité
d’invasion des cellules trophoblastiques. De plus, les voies de signalisation qui sont

activées par le TGF-p semblent avoir un réle a jouer dans ce processus.

Mots clés : TGF-p, trophoblaste, prolifération, apoptose, invasion, endometre
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Problématique

L’infertilité est définie comme étant I’incapacité d’un couple & procréer ou a
mener une grossesse a terme au bout d’une année ou plus de rapports sexuels non
protégés. Selon I’Organisation mondiale de la Santé (OMS), dans le monde, environ
15% des couples en age de procréer consulteraient pour des problémes d’infertilité. Chez
10% des couples, suite & plusieurs tests diagnostiques, 1’infertilit¢ demeure inexpliquée
[9]. Les échecs d’implantation demeurent un probléme non résolu dans I’é¢tude de Ila
reproduction et sont considérés comme la principale cause d’infertilité¢ chez les femmes.
Selon 1’équipe de Webb et al., les défauts d’implantation seraient responsables, a un taux
aussi haut que 78%, des échecs lors de la grossesse [10]. Par ailleurs, les deux tiers des
échecs d’implantation sont dus a une réceptivité utérine inadéquate alors que 1’autre tiers

est dii 2 I’embryon lui-méme [11;12].

Les recherches effectuées au cours des derniéres années ont mené a la découverte
de molécules essentielles au processus d’implantation de I’embryon, menant les
chercheurs a faire d’importantes avancées dans le domaine de la reproduction. Il a été
démontré que le Transforming Growth Factor-f (TGF-B) peut moduler les propriétés
invasives de certains types de cellules, telles les cellules cancéreuses [13;14]. Par contre,
son réle dans ’invasion de I’endomeétre par le trophoblaste lors de I’implantation reste
encore tres peu étudié. De plus, la présence des isoformes du TGF-f dans I’utérus lors de
la grossesse et jouant ainsi un réle dans I’implantation embryonnaire et le
développement placentaire a été démontrée [15;16]. C’est pourquoi 1’étude de I’impact
du TGF-p sur la signalisation, la prolifération et I’invasion des cellules trophoblastiques
est importante. Une meilleure compréhension des mécanismes régulant I’implantation de

I’embryon permettrait d’envisager des traitements pour les probleémes d’infertilité.



Notre étude fut réalisée avec des lignées cellulaires du rat, soit les cellules
trophoblastiques HRP-1, provenant d’un extrait de placenta et les cellules RCHO-1,

provenant d’un choriocarcinome.

Plus précisément, les cellules HRP-1 proviennent de la zone du labyrinthe du
placenta du rat. Cette zone est responsable des échanges entre la mere et le feetus. /n
vitro, il a été démontré que les cellules HRP-1 forment une monocouche de cellules
confluentes et qu’elles possédent la capacité de se différencier en cellules ressemblant

aux trophoblastes ainsi qu’au sac vitellin [17].

Les cellules RCHO-1 sont aneuploides (cellules constituées d’un nombre anormal
de chromosomes), elles sont faciles & mettre en culture et elles possedent la capacité de
se différencier, in vitro et in vivo, en cellules géantes du trophoblaste (Trophoblast Giant
Cells : TGCs) [18]. Les TGCs constituent 1’'une des premicres lignées des cellules
trophoblastiques a se différencier [19;20]. Ces cellules sont situées a ’interface materno-
placentaire et expriment les génes des membres de la famille des prolactines placentaires
[19-21]. Les cellules RCHO-1 ont entre autre été utilisées afin d’étudier la régulation du
cycle cellulaire [22-25], de la différenciation [26-28], ainsi que la capacité d’invasion
des trophoblastes [29;30]. Une des caractéristiques intéressante a propos de ces cellules
est qu’elles peuvent étre maintenues dans des conditions favorisant la prolifération, ou
bien les conditions de culture peuvent étre modifiées afin de promouvoir la

différenciation cellulaire [30-32].



1.2 Infertilité féminine

1.2.1 Causes

Les causes de I’infertilité sont multiples et touchent Ja femme dans environ 35%
des cas [33]. La fertilité chez la femme diminue lorsqu’elle atteint la trentaine et cette
diminution s’accélére avec le temps. Le poids, s’il est insuffisant, peut nuire a la fertilité
en nuisant aux cycles menstruels et & la fonction normale des ovaires. D’un autre coté,
’obésité peut jouer un role dans Uinfertilit¢ en influengant le métabolisme des
estrogénes et des androgenes, 1’accumulation des hormones stéroides dans le tissu
adipeux et en engendrant I’hyperinsulinisme, lesquels ont un impact sur de nombreuses
autres fonctions nécessaires a la reproduction [34;35]. De plus, I’exercice physique
pratiqué en exces peut aussi jouer un role dans I’infertilité en entrainant des irrégularités
au niveau du cycle menstruel [36]. Méme si aucune €tude n’a démontré clairement que
le stress ou les facteurs psychologiques nuisent a la fertilité, il semble qu’ils pourraient
contribuer & une baisse de la fertilité chez la femme, entre autre en déréglant le cycle
menstruel [37]. Le style de vie pourrait aussi nuire a la fertilité. Le tabac entrainerait une
diminution précoce de la réserve ovarienne, en plus d’avoir un réle a jouer dans un
nombre accru de fausses couches suite & des anomalies chromosomiques [38;39].
L’utilisation abusive de drogues telles que la cocaine, la marijjuana, les amphétamines et
les opiacés (héroine et méthadone) pendant la grossesse peut entrainer des avortements
spontanés, le décollement placentaire, des naissances prématurées ainsi que des
anomalies congénitales. Les effets de I’alcool sur le systeme reproducteur féminin sont
peu connus. Par contre, I’inhibition de 1’ovulation ainsi qu’une réduction significative de
I’estradiol et de la progestérone plasmatique ont été observé chez les rats aprés leur avoir
administré de 1’éthanol [40]. L’alcool est un tératogéne, et ses effets sur la grossesse sont
multiples : avortement spontané, retard de croissance, malformations congénitales et
retard mental [39]. Les infections transmises sexuellement (ITS), telles que la chlamydia
et la gonorrhée peuvent aussi étre responsable de la diminution de la fertilité chez la

femme [41;42].



Parmi les facteurs mentionnés précédemment, seul 1’Age est considéré comme
étant un probléme irréversible. Les autres facteurs peuvent étre contr6lés par la femme.
Les troubles de I’ovulation, le syndrome des ovaires polykystiques et autres problémes
de nature hormonale sont quelques exemples d’affectations touchant la femme et
pouvant diminuer la fertilité. Ces facteurs sont plus difficiles ou parfois méme
impossibles a traiter. L’endomeétriose, qui est la présence de tissu endométrial en dehors
de I’utérus, peut aussi amener une diminution de la fertilité en obstruant les trompes ou
par la formation de kystes qui perturbent la maturation des ovules, rendant ainsi
impossible une ovulation normale. Certains facteurs environnementaux tels 1I’exposition
aux produits chimiques ou aux radiations peuvent aussi constituer un danger pour la
conception ou la gestation. Les solvants organiques qui entrent dans le processus de
fabrication de divers produits de consommation tels que la colle, le plastique, le
caoutchouc, la teinture, les cosmétiques et bien d’autres libérent des substances volatiles,
qui ont des répercussions sur la fertilit¢ de la femme entre autre en augmentant les
risques de fausses couches ainsi que d’anomalies chromosomiques au niveau de I’ovule
[43-45]. Les pesticides et les insecticides, ainsi que les radiations ionisantes, telles que
les rayons X, ainsi que les radiations non ionisantes, comme les rayons UV peuvent

aussi augmenter les risques de fausses couches [46-48].

1.2.2 Traitements

Les traitements proposés pour régler les problémes d’infertilité chez la femme
sont multiples, allant du simple traitement hormonal & la chirurgie qui est parfois
nécessaire chez les femmes ayant les trompes obstruées ou endommagées, entre autre
par ’endométriose. Deux types de traitements hormonaux sont utilisés : les traitements
de I’hyperprolactinémie (exces de production de prolactine par I’hypophyse), ainsi que
les inducteurs de I’ovulation [49]. Si I’infertilité est due a une infection, un traitement
antibiotique est indiqué. Dans certains cas, des procédures plus complexes telles que
I’insémination artificielle ou la fécondation in vitro devront étre pratiquées afin de

permettre au couple de concevoir.



1.3 Implantation du blastocyste

1.3.1 Formation du blastocyste

Suite a la fécondation, plusieurs événements se succedent, entrainant la reprise de
la méiose. Ainsi, I’ovule fécond¢ subira des divisions cellulaires successives, passant
d’un stade de cellule mére a deux cellules au début de la premiére semaine de
fécondation, a la formation du blastocyste (figure 1.1) vers la fin de la 1°° semaine. Le
blastocyste est un stade du développement embryonnaire précoce chez les mammiféres
et I’lhomme. Il est issu d’un phénomene appelé blastulation qui consiste en la division
par mitose du zygote en blastomeres, qui se divisent a leur tour pour former la morula.
Les cellules externes de la morula forment le trophoblaste qui constituera le placenta.
Les cellules internes, quant a elles, s’amassent a un pdle de la morula et forment

I’embryoblaste ou bouton embryonnaire.

Trophoblaste

Embryoblaste

Figure 1.1 Schéma d’un blastocyste de 5-6 jours

A ce stade, le blastocyste est formé de deux types de cellules: les cellules du
trophoblaste, qui formeront les annexes de ’embryon (dont le placenta), ainsi que les

cellules de la masse cellulaire interne (embryoblaste) qui formeront I’embryon.

Tiré et adapté de Understanding Stem Cells : An Overview of the Science and Issues du

National Academies [5]



1.3.2 Sites d’implantation

Chez la plupart des espéces, I’implantation s’avére une étape critique pour la
reproduction. Pour que I’implantation soit un succes, I’endometre doit étre réceptif, le
blastocyste doit étre normal et une communication efficace doit pouvoir avoir lieu entre
les tissus maternels et embryonnaires [50;51]. L établissement d’échanges directs entre
la mére et I’embryon a lieu grice a des facteurs de croissance, des hormones, la matrice

extracellulaire (MEC) ainsi que par des molécules d’adhésion [52].

Parmi les facteurs de croissance impliqués, le facteur de croissance épidermique
(Epidermal Growth Factor : EGF) et le TGF-B. L’EGF est exprimé chez les cellules
déciduales, de méme que chez les cellules trophoblastiques [53]. L’EGF induit
I’invasion [54;55], la différenciation [56;57] et la prolifération [58] des trophoblastes. 11
a ¢té¢ démontré que I’EGF induisait 1’augmentation des niveaux de métalloprotéases
matricielles (MMP) MMP-2 et MMP-9 dans les cellules trophoblastiques [55;59;60],
molécules reconnues comme ayant un réle a jouer dans le processus d’implantation. Le
TGF-B est exprimé autant au niveau des cellules endométriales que des cellules
trophoblastiques [61]. Les effets du TGF-B sur la prolifération et I’invasion du

trophoblaste seront discutés un peu plus loin.

Les syncytiotrophoblastes, dont nous verrons la provenance a la section 1.4.1,
sécrétent des hormones incluant la progestérone ainsi que [’hormone chorionique
gonadotrophique humaine (hCG), lesquelles jouent un r6le important dans
I’implantation. Autre le maintien du corps jaune, I’hCG affecte aussi la croissance et la
différenciation cellulaire. Jusqu’a la neuviéme semaine de grossesse, les trophoblastes
expriment un récepteur a I’hCG tronqué et inactif. Par la suite, le récepteur passe sous sa
forme pleine longueur, permettant une régulation autocrine de I’hCG sur la
différenciation cellulaire [62]. De plus, I’hCG est reconnue pour augmentrer les niveaux
de MMP-9, un facteur clé dans I’invasion des trophoblastes [62]. La progestérone, qui
est essentielle a la préparation de I'utérus en vue d’accueillir I’embryon, est aussi
nécessaire au maintien de la grossesse. La progestérone agit via I’activation de ces

récepteurs : progesterone receptor A (PGRA) et progesterone receptor B (PGRB) [63].



Ces deux récepteurs peuvent étre considérés comme étant des récepteurs indépendants,
et ayant des activités transcriptionnelles différentes [64;65]. Le PGRB serait
prédominant chez le trophoblaste jeune, alors que le PGRA le serait chez le trophoblaste

a terme [63].

Les composantes de la matrice extracellulaire, incluant le collagéne, la
fibronectine, la laminine, la vitronectine et la trophinine influencent les fonctions
cellulaires en se liant aux intégrines, permettant 1’adhésion, la migration et la
différenciation cellulaire [66]. Chez I’humain, la trophinine est présente autant dans les
cellules du trophoblaste que dans les cellules épithéliales du placenta, et pourrait étre
impliqué dans !’implantation du blastocyste en formant un complexe moléculaire
d’adhésion entre les cellules [67;68]. Par contre, chez la souris, la trophinine ne joue pas
un role essentiel dans I’implantation de I’embryon puisque des souris dont le géne de la

trophinine a été inactivé sont tout de méme capables de se reproduire [69].

Les molécules d’adhésion cellulaires, telles que les intégrines et la mucine MUCI
ont aussi un rdle a jouer dans le processus d’implantation. Chez la femme pendant la
phase d’adhésion, le blastocyste indutt par voie paracrine un clivage de la MUCI au
niveau du site d’implantation [70]. La présence de MUCI1 a la surface des cellules
utérines empécherait 1’adhérence du blastocyste en dehors de la phase de réceptivité
utérine, puis le blastocyste arréterait localement ’expression du géne de la MUCI [67].
Les intégrines sont des molécules présentes a la surface des cellules étant a la fois
impliquées dans 1’adhésion cellulaire via des composantes spécifiques de la MEC et
agissant comme des récepteurs capables de transduire un signal dans les deux sens. Elles
sont constituées d’une sous-unité alpha et d’une sous-unité béta [71]. L’expression
spécifique des intégrines alBl, a4B1 et avp3 augmente dans I’endomeétre humain dans la
période du cycle correspondant a I’implantation, alors que 1’absence des deux derniéres
est associée a des problémes d’infertilité [72]. Chez la souris, lors du début de
I’implantation, on observe une augmentation de I’expression des sous-unités a2, abA et
a7 [73]. Comme chez la femme, une dérégulation de ces expressions entraine des

défauts d’implantation.



L’embryon peut s’implanter dans tous les tissus du systéme reproducteur de la
femme. De plus, dans la majorité des espéces, la totalité de la surface endométriale est
compétente pour I’implantation [74]. Cependant, lorsque I’implantation se situe dans
tout autre site que 1’utérus (on parle alors de grossesse ectopique), des complications
peuvent se produire, entrainant méme parfois I’arrét de la gestation. La figure 1.2 montre

les sites possibles d’implantation chez la femme.

Intraligamentaire

Interstitielle Isthmique )
Ampullaire

Utérus
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Abdominale
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Figure 1.2 Sites d'implantation chez la femme

Représentation du systéme reproducteur féminin et des différents types de grossesse

selon le lieu d’implantation. Tiré et adapté de Magazine Health [1]

Chez la souris et le rat, les sites d’implantations sont situés au niveau des cornes
utérines, tel qu’illustré sur la figure 1.3 ci-dessous. Chez le rat [75] et la souris [76],
I’induction de I’implantation requiert la présence de progestérone et d’cestrogéne afin
d’augmenter le développement pré-implantatoire dans le tractus reproducteur. Par
contre, chez la femme, 1’implantation peut se dérouler méme en absence d’estradiol, qui

est le principal cestrogéne de I’organisme[74]. Les oestrogénes ont pour but de stimuler



les cellules afin de les préparer a ’action de la progestérone [77]. La progestérone, quant
a elle, pourrait participer au maintien de la semi-allogreffe, car elle posséde une activité
anti-inflammatoire locale, et est aussi capable d’inhiber la phagocytose de méme que la

prolifération lymphocytaire au niveau de I’utérus [77].

_ Ovaire

__Trompe de
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Embryons

Figure 1.3 Sites d’implantation chez le rat et la souris

Représentation de I’anatomie de I’appareil reproducteur de la rate et la souris. Les sites

d’implantation se situent au niveau des cornes utérines.

Tiré et adapté de Ertzeid G, Storeng R Hum. Reprod. 2001 [7]

1.3.3 Fenétre d’implantation

L’endomeétre est un tissu unique dans lequel I’embryon ne peut s’implanter qu’au
cours d’une période bien précise ou I’endométre est dans une phase dite réceptive, la
fenétre implantatoire ou fenétre d’implantation. La fenétre d’implantation différe entre
les espéces. Ainsi, chez les humains, tel que I’illustre la figure 1.4, cette période de

réceptivité s’étend du jour 20 au jour 24 d’un cycle menstruel normal [78]. Chez les
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rongeurs, tels que le rat ou la souris, cette période se situe entre les jours 4 et 5 de la

gestation [52;79].
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Figure 1.4 Fenétre d’implantation au cours du cycle menstruel chez la femme

L’implantation de I’embryon a lieu a un moment bien précis du cycle menstruel, soit la
fenétre d’implantation, comprise entre les jours 20 et 24 (zone ombragée). Les
différentes phases du cycle menstruel sont: A) menstruation, B) prolifération, C)

sécrétion et D) fenétre d’implantation.

Tiré et adapté de http://www.embryology.ch/ [4]

1.3.4 Phases de 'implantation

L’implantation est un processus qui se déroule selon une succession bien précise
d’étapes caractérisées par le degré de contacts entre les cellules épithéliales utérines et
trophoblastiques [80]. Quelques jours suivant la fécondation, la membrane pellucide
entourant 1’ceuf fécondé se rompt, entrainant 1’éclosion du blastocyste (figure 1.5). Les
trophoblastes, les cellules qui sont 4 la surface du blastocyste, entrent alors en contact
avec l’endomeétre. Seules les cellules trophoblastiques ont la capacité d’adhérer a

I”épithélium utérin [81].
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Afin que Dl’implantation puisse se produire, des remaniements profonds de
I’endometre et du trophoblaste doivent avoir lieu. Parmi les modifications que doit subir
I’endométre, on retrouve : ’augmentation de la perméabilité des capillaires, un ccdeme
de la muqueuse et des remaniements des constituants de sa MEC (fibronectine,
collagénes et laminine). De plus, chez les espéces a implantation invasive, la réaction
déciduale du stroma endométrial fait partie des changements majeurs observées lors de
I’implantation [74]. Suite a ces changements, les deux tissus sont en mesure d’adhérer,

mais seulement au site d’implantation.

La premiere étape de I’implantation consiste en I’orientation du blastocyste, de
fagon a présenter son bouton embryonnaire face a I’endometre. L’embryon lui-méme est
en mesure de favoriser son implantation en émettant des signaux précoces tels que la
libération d’histamine et du facteur activateur des plaquettes (PAF) [82]. La libération
d’histamine par I’embryon permet de modifier la perméabilité capillaire et la réponse
immune [83] alors que le PAF d’origine embryonnaire serait responsable de I’ccdéme et
de I’augmentation de la perméabilité vasculaire observés au site d’implantation, soit
directement, soit pas I’intermédiaire de la prostaglandine E; (PGE,) [77]. Les premiers
contacts entre les cellules trophoblastiques et utérines surviennent lorsque le blastocyste
est plaqué sur I’épithélium utérin. La prochaine étape consiste en une adhésion stable,
empéchant I’ceuf d’étre éliminé par simple lavage. Comme tout autre épithélium, celui
de I’endometre est non adhésif, car il est recouvert de glycoprotéines formant le
glycocalyx. Au cours de la période de réceptivité utérine, on observe chez plusieurs
espéces une modification de 1’épaisseur et de la composition du glycocalyx, permettant a
P’implantation d’avoir lieu. Ainsi, chez la souris, un amincissement du glycocalyx sur
I’ensemble de la muqueuse utérine peut étre observé lors de la phase pré-implantatoire,
alors que chez la femme, on note une augmentation de son épaisseur [84]. Un systeme
d’interpénétration permet aux microvillosités a la surface des trophoblastes de se faufiler
au travers des cellules épithéliales utérines, permettant 1’établissement de complexes
jonctionnels, rendant I’adhésion plus solide. La derniere étape du processus
d’implantation, [’invasion, permet au blastocyste de pénétrer plus ou moins

profondément dans I’endométre selon les espéeces.
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Figure 1.5 Etapes menant a l'implantation de I'embryon dans I'endométre.

A) Eclosion du blastocyste. B) Adhésion a I’endométre. C) Adhésion stable du
blastocyste. D) Invasion de 1’endométre. (1. Epithélium de la muqueuse utérine 2.

Hypoblaste 3. Syncytiotrophoblaste 4. Cytotrophoblaste 5. Epiblaste 6. Blastocéle)

Tiré de http://www.embryology.ch/ [4]
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1.4 Invasion de I’endométre par les trophoblastes

1.4.1 Différenciation du trophoblaste

Présent des le tout début du développement embryonnaire, le trophoblaste
constitue la couche périphérique du blastocyste. Plus tard dans le développement, il se
différenciera en deux couches : la couche interne, cytotrophoblaste et la couche externe,
syncytiotrophoblaste, qui formera le placenta. Les cytotrophoblastes sont des cellules
bien individualisées et elles sont les seules capables de proliférer et d’assurer le
renouvellement des cellules trophoblastiques. Les syncytiotrophoblastes forment quant a
elles un tissu multinucléé sans limites cellulaires distinctes [85]. Ces dernieres sécrétent
des enzymes protéolytiques, comprenant plusieurs métalloprotéinases, qui lui permettent
de traverser la lame basale et de pénétrer dans le stroma sous-jacent au contact des
vaisseaux sanguins utérins. Chez la femme, le syncytiotrophoblaste se développe
rapidement, et lorsque la pénétration du blastocyste dans I’endometre est achevée, il va

entourer completement 1’embryon [85].

In vitro, la stimulation de la différenciation des cellules du cytotrophoblaste en
syncytiotrophoblaste est assurée par I’hCG [86;87]. Cette hormone, qui permet de
confirmer la grossesse chez la femme, est synthétisée sous la forme de deux sous-unités,
a et B, par le syncytiotrophoblaste et est libérée dans la circulation maternelle sous forme
de dimere a/B constituant I’hCG [88]. L’hCG peut étre détectée aussi tot que 6 a 9 jours

suivant la conception, soit au moment de 1’implantation du blastocyste [89].

La différenciation du trophoblaste s’effectue selon deux grandes voies [90]: le
trophoblaste villeux, qui baigne dans le sang maternel de la chambre intervilleuse et qui
est impliqué dans tous les échanges feeto-maternels de méme que la fonction endocrine
du placenta, ainsi que le trophoblaste extravilleux, qui participe au remaniement des

arteres spiralées utérines et a 'ancrage du placenta au niveau de ’utérus.
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1.4.2 Invasion par le trophoblaste

Au moment de I’implantation, les cellules du trophoblaste proliférent au site méme
de I’implantation. Puis, afin de favoriser I’implantation profonde de 1’embryon, les
cellules trophoblastiques entrent en contact avec les cellules épithéliales de I’endomeétre
et ces derniéres entrent en apoptose [91]. Ce processus de migration et d’invasion des
trophoblastes dans I’endometre utérin est influencé entre autres par les protéines de la
MEC, telles que les intégrines et les cadhérines. Il existe 3 modes d’invasion, selon le
type de pénétration de 1’épithélium utérin par les trophoblastes: 1’invasion par
déplacement (chez le rat ou la souris), I’invasion par fusion (chez le lapin) ou I’invasion
par intrusion (chez ’humain) [92]. Chez la femme, le syncytiotrophoblaste s’insére entre
les cellules épithéliales utérines avant de les phagocyter. Chez le rat, une fois au contact
de la membrane basale, les cellules trophoblastiques émettent des prolongements
cytoplasmiques facilitant ainsi le décollement des cellules épithéliales qui entrent alors

en apoptose, avant d’étre phagocytées.

1.4.3 Mécanismes de ’invasion de I’endomeétre

L’invasion est un processus qui se décompose en 3 étapes [74], dont la premiere
constitue la liaison des cellules trophoblastiques aux constituants de la membrane basale

de la MEC par des récepteurs spécifiques, les intégrines.

La deuxieme étape de I’invasion consiste en I’activation des protéases. Afin que le
trophoblaste puisse progresser dans le stroma utérin, des composants de la MEC et de la
membrane basale se doivent d’étre clivées. Ce réle revient a la plasmine ainsi qu’a des
enzymes appartenant a la famille des MMPs. Les cellules trophoblastiques humaines
sécrétent la MMP-2 et la MMP-9 [93], alors que chez la souris [94] et le rat [30], les

études effectuées démontrent une expression de MMP-9.

La derniére étape est celle de la migration des cellules trophoblastiques par
ancrage sur les protéines de la MEC et/ou de protéines déciduales, telles que I’Insulin

Like Growth factor Binding Protein-1 (IGFBP-1) par I’intermédiaire d’intégrines dont
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’expression varie au cours du processus. L’IGFBP-] est sécrétée sous ’effet de la
progestérone, de ’EGF et de I’insuline [77]. De plus, I'IGFBP-1 contient une séquence
RGD (Arg-Gly-Asp) de reconnaissance des intégrines, qui peut en particulier fixer
I’intégrine a5B1 [77]. Pendant la migration des cellules trophoblastiques humaines, on
observe une disparition de l’intégrine a6pB4 au profit de l'intégrine aSBl [74]. Le
complexe formé de IGFBP-1/intégrine a5B1 contribue peut-étre a faire augmenter la

migration cellulaire en diminuant I’interaction avec la MEC déciduale[77].
1.4.4 Contrdle endocrinien

Afin que I'implantation puisse se dérouler correctement, une action préalable sur
I’utérus par les oestrogénes, en particulier I’estradiol (E2), et la progestérone (P4) doit
avoir lieu au cours du cycle menstruel et lors des premiers stades de la gestation [95;96].
Les oestrogenes (estradiol, oestrone et oestriol) sont produites par le placenta [97] et
agissent par l’intermédiaire de leur liaison avec leurs récepteurs spécifiques qui
abondent dans les tissus utérins. Une action cruciale des oestrogénes est d’induire la

synthese intracellulaire des récepteurs a la P4 [98].

La P4 est une hormone indispensable a 1’établissement de la gestation et elle a
pour role d’assurer un milieu favorable au développement de !’embryon et a son
implantation. Par contre, la lutéolyse (régression du corps jaune) doit étre inhibée afin de
maintenir la sécrétion de P4. Afin que la transformation du corps jaune cyclique en corps
jaune gestatif puisse avoir lieu, il doit y avoir inhibition de la lutéolyse ainsi que le
maintien de stimuli hormonaux lutéotropes [74]. Le maintien de la sécrétion de la P4 par
le corps jaune dépend de I’hCG chez les humains. Chez les rongeurs, s’il y a gestation,
le corps jaune persiste jusqu’au terme car I’embryon provoque la transformation des
cellules du stroma en cellules déciduales, inhibant ainsi la lutéolyse en favorisant la
sécrétion de la prostaglandine E; au lieu de la prostaglandine F,a. De plus, le placenta
sécréte une hormone lactogéne placentaire a activité lutéotrophique (PLII) et des
oestrogenes (lutéotrophiques chez les rongeurs). Par ailleurs, I’E2 provoque directement
la croissance du corps jaune et sa sécrétion de P4 méme en absence de 1’hormone

lutéinisante (Luteinizing hormone: LH) [74].
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Chez les différentes espéces, I'importance de I’E2 au moment de 1I’implantation est
différente. Chez la rate et la souris, I’E2 est indispensable alors que chez la femme,

I’implantation peut tres bien se dérouler en absence d’E2 [99].

1.5 Facteur de croissance transformant béta

1.5.1 Description et roles

La superfamille du facteur de croissance transformant béta comporte une trentaine
de membres retrouvés dans tout le regne animal, dont les TGF-fs, les activines et les
BMPs (Bone Morphogenic Proteins). Les facteurs de croissance, y compris le TGF-,
sont impliqués dans un grand nombre de processus biologiques liés au développement, &
I’homéostasie, a la reproduction et a la réparation des tissus. Plus particuliérement, le
TGF-f est connu comme étant un peptide multifonctionnel ayant entre autre pour réle de
réguler I’expression des protéines de la MEC, la prolifération et la différenciation
cellulaire, I’apoptose et I’angiogenese [16;100]. Le TGF- peut aussi réguler la capacité
d’invasion de plusieurs types de cellules [101], en plus de jouer un r6le dans
I’implantation de I’embryon et le développement placentaire. Sous forme exogene, le
TGF-p facilite le développement embryonnaire i vifro en promouvant la prolifération et
le développement du blastocyste et en augmentant le nombre de cellules du blastocyste
[102-104]. De nombreux types cellulaires synthétisent du TGF-B dont les plaquettes, les
macrophages, les fibroblastes, les ostéoblastes et les cellules épithéliales. Plusieurs types

de cellules cancéreuses produisent également du TGF-f3.

Chez ’humain, le TGF-B1 est fortement exprimé au niveau des tissus de la rate, et
joue un role de maintien des fonctions immunitaires. Le TGF-B1 et le TGF-p2 sont
exprimés dans 1’oocyte en développement ainsi que dans 1’embryon[105]. Le TGF-3
est quant a lui exprimé principalement au cours de 1’embryogénese, notamment lors de

la gastrulation [106;107].
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Au niveau de I’endométre plus spécifiquement, le TGF-B2 est localisé de fagon
prédominante au stroma, alors que le TGF-B1 et TGF-B3 sont présents autant au niveau

des cellules épithéliales que stromales [108-110].

1.5.2 TGF-p dans ’implantation et I’invasion

Des études ont permis de démontrer I’expression des trois isoformes du TGF-§
dans I’utérus de rates gestantes [15]. En effet, on observe une augmentation des niveaux
de TGF-B1 et de TGF-B2 dans les cellules épithéliales et dans le stroma en début de
gestation, au moment de I’implantation. Leur expression est cependant détectée tout au
long de la gestation, en étant particulierement élevé durant les phases apoptotiques telles
que lors de la régression de la déciduale basale. Par contre, I’expression du TGF-3 n’est
pas détectée au début de la gestation, suggérant que son action n’est pas requise lors de

I’implantation [15;101;111;112].

De plus, chez I’humain, le TGF-B jouerait un réle dans I’implantation, par la
stimulation de production de fibronectine ou de VEGF (vascular endothelial growth
factor) [113;114] ou alors en promouvant I’adhésion des trophoblastes a la MEC [115].
Il serait aussi responsable de la mise en place de I’implantation en promouvant la
décidualisation des cellules du stroma endométrial. De plus, une étude a démontré que le
TGF-Bl serait responsable de [’augmentation de la production, par les cellules
épithéliales, d’une cytokine favorisant I’implantation, le leukemia inhibitory factor (LIF)
[116].

Par ailleurs, une étude effectuée précédemment montre que le TGF-B inhibe la
prolifération et I’invasion des trophoblastes, probablement en diminuant I’activation des
MMPs et en stimulant la sécrétion de leurs inhibiteurs (TIMPs) [117]. Une autre étude
montre que la capacité d’invasion des trophoblastes suite a un traitement avec le TGF-j
est due a une diminution des niveaux de MMP-9 et de I’activateur du plasminogéne de
type urokinase (uPA), sans affecter les niveaux de TIMPs ou la prolifération cellulaire

[112]. De plus, des concentrations élevées de TGF-B1 dans le plasma de femmes
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souffrant de pré-éclampsie ont été observées [118], ce qui pourrait expliquer le défaut

d’implantation au cours de la prééclampsie [119].

1.5.3 Structure

Chez les mammiferes, il existe trois isoformes du TGF-B; TGF-B1, TGF-B2 et
TGF-B3. Tous trois sont codés par des genes distincts, situés sur des chromosomes
différents. Du point de vue de leur structure, ces trois isoformes, possédant de 76 a 80%
d’homologie entre leurs séquences protéiques, sont treés similaires. Le poids moléculaire
de chacun des isoformes differe 1égerement avec 15, 12.5 et 12 KDa pour le TGF-$1, 2
et B3 respectivement. Le TGF-B est synthétisé sous forme d’un précurseur inactif clivé
seulement avant la sécrétion. Le LTGF-f (pour Latent TGF-f) requiert une maturation
pour se fixer a son récepteur et induire une réponse cellulaire. Il est constitu¢ d’un
peptide signal de sécrétion dans sa région aminoterminale, d’une région appelée LAP
(pour Latency Associated Protein) et d’une région carboxyterminale. C’est cette partie
qui constituera le TGF-B actif aprés maturation. La forme biologique active du TGF-$
est constituée par un homodimére dont les deux chaines sont liées par des interactions
hydrophobes et par un nccud de six cystéines qui forment trois ponts disulfures
[120;121]. La dimérisation du TGF- est possible grace a I’engagement d’une septiéme

cystéine dans un pont disulfure reliant les deux monoméres.
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1.5.4 Récepteurs et signalisation

Afin qu’il puisse exercer ses fonctions, le TGF-B doit se lier & un récepteur
transmembranaire possédant une activité sérine/thréonine kinase au niveau de sa partie
cytoplasmique [121;122]. La figure 1.6 nous montre le TGF-B se liant au récepteur. En
fait, il y a deux types de récepteur qui ont été caractérisés, soit le récepteur de type I ou
TBR-I et le récepteur de type II ou TRR-II. Ces récepteurs sont composés d’une petite
région extracellulaire riche en cystéine et d’un domaine intracellulaire ou se situe leur
domaine kinase. Le récepteur de type I se distingue du récepteur de type I par le fait
qu’il demeure inactif s’il n’est pas phosphorylé ainsi que par la présence d’un domaine
GS cytoplasmique (séquence riche en glycine et sérine) qui précede le domaine kinase

[123], alors que le TBR-II posséde une activité kinase intrinseque.

Le TGF-p se lie tout d’abord au récepteur de type II, entrainant la reconnaissance
et le recrutement du récepteur de type 1. Le TBR-I peut alors étre activé par la
phosphorylation de résidus sérines et thréonines dans son domaine GS. La structure
dimérique du TGF-B suggére qu’il fonctionne en associant ensemble une paire de
chacun des types de récepteur, entrainant ainst la formation d’un complexe
hétérotétramérique [120;121]. Les deux chaines de TPR-II phosphorylent alors les
chaines de TPR-I, qui a leur tour vont phosphoryler leurs substrats [124-126].

Le bétaglycane, aussi connu sous le nom de récepteur de type III (TPR-III), permet
la fixation du TGF-B au TBR-II avec une meilleure affinité [120]. Il n’a par ailleurs pas
été montré si cette molécule peut initier par elle-méme la transduction d’un signal
cellulaire, mais il semblerait qu’il ne puisse transmette directement un signal cellulaire

[127].
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Figure 1.6 Liaison du TGF- sur son récepteur

La liaison du TGF-P se fait sur le récepteur de type II, ce qui entraine le recrutement du
récepteur de type I et son activation par la phosphorylation de résidus sérines et

thréonines dans son domaine GS.

Tiré et adapté de Medecine World [2]
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1.6 Signalisation cellulaire activée par le TGF-p

Les cellules ont différentes formes de communication dont: la signalisation
paracrine, autocrine, endocrine et synaptique. Précédemment, nous avons mentionné que
certaines cellules du corps humain sécrétaient du TGF-B. Parmi celles-ci, certaines
possédent les récepteurs du TGF-B, leur permettant ainsi d’établir une signalisation
autocrine, en plus de la signalisation paracrine pouvant étre induite. Par ailleurs, le TGF-
B, de méme que d’autres facteurs de croissance et cytokines, exercent leurs effets
biologiques sur les cellules cibles en activant spécifiquement différentes voies de
signalisation cellulaire. Afin d’activer la voie de signalisation, le ligand doit interagir
avec son récepteur spécifique, entrainant la multimérisation des chaines du récepteur.
Les protéines kinases ainsi activées vont, grace a la phosphorylation, activer certaines
protéines cytoplasmiques, permettant [’activation d’une cascade de phosphorylation
aboutissant a la propagation et a ’amplification du signal. Dans une méme cellule, un
méme récepteur est en mesure d’activer plusieurs voies de signalisation. La figure 1.7
résume [’activation de ces voies en présence de TGF-B. Quelques-unes des principales

voies activées par le TGF-3 seront décrites en détails un peu plus loin.
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Figure 1.7 Voies de signalisation cellulaire induites par le TGF-

Le TGF-B se lie & son récepteur de type II, ce qui entraine la phosphorylation du
récepteur de type I sur des résidus spécifiques (sérine et/ou thréonine). Une fois activé,
ce dernier va a son tour phosphoryler les protéines Smad2 ou Smad3, entrainant la
formation d’un complexe avec la protéine Smad4. Le complexe ainsi formé sera
transloqué dans le noyau ou il jouera son rdle de facteur de transcription. Le TGF-f peut
aussi activer des voies de signalisation Smad-indépendantes telles que les voies de p38

MAPK, ERK 1/2, JNK ainsi que la voie de la PI3K.

Tiré et adapté de SABschience, Qiagen Company [6]
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1.6.1 Voie des SMADs

La transduction du signal induit par le TGF-f, du récepteur jusqu’au noyau, est
principalement assurée par la famille de facteurs de transcription Smads (de la fusion de
Sma et Mad, noms des deux premiers membres identifiés chez C. elegans et la
drosophile respectivement) [121]. Trois groupes fonctionnels forment cette famille.
Premiérement, les Smads associés au récepteur (R-Smads), qui