> UNIVERSITE

Y DE GENEVE Archive ouverte UNIGE

https://archive-ouverte.unige.ch

This version of the publication is provided by the author(s) and made available in accordance with the
copyright holder(s).

Immunolocalisation des métalloprotéases et de certains oncogenes dans
le trophoblaste du premier trimestre

Kohlik, Magdalena

How to cite

KOHLIK, Magdalena. Immunolocalisation des métalloprotéases et de certains oncogénes dans le
trophoblaste du premier trimestre. Doctoral Thesis, 2004. doi: 10.13097/archive-ouverte/unige:263

This publication URL: https://archive-ouverte.unige.ch/unige:263
Publication DOI: 10.13097/archive-ouverte/unige:263

© This document is protected by copyright. Please refer to copyright holder(s) for terms of use.


https://archive-ouverte.unige.ch
https://archive-ouverte.unige.ch/unige:263
https://doi.org/10.13097/archive-ouverte/unige:263

UNIVERSITE DE GENEVE FACULTE DE MEDECINE

Section de médecine clinique
Département de gynécologie-obstétrique

These préparée sous la direction du Professeur Paul Bischof

IMMUNOLOCALISATION DES
METALLOPROTEASES ET DE CERTAINS
ONCOGENES DANS LE TROPHOBLASTE DU

PREMIER TRIMESTRE

These
présentée a la Faculté de Médecine
de I’Université de Genéve
pour obtenir le grade de Docteur en médecine
par
Magdalena Kohlik
de

Mellingen (AG)

Theése n°® 10389

Genéve

2004



FACULTE DE MEDECINE

DOCTORAT EN MEDECINE

Thesede:
Madame Magdalena KOHLIK
originaire de Mellingen (AG)

Intitulée :

IMMUNOLOCALISATION DES METALLOPROTEASES ET DE CERTAINS
ONCOGENES DANS LE TROPHOBLASTE DU PREMIER TRIMESTRE

La Faculté de médecine, sur le préavis de Monsieur Paul BISCHOF, professeur fitulaire au Département de
gynécologie et obstétrique, autorise Iimpression de la présente thése, sans prétendre par la émettre d'opinion
sur les propositions qui y sont énoncées.

Geneve, le 30 aolt 2004

These n° 10389
Jean-Louis CARPENTIER
Doyen
NB.- La thése doit porter la déclaration précédente et remplir les conditions  énumérées

dans les "Informations relatives a la présentation des théses de doctorat a [I'Université
de Geneve".



REMERCIEMENTS

Je tiens a exprimer toute ma reconnaissance a mon directeur de these, le Professeur Paul Bischof
pour son enthousiasme sans fin, sa disponibilité, son aide et soutien précieux tout au long de ce

travail. Il m'a permis de découvrir un nouvel aspect passionnant de notre métier.

Je remercie également de tout cceur la Docteure Marie-Frangoise Pelte pour son amabilité,

efficacité et son grand savoir-faire dans la création des images qui illustrent cette these.

Encore un grand merci a Madame Louise Haenggeli pour son engagement apprécié dans la

réalisation des coupes.



RESUME

L'implantation du produit de fécondation chez 'homme est unique. Elle peut étre divisée au
moins en deux phases: la phase d'attachement et la phase d'invasion.

La phase d'invasion ou de pénétration est un processus biochimique actif ressemblant a une
métastatisation contrélée, une métastatisation a la fois limitée dans le temps et dans 1'espace.

Ce sont les cellules du cytotrophoblaste qui ont ce pouvoir invasif grace a la production de
certaines métalloprotéases. La cascade biochimique induisant cette production n'étant pas encore
¢lucidée.

Notre hypothése de travail était que l'activation transitoire des oncogenes c-jun et c-fos allait
induire la production de certaines métalloprotéases et donc donner aux cytotrophoblastes leur
caractére invasif. Nous en avons apporté une preuve indirecte en démontrant dans une étude
immunohistochimique la colocalisation des oncogénes jun et fos avec les métalloprotéases MMP-

I,-2et-9.
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1 Introduction

L’implantation, qui est une acquisition relativement nouvelle dans 1’évolution, permet le
développement d’un petit nombre d’embryons dans 1’organisme protecteur de la méere. Ce
processus de reproduction nécessite la création de liaisons intimes entre la mére et le feetus. Bien
que cette maniére de reproduction constitue un net avantage dans I’évolution, il est limité par la
nécessité de synchronisation du développement de 1’embryon et de I’utérus. Ceci est devenu
possible avec I’acquisition d’un utérus fonctionnel.

L’implantation chez ’homme est unique (Lindner, 1972). La meilleure démonstration en est
probablement la quasi-absencee de grossesse extra-utérine chez les animaux, alors que chez
I’humain elle n’est pas rare. Par contre ceci limite 1’utilisation de mod¢les animaux pour son
étude, 1’utilisation d’embryons humains étant impossible pour des raisons éthiques évidentes. Par
conséquent ces événements cruciaux doivent étre déduits a partir d’informations obtenues chez
d’autres primates (Enders et al., 1992) ou a I'aide de modgeles de cellules trophoblastiques
humaines in vitro.

Il est maintenant admis que I’implantation peut étre divisée au moins en deux phases distinctes :
la phase d’attachement et la phase d’invasion. D’un point de vue biologique ces deux phases sont
completement différentes :

- La phase d’attachement des cellules trophectodermiques du blastocyte a 1’épithélium
endométrial de la paroi utérine nécessite la présence de récepteurs membranaires et ne peut se
faire que pendant une période du cycle utérin bien déterminée. La plupart du temps I’endometre
se protége de I’implantation sauf pendant une période tres limitée qui s’appelle fenétre
d’implantation ou phase réceptive. Cette réceptivité particuliere semble €tre la propriété de la
couche épithéliale puisque I’ablation expérimentale de 1’épithélium utérin ne permet pas une
implantation compléte du blastocyte (Cowell,1969). Durant la phase d’attachement ce sont les
connections fonctionnelles qui sont établies.

- La phase d’invasion, ou de pénétration, des cellules trophoblastiques dans I’endomeétre n’est pas
une croissance passive, mais un processus biochimique actif, ressemblant a une métastatisation —
une métastatisation limitée a la fois dans le temps (premier trimestre de la grossesse) et dans

I’espace (endometre et tiers interne du myometre).



2 La différenciation du trophoblaste

Les cellules cytotrophoblastiques (CTB) dérivent du trophectoderme du blastocyte. Apres
I’attachement du blastocyte a I’endométre utérin, certains CTB mononucléaires qui entourent le
disque embryonnaire vont fusionner pour former un syncytium. Ces cellules géantes multinuclées
vont pénétrer 1I’endométre pseudo décidualisé. Une prolifération rapide du trophoblaste constitue
le mécanisme cellulaire fondamental pour I’expansion du placenta feetal. Les colonnes de
trophoblastes (que I’on nomme villosités primaires) s’étendent depuis le chorion vers 1’extérieur.
Plus tard, avec I’apparition de mésenchyme dans les colonnes de trophoblastes, les villosités
secondaires vont se former. Ces villosités sont constituées par du mésenchyme entouré d’une
couche continue de cytotrophoblaste, elle-méme couverte par du syncytium. Les villosités sont
issues de la plaque choriale, d’ou elles vont se diviser en plusieurs branches et sous-branches de
facon a créer une unité structurale et fonctionnelle du placenta humain avec une importante
surface d’échange. Quelques-unes de ces villosités vont entrer en continuité avec la plaque basale
(partie maternelle du placenta) et devenir des villosités crampons.

Apres la formation des villosités placentaires définitives, certaines villosités vont contacter la
décidue. A la zone de contact, les CTB des villosités crampons vont acquérir un phénotype
invasif transitoire et envahir I’endométre décidualisé. Les CTB des villosités flottantes (dans
I’espace extravilleux) restent attachées a la membrane basale des villosités. Les CTB suivent
donc une des deux voies de différenciation suivantes: Les CTB villeuses (vCTB) forment une
couche simple de cellules souches polarisées qui peuvent soit fusionner et former le
syncytiotrophoblaste (STB) qui va couvrir toute la surface des villosités, soit quitter le tronc
villeux aux zones de contact avec la décidue et former une colonne pluristratifi¢e de CTB non-
polarisées. Ces CTB extravilleuses (evCTB) sont mobiles et ont un caractére extrémement
invasif. Ces cellules sont cytokératine positives et sont retrouvées dans la décidue, 1’intima des
vaisseaux utérins et le tiers proximal du myométre. Ce sont ces cellules extravilleuses qui sont

utilisées comme mode¢le in vitro pour étudier I’implantation blastocytaire.



3 Les Métalloprotéinases

3.1 La sécrétion des métalloprotéinases

L’invasion n’est pas due a une pression de croissance, mais a un processus biochimique actif.
Une cellule est invasive si elle est capable de sécréter des protéases et par ce biais de dégrader la
matrice extracellulaire— et les CTB ne sont pas une exception (Fisher et al., 1985 ; Fisher et al.,
1989 ; Bischof and Martelli, 1992 ; Bischof and Martelli,1995).

Des protéases telles que les cathépsines et les métalloprotéinases (MMP) ont été¢ impliquées dans
ce processus invasif (Nagase et al.,1991). Les MMP forment une famille d’enzymes homologues
qui ont toutes un atome de Zn2+ dans leur site actif (Nagase et al., 1991 ; Cawston, 1995). Elles
sont sécrétées sous forme de pro-enzyme inactive qui sera activée apres une hydrolyse partielle
qui leur fait perdre le propeptide. Elles sont classées en quatre sous-groupes, selon leur spécificité
de substrat (Tableau I): Les gélatinases (MMP-2 et MMP-9) sont capables de digérer le
collagene de type IV qui est le constituant majeur des membranes basales, et de digérer la
gélatine (collagene dénaturé). Les collagénases (MMP-1, MMP-8 et MMP-13) sont capables de
digérer spécifiquement le collagene de type LILIILV et X. Ces collagénes constituent la matrice
extra-cellulaire des tissus principalement conjonctifs. Les stromelysines (MMP-3, MMP-7,
MMP-10, MMP-11, MMP-12, MMP-14) ont un spectre d’action plus large, puisqu’elles digérent
non seulement le collageéne de type IV, V, VII, mais aussi la laminine, fibronectine, gélatine et les
protéoglycans. Le substrat des MMPs membranaires (MMP-14, -15, -16, -17) est essentiellement
la proMMP-2 et de ce fait ces enzymes vont permettre I’activation de MMP-2 a la surface
cellulaire du front invasif. Le substrat de MMP-17 — également une MMP membranaire - n’a pas
encore pu étre clairement établi.

En général les MMPs contiennent un peptide signal (qui indique qu’il s’agit de protéines
sécrétées), un propeptide, un domaine pour la catalyse avec le site de liaison pour le zinc et un
domaine « hemopexine-like » li¢ au domaine de catalyse par une région « HINGE »
(Westermarck et al., 1999). En plus de ces composants, MMP-2 et MMP-9 contiennent un site
pour la fibronectine de type II dans le domaine de catalyse. La plupart des MMPs sont sécrétées
sous la forme inactive de proenzyme (zymogenes) qui deviennent actives dans le compartiment

extracellulaire, a I’exception de MMP-11 et des MT-MMPs ( constituant le sous-groupe "liaisons



membranaires"des MMPs ; voir page 9, table I ). L activation se fait par la dissociation d’une
interaction de Zn2+ -Cys qui va provoquer la perte du propeptide. Plusieures enzymes sont
capables d’activer les proMMPs, une des plus importantes étant la plasmine (Nagase, 1997), mais
aussi la MMP-3 (Ogata et al.,1992) et les MMPs membranaires (Sato et al., 1994 ; Takino et al.,
1995 ; Will et Heizmann, 1995) sont des activateurs potentiels de plusieurs MMPs, ce qui veut
dire que les MMP agissent en cascade, de maniére similaire aux enzymes impliquées dans la
coagulation. L’activité des MMPs dans I’espace extracellulaire est inhibée de manicre spécifique
par les TIMPs (« tissue inhibitor of metalloproteinases ») qui se lient spécifiquement au site du
zinc fortement protégé des MMPs actives.

L’expression des MMPs, et particuliérement de MMP-9, a été clairement liée a un phénotype
métastatique (Bernhard et al., 1994), alors que les TIMPs interviennent dans I’inhibition de la
métastatisation (DeClerck et al.,1992). On connait 4 TIMPs (TIMP-1, -2, -3 et —4) différant
chacun par leur spécificité d’inhibition des MMPs dans 1’espace extra-cellulaire. A part
I’inhibition des MMPs, les TIMPs ont aussi d’autres fonctions biologiques importantes (Gomez
et al.,1997).

In vitro, les CTB envahissent la membrane amniotique (Yagel et al., 1988) ou une membrane
basale reconstituée (Kliman et al., 1990 ; Graham et al.,1994), elles se comportent donc comme
des cellules métastatiques. Ce comportement invasif est dii a la capacité des CTB de sécréter des
MMPs. Plusieures études ont étudié¢ la localisation des MMPs et de leur mRNA (Fernandez et al.,
1992 ; Autio-Harmainen et al., 1992 ; Polette et al., 1994 ; Moll et al., 1990) dans le trophoblaste
humain. Les CTB en culture sécrétent les MMPs (Fisher et al., 1989 ; Fisher et al., 1985 ; Bischof
et al., 1995 ; Bischof et al., 1991), mais les CTB d’une grossesse jeune sont plus invasives et
sécretent plus de MMP que les CTB extraites d’un placenta a terme (Shimonovitz et al., 1994).
De méme, toutes les MMPs n’ont pas la méme importance lors de I’invasion. Méme si on ne
connait pas le mécanisme exact in vivo, il faut admettre que les CTB se comportent comme des
métastases et qu’elles sécretent des MMPs déja trés tot dans la grossesse, depuis le stade de

blastocyte (Puistola et al., 1989).



Table I : Classification des métalloprotéinases :

Sous-groupes MMP Autre appellation PM Substrats
G¢élatinases MMP-2  Gélatinase A 73882 Collagene 1V,V,VILX,
72 kDa Gélatinase gélatine
MMP-9  Gélatinase B 78427 Fibronectine, élastine
92 kDa Gélatinase Collagene 1V,V,gélatine
Collagénases MMP-1 Collagénase interstitielle 54007 Collagene LILIILVILX,
Collagénase fibroblastique MMP-5, entactine
MMP-8  Collagénase neutrophilique 53412 Collagene LII
PMNL Collagénase
MMP-13  Collagénases-3 53819 Collagene |
Stromelysines MMP-3 Stromelysine-1 53977 Coll IILIV,IX, X, Gélatine,
Transine-1 Laminine, Fibronectine
Elastine, Caséine
MMP-7  PUMP-1, Matrilysine 29677 Caséine, Fibronectine,
Gélatine
MMP-10  Stromelysine-2 54151 Collagene ILIV,V,
Transine-2 Fibronectine, Gélatine
MMP-11  Stromelysine-3 54595 Collageéne IV
MMP-12 Meétalloélastase 54000 Elastine, Fibronectine
Liaisons MMP-14 MTI1-MMP, MMP-X1 65883 MMP-2
membranaires
MMP-15 MT2-MMP 75807 MMP-2
MMP-16 MT3-MMP 69158 MMP-2
MMP-17 MT4-MMP
Abréviations :

Coll : collagene ; PMNL : leucocytes polymorphonucléaire ; PUMP-1 : « putative

metalloproteinase-1 »
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3.2 Larégulation des métalloprotéinases

Méme si les CTB se comportent comme des cellules métastatiques, in vivo elles ne sont invasives
que de manicre transitoire (pendant le premier trimestre) et leur invasion est limitée a
I’endométre et au tiers proximal du myometre. Cette régulation temporelle et spatiale de
I’invasion trophoblastique est probablement médiée de maniére autocrine par des facteurs
trophoblastiques et de maniére paracrine par des facteurs utérins. Plusieurs types de régulateurs
ont été investigués : hormones, cytokines, facteurs de croissance et des composants de la matrice
extra-cellulaire. Ces facteurs sont impliqués dans la régulation de la synthése, I’activation ou la
sécrétion des MMPs. Ils agissent en régulant la transcription des geénes a réponse précoce dont les

produits vont activer ou réprimer les genes des MMPs.

3.2.1 Les hormones placentaires

Le syncytiotrophoblaste (STB) sécréte la progestérone et la hCG (human chorionic
gonadotrophin) en quantité importante. Ces deux hormones sont donc présentes a l'interface
feeto-maternel et par ce fait ont une position privilégié dans la régulation de I'invasion du
trophoblaste.

Récemment il a ét¢ montré (Shimonovitz et al. , 1998) que la progestérone diminue la production
de la MMP-9 dans les CTB du premier trimestre. Ce processus est médié par le récepteur méme
de la progestérone, puisqu'un anti-gestagen inhibe cet effet. Ces résultats concordent avec
l'observation que la production de la gélatinase trophoblastique est beaucoup plus importante
dans le CTB du premier trimestre que dans le CTB a terme (Shimonovitz et al., 1994) quand la
production de la progestérone est maximale. Cet effet de la progestérone doit tre médié
par d'autres facteurs a l'intérieur de la cellule, car il n'y a pas d'élément réponse a la
progestérone dans la région régulatrice du géne MMP-9.

Méme si c'est le STB qui exprime les récepteurs a hCG/LH en quantité importante, le
evCTB et en particulier le trophoblaste endovasculaire les expriment aussi, dans une moindre
mesure (Tao et al., 1995). En plus, différentes études ont montré que des néoplasies

trophoblastiques surexprimaient ces récepteurs 8 hCG/LH (Licht et al., 1994). Ces données
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suggerent que le hCG puisse jouer un role autocrine dans la régulation de la transformation, de la
croissance et de l'invasion du trophoblaste. Il n'y a que trois études qui ont examiné in vitro le
role de la hCG dans les différents parametres de 1'invasion trophoblastique. Yagel et al. (1993)
ont montré que la hCG inhibait l'invasion du CTB du premier trimestre de maniere dose-
dépendante, sans exercer d’effets sur la capacité des CTB a s'attacher a la membrane basale. Dans
leurs conditions expérimentales I’hCG diminuait 'activité de la collagénase, mais pas
'abondance de son mRNA. En plus, le TIMP mRNA n'était pas influencé pas I’ hCG. Dans une
publication suivante, le méme groupe (Milwidsky et al., 1993) montre que I’ hCG inhibe
¢galement d'autres protéases connues en tant qu'activateurs des MMP, comme l'activateur du
plasminogen de type urokinase. IIs concluent que la capacité de I’ hCG a prévenir l'initiation de
la cascade collagénolytique suggere que cette gonadotrophine puisse réguler 1'activité invasive
transitoire du trophoblaste. A 'opposé, Zygmunt et al. (1998) ont observé que la hCG augmentait
de maniere significative l'activité collagénolytique et I'invasion de cellules Jeg-3, une lignée
cellulaire du choriocarcinome. Cette discrépance peut certainement étre expliquée par la
différence des cellules utilisées (des CTB primaires versus cellules Jeg-3). Deux autres études
(Oktay et al., 1994; Klein et al., 1995) évaluant la corrélation entre le niveau de I'hCG
plasmatique et le degré de I'invasion trophoblastique dans les grossesses extra-utérines, concluent
a une invasion significativement plus importante (allant jusqu'au myosalpinx) quand les taux
plasmatiques de I'hCG sont plus élevés. Pour pouvoir donner une réponse a comment d'une part
la hCG affecte l'invasion trophoblastique et d'autre part expliquer ces résultats a priori

contradictoires, il faudra attendre d'autres études.

3.2.2 Les composants de la matrice extracellulaire (MEC)

Les CTB possedent des intégrines qui permettent aux cellules de reconnaitre leur environnement
immeédiat et de s'y adapter. Le collagéne de type I, le composant majeur de la matrice extra
cellulaire (MEC), a un effet stimulateur important sur les CTB qui vont réagir en sécrétant la
gélatinase (Emonard et al., 1993; Emonard et al., 1990). La laminine qui est médiateur du
comportement invasif des cellules du mélanome, et qui stimule la sécrétion de MMP-2, exerce un

effet similaire sur les cellules BeWo du choriocarcinome, mais pas sur leur pendant, les cellules
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CTB normales (Emonard et al., 1990). Ceci indique un certain degré de spécificité cellulaire. Une
¢tude impliquant directement les intégrines dans la régulation des MMPs (Werb et al., 1989)
montre que les anticorps contre le récepteur de la fibronectine (intégrine alphaSbetal) induisent
la synthése de la collagénase interstitielle et de la stromelysine-1 (MMP-1 et MMP-3
respectivement) dans les fibroblastes de peau de lapin. Comme la fibronectine elle-méme
n'exerce pas cet effet, mais que des fragments de la fibronectine le font, les auteurs postulent que
la fibronectine (comme aussi d'autres protéines de la matrice) possede d'autres domaines en
dehors du site de la reconnaissance cellulaire, qui vont avoir de I'effet sur la décision cellulaire a
produire les MMPs (Tremble et al., 1995; Werb et al., 1990). Kliman et Feinberg (1990) ont
montré de maniere convaincante que la MEC avait de l'effet sur le comportement cellulaire. Les
CTB mises en contact avec du matrigel répondent d'une maniere différente selon 1'épaisseur du
matrigel sur lequel elles reposent: si I'épaisseur du matrigel est entre 1 et 4 microns, les CTBs
vont adhérer, s'agréger et former du syncytium, si I'épaisseur est entre 4 et 14 microns, les CTBs
vont rester rondes, s'agréger et envahir le matrigel. Si on augmente encore I'épaisseur de la
matrice du matrigel, les CTBs vont rester des cellules mononucléaires et ne vont pas envahir la
matrice. Le mécanisme responsable de ces réponses différentes reste a étre exploré.

A part la sécrétion de MMP induite par le contact entre la cellule et la matrice, il pourrait
¢galement exister des régulations médiées par le contact entre deux cellules. En fait, il y a
plusieurs exemples de tumeurs qui ne produisent pas de MMPs, mais qui induisent les cellules

voisines a les sécréter.

3.2.3 Les cytokines et les protéines de liaison

La littérature concernant les effets des cytokines et des facteurs de croissance sur le
comportement invasif est plutdt expansive, nous allons donc limiter la discussion aux cytokines

produites par I'endomeétre et/ou par le trophoblaste.

3.2.3.1 Interleukine-1

L'interleukine-1 (IL-1) est constitué par deux peptides distincts (IL-1 alpha et IL-1 beta). L'TL-1

n'est pas seulement produit par les monocytes et les macrophages, mais aussi par les tissus de
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l'interface feeto-maternelle. Chez la souris, IL-1 est sécrété par 1'embryon avant l'implantation et
les récepteurs a IL-1 des type 1 (IL-1R-1) sont exprimés en quantité¢ maximale par les cellules
endométriales pendant la phase de sécrétion, donc au moment de l'implantation. Quand on
administre des antagonistes du récepteur a IL-1 aux souris avant I'implantation, le nombre
d'embryons implantés est significativement réduit (Simon et al., 1994), ce qui implique que chez
la souris IL-1 est un médiateur important de I'implantation. Chez I'humain IL-1 est distribué de
maniére semblable au niveau des protéines ainsi qu'au niveau du mRNA (Simon et al., 1994;
Kauma et al., 1990). Les cellules endométriales et le evCTB (mais pas le vCTB) expriment le IL-
IR-1, et les deux CTB (villeux et extra-villeux) mais pas les cellules épithéliales produisent IL-1.
Dans I'endométre humain 1'[L-1 est produite par les cellules stromales décidualisées et pseudo-
décidualisées puisque son mRNA apparait dans ces cellules au 23°™ jour du cycle. Il a été
montré que IL-1 stimule l'activité de MMP-1, MMP-3 et TIMP dans les fibroblastes humains
(Unemori et al., 1991) et de MMP-9 dans le CTB (Meisser et al., 1999; Librach et al., 1994). Le
mécanisme initiant cette stimulation inclut la protéine kinase C et/ou des "immediate early

response genes" (Takashi et al., 1993; Fini et al., 1994).

3.2.3.2 Interleukine-6
L'interleukine-6 (IL-6) exerce son activité en se liant a un récepteur complexe de haute affinité

comprenant deux protéines membranaires: une protéine réceptrice de 80 kDa et liant IL-6 (IL-
6R) et une protéine transmettrice du signal de 130 kDa (gp 130), (Hibi et al., 1990). L'IL-6
mRNA et la protéine sont localisés dans 1'endometre humain ou I'expression est maximale
pendant la phase sécrétoire moyenne (Tabizadeh et al., 1995). Dans le trophoblaste du premier
trimestre la protéine IL-6 (Jauniaux et al., 1996) et son RNA (Stephanou et al., 1995) sont
présents dans le CTB et dans le STB. L'TL-6R et gp 130 se trouvent dans les cellules épithéliales
endométriales (Tabizadeh et al., 1995) et gp 130 mRNA est retrouvé dans la décidue et le
trophoblaste du premier et troisieme trimestre (Kojima et al., 1995) ainsi que dans les blastocytes
humains (Sharkey et al., 1995). Donc IL-6 et son récepteur sont présents de maniere simultanée
dans les tissus maternels et feetaux pendant I'implantation et la placentation.

IL-6 induit I'activation de MMP-2 et MMP-9 trophoblastique, mais pas leur synthése puisque

cette cytokine ne change pas la concentration immunoréactives des MMP-2 et MMP-9 dans les
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surnageants de cultures des CTB (Meisser et al., 1999). Il a été démontré que IL-6 stimule in
vitro l'invasivité de lignées cellulaires provenant de cancers de la téte et du cou (Nishino et al.,
1998) et de cancers de 'ovaire chez 'humain (Obata et al., 1997). Il est donc postulé que cette

cytokine pourrait étre un régulateur d'invasion trophoblastique in vitro.

3.2.3.3 Interleukine-10 et Interleukine-15
L'interleukine-10 (IL-10) et I'interleukine-15 (IL-15) ont été récemment impliquées dans la

régulation de l'invasion trophoblastique. L'TL-10 est une cytokine anti-inflammatoire qui est
produite in vitro par le trophoblaste du premier trimestre, dont les cellules expriment également
le récepteur de 1'L-10. Comme I'IL-10 diminue la MMP-9 et I'invasion des CTB, elle est
considérée comme un régulateur autocrine de l'invasivité trophoblastique (Roth et al., 1999). Par
contre, I'L-15 qui est également produite par le trophoblaste, augmente I'invasion, la migration et
la production de MMP-1 par les cellules Jeg-3 du choriocarcinome, mais n'a aucun effet sur

MMP-2 et MMP-9 (Zygmunt et al., 1998).

3.2.3.4  "Tumour necrosis factor"”
Le "tumour necrosis factor" (TNF) est un polypeptide de 14 kDa qui est produit par différents

types de cellules et en particulier par les macrophages (Vince et al., 1990). Les récepteurs pour le
TNF ont été visualisés sur les cellules trophoblastiques humaines (Eades et al., 1988; Yang et al.,
1993). TNF induit la sécrétion de MMP-9 dans des cellules endothéliales bovines (Partidge et al.,
1993) et de MMP-1 et MMP-3 dans les cellules du chorion humain (So et al., 1992). A 1'opposé
de IL-10, TNF diminue TIMP (Takahashi et al., 1993). Dans notre laboratoire, TNF stimule la
MMP-9 des CTB, mais pas la MMP-2 (Meisser et al., 1999).

3.2.3.5 "Epidermal growth factor" et "Transforming growth factor alpha"
L"epidermal growth factor" (EGF) et le "transforming growth factor alpha" (TGFalpha) ont des

séquences d'acide aminés en commun et se lient au méme récepteur. EGF peut étre localisé dans

I'endometre pendant les phases prolifératives et sécrétoires, mais son expression est
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particuliérement ¢élevée dans les cellules de la décidue (Horowitz et al.,1993; Lysiak et al., 1993).
EGF engendre le comportement invasif de cellules de sarcomes (Yudoh et al., 1994) et des CTB
(Bass et al., 1994). La promotion du phénotype invasif pourrait étre le résultat d'une stimulation
directe de MMP-1 et MMP-3 (Delamy et al., 1992) ou d'une activation synergique des ces
enzymes par IL-1 et EGF (Unemori et al., 1994).

3.2.3.6 "Leukaemia inhibitory factor"
Le "leukaemia inhibitory factor" (LIF) est exprimé dans 'endométre de la souris le 4™ jour de la

grossesse, juste avant I'implantation du blastocyte (Bhatt et al., 1991). Cette expression transitoire
de LIF est essentielle pour la grossesse puisque chez les souris transgéniques sans géne
fonctionnel de LIF, I'implantation ne se fait pas. L'endométre humain produit également le LIF
(Kojima et al., 1995) et le LIF mRNA est plus abondant dans I'endométre sécrétoire que dans
I'endométre en phase proliférative (Kojima et al., 1994).Les récepteurs pour le LIF ont été
trouvés dans les CTB villeux ainsi que dans les CTB extra-villeux (King et al., 1995). LIF
augmente le TIMP dans les fibroblastes humains (Richards et al.,1993) et inhibe massivement
l'activité gélatinolytique des CTB porteuses des récepteurs a la laminine, mais pas des CTB

exprimant les récepteurs a la fibronectine (Bischof et al., 1995).

3.2.3.7 "Transforming growth factor beta"
La protéine et le mRNA du "transforming growth factor beta" (TGFbeta) ont été localisés dans le

stroma endométrial, les cellules épithéliales et déciduales ainsi que dans les CTB et STB villeux
et extra-villeux (Kauma et al., 1990; Graham et al., 1992; Selick et al., 1994). Les CTB ont trois
types de récepteurs TGFbeta qui différent dans leur affinité pour TGFbetal et TGFbeta2
(Mitchell et al., 1992). Dans les CTB ou dans les fibroblastes de la cornée humaine, le TGFbeta
stimule la synthése de glycoprotéines de la matrice comme la laminine, fibronectine et le
collagene (Ohji et al., 1993; Feinberg et al., 1994). TGFbeta exerce un effet anti-invasif en
stimulant la sécrétion de TIMP par les CTB et en inhibant leur comportement migratoire (Irving
et Lala, 1995). TGFbeta pourrait donc tres bien étre un signal endométrial qui controlerait

l'invasion trophoblastique pendant l'implantation et la placentation.
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En conclusion on peut dire que les cytokines influencent la sécrétion et/ou l'activité des MMPs.
Méme s'il y a un certain degré de spécificité cellulaire, les cytokines pro-inflammatoires exercent
un effet de stimulation alors que les cytokines anti-inflammatoires généralement inhibent les
MMPs. Les cytokines exercent leur effet surtout en induisant la transcription des "immediate
early genes" dont les produits vont agir en tant que facteurs activant d'autres génes, y compris

ceux des MMPs.

3.2.3.8 "Insulin-like growth factor binding protein-1"
L" insulin-like growth factor binding protein-1" (IGFBP-1) est une de six protéines homologues

qui médient de maniére spécifique les effets mitogéniques et métaboliques des "insuline-like
growth factors" IGF-I et IGF-II. IGFBP-1 est surtout produit par le foie et par 'endomeétre
décidualisé. En effet, I’ IGFB-1 est le produit majeur de sécrétion de 1'endometre décidualisé
(Bell et al., 1985) et cette protéine (Rutanen et al., 1992) ainsi que son mRNA (Han et al., 1996)
ont été localisés dans les cellules stromales avant la décidualisation dans la phase sécrétoire
tardive de 1'endometre et dans les cellules déciduales de 1'endomeétre durant la grossesse. IGFB-1
augmente la sécrétion de TIMP-1 par le trophoblaste et augmente également l'activité
gélatinolytique des CTB (Bischof et al., 1998). Cette augmentation ne peut pas €tre due aux
MMP-2 et MMP-9, car l'activité de ces deux enzymes est inchangée par IGFB-1. Cette protéine
doit donc stimuler une autre enzyme avec des propriétés gélatinolytiques, possiblement MMP-3
(Bischof et al., 1998). IGFB-1 stimule la migration et l'invasion des cellules trophoblastiques
probablement par un mécanisme incluant 1'intégrine a5b1, un récepteur de la fibronectine (Irving

et Lala, 1995).

Tous ces régulateurs autocrines et paracrines décrits ci-dessus ont été testés in vitro et il faut
admettre que l'extrapolation de ces résultats a la situation in vivo ne peut étre faite facilement, en
particulier parce que les cytokines agissent souvent en cascade. Il est possible que I'effet

stimulateur observé sur les MMPs par une des cytokines puisse étre di a une deuxiéme cytokine
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synthétisée en réponse a la premicre.

3.2.4 Le géne de la MMP-9 et les facteurs de transcription probablement impliqués dans la

régulation de I’invasion trophoblastique

Comme dans tous les génes connus, la région promotrice du géne humain de la MMP-9 contient
plusieurs ¢léments de régulation, qui lient des protéines nucléaires, connues comme facteurs de
transcription. Ceci explique I’intérét porté au géne de la MMP-9, et notamment a sa région

promotrice.

Le géne MMP-9 contient 13 exons et 12 introns pour une taille totale de 7.7 kb. La région
régulatrice de ce gene (5°) contient de multiples €éléments cis-régulateurs. Ces éléments cis-
régulateurs sont des séquences d’ADN spécifiques qui lient des facteurs de transcription (trans-
activateurs ou trans-répresseurs) codés par d’autres genes. Les facteurs de transcription sont des
protéines nucléaires qui se lient a des sites spécifiques de I’ADN, localisés dans la région
régulatrice des genes. Par cette liaison ces protéines vont activer ou réprimer la transcription du
gene.

En lisant de 3° a 5° la région promotrice de MMP-9 (Figure 1), on rencontre un TATA —box et
puis la région RCE (« retinoblastoma control element ») qui lie une protéine nommée p105 (le
produit de I’oncogeéne RB1). Les prochains éléments cis-régulateurs sont un « TPA responsive
element » (TRE), NIP (lie des protéines nucléaires inhibiteurs , TIE (inhibant TGFbeta), un autre
TRE couplé a PEA3 (« polyoma enhancer protein ») qui lie les produits de I’oncogene c-ets.
TRE-PEA3 agissent de maniere synergique pour trans-activer des genes et forment le TORU

(« TPA and oncogene responsive unit »). Plus loin on trouve un site SP-1 qui lie le facteur de
transcription nucléaire Sp-1, et un site NFkB qui lie p5S0-p65, codés par la famille d’oncogene
c-REL.

Tous les génes dont la transcription peut étre induite par le promoteur tumoral TPA (ester
phorbolique) ont une méme séquence (TGAG/CTCA) dans la région promotrice, appelé site TRE
(« TPA responsive element »). Ce site lie le complexe AP-1 ( activator protein-1) qui est un des

facteurs de transcription le mieux connu. Il s’agit d’un hétérodimere de Jun et Fos, le produit des
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proto-oncogenes c-jun et c-fos qui appartiennent a la famille des génes a réponse immédiate. Jun
et Fos peuvent former leur complexe en 1’absence d’ADN. Jun posseéde un domaine c-terminal
qui va reconnaitre TRE. Cette liaison a I’ADN est régulée par plusieurs étapes de
phosphorylations et déphosphorylations. Ainsi lorsqu’on ajoute le TPA a une cellule en culture, il
va activer la protéine kinase C qui va phosphoryler AP-1,ceci va augmenter les liaisons entre AP-
1 et TRE induisant par la méme la transcription du géne de la MMP-9.

Méme si les régions promotrices des genes MMP sont différentes, MMP-1, MMP-3 et MMP-9
(mais pas MMP-2), elles ont toutes un site TRE capable de lier I’hétérodimere Fos-Jun. Le
complexe AP-1 occupe donc une position clé dans les signaux médiés par les cytokines qui va

mener a I’augmentation de 1’expression des MMPs et a I’acquisition d’un phénotype invasif.
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Figure 1 La région régulatrice du gene de la métalloprotéinase-9 (MMP-9).

TORU
- 600 - 580 - 560 - 540 -520 -501

ets ets TRE
NFkB SP-1

GGAATTCCCC AGCCTTGCCT AGCAGAGCCC ATTCC1pvew CCCCCAGATG AAGCAGGGAG AGGAAGCTGA GTCAAAGAAG GCTGTCAGGG AGGGAAAAAG

- 500 - 480 - 460 - 440 -420 - 401
TIE

AGGACAGAGC CTGGAGTGTG GGGAGGGGTT TGGGGAGGAT  ATCTGACCTG GGAGGGGGTG TTGCAAAAGG CCAAGGATGG GCCAGGGGGA TCATTAGTTT

- 400 - 380 -360 - 340 -320 -301
CAGAAAGAAG TCTCAGGGAG TCTTCCATCA CTTTCCTTG GCTGACCACT GGAGGCTTTC — AGACCAAGGG ATGGGGGATC CCTCCAGCTT — CATCCCCCTC
- 300 -280 -260 - 240 -220 -201

CCTCCCTTTC ATACAGTTCC CACAAGCTCT GCAGTTTGCA AAACCCTACC CCTCCCCTGA  GGGCCTGCGG TTTCCTGCGG  GTCTGGGGTC TTGCCTGACT

-200 - 180 - 160 - 140 - 120 - 101
| NIP

TGGCAGTGGA GACTGCGGGC AGTGGAGAGA GGAGGAGGTG  GTGTAAGCCC TTTCTCATGC TGGTGCTGCC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC

-100 - 80 - 60 - 40 -20 -1
TRE RCE TATA box

ACACACACAC ACCCTGACCC CTGAGTCAGC ACTTGCCTGT CAAGGAGGGG TGGGGTCACA GGAGCGCCTC CTTAAAGCCC CCACAACAGC AGCTGCAGTC

+1 141 +61 +81 +100

19 untranslated bp First exon, 46aa

AGACACCTCT GCCCTCACCA TGAGCCTCTG GCAGCCCCTG GTCCTGGTGC TGGTGGTGCT  GGGCTGCTGC TTTGCTGCCC CCAGACAGCG CCAGTCCACC

+101 +121 +141 +161

CTTGTGCTCT TCCCTGGAGA CCTGAGAACC AATCTCACCG ACAGGCAGCT GGGCAGAGGTG GGCAA

20



4 Hypothése

Nous pensons que 1’activation transitoire des oncogenes c-jun et c-fos par TNF, IL-1 ou TPA va
donner aux CTBs leur caractére invasif et induire la production de MMP-9.
Nous essayons d’en apporter une preuve indirecte en étudiant la localisation, et I’éventuelle

colocalisation, de Jun, Fos et MMP-1,2,9 dans le trophoblaste de grossesses jeunes.

5 Matériel et méthodes

5.1 Provenance du matériel

Les coupes examinées proviennent de situations différentes :

a) Coupes d’un site d’implantation : 11éme semaine d’aménorrhée (SA)

Patiente 4G 3P de 40 ans, connue pour un utérus myomateux symptomatique et désirant une
interruption de grossesse, chez qui, sur le désir de la patiente, on effectue une hystérectomie

totale abdominale a 11 semaines d'aménorrhée.

b) Coupes de 5éme a 12¢éme semaine d'aménorrhée
Les coupes proviennent du matériel de curetage et d’aspiration de grossesses jeunes (n=16) de 5
a 12 semaine d'aménorrhée suite a un curetage interrupteur pour interruption de grossesse pour

des raisons psychosociales.

Les tissus frais sont fixés dans le formol puis enrobés en paraffine. Des coupes de 10

micrometres sont réalisées au microtome et montées sur des lames de verre prétraitées au silane.
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5.2 Immunohistochimie

Table II : Résumé des anticorps primaires

Anticorps Type Classe Provenance Dilution
MMP-1 Monoclonal 41-1E5-IM35L Oncogene 1/100
souris
MMP-2 Monoclonal 42-5DII/IM33L  |Oncogene 1/80
souris
MMP-9 Monoclonal 56-24A/IM33L | Oncogene 1/80 et 1/200
souris
TIMP-1 Polyclonal 9013.1609 Anawa 1/10
TIMP-2 Monoclonal T2-101/IMIIL Oncogene 1/100
souris
P53 wt Monoclonal Pab1620/0OP33 Oncogene 1/50
souris
P53 mut + wt Monoclonal Pabl 1620/0OP29 | Oncogene 1/50
souris
Clun Polyclonal lapin | PCO6/ Oncogene 1/20 et 1/50
Cfos Polyclonal lapin | PCOS5/Ab-2 Oncogéne 1/20 et 1/50
cytokératine Oligoclonal 1124 161 Boehringer 1/100
souris

5.3 Description de la méthode

Les coupes montées sur lame sont déparaffinées dans le xylol (3 fois 5 minutes), réhydratées dans
I’éthanol puis dans ’eau (par étapes de 5 minutes) et enfin rincées a I’eau.

Les lames sont alors placées dans un bac contenant du tampon citrate-HCI (10mM, pH 6.0). Le
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bac est glissé dans un four a micro-onde (500W) et chauffé 4 fois 5 minutes avec 5 minutes de
refroidissement entre deux périodes de chauffage. Apres avoir rincé les coupes a 1’eau, elles sont
incubées pendant 15 a 20 minutes avec du tampon phosphate (PBS 0.05% + 5% albumine
bovine, BSA). Apres I’incubation, le premier anticorps (dilué dans le tampon PBS-BSA) est
ajouté et I’incubation est continuée pendant une nuit a 4°C dans une atmosphéere humide. Le
lendemain matin, les lames sont rincées avec le tampon PBS-BSA et le deuxiéme anticorps
(rabbit anti-mouse ou sheep anti-rabbit conjugués a la biotine) est ajouté a une dilution de 1/250
dans le PBS-BSA et incubé pendant 30 minutes a température ambiante. Aprés un ringage, le
conjugué streptavidine-phosphatase alcaline (Biogenex, San Ramon, USA) est ajouté et les lames
incubées pendant 30 minutes. Aprés I’incubation et un ringage au PBS, le substrat (qui révelera la
présence de la phosphatase alcaline liée a 1’antigéne grace aux deux anticorps) est ajouté aux
lames (pendant 10 a 30 minutes). Ce substrat (Sbromo-4 chloro-3 indoyl phosphate (« Fast Red »
de Dako, Copenhague, Danemark) se transforme en un produit insoluble bleu en présence de
phosphatase et permet ainsi la mise en évidence de 1’antigene.

La lame est alors couverte d’une lamelle et fixée avec 1’aguatex (Dako, Copenhague, Danemark).

6 Résultats

6.1 Définition des structures

Les villosités sont des formations de mésenchyme d’origine feetale contenant essentiellement des
fibroblastes et des cellules endothéliales foetales, et qui sont entourées d’abord par une couche de
CTB, puis par une deuxiéme couche, le STB (Figure 2).

Les villosités crampons sont les villosités placentaires en contact avec la décidue basale grace a
des colonnes de cellules trophoblastiques : les CTB extravilleux (evCTB). Nous avons divisé ces
evCTB selon leur phénotype en trois différentes catégories :

- Le phénotype prolifératif : il est constitué par des cellules en division se trouvant dans la partie

proximale de la colonne. Elles permettent I'encrage de 1'unité foeto-placentaire a l'utérus
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maternel. Il s’agit de plusieurs couches de cellules polarisées, connectées entre elles par des
jonctions intercellulaires. Il n’y a pas de matrice extracellulaire entre elles.

- Le phénotype intermédiaire : ces cellules commencent a se différencier: elles perdent
graduellement leur polarité et leur capacité a se diviser. Ces cellules acquiérent un phénotype
invasif.. On peut observer a certains endroits une augmentation de 1’espace intercellulaire occupé
par la matrice extracellulaire.

- Le phénotype invasif : ce sont les cellules localisées dans la partie distale de la colonne ne
formant plus de jonctions intercellulaires. Ces cellules ne se divisent plus, elles sont apolaires
leur noyau est plus petit, ovoide et le corps cellulaire est plus allongé que celui des cellules
proximales. Elles sont séparées par 1’accumulation de matrice extra-cellulaire (fibronectine,
laminine, collagéne de type I) et elles s’étendent de la partie distale de la colonne jusque dans la

décidue basale et dans 1’endométre.
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Figure 2 : Colonne trophoblastique et cellules étudiées

Syncytiotrophoblaste villeux
(STB)

Cellules endothéliales foetales
Cytotrophoblaste villeux (vCTB)

Fibroblastes foetaux

Cytotrophoblaste extravilleux

D
U/
@)
@))

D~
b

evCTB intermédiaire

evCTB invasif

Myometre




6.2 Immunolocalisation
6.2.1 MMP-1 (Figure 3.A)

La figure 3.A montre des villosités flottantes et une villosité crampon d'un placenta du 1¢
trimestre (12°™ semaine). Les CTB villeuses ainsi que le STB sont intensément positif pour la
MMP1. Il n'y a aucune différence entre les villosités flottantes ou crampons (fleches bleues).
Toutes les cellules extra villeuses (prolifératives (1), intermédiaires (2) et distales (3) sont
¢galement marquées mais l'intensité de la coloration est moins forte dans ces derniéres par
comparaison aux cellules villeuses. Il faut noter qu'aucune des cellules du stroma feetal n'exprime

la MMP-1.

6.2.2 MMP-2 (Figure 3.B)

Toutes les cellules étudiées expriment la MMP-2 (vCTB, vSTB, evCTB). A la différence de
MMP-1, on ne remarque pas de coloration plus marquée dans les vCTB que dans les vSTB
(fleches noires). I1 est intéressant de noter la présence d’un gradient de coloration : les evCTB
prolifératifs montrent une coloration plus faible que les evCTB invasives (comparer 1 et 2).
L’intensité de la coloration ou sa répartition ne change pas de la Séme a la 12¢me SA (résultats
non présentés). Les cellules endothéliales feetales et les fibroblastes foetaux expriment également

MMP-2, bien que la coloration soit plus faible que dans les autres cellules (fléches bleues).

6.2.3 MMP-9, dilution 1/80 (Figure 3.C)

Cette gélatinase est exprimée par toutes les cellules étudiées, y compris par les cellules
endothéliales et fibroblastes foetaux (fleche bleue). La coloration la plus forte est retrouvée dans
les evCTB, autant prolifératives (1) que distales (2), sans véritable gradient de coloration dans les
différents phénotypes (fléche noire). On note toutefois une intensité de coloration nettement plus

forte dans les vCTB que dans les vSTB (comparer 3 et 4). Il n’y a par contre pas de changement
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de coloration notable entre la 5éme et la 12éme semaine d’aménorrhée.

6.2.4 Cytokératine (Figures 3.D)

La cytokératine est un marqueur des cellules épithéliales. Une forte intensité de coloration est
observée de manicre égale dans les vSTB (1), les vCTB (2) et les evCTB (3), confirmant ainsi

leur origine. Les fibroblastes foetaux par contre sont, comme prévu, cytokératine négative.

6.2.5 TIMP-1 (Figure 3.E)

Toutes les cellules étudiées expriment cet inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases : les vCTB,
vSTB, evCTB et également les cellules du stroma feetal. L’intensité de coloration est similaire
dans les vCTB, vSTB et dans les evCTB. On note cependant une diminution progressive de
I’intensité de coloration dans les evCTB de la Séme a la 12éme semaine d’aménorrhée (insert,

5™ semaine), alors qu’elle reste stable dans les vCTB et vSTB.

6.2.6 TIMP-2 (Figure 3.F)

Aucune des cellules étudiées n’exprime cet inhibiteur des métalloprotéases, ni les cellules
d’origine feetale, ni celles d’origine maternelle. Cet anticorps peut étre considéré comme témoin

négatif.

6.2.7 C-jun (Figure 4.A)

Toutes les cellules étudiées expriment cette protéine, toutefois a des intensités différentes : la
plus forte coloration est trouvée dans les vCTB (1) et dans les cellules du stroma feetal (2),
I’intensité de coloration des autres cellules étant plus faible. Dans les evCTB la concentration

augmente clairement avec le pouvoir invasif des cellules (evCTB prolifératives (3) < evCTB
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intermédiaires (4) < evCTB invasives (5)).

De la 5¢me ala 12éme semaine d’aménorrhée I’intensité de coloration dans les vSTB tendent a
diminuer, alors que dans les vCTB elles tendent a s’accroitre. Les cellules endothéliales foetales
et les fibroblastes feetaux présentent également une forte intensité de coloration, avec une discrete

diminution de I’intensité de la 5éme a la 12éme semaine d’aménorrhée.

6.2.8 C-fos (Figure 4.B)

Cette protéine est exprimée par toutes les cellules étudiées, y compris les cellules feetales
(quoique faiblement). On retrouve une différence d’intensité de coloration entre les vSTB et les
vCTB en faveur des vCTB (comparer (1) et (2)), comme déja décrit précédemment pour c-jun.
Par contre, a I’'inverse de c-jun, il n’y a pas de gradient d’expression entre les 3 types de evCTB
(prolifératif, intermédiaire et invasif). En revanche, les evCTB prolifératives (3) et intermédiaires

(4) sont plus marquées que les invasives (5).

6.2.9 P-53 wild type (Figure 4.C)

Sur les coupes de la 7éme a la 10éme SA, aucune cellule étudiée n’exprime cette protéine alors

que la p53 est fortement exprimée dans un cancer du sein (insert).

6.2.10 P-53 mut (Figure 4.D)

L’anticorps p53 qui reconnait la forme mutée donne un signal positif dans toutes les cellules
trophoblastiques, a I’exception des cellules du stroma feetal. L’intensité varie selon le type
cellulaire : vCTB et STB sont faiblement positives ( (1), (2) respectivement) alors que les evCTB
prolifératives (3) et intermédiaires (4) sont trés intensément marquées . Les cellules evCTB

invasives (5) sont d’intensité intermédiaire.
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6.2.11 MMP-9 (dilution 1/200) (Figure 5.A)

Les vSTB n’expriment que trés faiblement la MMP-9, alors que I’intensité de la coloration dans
les vCTB est trés marquée (comparer (1) et (2)). On observe une forte coloration dans les CTB
extravilleuses avec la présence d’un gradient d’ intensité de coloration évident et croissant entre
les evCTB prolifératives (intensité de coloration plus faible (3)), les evCTB intermédiaires
(intensité de coloration moyenne (4)) et les evCTB invasives (intensité de coloration la plus forte
(5)). Les cellules endothéliales et le stroma feetal expriment également cette gélatinase quoique
plus faiblement qu'avec la dilution de 1/80 de 1'anticorps MMP-9 (fléche bleue). Nous ne notons

par contre aucun changement de la 5éme a la 12éme semaine d’aménorrhée.

6.2.12 MMP-2 (Figure 5.B)

Cette métalloprotéase est exprimée par toutes les cellules étudi¢es. Toutefois 1'intensité de
coloration differe selon le type de cellule concerné: la coloration est marquée dans les vCTB et
vSTB. Dans les evCTB on trouve un gradient de coloration qui se renforce en allant de 1'evCTB
prolifératif a 1'invasif (fleche noire). Le stroma feetal exprime également la MMP-2 bien qu'a une

intensité moindre.
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6.3 Table III : Résumé des résultats

Trophoblaste Stroma foetal
Type vCTB vSTB evCTB evCTB evCTB Endothelium | Fibroblaste
prolif interméd | invasif s
MMP-1 +++ +++ ++ + ++ O O
MMP-2 ++ ++ ++ ++ +++ + +
MMP-9  |+++ o+ e e e o+ ++
1/80
MMP-9  |+++ + ++ ++ +++ + +
1/200
TIMP-1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
TIMP-2 |O ) 0 O 0) O O
p53 wt O O O 0 0) O O
pS3mut |+ + +++ +++ ++ + +
cJun +++ ++ + ++ ++ +++ e
cFos A | - e —— + +
Cytokér |++ ++ ++ ++ ++ (@) O
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6.4 Figure3

Figure 3. Sites d 'implantations (x10) coloré avec: A, anti-MMP-1; B, anti-MMP-2; C, anti-MMP-
9; 31



6.5 Figure 4

Figure 4. Sites d'implantations (x10) coloré avec; A, anti-cJun: B anti-cFos; C, anti-p53wt;
D, anti-p53mut;

32



6.6 Figure 5

33
Figure 5. Grossesse de 5 semaines colorés avec: A, anti-MMP-9; B, anti-MMP-

2.



7 Discussion

Comme toute méthode, I’'immunohistochimie comporte des limites dont il convient de tenir
compte dans I’interprétation des résultats. Il s’agit d’'une méthode qui n’est que semi-quantitative
et une coloration plus intense ne veut pas forcément dire que ces MMPs sont effectivement
synthétisées en plus grande quantité. Cela pourrait aussi vouloir indiquer que les MMPs sont
stockées ou liées a un récepteur.

Par ailleurs nous avons utilisé des coupes paraffines, qui, par rapport aux coupes cryostatiques,
ont I’avantage de diminuer la perte d’enzymes due a la diffusion, mais qui comportent un risque
de diminution d’antigénicité. Ceci pourrait expliquer la non-expression de TIMP-2 dans toutes
les cellules analysées. Ce méme résultat est obtenu dans d’autres travaux, notamment ceux de
Huppertz et al. , 1997, ou en coupes paraffines aucune cellule n’exprime cet inhibiteur, alors que
son expression a été retrouvée dans les evCTB intermédiaires et invasives sur coupes
cryostatiques.

En comparant nos résultats avec ceux obtenus par Huppertz et al. ,1997, on note toutefois
plusieurs différences :

Dans notre série, MMP-1 est exprimée par toutes les cellules des evCTB, y compris par les
evCTB prolifératives, donc ceux a faible pouvoir invasif. Huppertz ne trouve aucune expression
de cette collagénase interstitielle dans les evCTB prolifératives. Par contre dans les deux travaux
on note un gradient croissant dans I’expression de MMP-1 des evCTB intermédiaires vers les
evCTB invasives. Le méme commentaire s’applique également a I’expression de MMP-2 et
MMP-9 : il y a un gradient d’expression croissant avec le pouvoir invasif des evCTB dans les
deux travaux, avec la différence que nous trouvons également une expression dans les evCTB
prolifératives, ce qui n’est pas le cas dans les coupes étudi¢es par Huppertz.

Probablement que ces différences de résultats sont en partie explicables par 1’utilisation

d’anticorps différents.
Les cellules endothéliales, un des outils de 1’angiogen¢se, expriment les MMP-2, MMP-9, TIMP-

1, c-jun et c-fos, méme si I’expression est plus faible que dans les evCTBs. Ceci indique que dans

le processus d’angiogenése, qui ne peut se faire sans digestion de la matrice extra-cellulaire,
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interviennent (en tous les cas en partie) les mémes activateurs et inhibiteurs que dans ’invasion

trophoblastique.

Le fait que MMP-2 et MMP-9 ont une plus grande expression dans les evCTB invasives que dans
les evCTB prolifératives est a souligner, car elle indique I’importance de ces MMPs au front
d’invasion. Ceci correspond a des observations faites in vitro (Librach et al. ,1991) qui montrent
le role prédominant de MMP-9 dans I’invasion du matrigel par les CTBs. Ainsi, [’acquisition

d’un phénotype invasif va—t’il de paire avec une expression croissante des gélatinases.

Or MMP-2 est une MMP constitutive, elle est donc peu régulée et produite de maniére basale.
Pourquoi I’expression de cette MMP est-elle plus élevée dans les evCTB par comparaison aux
vCTB? Son expression plus abondante dans les evCTB ne peut s’expliquer simplement et
nécessite des investigations supplémentaires. En revanche, la MMP-1 qui est régulée, est plus
fortement exprimée dans les vCTB que dans le evCTB. Cela pourrait vouloir dire que cette MMP
est peut-étre impliquée dans le mécanisme de syncytialisation. En effet, les vCTB sont

essentiellement des cellules souches dont la fusion va permettre la mise en place du STB.

L’expression de TIMP-1 est plus forte dans les vCTB que dans les evCTB. L’observation a une
implication importante car elle peut vouloir dire que TIMP-1 est partiellement inhibé dans les
cellules evCTB et que cette inhibition pourrait faire partie du mécanisme qui confeére a ces
cellules leur caractére invasif. Ainsi, lorsque les vCTB quittent le tronc villeux pour devenir
invasives, elles diminuent 1’expression de 1’inhibiteur TIMP-1 et augmentent I’expression de la
MMP-9.

La diminution de I’expression du TIMP-1 dans les evCTB entre la 5¢ et la 12¢ semaine
d’aménorrhée permet de poser I’hypothese que la diminution puis I’arrét de I’invasion
trophoblastique lors du premier trimestre de la grossesse peut éventuellement étre imputable au
TIMP-1 sécrété par les cellules déciduales. Graham et Lala (1991) ont montré que TIMP-1
inhibait I’invasion in vitro des CTBs dans le matrigel.

La colocalisation de TIMP-1 avec les trois MMPs étudiées (MMP-1, MMP-2 et MMP-9), montre
I’équilibre délicat entre les facteurs favorisant et les facteurs inhibant 1’invasion, ce qui est

primordial dans la maitrise de ce processus.

35



Le p53wt (wild type) n’est pas exprimé par les cellules étudiées. Pour rappel, le p53 est un
peptide anti-oncogénique. Or, lorsqu'il est muté, il perd ces fonctions anti-oncogéniques. La
mutation de p53 lui fait perdre une forme tridimensionnelle différente ce qui explique qu’il n’est
plus reconnu par notre anticorps utilisé. Il est a noter que 1’anticorps qui reconnait la forme mutée
de p53 et la forme wild type montre une localisation trophoblastique de cet onco-suppresseur.
Cette observation indique que la structure tertiaire de p53 placentaire est différente de celle
d’autre tissus (cancer du sein par exemple). Par transfection dans des CTB (Bischof, observations
non publiées) le pS3 inhibe I’expression de la MMP-9. Toutefois, la stimulation du p53 endogene
par I’étoposide reste sans effet. Ces résultats sont en ligne avec nos observations
immunohistochimiques et indiquent que la fonctionnalité oncopressive de p53 placentaire est

perdue. Cela pourrait bien étre une cause de 1’acquisition d’un phénotype invasif par les evCTB.

L’expression de c-jun comme celle de MMP-2 et MMP-9 montre un gradient croissant du evCTB
prolifératif vers le evCTB invasif. Ainsi les cellules les plus invasives expriment bien c-jun.
Comme déja discuté sous 3.2.4., I’hétérodimere de Jun et Fos, appelé complexe AP-1, joue un
role capital dans I’expression de MMP-9. Lorsque dans le processus d’activation la protéine
kinase C va phosphoryler AP-1, le domaine c-terminal de Jun va reconnaitre le site TRE (« TPA
responsive element ») de MMP-9, ce qui va augmenter les liaisons entre AP-1 et TRE, et, par la
méme, induire la transcription du géne de la MMP-9. La colocalisation de jun et de MMP-9 dans

les evCTB nous permet de postuler qu’AP1 joue certainement aussi un rdle régulateur in-vivo.

Le fait que c-fos n’ait pas de gradient peut peut-€tre vouloir dire que dans le complexe AP-1 qui
régule I’expression du gene de la MMP-9, ce n’est pas c-fos qui est important. Peut-étre un autre
membre de la famille est impliqué, comme FosB ou FRA-1 qui sont des facteurs de transcription

connus pour former des complexes AP-1 également.

8 Conclusion
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Notre étude immunohistochimique confirme 1'hypothése de travail selon laquelle les oncogenes
jun et fos sont colocalisés avec les métalloprotéases MMP-1, -2, et —9. Ces résultats in vivo
correspondent bien aux résultats in vitro selon lesquels le complexe AP-1 joue un role essentiel a
la transcription de la MMP-9 dans les cellules cytotrophoblastiques humaines (Bischof et al,
2003).

En outre, ce travail confirme in vivo les effets de TIMP-1 sur l'invasion trophoblastique observés

in vitro.

L'observation originale montrant une expression plus importante de MMP-1 dans les vCTB par
rapport aux evCTB ouvre une nouvelle voie de recherche. En effet, ce résultat
immunohistochimiques pourrait vouloir indiquer que cette MMP (et peu-étre d'autres protéases)
sont impliquées dans le mécanisme de fusion cellulaire menant a la formation du syncytium.
Cette possibilité sera investiguée in vitro avec des CTB purifiées a partir de produits

d'avortement.
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