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Résumé 

La vitamine A et ses dérivés actifs (les rétinoïdes) sont des molécules essentielles à la vie et ce dès la 
période embryonnaire. Molécules de choix dans de nombreuses applications thérapeutiques, notamment dans les 
domaines de la dermatologie et de l’ophtalmologie, elles sont le plus couramment utilisées pour leurs propriétés 
pro-cicatrisantes. Malgré cette utilisation courante en clinique, les mécanismes cellulaires et moléculaires 
permettant aux rétinoïdes de promouvoir un processus de cicatrisation restent encore mal connus. Afin de mieux 
appréhender ces mécanismes, mais aussi afin d’élargir leur utilisation clinique à la rupture prématurée des 
membranes (RPM), je me suis intéressée aux propriétés pro-cicatrisantes de l’atRA (l’un des dérivés actifs de la 

vitamine A)  sur les membranes fœtales.  

Alors que l’amnios et le chorion sont physiologiquement incapables d’initier un processus de 

cicatrisation suite à une lésion, nos résultats démontrent un effet positif de l’atRA sur la migration des cellules 
épithéliales amniotiques (amniocytes primaires), conduisant ainsi à une potentialisation de la cicatrisation de 
plus de 80% in vitro. Ce travail, complété par une analyse transcriptomique réalisée sur des membranes fœtales 

et des amniocytes primaires traités ou non à l’atRA, a permis d’identifier de nombreux gènes régulés par l’atRA 

au sein de l’amnios et des amniocytes. Parmi ces gènes, je me suis intéressée à un membre de la famille des lysyl 
oxydases, LOXL4, qui joue un rôle clé dans la dynamique de la matrice extracellulaire en régulant la réticulation 
du collagène. Une étude de régulation transcriptionnelle associée à de la promotologie ont tout d’abord permis de 

montrer que l’atRA induisait l’expression du gène LOXL4 de manière directe. Puis, l’inhibition de la protéine 

LOXL4 lors de tests de blessure (par le β-aminopropionitrile et par un siARN spécifique) nous a permis de 
démontrer que l’effet pro-cicatrisant de l’atRA était médié, au moins en partie, par la rétino-induction de 
LOXL4.  

Ces nouveaux éléments apportés par ce travail dans la compréhension des mécanismes moléculaires 
utilisés par l’atRA afin de promouvoir la cicatrisation permettent d’envisager son utilisation future dans la prise 

en charge clinique des ruptures prématurées. 

Abstract 

Vitamin A and its active derivates (retinoids) are essential molecules for life from the embryonic 
development to the adulthood. Because of these numerous functions and especially because of their pro-healing 
properties, they are commonly used in clinic in dermatology and ophthalmology in particular. Despite this 
routine clinical use, the molecular and cellular mechanisms used by retinoids to promote a healing process 
remain unclear. To better understand these mechanisms, but also to expand its clinical use to the premature 
rupture of fetal membranes (PROM), we looked to pro-healing properties of atRA (active derivative of vitamin 
A) on the human fetal membranes. 

While amnion and chorion are unable to initiate a physiological process of healing after injury, our 
results demonstrate a positive effect of atRA on the migration of primary amniocytes, leading to an healing 
improvement of up to 80% in vitro. This work, completed by a transcriptomic analysis performed on fetal 
membranes and primary amniocytes treated or not with atRA, allowed the identification of many genes regulated 
by atRA within the amnion and the amniocytes. Among these genes, we looked to a member of the lysyl oxidase 
family, LOXL4, which plays a key role in the dynamic of the extracellular matrix by regulating collagen 
crosslinking. First, transcription and promotology experiments have shown that atRA strongly induced the 
expression of LOXL4 in a direct manner. Then, the inhibition of the LOXL4 protein in scratch assay 
experiments (using β-aminopropionitrile or a specific siRNA) allowed us to demonstrate that the pro-healing 
effect of atRA was mediated, at least in part, by the retinoid-induction of this gene. 

Besides providing new elements to understand how atRA exerts their pro-healing properties, this work 
proposes atRA as a promising candidate to improve the clinical management of premature rupture of the fetal 
membranes by promoting re-epithelialization of the amnion.  
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Avant-propos 

Les membranes fœtales, annexes embryonnaires constituées de l’amnios et du chorion, 

jouent un rôle primordial tout au long de la grossesse notamment en protégeant le fœtus 

contre les agents infectieux extérieurs et en assurant l’homéostasie du liquide amniotique. 

Lors de la parturition, leur rupture est programmée pour survenir peu de temps après le début 

du travail, permettant ainsi l’accouchement. Cependant, dans certains cas pathologiques, les 

membranes se rompent bien avant le terme de la grossesse engendrant des risques affectant 

principalement le fœtus et conduisant à une prématurité plus ou moins grave de ce dernier. 

Actuellement, la prise en charge de ces ruptures prématurées reste néanmoins peu efficace et 

complexe au vu de l’incapacité des membranes fœtales à cicatriser naturellement et à 

permettre ainsi à la poche des eaux de retrouver son intégrité. 

Dans ce contexte, nous avons étudié les effets des acides rétinoïques, dérivés actifs de la 

vitamine A déjà utilisés en clinique pour leurs propriétés pro-cicatrisantes, dans les 

phénomènes de réparation des membranes fœtales humaines. L’ensemble de ce travail doit 

pouvoir permettre de proposer, in fine, un moyen de restituer l’intégrité de l’amnios après une 

lésion.  

Ce projet s’inscrit complètement dans les axes de recherche portés par l’équipe R2D2, qui 

s’attache à mieux comprendre, au sein de différents tissus, les mécanismes moléculaires et 

cellulaires généraux de la cicatrisation des épithéliums lésés.  
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Figure 1:  Lignage cellulaire de l’embryologie humaine. 

(D’après: http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/appendixa.aspx .) 
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I - Formation et structure des membranes fœtales humaines 

Le développement des annexes extra-embryonnaires, composées du placenta et des 

membranes fœtales, permet d’établir une véritable interface entre la mère et le fœtus. Lieu 

d’échange de nutriments, d’eau et de déchets métaboliques, elles présentent également une 

activité régulatrice indispensable au maintien de la grossesse et à la parturition.  

Bien qu’elles soient moins étudiées que le placenta, les membranes fœtales constituent un 

ensemble tissulaire transitoire complexe indispensable au bon déroulement de la grossesse. En 

s’insérant de part et d’autre du placenta, elles délimitent la cavité amniotique dans laquelle 

baigne le fœtus en croissance et doivent, de ce fait, s’adapter aux nombreuses contraintes 

mécaniques et biologiques de la vie in utero. 

A) Genèse des membranes fœtales 

Au stade blastocyste, 5 jours après la fécondation, l’œuf se compose d’un amas de cellules 

internes, appelé bouton embryonnaire, d’une cavité, le blastocœle, et d’une couche de cellules 

externes constituant le trophoblaste. Cette couche externe assurera l’implantation (au 6
ème jour 

après la fécondation) et constituera la première interface entre la mère et le fœtus. De 

nombreuses modifications de l’œuf surviennent après l’implantation. D’une part, le 

trophectoderme se différencie pour donner naissance au syncytiotrophoblaste et au 

cytotrophoblaste qui seront destinés exclusivement à la formation des annexes embryonnaires. 

D’autre part, les cellules du bouton embryonnaire se réarrangent en un disque bilaminaire 

composé : i) d’un épithélium appelé épiblaste, qui participera à la formation de l’embryon et 

des annexes (notamment l’amnios et le mésoderme extra-embryonnaire). ii) de l’hypoblaste 

sous-jacent qui se différenciera en sac vitellin (Figure 1). 
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embryonnaire 
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embryonnaire 

Sphère choriale 
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vitelline 
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amniotique 
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Figure 2 : Formation de 
l’amnios. 
Au 8ème jour, les amnioblastes 
(dérivés de l’épiblaste) migrent 
pour former la cavité amniotique 
(A). Au 16ème jour, la 
somatopleure qui dérive du 
mésoderme extra-embryonnaire, 
vient entourer les amnioblastes 
(B), elle constituera leur soutien 
mécanique pour former le 
feuillet amniotique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 : Augmentation du 
volume de la cavité amniotique. 
Dés la 6ème semaine 
d’aménorrhée (SA), la cavité 
amniotique repousse le 
mésenchyme somatopleural qui 
tend à effacer la cavité choriale 
en s’étendant tout autour de 
l’embryon. Cette poussée 
permettra l’accolement de la 
somatopleure (amnios) à la 
sphère choriale autour de la 
18ème SA. 
 
 
 
 
Figure 4 : Annexes extra-
embryonnaires à la fin du 3ème 
mois. 
L’accroissement de la cavité 
amniotique plaque la caduque 
ovulaire contre la caduque 
pariétale oblitérant la cavité 
utérine. Les villosités choriales 
involuent du côté du caduque 
ovulaire donnant naissance au 
chorion lisse qui entoure 
l’amnios et constitue ainsi le 
feuillet externe des membranes 
fœtales.  

Caduque ovulaire 
Caduque basilaire 

Chorion lisse 

Placenta  
(comprenant le 
chorion villeux) 

Cavité amniotique 

Fin du 3ème mois de développement 

Caduque pariétale 

(D’après : http://cvirtuel.cochin.univ-paris5.fr/Embryologie/.htm) 

A) 
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i) Formation de l’amnios 

La formation de l’amnios débute pendant la 4ème semaine d’aménorrhée (SA). Au 8ème jour de 

développement, des cellules de l’épiblaste se différencient en cellules épithéliales 

amniotiques, ou amnioblastes, et migrent pour délimiter une nouvelle cavité : la cavité 

amniotique (Figure 2A). A partir du 12ème jour, le mésoderme extra-embryonnaire se 

développe et prend le nom de somatopleure au niveau de la cavité amniotique et du pédicule 

embryonnaire. La somatopleure constituera le support mécanique de l’épithélium amniotique 

(amnioblastes) pour former le feuillet de l’amnios (Figure 2B). Au cours de la 6ème SA, le 

volume de liquide amniotique augmente fortement et repousse les parois de l’amnios qui 

s’étend alors tout autour de l’embryon à la fin de la 6ème semaine (Figure 3).  

ii) Formation du chorion 

Au cours de la deuxième semaine de développement, le cœlome extra-embryonnaire (ou 

cavité choriale) apparaît et s’accroit jusqu’à entourer la vésicule vitelline secondaire et la 

cavité amniotique au 16ème jour. Cette cavité repousse le mésoderme extra-embryonnaire qui 

va venir tapisser la face interne du cytotrophoblaste (somatopleure) d’une part, et la face 

externe de la vésicule vitelline d’autre part (splanchnopleure). Ainsi, le chorion sera formé par 

l’association de la somatopleure et des cytotrophoblastes délimitant l’œuf de la décidue 

maternelle. A partir de la fin du 2ème mois de développement, les villosités de la sphère 

choriale vont disparaître du coté de la caduque ovulaire, donnant alors naissance au chorion 

lisse non vascularisé. A l’inverse, les villosités choriales situées à l’opposé (en direction de la 

caduque basilaire), se développent et constituent le chorion villeux qui entrera dans la 

composition du placenta apparaissant sous forme discoïde à la fin du 3ème mois (Figure 4). 
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Figure 5: Structure des membranes fœtales humaines. 

A) Les membranes fœtales délimitent la cavité amniotique. L’amnios constitue le feuillet interne, au contact du 
liquide amniotique, tandis que le chorion se situe au contact de la décidue maternelle. 

(D’après: Bárcena et al., 2011. doi:  10.1111/j.1537-2995.2011.03372.x) 

 
B) L’amnios se compose de 5 couches histologiques distinctes: l’épithélium, la membrane basale, la couche 
compacte, la couche fibroblastique et la couche spongieuse au contact du chorion. Ce dernier est composé de 3 
couches: la couche réticulaire, la membrane basale et la couche trophoblastique au contact de la décidue 
maternelle. Les principaux composants de la matrice extracellulaire sont indiqués dans la colonne de droite.  

(D’après : D. Evain-Brion et A. Malassiné.  Le placenta humain. Lavoisier, 2010 . p 30) 

 
 



~ 15 ~ 
 

iii) Accolements membranaires 

Autour de la 18ème SA, la croissance accrue de la cavité amniotique est telle qu’elle repousse 

la cavité choriale qui disparaît, permettant l’accolement des deux feuillets mésoblastiques : 

l’amnios et le chorion. 

L’accolement du chorion lisse à la décidue maternelle pariétale constitue la dernière étape de 

la formation des membranes fœtales. Elle survient autour de la 24ème semaine du fait de la 

disparition de la caduque ovulaire qui n’est plus suffisamment irriguée pour subsister.  

B) Structure des membranes 

Les membranes fœtales sont donc composées de deux feuillets accolés. L’amnios, feuillet le 

plus interne, est en contact direct avec le liquide amniotique dans lequel baigne le fœtus. Le 

chorion, lui, constitue le feuillet le plus externe et est accolé à la décidue maternelle sous-

jacente (Figure 5A). Les premières études décrivant la structure anatomique et histologique 

des membranes fœtales ont été menées par Golden Bourne dans les années 60 (1–3). Ces 

données ont été largement enrichies les années suivantes (4,5) et ont permis d’aboutir, de nos 

jours, à une description détaillée très complète de chacun des deux feuillets. 

i) L’amnios 

L’amnios est un feuillet qui n’est ni vascularisé ni innervé, il se compose de cinq couches 

d’une épaisseur totale d’environ 0,1mm (1) (Figure 5B). La première est composée d’une 

monocouche de cellules épithéliales cubiques qui bordent la cavité amniotique. Cet 

épithélium repose sur une membrane basale composée de collagènes de type III, IV et V ainsi 

que de glycoprotéines non-collagéniques (telle que la laminine et la fibronectine) sécrétées 

par les cellules épithéliales. La 3ème couche, appelée couche compacte, forme un véritable 

squelette fibreux conférant une grande résistance au feuillet amniotique et participant ainsi à 



Figure 6: Ultrastructure des membranes fœtales humaines. 

Une coupe de membranes foetales observée en microscopie optique est présentée au centre de la figure.  

Les différentes couches ont ensuite été observées en microscopie électronique, permettant notamment la 
visualisation du réseau de collagène très présent au sein de la couche compacte de l’amnios. 
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l’intégrité des membranes fœtales (5). Elle se compose d’un réseau dense de collagènes 

fibrillaires (de type I et III principalement) organisés en faisceaux, eux même sécrétés par la 

couche fibroblastique sous-jacente. Cette dernière est la couche la moins épaisse de l’amnios, 

elle se compose de cellules mésenchymateuses (fibroblastes) et de rares macrophages 

enchâssés dans une matrice extracellulaire.  La dernière couche de l’amnios se trouve au 

contact du chorion, il s’agit de la couche spongieuse. Riche en protéoglycanes hydratées, elle 

permet une absorption des nombreuses déformations causées à la fois par les mouvements du 

fœtus et par les chocs extérieurs. De plus, elle constitue une zone de glissement entre l’amnios 

et le chorion. 

L’organisation des fibres de collagène est primordiale pour assurer la résistance de l’amnios 

aux pressions extérieures. En plus du réseau fibreux dense de la couche compacte, la solidité 

de l’amnios est assurée par des ponts de collagènes reliant la membrane basale aux couches 

profondes du feuillet amniotique. Ces fibres, composées de collagènes de types V et VI, sont 

visibles en microscopie sous forme de rubans organisés en travées parallèles (6) (Figure 6). 

ii) Le chorion 

Le chorion est un feuillet beaucoup plus épais que le feuillet amniotique (avec une épaisseur 

pouvant atteindre 0,4mm) mais cependant bien moins résistant aux forces de tension. Il se 

compose de trois couches (Figure 5B). La première, située au contact de l’amnios, est appelée 

couche réticulaire. Elle est constituée d’un réseau fibreux riche en collagène et en 

protéoglycanes dans lequel s’enchâssent des cellules fusiformes et stellaires. Cette structure 

adhère fermement à la membrane basale choriale sous-jacente. Cette dernière, riche en 

collagène de type IV, en laminine et en fibronectine, constitue le support de la couche 

trophoblastique en permettant l’ancrage et la connexion de fibres dans le trophoblaste. La 

couche trophoblastique est formée par un empilement de 2 à 10 couches de cellules 
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trophoblastiques. C’est la structure la plus externe des membranes fœtales, située en contact 

étroit avec les cellules de la décidue maternelle.  

II – Rôles des membranes fœtales et rupture programmée 

Les membranes fœtales constituent un ensemble tissulaire complexe transitoire, 

assurant aussi bien des fonctions mécaniques que biologiques, indispensables au bon 

déroulement de la grossesse. Ces différentes fonctions seront présentées dans une première 

partie (A) alors que l’importance des membranes dans l’initiation de la parturition sera traitée 

dans une deuxième partie (B) qui détaillera la physiologie de la rupture, processus programmé 

pour survenir au terme de la grossesse.  

A) Rôles des membranes fœtales 

Premièrement, les membranes délimitent la cavité amniotique dans laquelle se trouve le fœtus 

en croissance. De ce fait, elles assurent une protection mécanique aussi bien contre les chocs 

extérieurs que contre les mouvements du fœtus lui-même. Leur solidité et leur capacité à 

absorber les chocs découlent d’une grande résistance moléculaire indispensable au maintien 

de leur intégrité.  

A côté de cette protection physique, les membranes constituent une véritable barrière 

immunologique. De nombreuses études font état des rôles anti-inflammatoires et 

antimicrobiens des membranes fœtales (7–9), leur conférant un intérêt particulier pour une 

utilisation en « tissue engineering » (10) et en clinique (11). De par ce rôle immunitaire,  le 

fœtus et les membranes elles mêmes sont protégés des agents infectieux extérieurs présents 

dans le tractus génital. Ces systèmes de défense contre les infections - essentiels pour la santé 

de la mère et du fœtus - sont toutefois imparfaits, pouvant provoquer une pathologie redoutée 

des cliniciens : la chorioamniotite (12). 
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En outre, les membranes fœtales sont en contact direct avec le liquide amniotique dont la 

régulation de l’homéostasie (volume, composition, renouvellement…) est indispensable pour 

le développement harmonieux du fœtus. En effet, une anomalie de volume du liquide 

amniotique peut conduire à des pathologies obstétricales graves telles que le polyhydramnios 

et l’oligohydramnios (13). Les membranes fœtales jouent un rôle majeur dans la régulation du 

volume de liquide amniotique. Bien que les mécanismes moléculaires restent mal connus, il a 

été établi que la résorption du liquide se faisait en partie par transfert trans-membranaire : le 

surplus de liquide serait résorbé par passage au travers des membranes fœtales, de la cavité 

amniotique vers la circulation maternelle placentaire (14,15). Plusieurs systèmes ont été 

décrits pour assurer ce flux parmi lesquels la transcytose vésiculaire, qui pourrait être régulée 

par le facteur VEGF comme démontré sur le modèle ovin (16–18) . De plus, de nombreuses 

études ont permis de démontrer l’implication des aquaporines dans la régulation du volume du 

liquide amniotique au  travers des membranes fœtales (19–22).  

Pour finir, les membranes fœtales sont impliquées dans l’initiation de la parturition de par leur 

rupture en fin de grossesse. Communément appelé rupture de la poche des eaux, ce processus 

finement régulé semble programmé pour survenir au terme de la grossesse. 

B) Rupture programmée des membranes fœtales 

i) Chronologie de la rupture 

La rupture des membranes est programmée pour survenir une fois le travail commencé. Elle 

peut survenir spontanément ou bien être provoquée artificiellement par le clinicien. Les 

contractions utérines rapprochées, caractéristiques de l’entrée en travail, constituent un facteur 

déclencheur de la rupture. En effet, les forces de cisaillement générées par les contractions 

exercent une pression sur les membranes, augmentant ainsi leur étirement. A côté de ces 

contraintes mécaniques favorisant la rupture, les membranes fœtales sont soumises à de 



Figure 7: Présentation des collagènes et des MMPs responsables de leur dégradation dans les membranes fœtales 
humaines.  

(D’après Vadillo-Ortega et al., 2006 ; Cohen et al., 2006 ; Hessle et al., 1986) 
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nombreuses modifications de composition et d’organisation concourant à leur fragilisation au 

niveau du col utérin en fin de grossesse. De ce fait, il n’est pas rare que la rupture survienne 

spontanément avant le début du travail, ce qui est le cas chez 10% des femmes accouchant à 

terme (23).  

Chronologiquement, il a été établi que la séparation de l’amnios et du chorion constituait le 

premier évènement du processus de rupture (24). Le chorion, moins résistant, se rompt 

rapidement suite à la séparation des deux feuillets. A l’inverse, la grande résistance de 

l’amnios lui confère la capacité à se distendre sans se rompre alors qu’il n’a plus de support 

mécanique (25). Sa rupture, dépendante de sa dégradation, apparaît comme un phénomène 

hautement régulé.  

ii) Intégrité des membranes au cours de la grossesse 

Les membranes fœtales sont dotées d’une grande résistance indispensable au bon déroulement 

de la grossesse. Comme décrit précédemment, leur intégrité est assurée en majeure partie par 

la composition et l’organisation de la matrice extracellulaire et en particulier des collagènes 

(Figure 5B et 7). De nombreux éléments appuient l’hypothèse d’une dégradation programmée 

de cette matrice afin de conduire, en fin de grossesse, à une fragilisation des membranes 

fœtales, favorisant ainsi leur rupture. 

Balance MMPs / TIMPs 

Tout au long de la grossesse, l’intégrité des membranes est maintenue grâce à un équilibre 

entre la production et la dégradation de la matrice extracellulaire. Cette balance est hautement 

dépendante des enzymes de dégradation des composants de la matrice : les métalloprotéases 

(MMPs), et de leur inhibiteurs : les TIMPs. A ce jour, au moins 26 MMPs ont été identifiées 

chez l’Homme. Elles peuvent être divisées en six groupes distincts selon leur substrat : les 

collagénases, les gélatinases, les stromélysines, les matrilysines, les membranes-type MMPs 



Membranes fœtales 

à terme 

Membranes fœtales 

RPM 

Liquide amniotique 
RPM 

1 MMP-1  + ↑ ↑

2 MMP-8  + ↑ ↑

3 MMP-13  +  +  +

4 MMP-18  - ND ND

5 MMP-2  + ↑ ↑ / pas modifiée

6 MMP-9  + ↑ ↑

7 MMP-3  +  + ↑

8 MMP-10  + ND ND

9 MMP-11  + ND ND

10 MMP-27  - ND ND

11 MMP-7  - ND ND

12 MMP-26  -  - ND

13 MMP-14  + ↑ ↑

14 MMP-15  +  + ND

15 MMP-16  -  - ND

16 MMP-17  +  - ND

17 MMP-24  +/-  - ND

18 MMP-25  -  - ND

19 MMP-12  - ND ND

20 MMP-19  +  + ND

21 MMP-20  -  - ND

22 MMP-21  - ND ND

23 MMP-22  - ND ND

24 MMP-23  +  + ND

25 MMP-28  - ND ND

26 MMP-29  - ND ND

MT-MMPs

Autres enzymes

Expression des MMPs

Famille des MMPsNoms des MMPs

Collagénases

Gélatinases

Stromélysines

Matrilysines

Figure 8: Profil d’expression des métalloprotéases (MMPs) dans les membranes fœtales humaines 
non-pathologiques (à terme) et en condition de rupture prématurée (RPM). 
+: exprimée ; - : pas exprimée ; +/- : exprimé dans 50% des tissus testés ;  
ND: non déterminé ; ↑ : expression augmentée par rapport aux membranes à terme. 

(D’après Menon R et al., 2004) (27). 
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(MT-MMPs) et les « autres enzymes » (26).  Leur profil d’expression dans les membranes 

fœtales a été largement étudié aussi bien en condition physiologique (à terme) qu’en condition 

pathologique de rupture prématurée des membranes (RPM) (Figure 8) (27). Il en est de même 

pour les inhibiteurs de métalloprotéases (TIMPs) : tous les membres de la famille identifiés à 

ce jour (TIMP1, 2, 3 et 4) sont exprimés dans les membranes fœtales et certains semblent 

impliqués dans le processus de rupture (28,29). 

Zone à morphologie altérée 

Plusieurs études ont cherché à caractériser la microstructure des membranes fœtales à terme et 

plus particulièrement au niveau de leur point de rupture (30–32). Une zone particulière, 

localisée le long de la ligne de rupture au niveau du col utérin, a été identifiée et appelée ZAM 

pour « zone à morphologie altérée ». La zone ZAM présente des caractéristiques particulières 

en comparaison de la zone plus éloignée du point de rupture (appelée ZIM). 

Tout d’abord, des caractéristiques histologiques ont été décrites (Figure 9):   

- Au niveau du point de rupture, l’épaisseur globale des membranes est diminuée à cause d’un 

amincissement de la décidue et de la couche trophoblastique du chorion.  

- Le tissu conjonctif est désorganisé. Son état apparait relâché et présente des gonflements en 

zone ZAM alors qu’il est dense et compacté dans les zones éloignées du col. 

Puis, de nombreuses caractéristiques biochimiques décrites par la suite ont permis d’expliquer 

la morphologie de la zone ZAM :  

- Il a notamment été démontré que certaines enzymes impliquées dans la synthèse et la 

dégradation de la matrice extracellulaire étaient dérégulées au sein de la zone ZAM. Par 

exemple, la protéine MMP-9, impliquée dans la dégradation des collagènes est augmentée 

alors que l’inhibiteur de métalloprotéases TIMP-3 est, lui, diminué (32). 

- De plus, des modifications d’expression d’autres composants de la matrice ont également été 

démontrées dans ZAM : La décorine, protéoglycane impliquée dans l’organisation du 



Épithélium 
amniotique 

Tissus connectifs 

Trophoblastes 
chorioniques 

Décidue 
maternelle 

ZIM ZAM 

Figure 9: Comparaison histologique des zones ZIM et ZAM des membranes fœtales humaines.  
Au niveau de ZIM (zone à morphologie intacte) l’organisation des tissus connectifs est dense et compacte. A 
l’inverse, le tissus conjonctif est relâché et la décidue ainsi que la couche trophoblastique du chorion sont 
amincies dans ZAM (zone à morphologie altérée; au niveau du cervix). Échelle = 100 μm.  

(D’après McLaren et al., 1999) (31) 
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collagène en faisceau, est diminuée alors que le biglycan, autre protéoglycane, se retrouve 

augmenté. Ce dernier déstabilise les faisceaux de collagène en interférant avec la décorine, 

facilitant la rupture. D’autre part, la quantité d’acide hyaluronique est 3 fois supérieure dans la 

zone ZAM par rapport à la zone opposée au col (ZIM). De par sa structure, ce composé a la 

capacité de se gorger d’eau et d’augmenter ainsi la pression au sein de la matrice 

extracellulaire, favorisant également la rupture (33,34). 

- Enfin, une augmentation des phénomènes d’apoptose a également été mise en évidence au 

niveau de la zone ZAM, concourant également à sa fragilisation.  

 

iii) Mécanismes moléculaires de la rupture programmée 

Des modifications de la structure des membranes, notamment une diminution de leur contenu 

en collagènes et une augmentation de leur activité collagénase sont associées au 

déclenchement de la rupture. Des études sur les rongeurs ont également mis en évidence une 

augmentation de l’apoptose à la suite de ce processus de dégradation de la matrice (35). Chez 

l’Homme, ces phénomènes d’apoptose semblent apparaitre uniquement au sein de la zone qui 

sera amenée à rompre (ZAM) (36). Il y aurait donc un déséquilibre dans la balance des MMPs 

et des TIMPs associé à des processus pro-apoptotiques qui concourraient, à terme, à la rupture 

des membranes (37,38). De nombreuses études réalisées chez l’Homme et sur modèle animal 

font état des modifications d’expression des MMPs et des TIMPs survenant avant et pendant 

l’accouchement. Chez l’Homme, les membranes fœtales présentent une forte augmentation de 

l’activité de MMP1 avant le travail et de MMP3, MMP8 et MMP9 pendant le travail. Il a 

également été démontré que la concentration de TIMP1 diminuait au cours de la parturition 

puis augmentait en post-natal (39,40). Ces phénomènes hautement régulés mettent en jeu des 

signaux émanant de tous les acteurs de la vie in utero : le placenta, le liquide amniotique, la 

caduque utérine, le fœtus en croissance et les membranes fœtales elles-mêmes (41). 
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Au cours de la grossesse, la CRH (corticotropin-releasing hormone) sécrétée par le placenta 

augmente pour atteindre sa concentration maximale à terme. Elle peut alors exercer son action 

au sein de l’hypophyse fœtale, conduisant à la synthèse de cortisol par les glandes surrénales 

du fœtus (42,43). L’augmentation du cortisol dans la circulation fœtale et dans le liquide 

amniotique en fin de grossesse stimule à son tour la production de CRH par le 

syncytiotrophoblaste, modulant ainsi la quantité de cortisol et de CRH. Ces deux hormones 

vont alors exercer une partie de leur action au niveau des poumons fœtaux en stimulant leur 

maturation qui se termine à partir du 8ème mois de grossesse. La sécrétion de surfactant, 

constituant la dernière étape du développement pulmonaire, enrichit alors le liquide 

amniotique en protéines et en phospholipides qui génèreraient, de par leur action pro-

inflammatoire, une augmentation de l’activité de la cyclooxygénase-2 (COX-2) et de la 

synthèse de prostaglandine E2 (44) au contact de l’amnios. Ces dernières médient l’activation 

des MMPs et permettent ainsi d’initier la dégradation des membranes conduisant à leur 

rupture.  

De même, la CRH présente dans le liquide amniotique agit directement au niveau de la 

sécrétion de MMP9 dans les membranes fœtales, concourant à leur fragilisation (45). La 

libération des MMPs, et plus particulièrement MMP3 et MMP9, est également induite par la 

relaxine, hormone sécrétée par la décidue à son niveau maximum en fin de grossesse (46).  

En parallèle, le chorion connait également des modifications à l’approche du terme. Tout au 

long de la grossesse, ce feuillet sécrète la prostaglandine déshydrogénase (PGDH) dont le rôle 

est d’inhiber les prostaglandines afin d’empêcher les contractions utérines en dehors de 

l’accouchement. L’expression de cette enzyme est réprimée par des mécanismes post-

transcriptionnels en fin de grossesse, exposant de ce fait la décidue maternelle et les 

membranes fœtales à l’action de la prostaglandine E2 (47), médiatrice de l’activation des 

MMPs (48).  
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En plus de ces dérégulations de la balance production/dégradation de la matrice, des 

modifications des protéines régulant l’organisation de la MEC ont été mises en évidence en 

fin de grossesse. Par exemple, il a été démontré que l’activité des lysyl oxydases diminuait 

avec l’âge gestationnel pour arriver à un minimum d’activité en fin de grossesse. Ces enzymes 

exprimées au niveau des membranes fœtales permettent d’assurer les pontages entre les fibres 

de collagènes et sont donc indispensables au maintien de l’intégrité de la matrice. Leur étude 

au sein des membranes fœtales faisant l’objet d’une grande partie de ce travail de thèse, les 

lysyl oxydases sont détaillées dans la 3ème partie de la synthèse bibliographique. 

Pour finir, de plus en plus d’études soutiennent l’hypothèse que l’inflammation stérile induite 

par le travail contribuerait au processus de rupture (49–52). Il a notamment était démontré que 

l’entrée en travail induisait l’expression d’un large panel de gènes caractéristiques d’une 

réaction inflammatoire aiguë au sein des membranes fœtales (50). En accord avec cette 

hypothèse, ce type de réaction inflammatoire, déclenchée en absence d’agents infectieux, est 

très fréquemment retrouvée dans les membranes ayant rompu prématurément (51,52). 

Toutes ces modifications survenant au terme de la grossesse semblent se coordonner pour 

aboutir à la fragilisation des membranes fœtales, facilitant ainsi leur rupture après le début du 

travail. La rupture serait donc dépendante à la fois de mécanismes hautement régulés 

concourant à fragiliser les membranes en les dégradant, et de forces de tension et d’étirement 

générées par les contractions utérines de plus en plus rapprochées une fois le travail 

commencé.  

 

III – Rupture prématurée des membranes fœtales 

La rupture des membranes apparait comme un processus physiologiquement 

programmé pour la fin de la grossesse. Cependant, dans des cas de grossesses pathologiques, 

elle peut survenir avant le début du travail, on parle alors de rupture prématurée des 



RPM spontanée RPM iatrogène

Causes
Multifactorielle            

Souvent infectieuse.
Amniocentèse ou fœtoscopie. 

Taille de la brèche Etendue large.
Dépend du diamètre de l'instrument 

chirurgical.

Type de brèche Diffuse, peu délimitée. Nettement délimitée.

Localisation 
Souvent en regard du col 

utérin.
Au niveau du site d'insertion de 

l'instrument.

Age gestationel 
Variable                              

Plus fréquente au 3ème 

trimestre.

Suite à la procédure chirurgicale 
Souvent au 2ème et 3ème trimestre.

Incidence 1% à 4% des grossesses
1% à 2% après une amniocentèse   
3% à 30% après une fœtoscopie  

Figure 10: Caractéristiques des ruptures prématurées spontanées et iatrogènes. 

(D’après Devlieger et al., 2006) (55) 
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membranes (RPM). Si cette dernière survient avant 37 SA (RPM avant terme ou RPMAT) 

une prise en charge clinique est alors indispensable pour prévenir au maximum 

l’accouchement prématuré et les risques liés à la prématurité du fœtus. Cette pathologie 

obstétricale courante survient dans 2 à 3% des grossesses, soit chez près de 25000 patientes 

par an en France (53,54). 

Des facteurs extérieurs tels que l’exposition au tabac, à des polluants ou à des agents 

infectieux sont connus pour être des facteurs de risque de RPM. A côté de ces causes, souvent 

qualifiées d’environnementales, les gestes invasifs pratiqués par les obstétriciens à visée 

diagnostique ou thérapeutique (fœtoscopie, amniocentèse) constituent également un facteur de 

risque important de RPM qualifiée alors de rupture «iatrogène» (Figure 10).  

Responsable d’un tiers des naissances prématurées dans le monde, conduisant elles-mêmes à 

20% de mortalité périnatale, la RPM est surtout problématique pour les cliniciens à cause de 

l’incapacité des membranes fœtales à cicatriser (55). En effet, l’analyse (à terme) de 

membranes fœtales ayant subi une fœtoscopie au 2ème trimestre de grossesse démontre 

l’absence de signe témoignant d’un processus de cicatrisation notamment au niveau 

histologique, où aucune infiltration inflammatoire ou fibrose n’ont été observées au niveau du 

site de la lésion créée par le fœtoscope. Même si quelques cellules semblent proliférer au 

niveau du chorion, cela ne suffit pas à initier une fermeture de la lésion (56). Ainsi, cette 

brèche restant ouverte peut faciliter un écoulement plus ou moins important du liquide 

amniotique. Les principales complications de la RPM sont : l’oligohydramnios (faible volume 

de liquide amniotique) pouvant entrainer une hypoplasie pulmonaire chez le fœtus et la 

chorioamniotite. Actuellement, la prise en charge médicale des RPM ne rencontre pas de 

résultats satisfaisants et dépend essentiellement de l’âge gestationnel de  survenue.  En  effet,  

pour les RPM survenant entre 34 et 37 SA, aucune intervention thérapeutique particulière 

n’est mise en place en dehors de la surveillance du risque infectieux alors qu’avant 34 SA, il 
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est préférable pour le fœtus que la grossesse se poursuive afin de réduire au maximum les 

risques liés à la prématurité. 

 

A) RPM spontanée 

i) Causes  

De nombreuses étiologies de la RPM spontanée ont été rapportées dans la bibliographie, 

toutefois, le mécanisme précis reste encore mal connu. L’élément causal retrouvé le plus 

couramment est l’inflammation et/ou l’infection chronique (57). Cette dernière entraînerait 

une production accrue de cytokines pro-inflammatoires capable de médier le déclenchement 

précoce des contractions utérines ainsi que l’activation de la cascade des MMPs.  

Les modifications de la balance MMPs / TIMPs dans les membranes fœtales et le liquide 

amniotique après RPM ont d’ailleurs été largement décrites dans la littérature (Figure 7) 

(27,58,59). L’activation des MMPs, sous l’influence des cytokines pro-inflammatoires 

permettrait la dégradation du tissu lésé et favoriserait ainsi la rupture des membranes avant le 

terme de la grossesse.   

 Actuellement, les signaux permettant de provoquer une telle réponse inflammatoire au niveau 

des membranes restent peu connus. Les agents infectieux présents dans le tractus génital sont 

capables de coloniser la décidue et d’atteindre les membranes fœtales par voie ascendante, 

générant ainsi une micro inflammation chronique au niveau du chorion (60). Cependant, la 

présence de telles bactéries a également été décrite dans des membranes non pathologiques 

rompant à terme. Il semble alors peu probable que l’infection soit à elle seule responsable de 

la rupture prématurée (61). De plus, il est maintenant clairement établi qu’un processus 

inflammatoire peut se produire au niveau des membranes en absence d’agent pathogène. Ce 

type d’inflammation, dite stérile, est retrouvé très fréquemment dans les membranes de RPM 
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spontanée. Elle serait médiée par des protéines de type « alarmines » telles que HMGB1 en 

réponse à un stimulus (51,52). 

A côté de cette voie  inflammatoire, la relaxine, dont la quantité est augmentée en cas de 

RPM, serait capable d’induire l’expression des MMPs et de l’activateur tissulaire du 

plasminogène (46,62,63). La RPM pourrait donc être également médiée par une voie 

indépendante de l’inflammation.  

D’autre part, des causes environnementales telles que le stress, les carences en vitamines (C et 

E) ou l’exposition à des substances toxiques (cocaïne, tabac, polluants) sont associées à la 

RPM (64–67). Ces facteurs favorisant la rupture seraient source de stress oxydatif et 

participeraient ainsi à la fragilisation progressive des membranes (68–72).  

En outre, le risque de RPM est également augmenté en cas de grossesse multiple, de 

saignement vaginal, d’hématome rétroplacentaire ou d’insuffisance cervicale par exemple.  Le 

syndrome d’Ehler Danlos, maladie génétique présentant des défauts du tissu conjonctif, 

prédisposerait également à la RPM. 

De fait, la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la RPM reste 

actuellement complexe de par le profil multifactoriel de cette pathologie. Une cause n’est 

identifiée que dans 40% des cas, rendant la prise en charge préventive de la RPM difficile.  

ii) Prise en charge 

La prise en charge clinique de la RPM est hautement dépendante de l’âge gestationnel. Dans 

les cas de RPM précoce (avant 24 SA), une stratégie consiste à restaurer le volume de liquide 

amniotique perdu par amnioinfusion d’une solution saline. Cette technique devait permettre 

de palier aux complications liées à l’oligohydramnios telles que la distorsion faciale, 

l’hypoplasie pulmonaire ou le retard de croissance intra-utérin (73). Toutefois, ces tentatives 

n’ont jamais montré d’efficacité clinique et l’utilisation de cette technique est toujours 

largement discutée. 
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Avant 34 SA, la prise en charge des RPM vise à prolonger la grossesse au maximum afin 

d’éviter les risques liés à la prématurité du fœtus. A ce jour, c’est l’antibiothérapie qui a 

montré sa capacité à prolonger la grossesse.   

Au-delà de 34SA, cette attitude dite expectative est discutée car les risques de morbidité liés à 

la prématurité sont rares à partir de cette période alors que les risques de chorioamniotite et 

d’hématome rétroplacentaire présentent un danger pour la mère et/ou le fœtus. En effet, une 

fois rompues, les membranes fœtales ne peuvent plus assurer leur rôle de barrière immunitaire 

face aux bactéries de la flore vaginale. L’antibiothérapie et la surveillance du risque infectieux 

deviennent alors des éléments essentiels de la prise en charge. Selon les cas, et après 

l’évaluation du ratio bénéfice/risque par l’obstétricien, l’accouchement sera déclenché pour 

palier au risque infectieux (54,64,74).  

B) RPM iatrogène 

i) Causes 

La RPM iatrogène (RPMi) est une complication majeure des procédures chirurgicales fœtales. 

A l’inverse de la RPM spontanée, la rupture n’est pas due à une fragilisation progressive des 

membranes mais à l’insertion d’un instrument chirurgical traversant la poche des eaux pour 

pouvoir atteindre le fœtus ou le liquide amniotique. Dans ce cas, l’instrument chirurgical crée 

une brèche qui ne parvient pas à cicatriser. Ces procédures réalisées à visée diagnostique 

(amniocentèse) ou thérapeutique (fœtoscopie), entrainent un risque plus ou moins élevé de 

RPMi selon le diamètre de l’instrument utilisé et le nombre de sites d’entrée nécessaires à la 

procédure (75,76). De nombreuses études rapportent le risque de RPMi pendant ce type 

d’interventions chirurgicales, mais avec des chiffres parfois discordants pour une même 

procédure (77,78). Lors de ces dernières années, un développement accru de ces procédures 

« mini-invasive » est survenu. Elles permettent en effet de réduire les risques des chirurgies 
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fœtales réalisées anciennement « à ventre ouvert ». Les indications thérapeutiques sont 

nombreuses mais rares, comme par exemple l’occlusion trachéale pratiquée pour traiter 

l’hypoplasie pulmonaire causée par les hernies diaphragmatiques ou encore le traitement du 

syndrome transfuseur-transfusé, compliquant 10% des grossesses gémellaires monochoriales, 

qui consiste à coaguler au laser des anastomoses vasculaires entre les deux jumeaux (79).  

A nouveau, et comme dans les cas de RPM spontanées, des expériences menées in vitro et in 

vivo ont démontré que les membranes fœtales ne cicatrisaient pas suite à ce type 

d’interventions, laissant dans tous les cas un trou au niveau du site d’insertion de l’instrument 

(56,80). Toutefois, dans certains cas il semblerait que l’amnios et le chorion glissent 

naturellement l’un par rapport à l’autre, limitant ainsi la fuite du liquide amniotique (81).  

ii) Prise en charge 

Deux types de stratégies thérapeutiques sont actuellement envisagés. La première, appelée 

amnio-patch, consiste à injecter des plaquettes puis du cryoprécipité (plasma congelé) dans la 

cavité amniotique (82). Des expériences réalisées in vitro ont en effet démontré leur capacité à 

adhérer à l’amnios lésé pour y former un clou plaquettaire obturant la brèche. Cette stratégie, 

décrite pour la première fois par Quintero et al. en 1996, permet de traiter les symptômes 

d’une RPMi confirmée en limitant la fuite de liquide et le risque infectieux. Malgré des 

résultats prometteurs, l’efficacité et l’innocuité de cette technique restent encore à démontrer. 

En effet, des cas de morts fœtales in utero inexpliquées ont été observés chez certaines 

patientes et mettent en cause les facteurs relargués lors de l’activation des plaquettes. De plus, 

l’efficacité de cette technique, de ce fait très peu utilisée par les cliniciens, reste difficile à 

confirmer du fait de l’absence de groupe contrôle et du nombre limité de patientes incluses 

dans les études (55,83,84).  

La seconde prise en charge est une stratégie préventive. Elle consiste à combler la brèche 

créée par l’instrument chirurgical (aiguille ou fœtoscope) en appliquant un bouchon (plug) de 
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collagène au moment du retrait de l’instrument. L’efficacité de cette technique a été 

démontrée in vivo sur le modèle lapin : le plug de collagène obture la brèche créée par le 

fœtoscope et limite la fuite du liquide amniotique, empêchant ainsi l’oligohydramnios et 

l’hypoplasie pulmonaire en résultant (85). Malgré ces résultats prometteurs, cette technique 

montre actuellement une faible efficacité en clinique (86) et nécessite donc des travaux de 

recherche pour optimiser son utilisation chez l’Homme. Ces dernières années, plusieurs 

études ont été menées dans le but d’améliorer cette dernière stratégie en potentialisant au 

mieux la cicatrisation au niveau de la brèche membranaire demeurant inexistante si le plug 

inerte est utilisé seul (87–95).  

Ainsi, et dans le but de permettre une meilleure cicatrisation des membranes fœtales lésées, la 

vitamine A et ses dérivés actifs déjà largement utilisés en pratique clinique apparaissaient 

comme des adjuvants potentiellement prometteurs pour optimiser cette stratégie. Cette 

hypothèse s’appuie sur l’importante bibliographie déjà parue sur cette thématique et dont les 

principaux résultats, en rapport avec ce travail de thèse, sont décrits ci-après. 
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PARTIE 2 : La vitamine A. 

 

I- Définition des rétinoïdes 

A) Structure 

B) Propriétés générales 

C) Sources de vitamine A 

 

II- Métabolisme des rétinoïdes 

A) Du bol alimentaire au foie 

B) Stockage hépatique 

C) Du foie aux cellules cibles 

D) Synthèse des acides rétinoïques 

E) Catabolisme 

 

III- Régulation de l’expression des gènes par les acides rétinoïques 

A) Récepteurs nucléaires des acides rétinoïques 

B) Mécanisme d’action 

C) Exemples de gènes régulés par la vitamine A 

  

IV- Fonctions de la vitamine A 

A) Rôles pléiotropiques de la Vitamine A, de la vie in utero à l’âge adulte 

B) Vitamine A et cicatrisation : intérêt pharmacologique 
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Figure 11: Principales fonctions de la vitamine A et de ses dérivés.  

(D’après Ross et al., 2000) (99) 
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I- Définition des rétinoïdes 

Composés dérivés de la vitamine A, les rétinoïdes appartiennent à la famille des 

isopropénoïdes comprenant le rétinol ainsi qu’un ensemble de dérivés apparentés. 

La vitamine A (également appelée tout-trans rétinol) a été découverte en 1913 par McCollum 

et Davis grâce à des expériences nutritionnelles réalisées chez le rat. Leur étude démontra que 

le jaune d’œuf et le beurre étaient capables de restaurer la croissance de rats nourris pendant 

plusieurs mois avec un régime pauvre en caséine, en glucides et en sels à l’inverse du lard et 

de l’huile qui n’avaient pas d’effet (96). Peu après, ils isolèrent ce composé actif du reste de la 

matière grasse par solubilisation dans l'alcool éthylique et le nommèrent « facteur A ». Ce 

facteur liposoluble devint ensuite la vitamine A ; terme inventé par Casimir Funk, désignant la 

contraction de « vital » pour la vie et « amine » pour son appartenance à la classe des 

composés organiques.  

Son importance dans la reproduction fut démontrée quelques années plus tard (97). Depuis, 

les rôles de la vitamine A ont été largement étayés grâce à des études nutritionnelles, puis 

génétiques, sur des modèles animaux ainsi que par des études cliniques sur des populations 

présentant des déficiences en vitamine A (98). Apportée exclusivement par l’alimentation, la 

vitamine A et ses dérivés métaboliques sont essentiels à la vie. Ils jouent en effet un rôle 

crucial dans de nombreuses grandes fonctions physiologiques telles que la reproduction, le 

développement embryonnaire, la croissance, la vision, le maintien des épithéliums et 

l’immunité (Figure 11) (99).  

 

 

 



Cycle β-ionone 
hydrophobe 

Isoprénoïdes Groupement polaire 
(fonction alcool) 

A) Rétinoïdes B) Rétinol (Vitamine A) 

C) 

Figure 12: Structure des rétinoïdes 
A) Structure générale des rétinoïdes. R représente un groupement fonctionnel propre à chaque rétinoïde.  
B) Structure du rétinol. Ici, le groupement fonctionnel  est un groupement alcool.  
C) Structure des principaux composés de la famille des rétinoïdes. 

(D’après Liébecq et al.,1997 ; Napoli et al., 1999 ) (101-102) 
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A) Structure 

Selon l’IUPAC-IUBMB, les rétinoïdes sont définis comme des composés monocycliques 

contenant une chaîne de 5 doubles liaisons carbone et un groupe fonctionnel situé à 

l’extrémité de la chaîne latérale qui est propre à chaque rétinoïde (Figure 12A) (100,101). 

Cette famille comprend le rétinol (ou Vitamine A) (Figure 12B) et un ensemble de dérivés 

biologiques et synthétiques apparentés. Ils peuvent être classés en trois formes : le rétinol et 

ses formes de stockage, le rétinal (ou rétinaldéhyde) et les acides rétinoïques (Figure 12C) 

(102).  

La structure de la vitamine A (ou « tout-trans-rétinol ») fut définie en 1931 par Karrer et al. 

puis cristallisée en 1937 (103). Elle se compose d’une partie hydrophobe (cycle β-ionone), de 

quatre unités d’isoprénoïdes et d’une fonction alcool constituant le groupement polaire à son 

extrémité. 

B) Propriétés générales 

Le rétinol et ses dérivés sont des molécules très instables en présence de lumière et sensibles 

aux agents oxydants. De ce fait, le rétinol est estérifié en rétinylesters (RE) une fois dans 

l’organisme pour y être stocké. Parmi ceux-ci, les acides palmitiques, oléiques et linoléiques 

sont les formes de RE les plus abondantes chez l’Homme (104).  

Malgré les nombreuses formes existantes du rétinol et des acides rétinoïques, il semblerait que 

les formes oxydées (oxo-) et conjuguées (hydroxy-), présentes à des concentrations très 

faibles, n’aient pas d’activité biologique. Même si certaines de ces formes pourraient toutefois 

jouer un rôle biologique, il paraît très probable que la plupart soient des produits du 

catabolisme destinés à être éliminés par l’organisme (104).  
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La vitamine A étant une vitamine liposoluble, son transport au sein des fluides biologiques, 

tels que le plasma ou les liquides intra- et extracellulaires, nécessite de nombreuses protéines. 

Parmi celles-ci, la protéine RBP lui permet de circuler dans le sang et de rejoindre ainsi ses 

tissus cibles. 

Le rétinal, ou rétinaldhéhyde, est majoritairement présent sous la forme de 11-cis-rétinal. Il 

joue un rôle crucial dans la vision et plus particulièrement dans la phototransduction. En 

absorbant la lumière, le 11-cis-rétinal s’isomérise pour donner le tout-trans-rétinal. Ce 

changement de conformation permet alors d’activer une protéine, l’opsine, dont le rôle est de 

convertir le signal lumineux en signal électrique.  

La structure des rétinoïdes, et plus particulièrement leur chaîne latérale constituée 

d’alternances entre des doubles et des simples liaisons, leur confère la capacité à absorber la 

lumière (entre 300 et 400nm), ce sont des chromophores.  

C) Sources alimentaires 

Bien que la vitamine A soit vitale pour l’organisme, aucun mammifère n’est capable de la 

synthétiser de novo. Elle est uniquement apportée par l’alimentation, principalement sous 

forme de caroténoïdes.   

Ces molécules sont présentes naturellement dans tous les organismes photosynthétiques et 

sont responsables des couleurs jaune et rouge de la plupart des fruits, des légumes et des 

fleurs. Les caroténoïdes ingérés en grande quantité par certains oiseaux, insectes et 

invertébrés marins leur confèrent également une couleur caractéristique. Commercialement, 

ils sont d’ailleurs utilisés en tant que colorants alimentaires mais aussi en tant que 

complément nutritionnel pour leur apport en vitamine A (105).  
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Les plantes et les animaux sont capables de cliver les caroténoïdes et de les métaboliser pour 

former les différents dérivés des rétinoïdes indispensables à la vie. Sur près de 600 

caroténoïdes identifiés à ce jour, seulement 10% sont des précurseurs de la vitamine A, dont 

le β-carotène qui est de loin le principal. Très présents dans les fruits et légumes les 

caroténoïdes peuvent également être ingérés en consommant des œufs, de la volaille ou du 

poisson mais dans une moindre mesure. Enfin, l’Homme en tant qu’omnivore, peut ingérer 

directement du rétinol ou des RE (stockés dans le foie) en consommant des produits carnés 

issus de tissus ayant déjà converti les caroténoïdes en rétinoïdes (106).  

II- Métabolisme des rétinoïdes 

De nombreuses études réalisées notamment sur des modèles de souris déficientes pour 

les acteurs de la voie des rétinoïdes (enzymes, protéines de transport) ont permis une 

compréhension détaillée de leur métabolisme. Il faudra attendre les années 80 pour 

comprendre la voie de transduction du signal de l’acide rétinoïque (dérivé actif de la vitamine 

A) qui fut établie lors de la découverte des récepteurs nucléaires aux acides rétinoïques RAR 

et RXR.  

Ainsi, les rétinoïdes présentent un métabolisme complexe hautement régulé, dont les acteurs 

sont de nos jours largement décrits dans la littérature.  

A) Du bol alimentaire au foie 

L’intestin est le premier site du métabolisme des caroténoïdes apportés par l’alimentation. Ils 

sont pris en charge par les entérocytes, où ils sont soit convertis en rétinol, soit empaquetés 

directement dans des chylomicrons pour être relargués dans la circulation lymphatique (107). 

Les RE apportés par l’alimentation d’origine animale sont quant à eux hydrolysés en rétinol 
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Figure 13: Absorption intestinale et stockage hépatique des rétinoïdes. 

Après ingestion (A), les précurseurs de la vitamine A sont absorbés et métabolisés dans les entérocytes (B) 
puis intégrés dans des chylomicrons qui seront relargués dans la circulation lymphatique. Ils passent ensuite 
dans le sang ou ils sont remodelés en chylomicrons remnants (C). Dans environ 75% des cas, ces derniers 
seront pris en charge par le foie pour y être stocké sous forme de rétinyl esters (D). Selon les besoins de 
l’organisme, le rétinol sera relargué par le foie et acheminé vers ses tissus cibles via la circulation sanguine 
(E). Dans le plasma, le rétinol est transporté grâce à la protéine RBP, elle-même associée à une autre 
protéine, la transthyrétine. 

(D’après blomhoff et blomhoff , 2006) (98) 

 
 
RE: rétinyl ester, RAL: rétinal, ROH: rétinol, CmR: Chylomicron remnants, BCMO1: β-carotène 
monooxygénase, LRAT:retinol acyl transferase, REH: retinyl ester hydrolase, CRBPI/II: cellular retinol 
binding protein type I/II, RBP: retinol binding protein, TTR: transthyrétine. 
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pour pouvoir être absorbés puis de nouveau convertis en RE au sein des entérocytes pour être 

eux aussi empaquetés dans des chylomicrons (Figure 13).  

i) Absorption intestinale 

L’absorption intestinale des caroténoïdes a longtemps été attribuée à une diffusion passive. Ce 

dogme a cependant était remis en cause ces dernières années, soulevant l’hypothèse de 

mécanismes plus complexes mettant en jeu des transporteurs spécifiques. Par exemple, un 

article paru en 2002 a démontré que l’absorption intestinale des caroténoïdes dépendait de 

leur concentration. Plus en détail, une augmentation d’apport en caroténoïdes entrainerait une 

diminution de leur absorption, probablement par un phénomène de saturation appuyant ainsi 

l’hypothèse d’une absorption médiée par des transporteurs spécifiques (108). Depuis, la 

protéine de transport clé impliquée dans l’absorption du β-carotène a été identifiée : SR-BI 

(109).   

Les RE du bol alimentaire présents dans la lumière intestinale doivent quant à eux être 

hydrolysés en rétinol pour pouvoir être absorbés par les entérocytes. Cette étape est assurée 

soit par les enzymes PTL (pancreatic triglyceride lipase) et PLRP2 (pancreatic lipase-related 

protein 2), qui agissent en synergie dans la lumière intestinale, soit par une REH (rétinyl 

esters hydrolase) présente au niveau de la bordure en brosse des entérocytes (109,110).  

ii) Métabolisme dans les entérocytes 

Une fois dans les entérocytes, une partie du β-carotène peut être directement intégrée dans des 

chylomicrons et transportée intacte vers les tissus cibles extra-intestinaux. 

L’autre partie du β-carotène est convertie en rétinal par l’enzyme BCMO1 (β-carotène 

monooxygénase) (111). Il a été démontré que l’expression tissulaire de cette enzyme ne se 

limitait pas à l’intestin. Elle est également retrouvée dans d’autres organes tels que les 
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testicules, les poumons et le foie, permettant alors une absorption directe du β-carotène par 

ces autres tissus (104). Ne pouvant circuler dans un environnement aqueux, le rétinal est pris 

en charge par une protéine de liaison, CRBPII (cellular retinol binding protein type II),  puis 

réduit en rétinol par une rétinal réductase intestinale.  

Le rétinol formé dans les entérocytes (à partir des RE ou des caroténoïdes) est ensuite pris en 

charge par CRBPII puis converti en RE par les enzymes LRAT (lecithin : retinol acyl 

transferase) et ARAT (acyl-CoA: retinol acyl transferase). D’après une étude parue en 2005 

utilisant un modèle de souris LRAT-/-, il semblerait que 90% de la conversion intestinale du 

rétinol en RE soit assuré par LRAT (112). Les RE sont ensuite intégrés dans des 

chylomicrons, composés d’agrégats de molécules de triacyl glycérol et de phospholipides, ou 

dans des gouttelettes lipidiques de basse densité (113).  

iii) Acheminement des chylomicrons 

Ces composés passent d’abord dans la lymphe avant de rejoindre la circulation générale qui 

les acheminera soit vers le foie, soit directement vers les tissus cibles. Une fois dans la 

circulation générale, ils sont remodelés en chylomicrons remnants par hydrolyse des 

triglycérides par la lipoprotéine lipase et par acquisition de l’apolipoprotéine E. Environ 3/4 

des chylomicrons remnants seront pris en charge par le foie pour y être stockés. Les autres 

seront absorbés par des tissus extra-hépatiques tels que la moelle osseuse, le tissu adipeux, la 

rate, les reins, les muscles squelettiques ou par le placenta pendant la grossesse (114,115).  

B) Stockage hépatique 

Les chylomicrons remnants sont tout d’abord séquestrés dans l’espace de Disse, situé entre les 

capillaires du foie et les hépatocytes, probablement grâce à leur liaison à des protéoglycanes 

héparine sulfate (PGHS) présents à la surface des hépatocytes. Leur internalisation par 

endocytose est ensuite assurée par deux types de récepteurs : le LDL-R (low density 
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lipoprotein-receptor), présentant une forte affinité pour l’apoE, semble être le récepteur 

majoritaire pour une absorption rapide, à l’inverse, le LRP (LDL receptor related protein) 

permettrait une internalisation plus lente du fait de sa plus faible affinité pour l’apoE (116). 

Dans les hépatocytes, de nombreuses enzymes semblent capables de reconnaitre les RE 

comme substrats et permettent ainsi leur conversion en rétinol au sein des endosomes 

précoces. Ces enzymes comprennent aussi bien des carboxylesterases que des lipases et sont 

regroupées sous le nom de rétinyl ester hydrolases (REH) (117).  

Le rétinol synthétisé est ensuite pris en charge par CRBP1 puis transporté vers les cellules 

stellaires du foie pour y être stocké sous forme de RE. Historiquement, la protéine RBP était 

considérée comme le seul transporteur du rétinol des hépatocytes vers les cellules stellaires. 

Cependant, des études plus récentes tendent à contredire cette hypothèse et proposent même 

une implication de CRBP1 dans ce transport pourtant extracellulaire (118,119). En cas 

d’apport alimentaire insuffisant en vitamine A, le rétinol synthétisé dans les hépatocytes peut 

être directement transporté vers ses tissus cibles grâce à la protéine RBP produite et sécrétée 

par le foie.  

Dans les cellules stellaires, le rétinol est ré-estérifié en RE par l’enzyme LRAT. Sa forme 

majoritaire de stockage est l’acide palmitique, mais les acides linoléiques et oléiques sont 

également retrouvés. Ces RE sont alors empaquetés dans des gouttelettes lipidiques dont le 

nombre et la taille dépendent de la quantité de rétinoïdes absorbés (120). Ils seront de 

nouveau hydrolysés en rétinol en cas de besoin de l’organisme pour être acheminés vers les 

cellules cibles. 

De plus, il est intéressant de noter que la voie des rétinoïdes est également essentielle au foie 

lui-même. Ainsi, le rétinol peut être converti en acides rétinoïques au niveau des cellules 
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stellaires. Ces derniers pourront alors exercer leur fonction de régulateur transcriptionnel en se 

fixant à leurs récepteurs nucléaires présents au niveau du foie (121) (cf. II.D). 

C) Du foie aux cellules cibles 

La mobilisation du rétinol par le foie est un mécanisme très contrôlé et dépendant des besoins 

de l’organisme. En effet, les rétinoïdes sont essentiels à de nombreux tissus et doivent y être 

acheminés en vue d’une absorption. 

Le rétinol étant une vitamine liposoluble, il se déplace dans le sang grâce à sa liaison à la 

protéine de transport RBP (Retinol binding protein). Cette protéine comporte une poche 

hydrophobe capable de fixer et de protéger la molécule de rétinol de l’oxydation. Dans le 

sang, elle est associée à une autre protéine dans 95% des cas : la transthyrétine, ou pré-

albumine. Cette dernière protège le complexe rétinol-RBP de la filtration glomérulaire et leur 

permet donc de rester dans le sang (122,123). 

L’importance de RBP dans le transport du rétinol plasmatique a pu être démontrée grâce au 

modèle de souris RBP-/-. Ces dernières présentaient un taux très élevé de rétinol et de RE 

hépatiques alors que leur taux de rétinol plasmatique était anormalement bas du fait de leur 

incapacité à véhiculer le rétinol dans le sang (119).  

L’absorption du rétinol par ses cellules cibles est réalisée par l’intermédiaire du récepteur 

membranaire STRA6. Ce récepteur est capable de fixer RBP, permettant ainsi le transfert du 

rétinol vers l’intérieur de la cellule. Conformément aux nombreuses fonctions de la vitamine 

A dans l’organisme, le récepteur membranaire STRA6 (stimulated by retinoic acid 6) est 

exprimé dans de très nombreux tissus aussi bien pendant la période embryonnaire et fœtale 

qu’à l’âge adulte (124,125).  
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Figure 14: Métabolisme des rétinoïdes au sein d’une cellule cible. 
Le rétinol entre dans la cellule grâce à son récepteur membranaire STRA6. Il est ensuite métabolisé 
en rétinal qui subira une deuxième étape d’oxydation pour former les acides rétinoïques. Ces derniers 
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(D’après Comptour et Rouzaire, publication n°1 en révision dans Cellular and Molecular Life Sciences) 

 
RBP: retinol binding protein, TTR: transthyrétine, CRBPI/II: cellular retinol binding protein type I, 
CRABP: cellular retinoic acids binding protein, , BCMO1: β-carotène monooxygénase, 
ADH/RDH/RALDH: alcool/rétinol/rétinal déshydrogénases, atRA: all-trans retinoic acid, 9-cisRA: 
9cis retinoic acid, RARE retinoic acid responsive element, DR: direct repeat.  
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D) Synthèse des acides rétinoïques 

Les acides rétinoïques sont les principaux métabolites actifs de la vitamine A. Ils sont 

capables de réguler la transcription de nombreux gènes cibles au sein des différents tissus de 

l’organisme. Ainsi, les acides rétinoïques sont les médiateurs des principales fonctions de la 

vitamine A.   

Une fois internalisé dans une cellule cible, le rétinol est pris en charge par des protéines de 

liaison intracellulaire de haute affinité : les Cellular Retinol Binding Proteins (CRBPI, II et 

III). Il subira ensuite deux étapes d’oxydation pour être converti en rétinal puis en acides 

rétinoïques (Figure 14). 

i) Conversion du rétinol en rétinal 

La première étape de la synthèse des acides rétinoïques est la conversion du rétinol en rétinal, 

ou rétinaldéhyde. Cette première oxydation est catalysée par deux types d’enzymes : les 

alcools déshydrogénases (ADH) et les rétinols déshydrogénases (RDH) (126). 

Les ADH appartiennent à la superfamille des déshydrogénases/réductases à chaîne moyenne 

(MDRs). Les ADHs présentes chez l’Homme sont les ADH1, 2, 3 et 4. Cependant, seules les 

ADH3 et 4 semblent participer à la génération de rétinal au sein des tissus cibles. D’après des 

études cinétiques réalisées sur ces différentes ADHs, l’ADH4 est la plus active alors que 

l’ADH3 présente une efficacité moindre pour l’oxydation du rétinol. Les ADH1 et 2 sont 

quant à elles fortement exprimées dans le foie, où elles participent à la détoxification du 

rétinol et protègent ainsi les tissus de la toxicité du rétinol en le métabolisant en rétinal en cas 

d’excès (127).  

Les RDH appartiennent quant à elles à la superfamille des déshydrogénases/réductases à 

chaîne courte (SDRs). Celle-ci se compose de nombreuses protéines très variées qui 



  



~ 40 ~ 
 

participent aussi bien au métabolisme des rétinoïdes qu’à celui d’autres molécules telles que 

les stéroïdes, les prostaglandines, les alcools aliphatiques et les xénobiotiques (128). Ces 

enzymes ayant besoin d’un cofacteur pour exercer leur activité (NAD+/NADH ou 

NADP+/NADPH), elles sont généralement classées selon leur affinité pour ces derniers.  

Parmi les SDRs de hautes affinité pour NAD+/NADH, seules la rétinol déshydrogénase 4 

(RoDH4) et la RoDH-like 3α-hydroxysteroid deshydrogénase (RL-HSD) semblent capables 

de convertir le rétinol en rétinal, la RL-HSD présentant la plus grande efficacité (126,129). De 

même, seulement deux enzymes ont été démontrées comme capables d’oxyder le rétinol tout-

trans en rétinal parmi les SDRs NADP+-dépendantes. Il s’agit des rétinol déshydrogénases 1 

et 10 (RDH1 et RDH10) (130). 

Cette première étape d’oxydation est réversible et assure ainsi un contrôle précis de la 

quantité de rétinal présent dans la cellule. La réaction inverse, qui permet donc la conversion 

du rétinal en rétinol, est assurée par un groupe d’enzymes cytosoliques appelées aldo-kéto 

réductases (131).  

 ii) Conversion du rétinal en acides rétinoïques 

La conversion du rétinal en acides rétinoïques est une réaction d’oxydation irréversible. Elle 

est catalysée par les rétinal déshydrogénases (RALDH). Chez l’Homme, au moins trois de ces 

enzymes impliquées dans cette étape ont été mises en évidence : RALDH1, 2 et 3.  

Historiquement, RALDH1 a d’abord été purifiée à partir du cytosol de foie de rat. Cette 

nouvelle enzyme était régulée à la fois par l’holo-CRBP1 (CRBP lié au rétinol ou au rétinal) 

et par l’atRA (132). Son importance dans la conversion du rétinal en acides rétinoïques a été 

mise en évidence peu après dans la rétine de souris (133). Les études réalisées par la suite ont 

permis de caractériser un profil d’expression très large de RALDH1, étendu à de nombreux  

tissus de l’organisme ainsi que de démontrer sa capacité à reconnaître le rétinal lié à CRBP1 
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comme substrat. Enfin, son activité est inhibée par la forme libre de CRBP1 (apo-CRBP1) 

(134).  

Par la suite, et à partir de la séquence de RALDH1, d’autres RALDH ont été identifiées puis 

étudiées. Malgré un profil d’expression proche de celui de RALDH1, RALDH2 semble 

régulée différemment par la quantité d’atRA, reflétant la complexité de la régulation de la 

synthèse des acides rétinoïques (134). L’enzyme RALDH3, identifiée plus tardivement, 

présente également un rôle important dans la synthèse des acides rétinoïques (135).  

A l’inverse des autres RALDHs, RALDH4 reconnaît uniquement le rétinal 9-cis comme 

substrat. Cette enzyme serait ainsi spécialisée dans la biosynthèse de l’acide rétinoïque 9-cis 

(9-cis RA), mais son rôle dans le métabolisme reste peu étudié pour l’instant (136).  

E) Catabolisme 

Le catabolisme des rétinoïdes a tout d’abord été étudié en analysant les métabolites du rétinol 

et des acides rétinoïques marqués dans les urines, la bile et les fèces. Ces études révèlent la 

présence de nombreux métabolites polaires tels que le 4-oxo RA, le 4-hydroxy RA et le 18-

hydroxy RA ainsi que des formes conjuguées (notamment avec de la taurine). D’après ces 

études, le catabolisme aurait lieu aussi bien à partir du rétinol que des acides rétinoïques. La 

prédominance d’une des deux voies n’a pas été établie et les acteurs impliqués dans le 

catabolisme du rétinol ne sont que peu décrits dans la littérature (98).   

La première enzyme impliquée dans le catabolisme des acides rétinoïques a été découverte 

chez le poisson zèbre par White et al. en 1997 (137). Il s’agit d’une hydroxylase appartenant à 

la famille des cytochromes P450, sous famille 26 : la CYP26A1. Par la suite, d’autres 

enzymes de la même famille ont été mises en évidence chez l’Homme : CYP26B1 et 

CYP26C1. 
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Ces enzymes sont indispensables pour maintenir l’équilibre entre la synthèse et la dégradation 

des acides rétinoïques. Ainsi, cette régulation permet d’éviter une concentration trop élevée en 

AR, situation dangereuse notamment pendant l’embryogénèse où les AR présentent un risque 

tératogène élevé.  

Cette dernière notion fut illustrée par le fait que les souris mutantes CPY26A1-/- meurent 

pendant la gestation à cause de défauts morphogénétiques dus à la tératogénicité des AR 

(138). Les souris CYP26B1-/- ne sont pas viables non plus et elles meurent de détresse 

respiratoire rapidement après la naissance et présentent de nombreuses malformations 

développementales (139). A l’inverse, les souris déficientes pour CYP26C1-/- sont viables et 

ne semblent pas présenter de défauts de développement probablement grâce à une 

compensation exercée par CYP26A1 qui présente un profil d’expression similaire pendant 

l’embryogénèse (140). 

III- Régulation de l’expression des gènes par les acides rétinoïques 

A) Récepteurs nucléaires des acides rétinoïques 

i) Historique 

Les effets pléiotropiques des acides rétinoïques sont médiés par leurs récepteurs RAR 

et RXR présents dans le noyau de leurs cellules cibles. Ces derniers appartiennent à la grande 

famille des récepteurs nucléaires qui regroupe de nombreuses protéines telles que le récepteur 

aux glucocorticoïdes, aux œstrogènes, aux hormones thyroïdiennes ou encore à la vitamine 

D3. Ce sont tous des facteurs de transcription partageant des domaines spécifiques bien 

conservés, historiquement mis en évidence par des études de séquences puis de 

cristallographies. La plupart d’entre eux sont activables par leur ligand (par l’atRA dans le cas 
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Figure 15: Structure des récepteurs nucléaires et fixation aux RARE. 

A)  Illustration de la structure des récepteurs nucléaires. 
B)  Liaison des hétérodimères RAR/RXR à leurs éléments de réponses (RARE). 
RAR et RXR reconnaissent  le motif consensus 5’- Pu G (G/T)TCA- 3’ séparé par 1(DR1), 2 (DR2) 
ou 5 (DR5) nucléotides du motif suivant, constituant une répétition directe (DR).  

(D’après Comptour et Rouzaire, publication n°1 en révision dans Cellular and Molecular Life Sciences). 
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de RAR) mais certains ne présentent aucun ligand connu, ils sont alors appelés récepteurs 

orphelins (141).  

Le récepteur RARα est le premier récepteur aux acides rétinoïques à avoir été cloné. Il a été 

découvert simultanément par deux groupes de recherche en 1987 : l’équipe de Pierre 

Chambon (142) et de Ron Evans (143). Rapidement, deux autres isotypes de RAR ont été 

identifiés, RARβ en 1988 (144) et RARγ en 1989 (145). Une nouvelle famille de récepteurs 

aux rétinoïdes a été découverte par la suite, il s’agit des récepteurs RXR (Retinoid X 

receptors), parmi lesquels trois isotypes ont été identifiés : RXRα, RXRβ et RXRγ (146).  

ii) Structure 

Les récepteurs nucléaires aux rétinoïdes se composent de 6 domaines (A-F) conservés entre 

tous les récepteurs nucléaires (Figure 15). Cette organisation de structure leur confère la 

capacité à se lier spécifiquement à leurs éléments de réponse présents sur l’ADN, les RARE 

(retinoic acid responsive element) en permettant ainsi la fixation de leurs ligands, les acides 

rétinoïques.  

v Le domaine A/B 

Il s’agit de la partie N-terminale. Elle présente une grande variabilité de séquence et de 

longueur entre les différents récepteurs, conférant ainsi une identité propre à chacune des 

isoformes.  Ces variations seraient dues à l’utilisation de promoteurs différentiels ainsi qu’à 

de l’épissage alternatif (147). 

Cette région contient une fonction de transactivation indépendante du ligand (AF-1) capable 

d’interagir avec le domaine AF-2, présent à l’extrémité C-terminale, et de la moduler 

notamment en recrutant des protéines co-activatrices (148).   
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Des sites de phosphorylation ont également été mis en évidence dans cette partie N-terminale. 

Ils seraient la cible de nombreuses protéines kinases appartenant aux familles des CDK 

(cyclin dependant kinase) et des MAP kinases (149), permettant une régulation de leur 

activité dépendante de ces voies de signalisation essentielles aux cellules. 

Ce domaine jouerait ainsi un rôle capital dans la régulation de l’expression des gènes cibles, à 

la fois grâce à sa fonction AF-1 et aux modifications post-traductionnelles qu’il peut subir.  

v Le domaine C 

Le domaine C, ou domaine de liaison à l’ADN présente une séquence très conservée entre les 

récepteurs nucléaires. Ainsi, plus de 90% de la séquence est conservée entre les 3 isotypes de 

RAR et de RXR dans cette région. Plus en détail, elle se compose de deux motifs de liaison en 

doigt de zinc responsables de la reconnaissance spécifique et de la fixation des récepteurs à 

leurs éléments de réponse, ou RAREs dans le cas des récepteurs aux acides rétinoïques (cf 

III.B) (147). 

v Le domaine D 

C’est un domaine charnière entre le domaine de liaison à l’ADN (domaine C) et le domaine 

de liaison au ligand (domaine E). Il permet la rotation du domaine C par rapport au domaine E 

et permet ainsi de s’affranchir des problèmes d’encombrement stérique (150).  

v Le domaine E 

Il s’agit du domaine de liaison du ligand. Deuxième région la plus conservée après le domaine 

C, il se compose d’un feuillet β et de 12 hélices α (H1 à H12). Sa structure tridimensionnelle 

complexe permet notamment de fixer le ligand dans une poche de liaison formée par des 

résidus hydrophobes principalement présents dans les hélices H3, H5 et H7 et dans le feuillet 

β (151).  Dans le cas des récepteurs aux acides rétinoïques, le 9-cis RA est capable de se lier à 
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la fois aux RXRs et aux RARs, mais avec une affinité moindre, alors que l’atRA se fixe 

exclusivement aux isotypes RARs.  

Enfin, ce domaine contient une interface de dimérisation constituée à plus de 75% par les 

hélices H9 et H10, ainsi que la fonction de transactivation dépendante du ligand, AF-2. Cette 

dernière fonctionne en synergie avec AF-1 en permettant le recrutement de co-régulateurs 

(152). Des sites de phosphorylation sont également présents dans cette région et ciblés par des 

kinases différentes selon les récepteurs : la voie de la PKA (protein kinase A) pour les RARs 

et les MAPKs (Mitogen-activated protein kinases) pour RXRα (149), permettant une nouvelle 

fois un dialogue entre les récepteurs nucléaires et ces grandes voies de signalisation. 

v Le domaine F 

C’est le domaine C-terminal des récepteurs nucléaires. Absent chez les récepteurs RXRs, il 

est présent dans les RARs avec une longueur variable entre les différents isotypes mais sa 

fonction n’est pas encore connue (147). 

B) Mécanisme d’action 

Dans le cytoplasme, les deux isomères (atRA et 9cisRA) se fixent à des protéines de liaison 

appelées CRABP 1 et 2 (Cellular Retinoic Acid Biding Proteins 1/2). Ces dernières 

permettent leur translocation dans le noyau, où ils pourront alors se lier à leurs récepteurs 

nucléaires, RAR et RXR, afin de réguler la transcription de nombreux gènes dans 

l’organisme. Ces récepteurs agissent en hétérodimères et sont fixés de manière constitutive 

sur des éléments de réponse (RARE) retrouvés au sein des promoteurs de gènes cibles.   

i) Fixation des récepteurs RARs et RXRs aux RAREs 

Historiquement identifiés par des expériences de mutagénèse réalisées sur les promoteurs de 

gènes cibles bien connus de la vitamine A (RARβ, CRABP, CYP26), les éléments de 
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réponses aux acides rétinoïques, ou RAREs, ont par la suite été identifiés dans les promoteurs 

de très nombreux autres gènes. Le développement des études à grande échelle et des analyses 

bioinformatiques ont largement contribué à ces découvertes et ne cessent de faire augmenter 

le nombre de gènes cibles des acides rétinoïques (153). 

Les RAREs sont composés de deux motifs hexamèriques consensus PuG(G/T)TCA (Pu : 

purine) en répétition directe (DR : direct repeat). Classiquement, ces motifs sont séparés par 5 

bases d’ADN, les RAREs prennent alors le nom de DR5. Cependant, on trouve également des 

RAREs composés de répétitions directes séparées par 1 (DR1) ou 2 (DR2) nucléotides. Selon 

le type de RARE considéré, les récepteurs vont adopter des configurations de liaison 

différentes: 

v Les DR1 : Ils peuvent lier les homodimères RXR/RXR ainsi que les hétérodimères 

RAR/RXR avec le récepteur RAR situé à l’extrémité 5’ et RXR en 3’du RARE. Il a 

été décrit que ce type de conformation pouvait être associé à un effet répresseur sur la 

transcription des gènes. Même si le mécanisme d’action impliqué dans la répression 

des gènes par les acides rétinoïques reste actuellement peu documenté, il a été mis en 

évidence que la position de RAR en 5’ pouvait empêcher la fixation du ligand de RXR 

par encombrement stérique (154,155).  

v Les DR2 et les DR5 : Ils lient exclusivement les hétérodimères RAR/RXR mais leur 

conformation est inversée par rapport à la fixation aux DR1. Ainsi,  RXR occupe 

l’extrémité 5’ alors que RAR se trouve en 3’. Ces RAREs sont très majoritairement 

décrits comme permettant l’activation de la transcription des gènes cibles en présence 

du ligand (147).  

En absence de ligand, RAR et RXR sont principalement localisés dans le noyau et se lient 

spécifiquement à leurs RARE sous forme d’hétérodimères ou d’homodimères (plus rarement), 
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Répression de la transcription 
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Acétylation, méthylation, 
phosphorylation des histones 

Recrutement de la machinerie 
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Figure 16: Régulation transcriptionnelle des gènes cibles des rétinoïdes : mécanisme d’action. 

(D’après Bastien J, Rochette-Egly C , 2004 )(149). 
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chaque récepteur se liant à un motif hexamèrique via son domaine de liaison à l’ADN.  Sous 

cette forme, les récepteurs répriment la transcription du gène cible tant que le ligand n’est pas 

recruté.  

En plus de cette fixation constitutive de RAR et RXR sur leur RARE, des expériences de 

Chip-séq ont démontré que la présence du ligand (les acides rétinoïques) permettait 

d’augmenter le recrutement des hétérodimères sur leurs éléments de réponse. Toutefois, le 

mécanisme impliqué n’est pas encore connu (156).  

ii) Régulation transcriptionnelle des acides rétinoïques 

Comme évoqué précédemment, les récepteurs RAR et RXR sont fixés à leurs éléments de 

réponse en cas d’absence de ligand. Sous cette forme, ils sont associés à des co-répresseurs 

tels que NCoR (nuclear receptor corepressor) et SMRT (silencing mediator for retinoid and 

tyroid hormone receptor) capables de recruter des histones désacétylases (HDAC). Ces 

dernières augmentent la compaction de l’ADN en désacétylant les lysines présentes sur les 

queues N-terminale des histones. La transcription des gènes cibles des acides rétinoïques est 

ainsi maintenue réprimée en leur absence (Figure 16). 

La liaison du ligand au sein de la poche de liaison de son récepteur va conduire à un 

changement de conformation favorisant l’interaction entre RAR et RXR et augmentant leur 

affinité pour l’ADN (157). De plus, ces modifications conformationnelles provoquent le 

départ des co-répresseurs et la formation d’une nouvelle fente hydrophobe entre les hélices 

H3, H4 et H12 permettant le recrutement de co-activateurs (151,158).   

Parmi ces complexes co-activateurs, des acteurs favorisant la décompaction de l’ADN tels 

que des histones acétyltransférases (HAT), comme CBP/P300 (CREB binding protein) et 

P/CAF (P300/CBP associated factor), ou des histones méthyltransférases (HMT) comme 

CARM1 (Coactivator-associated arginine methyltransferase 1) sont principalement retrouvés 
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(159,160). Ces co-activateurs partagent une caractéristique structurale commune ; il s’agit du 

motif conservé LxxLL (L : leucine, x : autre acide aminé) qui interagit avec le domaine AF-2 

des récepteurs nucléaires (161).  De plus, le recrutement du complexe de remodelage de la 

chromatine SWI/SNF favorise l’activation de la transcription en repositionnant les 

nucléosomes au niveau du promoteur afin de libérer un accès à la machinerie 

transcriptionnelle (162).  

L’assemblage du complexe de pré-initiation de la transcription peut alors commencer. Le 

recrutement de l’ARN polymérase II (ARN pol II) fait suite au départ des co-activateurs 

occupant les récepteurs nucléaires. Un médiateur fixé à l’ARN pol II ainsi qu’au domaine AF-

2 des récepteurs nucléaires permet alors le recrutement des facteurs généraux (TFII A, B, D, 

E, F et H) de la transcription qui vont venir s’assembler dans un ordre bien défini sur le 

promoteur. La formation de ce complexe de pré-initiation permet alors à l’ARN pol II de 

débuter la transcription du gène cible (163,164).  

C) Exemples de gènes régulés par la vitamine A 

i) Gènes impliqués dans le métabolisme des rétinoïdes 

La vitamine A est capable de réguler la transcription de nombreux gènes impliqués dans son 

propre métabolisme, lui permettant notamment d’exercer un contrôle positif ou négatif sur la 

production et la dégradation des acides rétinoïques.  

Par exemple, l’atRA peut activer la transcription de la protéine de transport CRBPI et de 

l’enzyme de conversion LRAT pour favoriser le stockage hépatique sous forme de REs en cas 

d’excès (165,166). L’atRA induit également l’expression du récepteur STRA6 dans les tissus 

extra-hépatiques afin d’augmenter l’entrée du rétinol dans les cellules (167). Enfin, les 

enzymes du catabolisme de la voie de la vitamine A (CYP26s) sont aussi induites par l’atRA 

qui favorise ainsi sa propre dégradation en cas d’excès (167,168).  
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Les acides rétinoïques peuvent également réprimer les gènes codant pour les enzymes 

impliquées dans les deux étapes d’oxydation permettant la conversion de rétinol en rétinal 

puis en acides rétinoïques. Il a notamment été démontré que RALDH2 et RDH10 étaient 

réprimés par un traitement à l’atRA chez des embryons de xénopes (166,169,170). 

Enfin, l’atRA induit la transcription de son propre récepteur (RAR) qui permettra à son tour la 

régulation de la transcription d’autres gènes cibles de manière indirecte. Par exemple, une 

étude menée sur les cellules lymphoïdes humaines démontre une rétino-induction de RARα2 

et RARβ2 mais pas des autres isotypes. Ceci permettrait une régulation fine des effets de 

l’atRA notamment sur la synthèse de cytokines et d’immunoglobulines au sein de ces cellules 

(171). Le récepteur RARβ est également induit par l’atRA dans les membranes fœtales 

humaines, permettant notamment une induction secondaire du gène cible PLAT (tissue-type 

plasminogen activator) impliqué dans la dynamique de la matrice extracellulaire de l’amnios 

(172). 

ii) Gènes impliqués dans la structure de la matrice extracellulaire 

Parmi les nombreuses grandes fonctions régulées par la vitamine A, son implication dans la 

dynamique des matrices extracellulaires (MEC) est essentielle au développement et présente 

un grand intérêt pharmacologique. En effet, la vitamine A intervient dans la régulation de 

nombreux gènes impliqués dans la composition des MEC. Ces régulations apparaissent très 

complexes et dépendent du tissu considéré ainsi que des doses d’acides rétinoïques utilisées. 

Cependant, au regard des nombreuses études relatives à ce sujet, il semblerait que les acides 

rétinoïques tendent à favoriser la synthèse de la MEC, garantissant ainsi l’intégrité des 

différents tissus. Le rôle de la vitamine A dans la formation des matrices extracellulaires 

s’étend à tous les tissus de l’organisme. Ainsi, les modèles animaux déficients en vitamine A 

présentent des altérations fonctionnelles de nombreux organes explicables en partie par des 



  



~ 50 ~ 
 

défauts de la MEC (173,174). Parmi les nombreux gènes impliqués dans la structuration de la 

MEC décrits comme étant régulés par les acides rétinoïques, quelques exemples sont cités ci-

dessous : 

- L’induction du gène codant pour le collagène X qui est spécifique de la MEC des cartilages 

(175).  

- L’activation de la transcription de la sous unité β1 de la laminine, composant essentiel des 

membranes basales soutenant les épithéliums (176).   

- La répression de la métalloprotéase MMP-1, dont le rôle est de dégrader les collagènes 

fibrillaires (177).    

- L’induction du récepteur à l’acide hyaluronique ainsi que de la hyaluronate synthase 

(178,179), enzyme nécessaire à la synthèse de l’acide hyaluronique. Ce dernier est un 

constituant majeur des MEC présentant de nombreuses fonctions biologiques comme la 

stimulation de la migration des cellules épithéliales (180,181). 

A l’inverse, la vitamine A peut aussi participer au renouvellement de la MEC en favorisant sa 

dégradation. Notre équipe a par exemple démontré qu’un traitement à l’atRA induisait 

l’expression du gène PLAT, acteur de la dégradation de la MEC, dans des cellules 

amniocytaires et des explants d’amnios. Une autre étude a également démontré une 

augmentation du ratio MMP-2/TIMP-2 dans des cellules mésenchymateuses après un 

traitement à l’atRA, confirmant le rôle de la vitamine A dans le remodelage de la matrice. 

Les acides rétinoïques régulent donc l’expression d’un grand nombre de gènes indispensables 

à la dynamique des MEC, leur conférant un rôle essentiel au fonctionnement de tous les 

organes. Cela peut d’ores et déjà appuyer l’hypothèse de leur importance dans le maintien de 

l’intégrité des membranes fœtales (174).  
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IV- Fonctions physiologiques et pharmacologiques de la vitamine A 

 A) Rôles pléiotropiques de la Vitamine A, de la vie in utero à l’âge adulte 

La vitamine A et ses dérivés actifs sont impliqués dans de nombreuses fonctions 

biologiques parmi lesquelles la reproduction, le développement embryonnaire, la croissance,  

la vision, le maintien des épithéliums et l’immunité. Les études réalisées sur des modèles 

animaux déficients en vitamine A, puis sur des modèles KO (knock-out) pour les récepteurs 

nucléaires (RAR et RXR) ont largement contribué à leurs découvertes. Elles ont également 

permis de confirmer que les effets de la vitamine A étaient principalement médiés par l’atRA, 

dérivé du rétinol le plus actif, lui conférant la qualité de morphogène puissant pendant la vie 

in utero. 

i) Reproduction 

Le rôle de la vitamine A dans la spermatogenèse est connu depuis les années 1920. Les 

premières études réalisées chez des rats déficients en vitamine A ont mis en évidence un 

défaut de la spermatogenèse dû à une altération des épithéliums de l'épididyme, de la prostate 

et des vésicules séminales (97). Depuis, d’autres études ont confirmé ces résultats et ont 

démontré  le rôle crucial de la vitamine A dans la différenciation des spermatogonies (182). 

En outre, les souris mâles RARα-/- présentent une stérilité découlant de la dégénérescence de 

l’épithélium des tubes séminifères alors que les modèles KO RARβ sont fertiles (183–185). 

Chez la femelle, la déficience en vitamine A affecte également la reproduction et en 

particulier l’implantation de l’œuf dans la caduque utérine (186). De plus, la voie de la 

vitamine A joue un rôle essentiel dans le développement des gonades et notamment dans 

l’initiation de la méiose (187,188). 
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ii) Placentation 

Bien que les implications morphogénétiques du rétinol au cours du développement 

embryonnaire soient déjà bien documentées dans la littérature (voir IV. A. iii), les recherches 

sur ses actions au niveau des tissus extra-embryonnaires comme le placenta et les membranes 

fœtales restent à l’heure actuelle moins décrites. 

Le rôle des rétinoïdes dans la placentation a tout d’abord été suggéré par des études réalisées 

chez la souris. Dans le placenta, les protéines RBP, les STRA ainsi que les récepteurs RARs 

et RXRs présentent un profil d’expression spatio-temporel spécifique suggérant notamment 

un rôle de RARγ et RXRα dans la formation du placenta définitif. De plus, l’importance de la 

voie des rétinoïdes dans la placentation a été démontrée à la fois chez des rats déficients en 

vitamine A (189) et chez des souris KO PPARγ (récepteur nucléaire s’hétérodimérisant avec 

RXR) (190), RXRα et RXRβ. Ces dernières présentent de graves défauts de placentation et 

plus particulièrement au niveau de la zone labyrinthique qui est une structure essentielle à la 

placentation chez la souris (191).  

Chez l’Homme, la voie des rétinoïdes est présente et fonctionnelle dans le placenta (115,192). 

Des études suggèrent fortement leur implication dans la régulation de certaines hormones 

fondamentales au maintien de la grossesse comme par exemple l’hormone lactogène 

placentaire (hPL) (193,194) et l’hormone chorionique gonadotrope (hCG) (195). En outre, il a 

été décrit que les rétinoïdes régulaient des étapes importantes de la placentation, telles que 

l’invasion trophoblastique, par l’intermédiaire de l’hétérodimère PPAR/RXR (196,197). 

Ainsi, des défauts de leur expression ou de leur activité ont été décrits dans des cas 

d’hématome rétroplacentaire et de naissance prématurée (197,198).  

La fonctionnalité de la voie des rétinoïdes ainsi que son implication dans la physiopathologie 

ont également été démontrées au sein des membranes fœtales humaines (199). En effet, les 



Figure 17: Principaux modèles de souris KO pour RAR et RXR. 

(D’après Mark et al., 2009) (184) 

SOURIS MUTANTES VIABILITE / MORTALITE PHENOTYPE REFERENCES

RARα
-/- Mortalité post-natale élevée

Défaut testiculaire et stérilité des mâles, retard de 
croissance, défaut du squelette et de la formation des 

alvéoles.
210

RARβ
-/- Défauts du squelette, d'apprentissage et de mémoire, 

retard de croissance, retard de croissance.
208, 212

RARγ
-/- Stérilité des mâles, malformations congénitales, défauts 

de croissance.
211, 213

RARα
-/- 

/ RARβ
-/-

RARα
-/- 

/ RARγ
-/-

RARβ
-/- 

/ RARγ
-/-

RXRα
-/- Mortalité embryonnaire

Malformations cardiaques, oculaires et hépatiques. 
Altération des échanges foeto-maternelles.

216, 220

RXRβ
-/- Mortalité embryonnaire dans 50% des cas Stérilité des mâles et défauts comportementaux. 217

RXRγ
-/- Viables Défauts comportementaux et métaboliques. 218

RXRα
-/- 

/ RXRβ
-/- Mortalité embryonnaire Nombreuses malformations, stérilité des mâles. 219

RXRα
-/- 

/ RXRγ
-/- Mortalité embryonnaire Même phénotype que les simples KO RXRα

RXRβ
-/- 

/ RXRγ
-/- Viables Même phénotype que les simples KO RXRβ

RXRα
+/-

 / RXRβ
-/- 

/ RXRγ
-/- Viables

Pas de malformations, retard de croissance.        
Stérilité des mâles (due à l'invalidation de RXRβ).

218

213-215

RXR

218

RAR

Viables

Mortalité embryonnaire ou post-natale
Malformations congénitales touchant de nombreux 

organes (retrouvés dans le syndrome VAD).
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acides rétinoïques régulent de nombreux gènes cibles tels que l’aquaporine 3 (200), impliqué 

dans l’homéostasie du liquide amniotique, l’activateur tissulaire du plasminogène (PLAT) 

(172) et LOXL4 (Rouzaire et al., soumis) impliqués dans la dynamique de la MEC. 

iii) Développement  

Il a été clairement établi que la vitamine A est un composé essentiel à la conduite 

harmonieuse de la grossesse. L’apport en vitamine A au fœtus est assuré par le passage 

transplacentaire du rétinol provenant de l’alimentation maternelle. Chez l’Homme, le premier 

trimestre de la grossesse est une période critique où l’apport en vitamine A doit être finement 

régulé. En effet, une hypovitaminose (201) ou une hypervitaminose (186,202) sont associées à 

de nombreuses malformations fœtales touchant la plupart des organes du fœtus (notamment 

les yeux, le tractus génito-urinaire, les reins et le diaphragme). Dans le cas d’une carence, un 

apport en acides rétinoïques est capable de faire disparaitre ces symptômes, confirmant ainsi 

leur importance (203–206). 

Les modèles de souris KO des différents isotypes de RARs et RXRs ont permis d’identifier 

leurs fonctions précises dans le développement embryonnaire (Figure 17) (184). Il est 

intéressant de noter que les simples mutants (avec un seul isotype muté) présentent certains 

symptômes caractéristiques du syndrome de déficience en Vitamine A (VAD), à savoir des 

altérations pulmonaires, cardiovasculaires, diaphragmatiques, uro-génitales et oculaires 

(185,207–209). Malgré ces défauts de développement, la plupart des souris sont viables et 

présentent des dommages bien moins sévères que les doubles mutants, suggérant une 

redondance de fonction importante entre les isotypes (210–212). En effet, les souris KO pour 

RARα/β; RARα/γ et RARβ/γ meurent in utero ou rapidement après la naissance (213–215). 

Parmi les récepteurs RXR, l’isotype RXRα semble être le plus impliqué in vivo, où il 

s’hétérodimérise avec les récepteurs RARs. Ainsi, les doubles mutants KO pour RXR β et γ 
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ainsi que les triples mutants RXRα+/- RXRβ-/- et RXRγ-/- sont viables et ne présentent 

qu’une stérilité (chez les mâles seulement) et un défaut de croissance (Figure 17). Une seule 

copie de RXRα est donc apparemment suffisante pour assurer la plupart des fonctions de ces 

récepteurs (216–220).  

iv) Après la naissance   

Comme évoqué précédemment, les apports en vitamine A restent vitaux pour l’organisme une 

fois la période fœtale achevée.  Dans l’enfance puis dans la vie adulte, les rétinoïdes sont 

impliqués dans de grandes fonctions essentielles comme  la croissance, la différenciation 

cellulaire, l’immunité et la vision.  

De ce fait, la carence en vitamine A reste actuellement un problème majeur de santé publique 

dans les pays en développement et en particulier en Asie du sud-est (Philippines, Inde, 

Bangladesh) et dans certains pays d’Afrique (Burkina Faso, Ethiopie, Zambie) (221). Les 

patients carencés présentent surtout des symptômes oculaires comme la xérophtalmie qui se 

caractérise par une sécheresse de l’œil pouvant aller jusqu’à la cécité. L’incidence de cette 

pathologie est très faible dans les pays occidentaux, où les rares cas sont retrouvés chez 

certains patients alcooliques du fait des atteintes hépatiques (222) et chez des personnes 

présentant des troubles de l’alimentation (223). 

B) Vitamine A et cicatrisation : intérêt pharmacologique 

De par ses actions pléiotropiques, la vitamine A présente des intérêts 

pharmacologiques divers (224). L’intérêt porté au métabolisme des rétinoïdes ces dernières 

décennies a permis une bonne connaissance de ses acteurs et a donné naissance au 

développement de nombreux agonistes et antagonistes de cette voie à des fins de recherche ou 

de thérapie (voir publication n°1). 
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Utilisée depuis longtemps en clinique, la vitamine A connait des applications aussi bien en 

ophtalmologie (en cas de brûlure oculaire) (225) qu’en dermatologie (psoriasis, acné, 

vieillissement cutané du aux UV) (226–228) ainsi qu’en cancérologie (leucémie aigue 

promyélocytaire) (229). De plus, la littérature fait état des nombreuses études cliniques et 

expérimentales démontrant un rôle de la vitamine A dans les trois principales phases de la 

cicatrisation, que sont l’inflammation, la ré-épithélialisation et le remodelage tissulaire. Ces 

dernières font intervenir des mécanismes tissulaires - tels que la migration, la prolifération ou 

encore l’adhésion - assurés par de nombreux acteurs cellulaires (cellules inflammatoires, 

fibroblastes) et protéiques (protéines de la MEC, cytokines, facteurs de croissance) permettant 

la restitution d’un tissu fonctionnel après une blessure. Malgré toutes ces études démontrant 

les effets pro-cicatrisant de la vitamine A, aucune ne relate un lien direct entre la régulation 

d’un gène cible par l’atRA et ses effets potentialisateurs sur la cicatrisation.  

i) Etudes sur modèle cellulaire 

Comme évoqué précédemment (III.C. ii), la vitamine A, par ses dérivés actifs, régule 

plusieurs gènes impliqués dans la dynamique des MECs, processus essentiel au mécanisme de 

cicatrisation. Un grand nombre d’études in vitro ont souligné le rôle crucial des rétinoïdes 

dans ce remodelage tissulaire et ont ainsi permis de mieux comprendre les effets pro-

cicatrisants de la vitamine A. 

Au niveau de la peau par exemple, où la vitamine A connaît de nombreuses applications, 

l’atRA est capable de restaurer les dommages subis par les collagènes après une exposition 

aux UV-A en favorisant la ré-épithélialisation (230). Plus en détail, le vieillissement de la 

peau provoqué par les UV-A est dû à une diminution de synthèse des collagènes ainsi qu’à 

une altération de leur recyclage cellulaire (231). Des études réalisées sur des fibroblastes 

dermiques humains ont permis de mieux comprendre les mécanismes d’action de l’atRA pour 
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contrer ces dommages induits par une exposition aux UV-A. D’une part, il semblerait que 

l’atRA régule directement l’expression de gènes codant pour les collagènes et les MMPs (en 

induisant le collagène 1 et en réprimant MMP-1) et d’autre part il favoriserait l’expression des 

deux acteurs impliqués dans la voie de recyclage des collagènes : la prolidase et le récepteur 

MRC2 (232).  

Au niveau oculaire, une étude réalisée sur des cellules souches limbiques démontre que 

l’atRA stimule leur différenciation en cellules amplificatrices transitoires. Ces dernières 

permettent la ré-épithélialisation de la cornée suite à une blessure en migrant pour recouvrir la 

surface lésée (233). 

En outre, quelques études ont tenté de mieux comprendre les effets de l’atRA en utilisant des 

tests de blessures sur cellules. Ces tests présentent des résultats variables en fonction des types 

cellulaires, mettant en évidence soit un effet prolifératif soit pro-migratoire de l’atRA, mais 

sans explication précise de son mécanisme d’action. Par exemple, un traitement à l’atRA sur 

des kératocytes de cornée humaine semble favoriser leur prolifération mais altérer leur 

migration lors des tests de blessures. Ces résultats sont associés à une augmentation de 

l’expression du collagène 1 et de nombreux protéoglycanes caractéristiques de ce type 

cellulaire (kératocane, lumicane, décorine) ainsi qu’à une répression des métalloprotéases 

MMP-1, 3 et 9 (234). A l’inverse, des tests de blessures réalisées sur les cellules épithéliales 

pulmonaires A549 démontrent un effet pro-migratoire de l’atRA faisant intervenir la voie de 

signalisation ERK (235). 

ii) Etudes sur modèle animal 

Des études réalisées chez le rat ont démontré de nombreux effets bénéfiques des rétinoïdes sur 

la cicatrisation des blessures cutanées. Une supplémentation nutritionnelle en vitamine A 

favorise notamment la mise en place d’une réponse inflammatoire précoce et augmente 
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l’afflux de macrophages au niveau de la lésion. De plus, la vascularisation est également 

augmentée ainsi que l’accumulation des collagènes, facilitant ainsi la restitution de l’intégrité 

du tissu lésé (236). Il a également été démontré qu’un traitement aux acides rétinoïques (par 

voie orale) était capable de restituer les effets négatifs dus à l’administration de 

glucocorticoïdes suite à une blessure. En effet, ils permettraient de restituer la phase 

d’inflammation précoce en augmentant le recrutement de macrophages et de neutrophiles au 

niveau du tissu lésé afin de le protéger contre des agents infectieux extérieurs (237).  

Au niveau des yeux, de nombreuses études sur des souris, rats et lapins ont démontré les 

effets positifs de la vitamine A sur la cicatrisation et la ré-épithélialisation de cornées brûlées 

par bases (238–240). Par exemple, un traitement au rétinyl palmitate (ester du rétinol) sous 

forme de collyre permet d’améliorer la cicatrisation de la cornée des rats suite à une brûlure 

chimique. Les analyses d’immunofluorescence réalisées sur ces cornées montrent notamment 

une répression de l’expression de MMP-9, principale métalloprotéase impliquée dans la 

dégradation de la MEC lors d’une blessure au sein du groupe traité au rétinyl palmitate (240).  

iii) Etudes cliniques 

Les rétinoïdes sont couramment utilisés en clinique pour leurs propriétés pro-cicatrisantes. Ils 

existent principalement sous forme de crème et de gel en dermatologie et sous forme de 

pommade ophtalmique dans les traitements de brûlures oculaires.  

Dermatologie : 

Le premier essai clinique testant l’effet de l’atRA (aussi appelé trétinoin) sur le vieillissement 

cutané dû aux UV date des années 80 (226). Suite aux résultats très positifs de cette étude, qui 

proposait un traitement à base de crème contenant 0,05% de trétinoine pendant 3 à 12 mois, 

les essais se sont multipliés pour confirmer cette efficacité clinique (241). Malgré les résultats 
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prometteurs obtenus avec d’autres formes telles que le rétinol et le rétinaldhéhyde, l’atRA 

reste celui qui présente la meilleure efficacité bien qu’il provoque plus d’irritations.  

Ophtalmologie : 

A côté de l’utilisation courante du rétinol sous forme de pommade ophtalmique dans les 

traitements d’appoint des troubles de la cicatrisation cornéenne et en cas de xérophtalmie, son 

administration par voie orale présente également de bons résultats (242,243).  Elle peut par 

exemple être utilisée pour améliorer la cicatrisation de la cornée suite à une procédure 

chirurgicale devenue très courante pour le traitement des myopies : la photokératectomie 

réfractive. Il a en effet été établi qu’une supplémentation en vitamine A et E permettait 

d’améliorer la ré-épithélialisation de la cornée suite à l’intervention, favorisant ainsi la 

disparition du voile cornéen, principal effet secondaire de cette procédure. De plus, les 

patients supplémentés semblent recouvrer plus rapidement une meilleure acuité visuelle (244). 

Au regard de ces études démontrant un rôle positif des rétinoïdes sur la dynamique de la MEC 

et la cicatrisation et en accord avec les résultats déjà obtenus dans l’équipe, nous nous 

sommes intéressés plus particulièrement au gène LOXL4 appartenant à la famille des lysyl 

oxydases (LOXs), enzymes indispensables à la formation des réseaux de collagènes.   
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Comme présenté précédemment, les rétinoïdes sont capables de réguler un grand 

nombre de gènes impliqués dans la dynamique des MEC. Tous les composants de la matrice 

sont concernés, que ce soit les protéines solubles et les protéoglycanes constituants la 

substance fondamentale (l’acide hyaluronique par exemple), les protéines fibrillaires 

(collagènes), ou les enzymes impliqués dans leur synthèse et leur recyclage. Toutes ces 

molécules jouent un rôle essentiel dans le processus de cicatrisation aussi bien en assurant le 

remodelage tissulaire qu’en favorisant la ré-épithélialisation. L’étude des lysyl oxydases, dont 

le rôle crucial dans la dynamique des MEC n’est plus à démontrer, apparaissait ainsi comme 

une piste prometteuse pour comprendre les mécanismes conférant aux rétinoïdes leur 

propriété pro-cicatrisante.  

I- Structure et biosynthèse des LOXs 

Les lysyl oxydases appartiennent à la superfamille des amines oxydases dont le rôle 

est de catalyser l’oxydation d’une amine primaire en aldéhyde réactif. Ces enzymes sont 

classées en deux sous-groupes selon la nature de leur cofacteur. Le premier se compose des 

monoamine oxydases A et B (MAOA, B) et des polyamine oxydases (PAO), nécessitant le 

cofacteur FAD (dinucléotide flavine adénine) alors que le deuxième regroupe les amines 

oxydases qui utilisent le cuivre comme cofacteur. Ce deuxième groupe contient les diamine 

oxydases (DAO),  les monoamine metabolizing seni-carbazide sensitive amine oxydases 

(SSAO) et les lysyl oxydases (LOXs). 

La famille des LOXs se compose de cinq membres: LOX, premier membre identifié (245), 

ainsi que 4 parologues appelés LOXL1 (246), LOXL2 (247), LOXL3 (248) et LOXL4 (249) 

(signifiant LOX-like protéine 1-4). Ces 5 membres sont codés par des gènes distincts 

localisés sur des chromosomes différents.  
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Figure 18: Structure des lysyl oxydases. 

(D’après Cox et al, 2013) (254) 
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A) Structure des LOXs 

Initialement, les recherches sur la structure des lysyl oxydases ont été conduites en 

utilisant la séquence de l’ADNc de LOX, gène cloné à partir d’aortes de rats (250). Cette 

analyse a permis la prédiction d’une protéine de 46kDa contenant un peptide signal à son 

extrémité N-terminal suivi d’un domaine catalytique. Ces données structurales, d’abord 

confirmées dans des cellules vasculaires de rats (251,252), ont ensuite été étayées grâce à des 

études spectrométriques réalisées sur les différentes formes de LOX isolées à partir d’aortes 

de bovins. La forme mature de la protéine, migrant à 32kDa en SDS-PAGE, a ainsi pu être 

étudiée (253).  

Ainsi, les cinq membres de la famille des LOXs comprennent un domaine C-terminal très 

conservé entre eux alors que le domaine N-terminal apparait plus variable (Figure 18) (254).  

i) Le domaine C-terminal 

C’est le domaine catalytique des LOXs. Hautement conservé entre les différents paralogues 

qui partagent près de 95% d’homologie dans ce domaine (255), il présente également une 

bonne conservation inter-espèces (homme, rat, poulet, poisson, drosophile) (256). 

Ce domaine comprend :  

- Un domaine de liaison au cuivre 

Le cuivre est un cofacteur métallique indispensable à l’activité de nombreuses enzymes parmi 

lesquelles les amines oxydases de la famille des DAO, des SSAO et des LOXs. Sa séquence 

de fixation présente toutefois une spécificité selon la famille d’enzyme considérée. Dans le 

cas des LOXs, l’atome de cuivre se fixe à la séquence d’acides aminés suivante: 

WEWHSCHQHYH (257,258). 

- Un cofacteur LTQ (lysine tyrosylquinone). 



Figure 19: Structure du cofacteur LTQ (Lysyl Tyrosyl Quinone) des LOXs. 

La chaîne latérale de la lysine en position 314 se fixe au cycle aromatique de la tyrosine 349 
formant ainsi le co-facteur LTQ indispensable à l’activité catalytique des LOXs. 

(D’après Wang et al, 1996) (259) 
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La LTQ est un cofacteur organique directement formé sur l’enzyme pendant sa biosynthèse. 

Cette réaction autocatalytique implique la fixation de la chaine latérale d’une lysine (en 

position 314) au cycle aromatique d’une tyrosine oxydée située ailleurs sur la chaîne 

protéique (en position 349) (Figure 19). Ce cofacteur est spécifique des LOXs et permettrait 

notamment de stabiliser l’ion cuivre et de le rendre disponible pour la réaction (256,259). 

- Un domaine « cytokine receptor-like » (CRL). 

Ce domaine inclut le site actif de l’enzyme (256). Comme son nom l’indique, il présente des 

homologies de séquence avec les récepteurs aux cytokines et plus particulièrement au niveau 

de la séquence consensus située dans la région N-terminale (comprenant 4 cystéines) (255).   

 

ii) Le domaine N-terminal 

C’est un domaine très variable aussi bien par sa longueur que par sa séquence. Il confère une 

spécificité d’action propre à chacun des paralogues que l’on peut classer en deux sous-

familles :  

- LOX et LOXL1, qui possèdent un pro-domaine responsable de leur sécrétion extracellulaire 

sous forme inactive (pro-enzymes).  

- LOXL2, LOXL3 et LOXL4, qui possèdent 4 domaines SRCR (scavenger receptor cystein-

rich). La fonction de ces séquences riches en cystéine reste à définir mais elles pourraient être 

impliquées dans de nouvelles fonctions des LOXs comme par exemple l’adhésion et la 

croissance cellulaire (255).  

B) Biosynthèse des LOXs  

Tous les membres de la famille des LOXs sont synthétisés sous la forme de pré-pro-protéines 

(pré-pro LOXs) contenant un peptide signal à leur extrémité N-terminale (251). Ce peptide 
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Figure 20: Voie de biosynthèse des LOXs. 
La traduction des ARNm des LOXs donne naissance à une pré-pro-protéine qui sera maturée dans le 
réticulum endoplasmique (RE) et l’appareil de Golgi puis sécrétée dans le milieu extracellulaire sous forme 
quiescente. Elle sera alors activée par un clivage protéolytique assuré par la pro-collagène C- protéinase. 

(D’après Rodriguez et al, 2008) (261) 
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signal, responsable de l’adressage des pré-pro-LOXs au réticulum endoplasmique, sera 

rapidement clivé. Ceci provoque un réarrangement de la pro-enzyme, permettant le 

repositionnement de l’atome de cuivre et des résidus tyrosine et lysine relativement proches 

pour initier la formation du LTQ par hydroxylation et oxydation autocatalytique dépendante 

du cuivre (260). D’autre part, les LOXs subiront deux modifications post-traductionnelles de 

type N-glycosylations, produisant une pro-protéine de 50kDa qui sera ensuite sécrétée dans le 

milieu extracellulaire (Figure 20) (261).  

Les pro-LOXs étant sécrétées sous forme quiescente, l’activation de leur domaine catalytique 

nécessite un clivage protéolytique. Ce dernier a lieu entre la glycine 162 et l’asparagine 163 

(sur la séquence de LOX chez le rat) et permet le relargage du pro-peptide portant les N-

glycosylations. Il est assuré par une procollagène C - protéinase codée par le gène BMP-1 

(252,262). D’autres protéases, telles que les mTLD (mammalian tolloid protease) et mTLL1/2 

(mammalian tolloid-like-1 and 2 proteases), sont également capables de cliver les pro LOXs 

en ce même site mais moins efficacement (263). De plus, l’enzyme principale permettant 

l’activation des LOXs (la procollagène C protéinase) est également impliquée dans l’étape de 

maturation du procollagène en tropocollagène (substrat des LOXs) (Figure 20-21). Ainsi, la 

redondance des acteurs impliqués dans ces deux voies de biosynthèse (LOXs et collagènes) 

suggère une régulation synchrone de la réticulation des fibres de collagènes, phénomène 

indispensable à la résistance de la MEC (264,265). 

II- Diversité d’expression des LOXs 

A) Profil d’expression tissulaire des LOXs  

Les enzymes LOX et LOXL1 sont présentes dans la plupart des tissus en quantité 

variable et présentent des profils d’expression relativement proches. LOX est fortement 

exprimé dans le cœur, les poumons et les reins alors que LOXL1 présente une expression très 
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élevée dans le cœur, le placenta, le pancréas et les muscles squelettiques (246,266). De plus, il 

a été démontré dans un modèle murin de fibrose hépatique que l’expression de LOX et 

LOXL1 était respectivement corrélée à l’expression des chaînes α du collagène I et III, 

suggérant une régulation coordonnée entre les LOXs et leurs substrats (255). 

Le profil d’expression des autres LOXs (LOXL2, LOXL3 et LOXL4) apparaît plus complexe 

et présente de fortes variabilités entre les tissus. L’expression de LOXL2 semble spécifique 

aux organes de la reproduction et du développement tels que la prostate, l’utérus, le placenta 

et les membranes fœtales. Il est à l’inverse très faiblement exprimé dans les tissus présentant 

une forte expression de LOX et LOXL1 comme le cœur, les poumons et les reins (267). 

L’expression de LOXL3 apparait quant à elle restreinte au système nerveux, aux leucocytes, à 

l’utérus et au cœur, où il est présent en grande quantité. Les études de northern-blot réalisées 

sur les autres tissus révèlent une expression permanente de LOXL3 mais en très faible 

quantité par rapport aux autres membres de la famille des LOXs (248). 

Le gène LOXL4, qui fait l’objet de cette étude, est présent dans de nombreux tissus humains. 

Il est retrouvé préférentiellement dans le placenta, les poumons, les reins, le pancréas, les 

testicules et les ovaires (249,268). Il est intéressant de noter que ce profil d’expression diffère 

complètement de celui de son homologue murin, LOXC, dont l’expression se restreint aux 

chondrocytes différenciés (269). 

B) Expression des LOXs dans les membranes fœtales  

Les cinq LOXs sont exprimés dans les membranes fœtales humaines (270,271). Une étude 

réalisée sur des membranes à terme avant l’entrée en travail a comparé l’expression de LOX, 

LOXL1 et LOXL2 dans l’amnios, le chorion et le placenta. A l’inverse de LOXL1 qui est 

plus exprimé dans le placenta que dans les membranes fœtales, il semble que LOX soit très 

exprimé dans les membranes fœtales (et en particulier dans l’amnios) par rapport au placenta 
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Figure 21: Fonction biologique principale des LOXs : la biosynthèse du collagène. 
Une fois sécrétées dans le milieu extra-cellualire, les triples hélices de procollagènes sont maturées en 
tropocollagènes. Les LOXs permettent alors leurs réticulations aboutissant à la formation des fibres 
de collagène qui s’organiseront ensuite en faisceaux. 

(D’après: http://ptjournal.apta.org/content/79/3/308) 
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où il est à peine détectable au niveau protéique. Le gène LOXL2 présente un profil 

d’expression plus atypique puisqu’il est très fortement exprimé dans le chorion alors qu’il est 

peu présent dans le feuillet amniotique (270). Plus récemment, une autre étude 

d’immunohistochimie a démontré la présence de LOXL3 et LOXL4 dans les membranes 

fœtales à terme (271). Alors que LOXL4 est présent dans les deux feuillets, la protéine 

LOXL3 n’a été quant à elle détectée que dans le chorion. 

Enfin, il est intéressant de noter que l’expression des LOXs varie tout au long de la grossesse, 

suggérant leur implication dans la physiologie de la rupture qui met en jeu des modifications 

de la MEC. L’activité lysyl oxydase a notamment été mesurée dans l’amnios à différents 

stades gestationnels. Elle est maximale dans les stades précoces (12 SA) alors qu’une 

diminution graduelle a été montrée tout au long de la grossesse pour atteindre  un seuil 

minimal à partir de la 22ème SA (272). De plus, il a été démontré que l’expression de LOX est 

réprimée par un acteur essentiel à la mise en place de la rupture des membranes en fin de 

grossesse : la prostaglandine E2 (44,273).  

III- Mécanisme d’action 

Les LOXs sont des protéines sécrétées qui exercent leur fonction principale dans le 

milieu extracellulaire où elles assurent le pontage des molécules de collagène et d’élastine 

présentes dans la MEC (Figure 20-21). En outre, des études plus récentes ont démontré la 

présence de la forme active de certains LOXs dans le noyau où elles auraient une fonction de 

régulateur de l’expression des gènes. 

A) Mécanisme d’action extracellulaire 

La démonstration de l’activité extracellulaire des LOXs date de 1968. Une enzyme présente 

dans un extrait d’os de poulet était capable d’augmenter la conversion de peptidyl lysine en 
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Figure 22: Mécanisme d’action extracellulaire des LOXs. 
A) Les LOXs catalysent l’oxydation des groupements amines présents sur les lysines des molécules de 
collagènes et d’élastine. 
B) Les formes aldéhydes générées par l’action des LOXs  (peptidyl AAS) se condensent spontanément pour 
former de fortes liaisons covalentes essentielles à la résistance des matrices extracellulaires. 

 (D’apres Lucero et al., 2006) (264)  
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peptidyl α-aminoadipic-δ-semialdehyde (AAS), étape initiale du pontage des fibres de 

collagènes et d’élastine. De plus, l’action de cette enzyme était inhibée par le β 

aminopropionitrile (βAPN) dont le rôle d’inhibiteur de cette étape était déjà connu (245). La 

purification de la protéine LOX peu de temps après a permis d’étayer la caractérisation de son 

activité extracellulaire (274). 

Sécrétées sous forme inactive dans le milieu extracellulaire, les LOXs y subiront un clivage 

protéolytique permettant de les activer (comme décrit précédemment). Elles reconnaissent 

alors les molécules de tropoélastine et de tropocollagène comme substrats et exercent leur 

activité catalytique portée par leur extrémité C-terminale. Elles vont ainsi catalyser 

l’oxydation des groupements amines présents sur les résidus peptidyl lysine du collagène et de 

l’élastine, générant leur forme aldéhyde (ASS) ainsi que du péroxyde d’hydrogène (H2O2) et 

de l’ammoniac (NH3). Les résidus ASS néosynthétisés pourront alors se lier spontanément les 

uns aux autres par aldolisation, générant de fortes liaisons covalentes intra- et inter-peptides 

(264) (Figure 22).  C’est ainsi que l’activité extracellulaire des LOXs permet le pontage des 

molécules de collagène et d’élastine, produisant d’abord des fibrilles, des fibres, puis des 

réseaux fibrillaires organisés en faisceaux indispensables à l’intégrité mécanique des MEC 

(Figure 21). 

B) Mécanisme d’action intracellulaire 

A côté du rôle extracellulaire des LOXs, il a été démontré que certains membres (LOX, 

LOXL1 et LOXL2) étaient aussi présents au niveau du noyau, soulevant la question de la 

fonction nucléaire des LOXs qui reste actuellement moins décrite. Ne possédant pas de signal 

de localisation nucléaire, les LOXs seraient transloquées dans le noyau grâce à l’intervention 

de protéines chaperonnes. Il a d’ailleurs été établi que LOX interagissait avec la protéine p66β 

qui favoriserait son accumulation dans le noyau (275). Plusieurs études in vitro ont démontré 
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que ces LOXs intra-cellulaires étaient capables d’interagir avec de nombreuses protéines 

nucléaires telles que les histones, impliquées dans l’état de compaction de la chromatine, ou 

des facteurs de transcription (264,275). Ainsi, ces dernières données suggèrent aussi que les 

LOXs nucléaires pourraient être impliquées plus ou moins directement dans la régulation de 

l’expression des gènes. Par exemple, il a été établi que les histones H1 et H2 étaient des 

substrats de LOX in vitro (276,277). De plus, la protéine LOX nucléaire serait capable de 

réguler certains gènes impliqués dans la prolifération et la transformation épithélio-

mésenchymateuse de cellules cancéreuses (278,279). Enfin, LOX et LOXL2 semblent avoir 

un rôle dans l’évolution des cancers épithéliaux où ils pourraient constituer une cible 

thérapeutique. En effet, une étude démontre qu’ils seraient induits par l’hypoxie et 

réprimeraient l’expression de l’E-cadhérine, augmentant ainsi l’agressivité de la tumeur (280). 

A l’inverse de LOX, LOXL2 agirait plutôt sur l’histone H3 (281). Son interaction avec le 

facteur de transcription snail a également été démontrée dans des cellules de cancer du sein 

MCF-7, où elle le stabiliserait et permettrait ainsi d’augmenter l’invasion cellulaire (282).  

IV- Fonctions biologiques des LOXs 

A) Knock-out chez le modèle souris 

 
Des modèles de souris KO de LOX et LOXL1 ont été réalisés dans le but de mieux 

appréhender leurs fonctions lors du développement.  

Les souris LOX-/- meurent d’anévrisme dès la naissance à cause de malformations 

cardiovasculaires et respiratoires. Elles présentent également des défauts au niveau des fibres 

de collagène et d’élastine des MEC (283). Ainsi, l’invalidation de LOX ne semble pas 

compensée par les autres membres de la famille des LOXs dans ce modèle, confirmant un rôle 

propre à chacun des LOXs durant le développement.  
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Les souris invalidées pour LOXL1 sont viables mais présentent de lourdes altérations dans la 

formation des fibres d’élastine, générant une accumulation de molécules de tropoélastine au 

niveau de la peau, de l’utérus, des poumons et des artères qui présentent de ce fait une perte 

de résistance et une élasticité accrue (284).  

B) Pathologies associées à une dérégulation de l’expression des LOXs 

 i) Les cancers 

La littérature fait état de l’implication des LOXs dans le développement d’un grand nombre 

de cancers. Paradoxalement, les LOXs exerceraient soit un rôle de suppresseur de tumeur, soit 

de facteur oncogène selon les tissus considérés (285).   

Une diminution de l’expression de LOX a par exemple été observée dans des lignées 

cellulaires de fibrosarcome, de choriocarcinome et de rhabdomyosarcome (286). De plus, les 

régions chromosomiques 5q25 et 8p21, correspondant aux gènes LOX et LOXL2, présentent 

des mutations très fréquentes dans le cancer du colon et de l’œsophage, où leur délétion 

pourrait participer au développement de ces cancers (255). Enfin, la transfection stable de 

LOX dans des cellules cancéreuses gastriques empêcherait le développement de tumeurs chez 

les souris nude en inhibant la prolifération de ces cellules, conférant à LOX une propriété de 

suppresseur de tumeur (287).  A l’inverse, les LOXs sont décrits comme des facteurs 

oncogènes dans les cancers de la tête, du cou, de la prostate, du rein, du colon et du sein, où 

leur expression serait corrélée à la progression des tumeurs et favoriserait l’invasion cellulaire 

(285,288).  

 

 

 



  



~ 69 ~ 
 

 ii) Pathologies associées à une surexpression des LOXs 

Un grand nombre d’études démontrent une augmentation de l’expression et/ou de l’activité 

des LOXs dans des pathologies fibrotiques pouvant affecter de nombreux organes tels que le 

cœur (289), les artères (290), les poumons (291), le foie (292–294) ou encore la peau (295). 

La mise en place d’une fibrose survient généralement en réponse à une lésion ou une 

inflammation chronique. Les tissus affectés subissent alors un remodelage important du tissu 

conjonctif impliquant notamment une synthèse accrue de collagène.  Ainsi, les LOXs  

participeraient à la mise en place du processus fibrotique en augmentant la réticulation des 

fibres de collagènes, renforçant ainsi la rigidité de la MEC caractéristique des fibroses (296). 

Des études permettent actuellement d’envisager LOX comme un biomarqueur pertinent pour 

prédire l’état de gravité de ce type de pathologies (295) mais aussi comme une cible 

thérapeutique prometteuse dont l’inhibition pourrait empêcher le développement de fibroses 

(294,297,298). 

L’expression des LOXs a également été étudiée au sein de membranes fœtales issues de RPM, 

où le gène LOX est le seul membre de la famille à être surexprimé par rapport aux membranes 

à terme. Au vu des nombreux processus de remodelage de la matrice survenant en cas de 

RPM, cette augmentation de LOX pourrait s’expliquer par un mécanisme compensatoire en 

réponse à la destruction des fibres de collagènes et à la fragilisation des membranes survenant 

en cas de RPM (271,299).  

 iii) Pathologies associées à une diminution des LOXs 

A l’inverse, une diminution de l’expression et/ou de l’activité des LOXs a été retrouvée dans 

de nombreuses pathologies caractérisées par des altérations des tissus conjonctifs. 

- le syndrome de Menkes 
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Il s’agit d’une pathologie héréditaire récessive et létale, caractérisée par une dégénérescence 

cérébrale causée par des altérations des fibres d’élastine notamment au niveau des artères. La 

mutation causale de ce syndrome touche un gène impliqué dans le transport du cuivre, 

entraînant sa séquestration à l’intérieur des cellules (300). De nombreuses protéines 

dépendantes du cuivre sont alors gravement affectées lors de ce syndrome. Parmi celles-ci, les 

LOXs présentent une activité largement diminuée, comme démontré dans une étude 

comparant des milieux cellulaires de fibroblastes « sains » à des fibroblastes de peau 

provenant d’une biopsie d’un fœtus affecté par ce syndrome (301). En plus de ce défaut 

d’activité lysyl oxydase, les transcrits de LOX semblent eux aussi diminués dans des lignées 

de fibroblastes cutanés issus de patients affectés par rapport à des lignées contrôles (302).  

- le syndrome d’Ehler-Danlos 

Ce syndrome regroupe des affections génétiques rares présentant des symptômes cliniques 

différents mais toutes caractérisées par une désorganisation des tissus conjonctifs. Les patients 

présentent une hyper fragilité et une hyper élasticité de la peau mais aussi une mobilité des 

articulations excessive ainsi que des ecchymoses fréquentes (303). Dix sous-types de 

syndromes d’Ehler-Danlos sont actuellement répertoriés parmi lesquels le syndrome de type 

IX qui est associé à une diminution de l’activité lysyl oxidase (304,305). 

- le kératocône 

C’est une pathologie oculaire caractérisée par une cornée en forme de cône due à un 

remodelage anormal de la MEC entrainant un amincissement du stroma (306). Il a été établi 

que l’expression de la protéine LOX était diminuée dans le stroma de patients atteints par 

cette pathologie. L’activité lysyl oxydase est également altérée dans des cultures de 

fibroblastes de patients (307).   

- la rétinopathie proliférative diabétique. 
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Une diminution de l’activité lysyl oxidase a été démontrée dans le corps vitré de patients 

atteints de rétinopathie proliférative diabétique (308). Il s’agit d’une complication oculaire 

fréquente chez les patients diabétiques. Elle se caractérise par une néovascularisation et une 

ischémie de la rétine et se traduit par un épaississement de la lame basale dû à une production 

excessive de MEC (309).  

C) Fonctions biologiques des LOXs 

Au regard des multiples mécanismes d’actions attribués aux LOXs, il n’est pas surprenant de 

les retrouver impliqués dans de nombreuses grandes fonctions biologiques telles que la 

stabilisation des MEC, la migration, l’adhésion cellulaire ou encore le remodelage tissulaire. 

Comme décrit précédemment, toutes les protéines LOXs possèdent une activité amine 

oxydase portée par leur extrémité C-terminale et participent ainsi à la biogenèse des MEC des 

tissus conjonctifs (264). A côté de ce rôle avéré dans la stabilisation et la résistance des 

matrices, les LOXs ont aussi été décrits comme des chemoattractants puissants favorisant la 

migration de différents types cellulaires tels que les monocytes, les fibroblastes et les cellules 

de muscles lisses vasculaires, lors d’essais in vitro (310–312). Dans cette dernière étude, il a 

été démontré que LOX favorisait la migration cellulaire tout en augmentant la formation 

d’adhésions focales et la polymérisation des microfilaments d’actine. Ces mécanismes sont 

inhibés par le β-APN,  mais aussi par un traitement à la catalase - enzyme dégradant le H2O2 

- mettant en évidence l’importance du H2O2 relargué suite à l’action enzymatique des LOXs 

dans cette propriété chemoattractive (312). Un rôle des LOXs a également été décrit dans le 

placenta, où ils participeraient à la régulation de l’invasion des cytotrophoblastes via le 

récepteur nucléaire PPARγ (313). 

En outre, l’implication des LOXs dans le remodelage tissulaire a également été documenté et 

notamment au niveau cardiovasculaire. En effet, une étude a récemment démontré que LOX 
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était capable de réguler le remodelage vasculaire sur un modèle de souris transgénique dans 

lequel LOX était surexprimé au niveau des cellules des muscles lisses vasculaires (314). Il a 

également été établi que l’expression de LOX et l’activité lysyl oxydase étaient augmentées 

dans des modèles de blessures réalisées sur du tissu cardiaque in vitro ou in vivo, suggérant un 

rôle important des LOXs dans le remodelage tissulaire nécessaire à la cicatrisation suite à une 

lésion (315,316). Pour finir, une étude réalisée in vitro sur des fibroblastes dermiques, puis in 

vivo sur un modèle de blessure cutanée chez le rat, a établi qu’une surexpression locale de 

LOX permettait de renforcer la résistance mécanique du tissu lésé (317). L’ensemble de ces 

études mettent en exergue de nombreuses nouvelles fonctions des LOXs qui apparaissent dès 

lors comme des acteurs importants du processus de cicatrisation potentiellement extrapolable 

aux membranes fœtales.  
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S’inscrivant pleinement dans la thématique de recherche de l’équipe, mon travail a 

tout d’abord consisté à décrire les rôles des rétinoïdes dans la reproduction et le 

développement confirmant qu’ils sont essentiels tout au long de la grossesse (publication n°1, 

Comptour et al. en révision dans Cellular and Molecular Life Sciences). Ces rôles, tout 

d’abord démontrés par les malformations congénitales observées lors de cas de déficience ou 

d’excès en vitamine A, ont été largement documentés dans la littérature par la suite et 

compilés dans cet article. Il en est de même pour la description de leur voie métabolique dont 

la connaissance a permis de développer l’utilisation d’agonistes et d’antagonistes des 

récepteurs RARs et RXRs à des fins de clinique ou de recherche.  

Mon travail s’est ensuite porté de manière plus focalisée sur le rôle des rétinoïdes au sein des 

membranes fœtales, organe transitoire mais indispensable au développement et à la 

parturition. A côté de l’aspect pro-cicatrisant de l’atRA au sein des membranes fœtales, il a 

permis de démontrer que le tabac, sous la forme de condensé de fumée de cigarette, était un 

perturbateur de la voie des rétinoïdes au sein de ce tissu (annexe n°2, Rouzaire et al., en 

préparation). De plus, ce travail a aussi conduit l’équipe à amorcer une nouvelle collaboration 

internationale avec une équipe de Portland dans le but d’étayer encore l’hypothèse de la 

capacité des rétinoïdes à réguler des gènes impliqués dans l’homéostasie du liquide 

amniotique (annexe n°3, communication affichée SRI2015 et Cheung et al., en préparation). 

Parallèlement à tout cela, ma thématique principale de recherche visait à étudier les effets 

positifs des rétinoïdes sur la cicatrisation des membranes fœtales humaines et ceci en lien 

avec les intérêts cliniques qu’ils pourraient revêtir dans la prise en charge des ruptures 

prématurées des membranes (publication n°2, Rouzaire et al., en révision dans International 

Journal of Biochemistry and Cell Biology). Ce travail a été mené de concert avec une autre 

étudiante en thèse de l’équipe qui s’intéressait, elle, à la cicatrisation de l’épithélium cornéen 

après brûlures chimiques par base (annexe n°1, Comptour et al., en révision dans Scientific 
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reports). Partant des résultats d’un transcriptome sur des cellules épithéliales amniotiques 

traitées par l’atRA, ces deux sujets de recherche ont permis de mettre en évidence un lien 

direct entre la régulation de la transcription du gène LOXL4 par les rétinoïdes et son 

importance dans le phénomène de cicatrisation. 

Premier gène important mis en évidence lors de cette thèse pour le phénomène de cicatrisation 

des membranes fœtales promu par les dérivés actifs de la vitamine A, LOXL4 ouvre la voie à 

de futurs travaux qui se baseront sur la liste des autres gènes sortis de l’étude transcriptomique 

et qui sont eux aussi ressortis comme essentiels à la dynamique et à la structure de la MEC. 
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ABSTRACT (150 to 250 words): 

 

Vitamin A deficiency animal models highlighted its crucial role in reproduction and placentation whereas excess 

of retinoïds can cause toxic and teratogenic effects on the mother and fetus, especially in the first trimester of 

human pregnancy. Furthermore, Knock Out experimental strategy targeting retinoid nuclear receptors RAR and 

RXR permitted to confirm that the effects of vitamin A are mediated by retinoic acid (especially all-trans-

retinoic acid) and that such vitamin is essential for the developmental process. All these data highlighted that the 

vitamin A pathway and metabolism is as important for the well-being of the fetus as during the adulthood. 

Consequently, during this last decade, extensive researches on the retinoid metabolism allowed a detailed 

knowledge on each actors of this pathway and permitted the development of several antagonist and agonists for 

therapeutic and researches applications. So, natural and synthetic retinoids are currently used in clinic more 

commonly on the skin for the treatment of acne and as anti-oncogenic actors in the case of acute promyelocytic 

leukemia. Nevertheless, because of toxicity and teratogenicity of retinoid during pregnancy, their use as 

pharmacological targets remains controversial. 
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INTRODUCTION 

Since the demonstration by Hale (in 1933), that a vitamin A deficiency (VAD) leads to congenital 

ocular malformations [1]; the absolute requirement of vitamin A and its active derivatives, the retinoic acids 

(RAs) in a wide range of developmental and physiological phenomenon was largely documented. In fact, 

vertebrate placentation, morphogenesis, cellular proliferation, differentiation and apoptosis for few examples 

were demonstrated to be under the influence of this canonical signalling pathway. This one acts through the 

activation of ligand dependant nuclear receptors called retinoic acid receptors (RAR) α, β and γ and Retinoid X 

receptors (RXR) α, β and γ. In this review, mammal’s placentation and general vitamin A mechanisms of action 

will be shortly described.  Then, its importance during mammalian pregnancy, particularly linked to the human 

one will be extensively studied with a particular attention for the pharmacological/pathological side of this 

signalling cascade during this in-utero part of life.  

 

I] PLACENTATION AMONG SPECIES  

Placenta is a transient but essential organ for the maintenance and the success of gestation among 

mammals [2-3]. As an autonomous organ, it permits the harmonious development of the embryo/foetus till the 

term birth. According to species, the establishment and the type of placentation are different and principally 

defined by morphological and histological characteristics. Morphologically, placenta can be diffuse (pig and 

horse), cotyledons (ruminants) or disk-shaped (human, rodent). Histologically, different types of placenta are 

classed depending on the nature and the number of tissue layers separating maternal and fetal bloods. There are 

four different types: epitheliochorial (equine), synepitheliochorial (ruminant), endotheliochorial (carnivore) and 

hemochorial (human, rodent), which is the most invasive type of placenta [4-6]. As the placental functions are 

always the same among species, a lot of different animal models are currently studied in order to better 

understand the “importance” of this organ. For example, sheep, rabbit and especially mouse are widely used 

because they shared some developmental common phenomenon [7]. The first essential function of the placenta is 

to physically connect the fetus to the uterine wall and allowing the formation of an exchange surface between the 

mother and the fetus. Beside this anatomical function, placenta ensures fetal growth especially by providing 

nutrients and metabolites required for fetal development [8]. For this, maternal blood which is rich in nutrient 

and oxygen enters in the intervillous space through the spiral endometrial arteries, passes into the fetal 

circulation through the capillary system of the villi and reaches the fetus via the umbilical vein. Then, metabolic 

waste products return to the intervillous space via two umbilical arteries. [9]. Thus, these nutrient exchanges are 

well controlled within the feto-maternal interface which becomes a “selective filter”. This latter is also an 

imperfect barrier against many pathogens, drugs and toxics principally by the syncytial actin cytoskeleton as it 

was described in human and mice [10-11]. Finally, but not in an exhaustive goal of the placental functions, this 

“organ” is an endocrine organ essential for the maintenance of pregnancy, fetal maturation and parturition. For 

example, it secretes several important gestational hormones into both the maternal and fetal circulation (such as 

progesterone and prostaglandins) [12]. 

Through all these functions, the placenta could normally ensure the healthy growth and development of 

the fetus, but if we considered only the human reproduction, this vital process is unfortunately inefficient as 50 

to 60% of human embryo die before birth [13-14]. Indeed, placental abnormalities could induce obstetrical 

pathologies as spontaneous abortion, intra-uterine growth retardation or preeclampsia. In order to better  



  



understand what could be the placental implications of these numerous pregnancy loss and problems, the most 

widely used strategy is the gene inactivation in the mouse model, due to the similarity of human and mouse 

placentation and the potential extrapolation. Such mutations could result in embryonic and fetal lethality in utero 

principally by affecting implantation, choriovitelline or chorioallantoic placentation, in correlation with the 

defect timing during gestation [15]. Among all essential genes for placentation demonstrated by the KO 

strategies, those coding for nuclear receptors are absolutely essentials. 

 

II] NUCLEAR RECEPTORS and PLACENTATION 

General considerations 

Nuclear receptors belong to the “huge” transcription factor family and are activated by their cognate 

ligands. First complete coding sequences isolated were the glucocorticoids [16] and estrogen [17] receptors. The 

comparison of these first discovered sequences and their crystallographic studies [18] allowed highlighting 

conserved domains, giving rise to the nuclear receptor superfamily.  

Briefly, nuclear receptors share a common structure composed by 6 conserved domains named A to F 

[for supplementary information see 19] (Figure 1). The most important, the A/B region contains a ligand 

independent transactivation function (AF-1) and constitutes the only variable domain of the nuclear receptor, 

conferring them their own identity and specificity. Moreover, this domain is often subjected to post-translational 

modifications. Besides this one, the DBD (or C-region) is highly conserved and confers to the nuclear receptor 

its specific DNA recognition property and its ability to regulate the transcription of target genes. In details, this 

domain is composed of two zinc finger motifs with a spatial structure composed by two α-helices and a COOH-

terminal extension (CTE) [20]. Nuclear receptors are classified in 3 subgroups depending on their fixation to 

DNA and the consensus DNA sequence involved. For steroid receptor, as for example glucocorticoid, estrogens, 

progesterone and androgen receptors, they act as homodimer form and fix themselves on response element 

configured as palindrome (inverted repeat of two hexameric sequences separated by 3 nucleotide spacers) [21]. 

Non-steroid receptors (for example Retinoic Acid Receptors / RARs, Vitamin D Receptor / VDR, Liver X 

Receptors / LXRs, Thyroid Receptors / TRs, Peroxisome Proliferator Activated Receptors / PPARs...) are 

characterized by their ability to heterodimerize themselves with the retinoid X receptors (RXRs) and in contrast 

to steroid receptor, their response elements are in direct repetition separated by a variable number of bases 

depending on each nuclear receptor considered [22-24]. Finally, orphan receptors (for example, steroidogenic 

factor 1 or SF1, Estrogen Receptor Relative receptor 2 or ERR2) function as monomer and fix themselves to a 

consensus sequence of six base pairs core motif preceded by three nucleotides (for example, Estrogen Related 

Receptor alpha / ERRα recognizes TCAAGGTCA) [25]. The DNA biding domain (DBD) is connected to the 

ligand binding domain (LBD) by the hinge region (noted D-region). The LBD, noted the E-region, mainly 

contains a “ligand pocket”, composed by hydrophobic residues responsible for the specific and unique ligand 

recognition of each receptor [26]. This domain also contains the dimerization domain and the ligand dependant 

transactivation function (AF-2). Both AF-1, described earlier, and AF-2 constitute real interaction interfaces able 

to recruit many co-regulators (repressors and activators) partners in order to mediate the transcriptional response 

[27]. 

 

  



 

  



Nuclear receptors and placentation 

It’s already well known that this superfamily of nuclear receptor is required for the regulation and the 

homeostasis of several physiological mechanisms such as metabolism, inflammation, placentation, development 

and also parturition [28-30]. Concerning placentation and development, the gene inactivation strategy in mice 

demonstrated that the inactivation of the orphan receptor ERRβ is required for the early placentation. In fact, 

embryo mutants exhibit placenta malformations (abnormal chorion and trophoblast) and died at 10.5 days post 

coïtum (dpc) [31]. Furthermore, it was also demonstrated that the peroxisome proliferator-activated receptor 

(PPAR) is essential for the differentiation and the invasion of trophoblasts, the decidualization and the 

implantation [32-33]. Particularly, PPARγ null embryos died due to an abnormal differentiation and 

vascularization of the placenta [34]. All these results were completed in human, by direct relations between the 

expression level of this nuclear receptor and the appearance of well-known pregnancy pathologies. In fact, 

PPARα and γ are down-regulated in placenta of women with gestational diabetes whereas in contrast, these 

receptors are up-regulated in placenta of women with preeclampsia or intrauterine growth restriction [35]. It’s 

also the case for LXR (liver X receptor) which seems to be important for the development of placenta. Indeed, at 

transcriptional and protein levels LXRα and LXRβ were significantly decreased in placental tissues from 

mothers with preeclampsia [36]. Partner of both previous nuclear receptors (PPAR and LXR), RXR is also the 

heterodimer partner of RAR, two receptors families stimulated by active derivatives of vitamin A. The 

importance of RXRs in mammalian placentation and development was quickly demonstrated and a harmonious 

pregnancy could not be conducted without a well-controlled supplied and transformed vitamin A.  

 

III] RETINOIDS and REPRODUCTION  

RAR/RXR and their partners 

Two different groups discovered the first retinoid acid receptor called RARα in 1987 [37-38]. Few years 

after, isoforms called RARβ and RARγ were also identified [39-42]. Finally, retinoid X receptor alpha, the non-

exclusive partner of RARs was also characterized [43], quickly joined by two other isoforms logically named 

RXRβ and RXRγ [44]. RARs and RXRs are highly conserved among mammals and have specific patterns of 

expression especially during embryogenesis, highlighting their important and specific functions during 

mammal’s development [45]. Briefly, RARα, RXRα and RXRβ are ubiquitously expressed in embryonic and 

adult tissues, whereas RARβ, RARγ and RXRγ expression is more restricted and depends on the tissue 

specificity [46]. It was demonstrated that all RXRs and RARs (to a lesser extend) isoforms could bind the 9-cis 

retinoic acid (9cisRA) form ligand whereas the all-trans retinoic acid (atRA) form could only enter in the ligand 

pocket of the RARs isoforms. Contrary to RARs, RXRs are not specific to the retinoic pathway and can be 

involved in other signaling by binding either, orphan nuclear receptors (LXR and Farnesyl X Receptor /FXR), or 

other ligand-dependent nuclear receptors such as TRs, VDR or PPARs. As described in the previous paragraph, 

among these nuclear receptors, the PPAR family is particularly interesting because it is firstly involved in RA 

signaling pathway developing a heterodimer with RXR, binding 9cisRA ligand. Moreover, the subtype PPARβ/δ 

has been described for binding RA and permits to discover new RA functions in regulation of energy 

homeostasis and insulin response [47]. 

  



 

  



 

RXR can either act as homodimer or heterodimer (with RARs) [48]. In the second case, regulation of 

genes transcription was achieved by the binding of the heterodimer RAR/RXR to specific promoter sequence 

called RAREs (Retinoid Acid Response Elements) composed classically by two direct repeats of a hexameric 

motif [49]. The most classical RARE motif is commonly called DR5, where the direct repeats were spaced by 5 

base pairs. But, it could be also a DR1 or DR2 where the direct repeats are only separated by 1 or 2 bp 

respectively (Figure 2). These RAREs have been now experimentally verified or identified (by using bio-

informatics studies) in promoters of a large (continuously growing) number of retinoid-target genes implicated in 

numerous different physiological functions as it was particularly done for the DR5 type [50]. 

 
Vitamin A and development 

Retinol (vitamin A) and its active derivatives could lead to many physiological functions 

(morphogenesis, growth, reproduction, immunity, vision) by the transduction of their signal using retinoic acids 

receptors [51]. Even if the identification of vitamin A dates back to 1913 by Mc Collum and Davis [52], vitamin 

A signalling pathway and actions are very complex and remain to be deepened. The retinoids pathway is critical 

for a harmonious mammal gestation (normal embryonic, fetal, neonatal development) as demonstrated in many 

nutritional studies in animal models [53]. Furthermore, the embryo is unable to synthesize the retinol and is 

strongly dependent on the maternal delivery of retinol itself or precursors (retinyl esters and carotenoids) through 

a transplacental transfer. As the fetus grows quickly in the third trimester, he needs vitamin A throughout 

pregnancy [54]. Consequently, both deficiency and excess of vitamin A lead to serious damages during prenatal 

and postnatal development and during adult life. Indeed, nutritional and clinical studies on animals and human 

models have shown that a vitamin A deficiency leads to VAD syndrome characterized by a number of 

developmental defects including ocular defects, infectious diseases, growth delay, respiratory and urogenital 

system and heart defects and iron deficiency anemia [55-56]. Moreover, it has been proposed, that the high 

incidence of heart malformations in developing countries could be mostly explained by a low availability of 

retinol due to vitamin A deficiency in diet [57]. It also has been proved on rat model where mating can induced a 

failure of reproduction, fetal resorption and prolonged gestation. Interestingly, an administration of retinoic acid 

can reverse the deleterious effects of VAD diet. Conversely an excess of vitamin A diet leads to toxicity of many 

organs like liver, central nervous system, internal organs and skin. Moreover, high level of retinol during the 

pregnancy is teratogenic for the fetus, especially during the first trimester [58-61]. All of these vitamin A amount 

deregulations show that this signaling pathway have to be highly regulated, particularly for the bioavailability of 

active forms, to perfectly insure these pleiotropic roles during development. 

 

Vitamin A regulation pathway 

Retinol homeostasis is dependent on several levels of regulation from the dietary uptake, passing by the 

storage, considering the distribution to each tissue including at the end the production/degradation of active 

forms. These different regulation steps involved a lot of proteins and enzymes (simplified representation 

described in Figure 3). First of all, vitamin A cannot be synthesized de novo by mammalians and comes 

exclusively from the diet as β-carotene (plants sources) or retinyl esters (animal sources). Conversions by key 

enzymes are required to synthetize vitamin A active forms [62]. Retinol is stocked in the liver as retinyl esters or 

distributed into the blood to target tissues. Because retinol is highly hydrophobic, a carrier protein RBP (Retinol  



  



binding protein) is required for its circulation and its recognition by a receptor called STRA6 [63]. This latter is 

present at the cell surface and allows the retinol to enter into the cells, where it’s carried majorly by cytoplasmic 

CRBP1 (cellular retinol binding protein 1). To be biologically active, retinol must be first oxidized to 

retinaldehyde and then to retinoic acid. The first reversible oxidation is catalyzed by cytosolic alcohol 

dehydrogenases (ADH) and microsomal retinol dehydrogenase (RDH), and then the retinaldehyde is irreversibly 

oxidized into retinoic acid by several retinal dehydrogenases (RALDH) [64-65]. As described before, pleiotropic 

effects of retinoids are mediated by the two main endogenous active forms of vitamin A: atRA and 9cisRA, 

specific ligands of the RAR/RXR heterodimer. In this pathway, catabolism and regulation feed-back of atRA and 

9cisRA are important mechanisms for controlling RA endogenous levels. For that, catabolism of retinoic acid is 

under the control of the cytochrome p450 superfamily and especially CYP26 proteins (CYP26A1, B1 and C1 for 

mammalian species). This subfamily allows the transformation of atRA in polar metabolites [66-67]. 

Furthermore, some of the components of the RA biosynthesis are controlled by atRA via a negative feed-back. 

Indeed, atRA induces its own catabolism by inducing the CYP26 enzymes gene transcription allowing the 

degradation of atRA excess. At the opposite, atRA can also regulate its biosynthesis by a positive feed-back by 

up-regulating the expression of some of RA biosynthesis components such as RBP4, CRBP1, STRA6 [68-69]. 

 

Vitamin A pathways in development and placentation 

Studies of KO members of vitamin A pathway especially for RARs and RXRs in mutant mice 

demonstrated their crucial role in function like development and reproduction mediated by vitamin A. Postnatal 

and fetal damages, equivalent to those found in VAD syndrome, were found in RAR or RXR single mutant but 

defects are less severe, suggesting a high degree of functional redundancy among these receptors [70-71]. 

Indeed, the absence of one receptor can be partly compensated by another nuclear receptor expressed in the same 

tissue. More precisely, RARα null mutants died before the age of two months due to severe malformations; and 

males are sterile by the degeneration of the seminiferous epithelium. RARβ mutants are growth-deficient, 

present behavioral and eyes defects; but are fertile and have a normal longevity. RARγ null mice exhibit fetal 

malformations due to skeletal and epithelial defects, leading to extensive postnatal lethality [72-73]. RAR double 

mutants (RARα/β; RARα/γ and RARβ/γ null mutants) died in utero or shortly after birth highlighting the 

essential role of RARs in vertebrate development [74-75]. Such genetic studies have also been made on the other 

heterodimeric partner: RXR. The mice model knock-out of RXRα and RXRβ are lethal during embryogenesis or 

shortly after birth. RXRα-/- mice exhibit eyes defect and their lethality is due to severe heart damages 

(myocardium defect), suggesting a role of RXRα in myocardial growth and eye morphogenesis [76]. RXRβ 

males are sterile because of an abnormal spermatogenesis and present behavioral defects. Finally, RXRγ null 

mice survive and do not present developmental defects but fertility defects. Defects in double RXR mutants are 

similar than those of RAR double mutants. For example, the double knock-out RXRβ and RXRγ, and the triple 

mutant RXRα+/- RXRβ-/- and RXRγ-/- are viable but have growth defects and male are sterile. A single copy of 

RXRα is sufficient to rescue most of the functions of RXRs.  

Beside the many roles of retinoids described and well studied in vertebrate development [77], the 

molecular role of retinoid signaling during placentation remain not fully understood. Several studies realized on 

the mouse model demonstrate an involvement of the retinoids pathway in placentation. First, retinoid-binding 

proteins (RBP) and retinoic acid receptors (RARs, RXRs) have been demonstrated to be expressed in placental  



  



tissues among a specific spatio-temporal expression pattern [78]. In particular, RARγ expression is increased 

after 15.5 dpc, whereas it is only weakly expressed during early placentation. A strong expression of RXRα has 

also been demonstrated at late stages of placentation and persists until birth. Expression patterns of these two 

receptors suggest their involvement in the formation and function of the definitive placenta. In addition to this 

specific expression pattern of retinoids pathway components, retinoic acid-inducible (STRA) genes have also 

been demonstrated to exhibit a specific expression in mouse placenta, depending on tissue specificity and 

placentation stages [79]. Briefly, they are expressed in two major placental components depending on the 

placental stage: the regions of maternal-embryonic exchanges (yolk sac and labyrinthine zone) and the 

trophoblastic giant cells. For example, from mid-late gestation until birth Stra6 was no more expressed in the 

yolk sac membrane, but its expression was detected in the labyrinthine zone of the chorioallantoic placenta. Such 

spatio-temporal patterns of expression are observed for most of the studied genes during both yolk sac (primitive 

placenta) and chorioallantoic (definitive placenta) placentation. The way how the expression of these retinoic 

acid-inducible genes is controlled during placentation remains still unknown but the important role of the 

retinoid pathway for normal placentation has well been demonstrated in mice. Indeed, a VAD in rats [80], and 

PPARγ [81], RXRα and β [82-83] knock-out in mice led to chorioallantoic placentation defects resulting in 

embryonic death. More in details, all these receptors knock-out contribute to the same defect. They alter the 

formation of the labyrinth, which is a crucial structure for mice placentation allowing gas and nutrient exchange 

between the mother and the fetus in the placenta. In heterozygous phenotype, the labyrinth was not totally 

affected, resulting into the reduction of transfers between mother and conceptus and an intra-uterine growth 

retardation. When the placental defect is total in the homozygous situation, the transfers are quite abolished, 

leading to an in utero death. 

In human, retinoids pathway was described as present in placenta and in fetal membranes. Several 

studies made on human placenta indicate its ability to isomerize and oxidize retinoids [84-85]. Moreover, studies 

strongly suggest the contribution of retinoids in the regulation of human placental lactogen (hPL) and other 

hormones or target genes fundamental for the maintenance of pregnancy [86-87]. It’s the case for example for 

Chorionic Gonadotropin Hormon [88], Epidermal Growth Factor Receptor [89], apolipoprotein A-II [90], the 

thyroid hormone receptor Mct8 [91] or leptin [92]. By the heterodimer PPAR/RXR, retinoids regulate some 

important placental phenomenon as trophoblast invasion [93] and the processes of human term parturition [94]. 

Logically, their abnormal expression or activities are described in spontaneous abortion [95], in preterm labor 

and infection-complicated preterm deliveries [96]. In addition, an abnormal activation of RXR by the tributyltin 

(an environmental contaminant) could alter human placental functions [97]. In the fetal membranes, the 

functionality of the retinoid pathway [98] and its role in the physiopathology have been demonstrated. Indeed, 

retinoids regulate the expression of genes involved both in the amniotic fluid homeostasis [Prat et al., 

unpublished data] and in the extracellular matrix dynamics [99].  

 

IV. PHARMACEUTICAL ASPECTS 

Agonist/antagonist of vitamin A pathway and examples of clinical applications. 

 For a better understanding of these nuclear receptors (specific biological responses of retinoid receptors 

isotypes) and for therapeutic applications in several diseases (acne, psoriasis, cancer, acute promyelocytic 

leukemia (APL), photo-aging…), retinoid receptors become new targets for the development of several synthetic  



  



agonists (mimicking the action of endogenous ligands) and antagonists (blocking the action of endogenous 

ligands) of retinoids [100-102]. The major problem of such strategy is that generates synthetic ligands 

specifically targeting one isotype of RARs or RXRs, is extremely difficult due to closed LBD domain between 

the different subtypes α, β, γ. As an illustration of that, only one residue in the ligand binding pocket (LBP) 

differs between RARβ and RARα and two between RARβ and RARγ (Figure 4).  This major problem was able 

to be by-passed using crystallographic studies of the empty ligand-binding domain (apo-receptor) compared to 

the filled receptor (halo-receptor) and allowed to better understand the binding mechanism to develop synthetics 

agonists or antagonists of nuclear receptors [103-104]. In a cellular environment, in the absence of endogenous 

ligands (natural agonists, such as atRA) or in the presence of certain antagonists, RAR-RXR heterodimers recruit 

corepressors (CoRs) complexes, associated with histone deacetylases (HDACs), which cause transcriptional 

silencing through chromatin condensation [105]. Thus, the ligand binding leads to a conformational change of 

the nuclear receptor LBD domain [106]. This allosteric change alters the ability of the receptor surface to interact 

with CoRs and allows the recruitment of coactivators (CoAs) complexes on LBD domain, which contain histone 

acetyltransferases (HATs) and consequently result in active transcription through chromatin decondensation. 

More precisely, the ligand binding really modulates the communication between the nuclear receptor and its 

intracellular environment (interaction receptor-protein, receptor-DNA, receptor-chromatin) [107]. To focus on 

synthetic compounds, there are actually different classes of agonists and antagonists according to their 

mechanism of action (Figure 5) [108]. Whereas, stilbene-bases retinoid TTNPB (4-[(E)-2-(5, 6, 7, 8-tetrahydro-

5, 5, 8, 8-tetramethyl-2-naphthalenyl)-1-propenyl] benzoic acid) and CD3254 are example of RARs and RXRs 

agonist respectively; “partial agonist” are considered as weaker agonists than the endogenous ligands and can act 

as antagonists. For their classification, the “neutral” or “classical” one prevent the recruitment of CoAs and 

maintain the receptor in an inactive state (such as for example BSM614) whereas “inverse agonists” (such as 

BMS493) exert their antagonist action by strengthing the interaction of receptors with CoRs [109].  

 In the clinical and pharmaceutical point of view, generation of new synthetic ligands for RARs and 

RXRs is highly developed for “retinoids therapies” in order to optimize already demonstrated beneficial effect 

and to particularly eliminate or minimize the side effects of such drugs. Indeed, retinoids used in therapies are 

powerful tools to improve cell differentiation, decrease cell proliferation and promote cell death. Nevertheless, 

retinoids can also exhibit teratogenicity (see below) and side effects in patient (as for example mucocutaneous 

toxicity characterized by irritated and dry skin as it was particularly demonstrated for RARγ targets) [110]. All 

these negative clinical effects added to biological ones (thrombopenia or blood lipids homeostasis abnormalities) 

constitute the “retinoic acid syndrome” potentially present after chronic retinoids administration.  Nevertheless, 

several ligands of retinoids were developed and used for the treatment of psoriasis. Etretinate shows pro-

differentiation and anti-inflammatory effects and after a treatment of 8 months decrease the psoriatic plaque by a 

mean of 64% [111]. Furthermore, acitretin is the treatment of choice for pustular psoriasis and it can be used in 

combination with another treatment to improve efficacy for psoriatic plaque. Moreover, it is well tolerated at low 

doses and it is not immunosuppressive [112-113].  Finally, clinical studies also showed that TTNPB, a pan-RAR 

agonist, was a good candidate for the treatment of psoriasis but had mucocutaneous side effects [114]. Beside 

psoriasis, in cancer research, retinoids are major target because of their antiproliferative and cancer-preventive 

properties.  In fact, RARβ was already demonstrated to be the “major actor” in anticancer action of retinoids as it 

presents some tumor suppressive properties [115]. Indeed it has been proved that RARβ was reduced or absent  



  



during cancer progression (breast cancer, head and neck tumors, oral leukoplakia) [116-117], and that the 

restoration of normal RARβ expression could inhibit through retinoids action, the cancer progression and thus 

constitutes a new therapy. For example, use of isotretinoin in the treatment of oral leukoplakia allows restoring a 

normal RARβ expression [118]. Retinoic acids (all-trans and 13 cis forms) was also known for the therapeutic 

revolution that they gave on the Acute Promyelocytic Leukemia. By the destabilization of the haemopoietic cells 

presenting the chromosomal abnormalities “PML-RARalpha”, the retinoic acids induce the differentiation of 

cancer cells and cure this leukemia previously known as very pejorative affection in terms of survey [119]. 

Finally, dermatology application of isotretinoin (13cisRA) is the first and main drug used in the treatment of 

severe and recalcitrant acne and rates of success are ≥ 60% following an oral dose of isotretinoin during 3-4 

months [120]. Because of common side effects (eye irritation, serum lipid alterations, mucocutaneous reactions 

from ATRA syndrome), this drug should be reserved for patients with severe conditions and unresponsive to 

conventional therapy [121]. Consequently, Adapalene® (differin), a naphthoic acid derivative with retinoids-like 

activity, is also used as anti-acne drug. Indeed, several studies have shown that adapalene 0, 1% gel has the same 

efficiency than tretinoin (atRA) 0,025% gel but a better tolerability than isotretinoin (13-cisRA) [122].  

 

Retinoid placental transfer and toxicity. 

 In 1982, the first scientific published works established the dynamics of the transfer of retinol between 

fetuses and their mother through placenta in rat [123] and sheep [124]. Few years after, the placental transfer of 

retinoic acid and retinyl acetate was also demonstrated in pregnant rat [125]. It’s now well established that the 

uptake of dietary retinoids at the maternal-fetal barrier involves two pathways: the RBP-retinol complex through 

the STR6 and the retinyl esters bound to lipoproteins modified by lipoprotein lipase [126]. The human placenta 

is also able to esterify the retinol and to converted retinol into retinoic acid [127]. A decrease in placental 

transfer of retinol was proposed to explain the IUGR restrictions [128]. In a toxic model of congenital 

diaphragmatic hernia (fetal lung abnormalities), the mobilization of retinol from placenta to fetal circulation was 

disturbed [129]. 

 The use of RARs agonists/antagonists as therapeutics during pregnancy is widely discussed and highly 

depends on the stage of pregnancy. Indeed, toxicity of retinoids has been well demonstrated during the first 

trimester [130], but more controversial at later stages (2nd and third trimester). Later during pregnancy, several 

studies on animal model show that teratogenic consequences are highly dependent on the chemical structure of 

the retinoid analog. Such differences are partly due to their binding affinity for both cellular retinoic-acid binding 

proteins (CRABPs) and later on the pathway for the nuclear receptors themselves. For example, placental 

transfer of 13-cisRA, which does not bind to CRABP, is less efficient than for atRA, which rapidly passes 

through the placenta and reaches the developing embryo causing teratogenicity from low concentration [131-

132]. Such pharmacokinetic differences between isomers are the first explanation of why an agonist could be 

less toxic than another (as it’s the case for 13-cisRA compared to atRA). It seems that this explanation could be 

extended to all the cis isoforms of retinoids, as also 9cis [133]. Nevertheless, continuous isomerization of cis 

isoforms (for example 13-cis into all-trans RA) during placental transfer could explain that even if these 

isoforms are not properly teratogenic, their conversion could generate some compounds toxic for the embryo 

[134]. Note that, another explanation of different negative effects of retinoids during organogenesis is the 

frequency of the administration. Indeed, it’s clearly demonstrated that a multiple administration of all-trans  



  



retinoic inducing its own elimination pathways (via Cyp26 degradation enzymes) results in substantially lowered 

blood levels in embryo and teratogenicity [135]. The synthetic agonist CD394, which is not able to bind CRABP 

either, has a pharmacokinetic close to the 13-cisRA [136]. The Ro 23-9223, a highly lipophilic aromatic retinoid  

present a reduced placental transfer and is established as 4-fold lower teratogenic than 13 cis RA for the same 

orally administrated quantity [137]. On the contrary, some agonists do not present correlation between their 

toxicity potency and their ability to bind the binding proteins and/or receptors. For example, the synthetic agonist 

TTNPB binds to RARα, RARβ and CRABP with a lower affinity than atRA [138] whereas its teratogenic 

potency is 700 fold higher than atRA in mice [139]. This is possibly due to a lower metabolic degradation of 

some synthetic ligands compare to the natural retinoids [140]. Another point in terms of potential teratogenicity 

had to be considered, i.e. the receptor binding affinity. This was demonstrated using three RARS agonist: 

CD336, CD2019, CD437 for alpha, beta and gamma isoforms respectively. The teratogenic potential of these 3 

RARs agonist s was clearly established as the result of the placental transfer properties added with the receptor 

binding activities linked with the tissue regioselectivity of each compound [141]. 

In all the cases, it is difficult to predict drug teratogenesis in human from these animal studies because it 

remains a lot of differences of drug pharmacokinetics between species highly depending on the placentation type 

[142-143]. Indeed, teratogenesis studies have been made on a wide range of animal models and thus far, none of 

the testing animals constitute a reliable model to predict the teratogenesis in human. For example, rats, which 

were historically the most studied model, exhibit a low teratogenicity for cortisone [144], thalidomide and 

trimethadione [145], which are highly teratogenic for humans. Regarding the non-rodents species, rabbits have 

been routinely used for teratogenic studies but in the same way, some important human teratogens, such as 

alcohol, exhibit a poor teratogenic response in the rabbit model [146]. Surprisingly, these differences with 

human are also observed for primates’ models; for example, methotrexate is poorly teratogenic in macaque and 

rhesus monkey models whereas it has been demonstrated to lead to serious teratogenicity at low concentration in 

human and rats [147]. Owing to these differences between species, the identification of teratogens in human 

remains difficult and is unfortunately mostly provided after deleterious consequences by clinical reports and 

observation of individual cases. The most serious adverse outcomes were described for the isotretinoin drug (13-

cis retinoic acid or accutane). This one, which was approved in 1982 for the treatment of severe recalcitrant 

nodular acne, was responsible for 29 cases of adverse reproductive outcomes within the first year of its 

commercialization for pregnant women treated by isotretinoin during the first trimester of gestation [148]. In 

fact, it was related that this chemical product induced abortion and several fetal malformations including 

cardiovascular, central nervous system and craniofacial defects known as the retinoid acid embryopathy [149]. 

As a consequence of this deleterious observation, women were invited to take contraception in association with 

the treatment of isotretinoin or to stop such treatment if they would like to be pregnant. Such recommendations 

come also from results obtained concerning the half life of isotretinoin (between 10 and 20 hours) and its 

metabolite, 4-oxo- isotretinoin (between 17 and 50 hours), which are quite short. Thus, it is recommended to 

wait five times the half life (namely 1 month) for a safe conception in order to return to the baseline of this drug 

and its metabolite [150-151].  

 

 

 



  



Which possibilities of treatment during pregnancy?  

 As describe before, beside the toxicity of RARs agonists during pregnancy, and especially during the 

first trimester, the use of such agonists remain possible in some clinical cases of emergency during the second 

and the third trimester [152]. This is the case of women diagnosed for acute promyelocytic leukemia (APL) 

during pregnancy. The standard treatment of APL for newly diagnosed patients in non-pregnant state consists on 

the administration of atRA combined to an anthracycline-based chemotherapy. This therapeutic protocol exhibits 

a high efficiency with 90% to 95% of complete remission [153]. Considering the fact that APL diagnosis is a 

medical emergency, its management becomes a real clinical challenge when it occurs during the first trimester of 

pregnancy. Indeed, given the high teratogenic potency of RAR agonists at this stage (demonstrated for the 13-

cisRA), the usual APL treatment with atRA administration could not be conducted without a termination of 

pregnancy decided by the patient. But, if the diagnosis is made at later stages of pregnancy, the current 

therapeutics with atRA administration become possible and present only a low teratogenic risk. Indeed, to this 

date, no malformations relative to retinoids embryopathies were reported for mother treated with atRA at the 

second and at the third trimester [154], illustrating in this case a possible use of RARs agonists during later 

stages of pregnancy. Due to the important implications of the RXR-PPARs in the obstretrical pathology, the 

preeclampsia, some questions are raised to use RXR agonists to modulate the activation of this heterodimer. 

Indeed due to the interdiction of PPARs agonists during the pregnancy, the use of RXR agonists should be an 

interesting opportunity. Same questions could be addressed to cure some specific aspects of chorioamniotitis 

where partners of RARs and RXRs are also described. 

 

 

CONCLUSIVE REMARKS 

 The retinoids are strongly involved during the mammalian development of embryo and fetus. The 

nuclear retinoids signaling pathway is very complex in terms of metabolic and molecular aspects, with the 

implications of other nuclear receptors, when RXRs are present. Pharmacological properties of natural and/or 

synthetic retinoids were difficult to modelize during gestation, due to complex links with placentation. All 

together, these points highlight the difficulties to use such natural compounds or synthetic ligands during the 

pregnancy in the case of obstetrical pathologies or treatment of maternal diseases already present before 

conceptions. 
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Figure 1.  A) Structural organization of nuclear receptors.  

 B) Binding of nuclear receptors to the hormones responsive elements (HRE).  



 



Figure 2 .  Binding of the heterodimers RAR/RXR to the retinoic acid responsive elements (RARE). 
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Le premier objectif de ce travail était de mettre en évidence l’importance de la voie 

des rétinoïdes dans la reproduction et le développement des mammifères et en particulier dans 

la grossesse humaine. En effet, depuis la démonstration des effets oculaires graves causés par 

une déficience en vitamine A, son rôle crucial dans le développement a été largement 

documenté, notamment grâce à des études réalisées sur des modèles animaux déficients en 

vitamine A. Son implication dans de nombreux processus biologiques tels que la prolifération, 

la différenciation  et l’apoptose cellulaire ainsi que dans la placentation et la morphogenèse a 

été établie, faisant de la voie des rétinoïdes une cascade de régulation centrale des différents 

acteurs de la vie in utero.  

Les études réalisées sur des modèles animaux KO pour les récepteurs aux acides rétinoïques 

RARs et/ou RXRs ont permis de démontrer que les effets de la vitamine A étaient médiés par 

la fixation de ses dérivés actifs, les acides rétinoïques, sur leurs récepteurs nucléaires. De plus, 

le rôle clé de l’hétérodimère RXRα/RAR dans la transduction du signal de la vitamine A a été 

confirmé par le modèle murin invalidé pour RXRα/RAR (α, β ou γ), qui présente des défauts 

similaires à ceux observés dans le syndrome de déficience à la vitamine A (VAD). 

Le placenta est une annexe extra-embryonnaire essentielle pour le développement de 

l’embryon puis du fœtus. C’est une véritable interface d’échange assurant l’élimination des 

déchets ainsi que l’apport en nutriments, en métabolites et en oxygène nécessaire à la vie et au 

développement fœtal. En outre, le placenta agit comme un filtre sélectif en contrôlant les 

molécules transitant vers la circulation fœtale, même si cette barrière peut se révéler 

perméable pour certaines substances.  

Au regard des rôles clés du placenta et des rétinoïdes dans le développement, la 

compréhension du métabolisme de la voie de la vitamine A et des mécanismes moléculaires 

impliqués dans ses fonctions au sein des annexes extra-embryonnaires apparait essentielle 



  



~ 79 ~ 
 

pour la santé du fœtus mais aussi afin de pouvoir envisager son « contrôle » pharmacologique 

lors de la grossesse. De plus, un excès d’apport en vitamine A (ou d’acides rétinoïques) 

pouvant provoquer de graves malformations congénitales chez le fœtus, son utilisation 

clinique pendant la grossesse reste encore aujourd’hui largement discutée. Ces effets  

tératogènes sont toutefois difficiles à prédire dans l’espèce humaine à partir des études sur 

modèles animaux du fait des grandes différences pharmacocinétiques des rétinoïdes en 

fonction du type de placentation. Chez l’Homme, ces effets délétères sur le développement 

sont uniquement démontrés au cours du 1er trimestre de la grossesse, rendant l’utilisation 

pharmacologique des rétinoïdes envisageable au cours du 2ème et 3ème trimestre.  

Ainsi, l’intérêt porté à la connaissance des acteurs de la voie des rétinoïdes  lors de ces 

dernières décennies a permis le développement de nombreux agonistes et antagonistes 

naturels ou synthétiques utilisables en recherche et/ou en clinique. C’est pourquoi au jour 

d’aujourd’hui, la vitamine A et ses dérivés actifs connaissent déjà un large panel 

d’applications thérapeutiques au vu de leur implication dans de nombreux processus 

physiologiques. Ils sont par exemple utilisés en dermatologie dans le traitement de l’acné et 

du psoriasis, en ophtalmologie dans le traitement des ulcères cornéens et des sécheresses 

oculaires mais aussi en cancérologie dans le cas des leucémies aigues promyélocytaires.  
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ABSTRACT (electronic wordcount: 159 words)  

Thirty percent of preterm births directly result from preterm premature rupture of fetal membranes 

(PPROM). Clinical management currently could propose using a collagen plug to mechanically stop loss of 

amniotic fluid. Vitamin A and its active metabolite (retinoic acid) have well-known pro-healing properties and 

could thus make good candidates as a proposable adjuvant to this mechanical approach. Here we investigate the 

molecular mechanisms involved in the pro-healing properties of all-trans retinoic acid (atRA) in fetal membranes 

via an approach using an in vitro primary amniocyte wound model and transcriptomics. The results demonstrate 

that atRA promotes migration in primary amniocytes, improving wound healing in vitro by up to 90% of. This 

effect is mediated by the induction of LOXL4, which plays a crucial role in the dynamics of the extracellular 

matrix by regulating collagen reticulation. This new insight into how atRA exerts its pro-healing properties 

prompts us to propose using atRA as a candidate strategy to help prevent future PPROM. 

 

 

KEYWORDS: wound healing, fetal membranes, retinoid, lysyl oxidase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



  



1. INTRODUCTION 

Human fetal membranes are composed of two distinct layers: the amnion (the internal layer), which 

lines the amniotic fluid, and the underlying chorion, which lines the maternal decidua (Parry and Strauss, 1998). 

Both are essential structures that specifically maintain healthy pregnancy through their numerous functions, 

including regulation of amniotic fluid homeostasis (Prat et al., 2012), paracrine actions [Denison et al., 1998; 

Riley et al., 1999), protection against pathogens and mechanical resistance to internal and external pressure. 

Physiologically, at term, the rupture of the membranes occurs during labor via a step-by-step mechanism ending 

with fracture of the amnion, which is generally identified as the stronger layer (Méhats et al., 2011; Bryant-

Greenwood, 1998; El Khwad et al., 2005; Moore at al., 2006). This phenomenon results from two main 

processes: dramatic increase in internal pressures due to uterine contractions and fetal movements, and a 

weakening of fetal membranes composition and strength enabling the rupture. This programmed weakening 

process is mainly due to modifications in extracellular matrix (ECM) dynamics (Strauss, 2013). Indeed, the 

balance between ECM production and enzymatic degradation is altered at the end of pregnancy, resulting in a 

degradation of the ECM formed essentially by a strong collagen network. Human fetal membranes approach full 

term show a characteristic increase in MMP8 and MMP 9 and decrease in TIMP1 and TIMP3 (Vadillo-Ortega et 

al., 1995; Arechavaleta-Velasco et al,. 2004; Kummar et al., 2006). 

The most common pathology involving fetal membranes is premature rupture (PROM), defined as a rupture 

taking place before the onset of the labor. PROM can occur at term (called TPROM), with no risk to fetus, or 

preterm (called PPROM) when it occurs before 37 weeks of gestation. PPROM is responsible for ⅓ of preterm 

births and can lead to perinatal mortality in the most severe cases (Simhan, and Canavan, 2005; Moutquin, 

2003). Several factors have been associated with chronic PPROM (Hadley et al., 1990; Caughey et al., 2008), 

including choriodecidua infection (Bendon et al., 1999), pollutant exposure (Dadvand et al., 2013) and smoking 

(England et al., 2013). Besides these environmental causes, surgical procedures that challenge membrane 

integrity, such as amniocentesis and fetoscopy, are also reported as major risk factors for PPROM (Papanna et 

al., 2010a), potentially causing iatrogenic PPROM (iPPROM). Clinical management options for PPROM remain 

limited, mainly due to the fact that fetal membranes are very slow to heal (Gratacós et al., 2006; Devlieger et al., 

2006). Current preventive treatment therefore revolves around prolonging pregnancy by preventing infection 

(Blanchon et al., 2013). Nevertheless, several therapeutic strategies to delay rupture have been studied, the most 

widely tested to date being attempting to seal iatrogenic wounds via a ‘mechanical’ approach using a collagen 

plug. However, despite promising results in animal models (Gratacós et al., 2000), this mechanical technique  



  



shows little efficacy in humans. Several studies have been led to improve plug-use by optimizing its healing 

capacities, mainly by focusing on its ability to promote amnion re-epithelialization, with various degrees of 

success. A long list of adjuvants to this inert matrix plug have already been tested, ranging from fibrinogen, 

plasma, platelets and amniotic fluid to mussel-mimetic glue, and also simply primary amniotic cells (Mallik et 

al., 2007; Engels et al., 2013; Liekens et al., 2008; Papadopulos et al., 2010; Kivelio et al., 2013). 

Given the various complementation strategies already tested, vitamin A and its active metabolite (retinoic acid), 

which are already well described and used in clinical practice to promote wound healing (Thielitz and Gollnick, 

2008; Johansen et al., 1998), could be promising candidates as adjuvants to help improve the efficacy of collagen 

plugs. Furthermore, their effects on wound healing (Abdelmalek and Spencer, 2006; Lee and Tong, 1970; 

Hattori et al., 2012) and ECM dynamics (Fisher et al., 1996; Barber et al., 2014) have been well documented, 

mainly in skin, eyes and developing organs (lung and heart). In fetal membranes, the presence and functionality 

of the retinoid pathway has been already demonstrated (Marceau et al., 2006) but its effect on gene regulation 

remains poorly studied (Blanchon et al., 2011). However, all trans retinoic acid (atRA), the active metabolite of 

vitamin A, has been shown to regulate the expression of genes involved in both amniotic fluid homeostasis (Prat 

et al., 2015) and, more interestingly, the ECM dynamics of the membranes (Borel et al., 2010).  

As part of this study to further investigate the global effects of atRA on human fetal membranes, we 

generated a large-scale transcriptome dataset and identified a list of genes regulated by the retinoid pathway in 

fetal membranes, more specifically in the amnion and primary amniocytes. These findings highlight the potential 

importance of members of the lysyl oxidase (LOX) family, which are key enzymes of ECM dynamics but also 

permit the oxidation of amine chemical functions localized on collagen lysines and elastin precursors, thus 

allowing the fibers to crosslink (Kagan et al., 1995; Smith-Mungo and Kagan, 1998). Lysyl oxidases thus 

emerge as the main actors in the reticulation of collagen and maintenance of the tensile strength of collagen 

fibrils in several tissues (Molnar et al., 2003; Mäki, 2009). The LOX family is composed of five members that 

share the same catalytic activity (C-terminal) but different N-terminal domains that confer new functions to the 

lysyl oxidase. Three of these LOX (LOX, LOXL1 and LOXL2) are already known to be expressed in placenta, 

maternal decidua and human fetal membranes (Hein et al., 2001). Note too that LOX activity has been shown to 

decrease in the amnion throughout pregnancy but more strongly at late gestational age, thus pointing to the 

potential importance of LOXs for ECM integrity in fetal membrane tissue (Casey and MacDonald, 1997).  

  



  



Our atRA transcriptomics results were used here to investigate the wound healing properties of vitamin 

A by in-vitro scratch assay on primary amniocytes. We demonstrated ECM dynamics of one of the most 

important of all the various pathways regulated by atRA. Finally, and for the first time, we provide evidence of a 

direct link between a retino-induced LOX gene and the pro-healing properties of atRA on amniotic cells. 

  

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1 Chemicals 

All-trans retinoic acid (atRA), dimethyl sulfoxide (DMSO), trypsin, β-amino propionitrile (βAPN) and 

cycloheximide (CHX) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). Cell culture media 

were obtained from Gibco® Life Technologies (Carlsbad, CA). Fetal bovine serum (FBS) and antibiotics 

(streptomycin and penicillin) were purchased from GE Healthcare (Buckinghamshire, UK). Collagen I was 

obtained from Stemcell (Grenoble, France). The Superscript III First-Strand-Synthesis System for RT-PCR, taq 

polymerase and lipofectamine 3000 reagent were obtained from Life Technologies.  

 

2.2 Sample collection 

Full-term fetal membranes were collected from healthy pregnancies after ceasarean births (University 

Hospital - Estaing, Clermont-Ferrand, France) with informed consent from the mother. The research protocol 

was approved by the hospital centre’s IRB. Amnion was dissociated from the chorion and used for both tissue 

explants and culture of primary amniocytes.  

 

2.3 Cell and tissue culture 

Cells and tissues were cultivated under standard conditions (5% CO2, 95% humidified air, 37°C). 

Human amnion-like Wistar Institute Susan Hayflick (WISH) cell line was grown in Modified Eagle’s Medium 

(MEM) supplemented with 10% FBS, 200 nM glutamine, 50 mg/mL streptomycin and 50 IU/mL penicillin. 

Amnion explants, primary amniocytes and amnion-derived AV-3 cells were cultivated in Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium F-12 nutrient mixture (DMEM-F12 + GlutaMAX™-I) supplemented with 10% FBS, 50 mg/mL 

streptomycin and 50 IU/mL penicillin. Amnion explants were prepared by cutting of 1 cm² squares just before 

incubation. Primary amniotic epithelial cells were isolated as follows. After repeat washes in PBS, the amnion 

was cut into squares and incubated in 5 mL of a solution of 0.25% trypsin for 1 0min at 37°C. The trypsin was 

removed and replaced by 7 mL of fresh trypsin solution for 20 min. Then, the trypsinated cells were collected in  



  



complete media and centrifuged for 5 min at 1000 rpm. Finally, the remaining amnion was incubated for 30 min 

in a third bath of trypsin (7 mL) collected in complete media after scraping the amnion epithelia. This solution 

was filtered to remove the collagen, then centrifuged for 5 min at 1000 rpm. Cells from the second and third 

trypsinization steps were pooled and grown on culture dishes coated with collagen I (BioCoat™, Spectralab, 

Markham, Canada) in complete media. 

 

2.4 Transcriptomics study 

The transcriptomics study was performed on primary amniotic epithelial cells, amnion and chorion, 

treated with atRA or DMSO (as atRA vehicle) for 24 h (n=12). Explants and cells were frozen at -80°C after 

treatment. RNA was extracted and quality-controlled using the Agilent RNA 6000 Nano Kit. Samples with a 

RNA integrity number (RIN) higher than 6 were integrated into the transcriptomics study. cDNA was then 

obtained using the Superscript III First-Strand-Synthesis System for RT-PCR. Retino-induction of membranes 

was controlled by RARβ RT-qPCR quantification. The cDNA was then hybridized on a Human genome 8X60K 

transcriptomics chip (Agilent, Santa Clara, CA) by a local lab (Hybrigenics, Saint-Beauzire, France). Genes were 

classified according to fold change and biological pathway using the Genomatix® pathway system (GePS).  

 

2.5 Scratch assay experiments 

Primary amniocytes were grown to 100% confluence on 4-well collagen I-coated plates and a wound 

was made using a pipette tip to scratch the cell layer. The cells were then treated with either atRA (1 µM) or 

DMSO (as atRA vehicle) in equal quantity, with atRA (1 µM) and βAPN (500 µM) or with DMSO and βAPN 

(500 µM). Treatments were repeated at 24 h. The wounds were photographed at 24 h and 48 h under microscope 

using a 100x objective. Wound areas were measured using ImageJ software and normalized to initial area (t0). 

The experiment was repeated four times (four independent areas per scratch were quantified).  

 

2.6 Cell proliferation assay 

At the end of a scratch assay experiment, cell proliferation was assessed using the 5-bromo-2’-deoxy-

uridine Labeling and Detection Kit II (Roche, Lyon, France) with BrDU labeled as per manufacturer’s protocol. 

Briefly, cells were incubated for 45 min in a BrDU solution (10 µM), washed three times in PBS, then fixed in 

an ethanol solution (ethanol 70% in 50 mM glycin, pH=2) for 20 min at -20°C. Cells were then incubated for 1 h 

with an anti-BrdU antibody (1/25) and a further 1 h with an anti-mouse-Ig-alkaline phosphatase (1/25) enabling  



  



colorimetric detection of BrDU after addition of the substrate. Primary amniocytes were photographed under a 

light microscope with a 100x objective, and proliferation was expressed as ratio of BrDU-positive cells to total 

cell number. This experiment was repeated three times (four independent areas per scratch were quantified). 

2.7 Cell migration assay 

Cell migration assays were performed on primary amniotic epithelial cells after a scratch assay 

experiment (48 h) using the CytoSelect ™ 24-Well Cell migration assay (8 μm, Fluorometric format) (Biolabs, 

London, England). Cells were placed in suspension in the upper chamber in a serum-free media containing the 

same treatments as for the scratch assay experiments (atRA, DMSO, atRA + βAPN and DMSO + βAPN). A 

chemoattractant media (complete media) was added below the insert, allowing migratory cells to pass through 

the polycarbonate membrane. After a 24 h incubation (37°C), these cells were collected using a detachment 

solution, stained with CyQuant® GR Dye (Life Technologies, Carlsbad, CA), and quantified by measuring 

fluorescence at 480nm/520nm. The experiment was repeated three times (each condition in duplicate). 

 

2.8 RT-PCR and quantitative RT-PCR 

Total RNA was extracted from human amnion with the RNeasy Lipid Tissue Mini Kit and primary 

amniocytes with the RNeasyMini Kit, both from QIAGEN (Courtaboeuf, France). Reverse transcription was 

performed from 1 µg of RNA using a Superscript III First-Strand-Synthesis System for RT-PCR. LOX 

expression in amnion and primary amniocytes was assessed by RT-PCR using a TAQ DNA polymerase. RARb 

and LOXL4 induction by atRA were assessed at transcriptomic level by quantitative RT-PCR performed using 

sensifast™SYBR (Bioline, Paris France) and LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche, Lyon, France). 

Transcript quantification was carried out three times on at least 4 independent experiments. Results were 

normalized to the housekeeping genes (acidic ribosomal phosphoprotein P0; RPLP0 and ribosomal protein S17; 

RPS17). The primer sequences are detailed in Table 1. All the steps followed the MIQE guidelines (Bustin et al., 

2009). 

 

2.9 LOXL4 Immunocytochemistry  

Primary amniotic epithelial cells were grown on a collagen I-coated coverslip and treated with atRA or 

DMSO for 48 h, then fixed in paraformaldehyde 4% for 20 min and incubated overnight with a rabbit polyclonal 

anti-LOXL4 antibody (ab88186; Abcam) diluted in a permeabilization buffer (1/200). After three washes in this 

buffer, the cells were incubated for 2 h with a donkey anti-rabbit antibody conjugated with cyanine 3 (Jackson).  



  



Then, nuclei were stained with Hoechst (bisBenzimide H 33258) (Sigma-Aldrich, Lyon) (1/10000) for 10 min 

and coverslips were placed over the microscope slides after three more washes in PBS. Slides were observed 

under a fluorescence microscope (Zeiss Axiophot) and the images were analyzed using ImageJ software. This 

experiment was repeated four times (six independent areas per slide were quantified). The experiments 

conducted to test the epithelial-mesenchymal transition were conducted as described above using the following 

primary antibodies: a rat monoclonal anti-E-cadherin (13-1900; ThermoFisher), a mouse monoclonal anti-

cytokeratin 18 (MAB7619; R&D systems) and a mouse monoclonal anti-vimentin (090M4817; Sigma-Aldrich). 

Anti-rat (A21208; Life Technology) and anti-mouse (A21202; Life Technology) antibodies conjugated with 

Alexa488 were used as secondary antibodies. 

2.10 LOXL4 depletion in the scratch assay experiments 

A wound was made on primary amniocytes and the cells were treated with atRA or DMSO and 

transfected with either a siRNA raised against LOXL4 (SI00142450) or a non-specific siRNA (scramble siRNA; 

SI03650318; both from QIAGEN, Hilden, Germany) using lipofectamine® RNAiMAX reagent as per the 

manufacturer’s protocol. Media was changed after 24 h of incubation, and the treatment (atRA or DMSO) was 

repeated for a further 24 h. Scratch area was photographed at 24 h and 48 h, and percentage of wound healing 

was calculated as previously described. LOXL4 siRNA efficiency was tested by qRT-PCR of LOXL4. This 

experiment was repeated 4 times, quantifications were realized on 4 independent areas per condition.  

 

2.11 LOXL4 promoter study 

Two sequences each comprising the DR5 contained in the first 10000 bases of the LOXL4 promoter 

were cloned into firefly luciferase reporter plasmid pGL3b (Promega, Charbonnieres-les-Bains, France). These 

sequences were obtained by PCR using a BAC (RPCI-11 HS; Life Technologies). Mutagenesis was performed 

on these two constructs using primers each containing DR5 with 4 bases mutated in the core sequence (see Table 

1 and Figure 5). Amnion-derived epithelial cell lines WISH and AV3 were grown at 70% confluence in 6-well 

plates and transfected with 1 µg of the pGL3b constructs described above, 0.5 µg human RARα and RXRα 

expression plasmid and 0.05 µg pRL-tk vector expressing Renilla luciferase, enabling results to be normalized to 

transfection efficiency. Transfections were run using 3.7 5µL of Lipofectamine 3000 and 5 µl of Regeant 3000 

per well. Cells were treated with atRA or DMSO at 6 h post- transfection for 48 h (treatment was repeated after 

24 h). Luciferase expression was then measured using the Dual-Luciferase® reporter assay system (Promega) as 

per the manufacturer’ protocol. This experiment was repeated three times (each condition in duplicate).   



  



2.12 Statistical analysis 

Data expressed as means ± SDs are an average of duplicates or triplicates of at least three independent 

experiments. Comparison of means was performed by a nonparametric t-test (Mann-Whitney) or ANOVA 

(Krustal-Xallis) on GraphPad PRISM software (GraphPad Software Inc.). For all studies, significance thresholds 

are flagged as follows: * for p<0.05; ** for p<0.01; *** for p<0.001. 

3. RESULTS 

3.1 AtRA promotes wound healing by inducing primary amniotic epithelial cell migration 

Scratch assay experiments on primary amniocytes treated with atRA or DMSO (vehicle) showed a 

strong reduction of wound area in the atRA condition compared to DMSO, by 60% and 90% at 24 and 48 h of 

treatment, respectively (Fig. 1a). Without promoting cell proliferation (Fig. 1b), the pro-healing properties of 

atRA after 48 h of treatment come mainly from the ~90% increase in cell migration, as shown in Figure 1c. 

Finally, the epithelial characteristic of primary amniocytes after atRA treatment was assessed by 

immunocytochemistry labeling of two epithelial markers: cytokeratin 18 and E-cadherin, which reveal no 

significant difference between atRA and control (DMSO). Vimentin (mesenchymal marker) labeling was 

negative in both conditions of treatment, confirming that atRA doesn’t induce epithelia-mesenchymal transition 

of primary amniocytes (Fig. 1d). 

 

3.2 Transcriptomics study of atRA effects on human fetal membranes. 

Global effects of atRA on gene regulation in human fetal membranes were assessed by a large-scale 

transcriptomic analysis performed on amnion, chorion and primary amniocytes. To lend the analysis of atRA 

influence greater power, analysis was focused on genes giving a p-value < 0.01 and a │logFC│ > 1.2. Even with 

this restriction, numerous genes were found to be regulated by atRA in the amnion (144) and primary 

amniocytes (n=67) whereas only 2 genes were found in the chorion (Fig. 2a and supplementary tables S1, S2 and 

S3). Classifying these genes according to their physiological functions (using Genomatix® software) underlined 

the involvement of atRA in numerous different pathways, including some directly tied to the wound healing 

process, such as ECM dynamics and cell migration (Fig. 2b).  

 

3.3 Lysyl oxidases are involved in the pro-healing properties of atRA on primary amniocytes. 

Beyond the genes coming from the transcriptomics study, LOXL4, a member of the LOX family of 

important enzymes for ECM dynamics, was strongly induced by atRA treatment both in amnion and primary  



  



amniocytes (Fig. 3a). Even if the expression of all the 5 members of this family was demonstrated by RT-PCR in 

amnion and primary amniocytes (Fig. 3b), only LOXL4 expression was modulated by atRA in amniotic 

environment and not in chorionic one (data not shown). Then, scratch assays showed that treating primary 

amniocytes with atRA or DMSO in combination with a lysyl oxidase activity inhibitor (βAPN; Fig. 3c) 

drastically decreased the pro-healing action of atRA. This effect was then checked on atRA-induced migration 

and proliferation. These assays again demonstrated no change in cell proliferation (Fig. 3d, upper panel) adding 

βAPN (the LOX inhibitor) clearly affected the above- demonstrated action of atRA on cell migration (Fig. 3d, 

lower panel). 

 

3.4 LOXL4 induction by atRA at transcriptional and protein level is essential for the pro-healing 

properties of atRA. 

Based on our transcriptomic studys, the retino-induction of treated primary amniotic epithelial cells and 

amnion explants was studied kinetically by RT-qPCR using RARβ as a positive control of the atRA treatments, 

as RARβ is a well-known atRA-induced gene (Fig. 4a, at left, upper panel). These LOXL4 retino-induction 

experiments on primary amniotic epithelial cells and amnion explants confirmed the induction obtained in the 

transcriptomic analysis at 24 h of treatment, and showed an early induction of LOXL4 (from 6 h of treatment on 

primary amniocytes that remained unaltered by cycloheximide treatment, thus confirming a direct induction, data 

not shown) and an accumulation of the transcripts (up to 48 h; Fig. 4a, left part, lower panel). This accumulation 

of LOXL4 proteins was then confirmed by immunocytochemistry on primary amniocytes treated with atRA or 

DMSO for 48 h (Fig. 4a, at right). Finally, the specific involvement of LOXL4 in the wound healing process was 

assessed by scratch assay experiments on primary amniotic epithelial cells using siRNA specifically raised 

against LOXL4. After checking LOXL4 extinction (by RT-qPCR and immunocytochemistry, Fig. 4b, left and 

right panels, respectively), the results obtained demonstrate that the pro-healing properties of atRA were 

inhibited (at 24 and 48 h) when cells were transfected with siRNA specifically targeting LOXL4 (Fig. 4c).  

 

3.5 One DR5 site located in the LOXL4 promoter is essential for its transcriptional regulation by atRA. 

Potential regulatory sequences involved in the induction of LOXL4 gene by atRA were identified by in 

silico screening using the V$RXRF matrix bundled with Genomatix® software. Two hypothetical DR5-type 

retinoic acid-responsive elements were found in the LOXL4 promoter between -10000 and +1 bases (Fig. 5a).  



  



Experiments conducted in both amniotic AV3 and WISH cell lines demonstrated that atRA treatment (24h) 

induced luciferase reporter gene expression when the wild-type DR5-1 construct was transfected, whereas 

plasmid constructs containing the mutated DR5-1 no longer responded to atRA treatment. However, DR5-2, 

which is the most distant from the transcription start site, was not involved in the atRA-driven LOXL4 regulation 

in the amniocyte environment (Fig. 5b). 

4. DISCUSSION 

Here we propose atRA, the main active metabolite of vitamin A, as a promising candidate adjuvant for 

better clinical management of iPPROM, for example as collagen plug additive. We show that the pro-migratory 

effect of atRA on primary amniotic epithelial cells, leads up to 90% improvement in healing compared to DMSO 

vehicle, without any effects on epithelia-mesenchymal transition, whereas atRA is known to induce cell 

differentiation. Furthermore, we demonstrate that these effects are mediated, in part, by both transcriptional 

induction (using one DR5 motif) and protein-level induction of the LOXL4 gene which is one of the lysyl 

oxidases. iPPROM is the major complication of fetal surgery (Beck et al., 2012) and remains difficult to treat. 

Fetoscopy can compromise fetal membrane integrity as it leaves a puncture hole that remains open without any 

signs of healing process (Devlieger et al, 2006; Devlieger et al, 2000). Several strategies to prevent iPPROM 

after a microsurgical defect have been tested, and one of the most promising approaches is to end the fetoscopy 

by fitting the needle with a plug and placing it inside the gap to seal the membranes (Luks et al., 1991). 

However, if used alone as an inert substance, collagen plugs do not restore fetal membrane integrity, as seen in a 

histological study on the rabbit model (Gratacos et al., 2000) and in clinical experience that also finds poor 

efficacy (Papanna et al., 2010b; Engels et al., 2014). 

Numerous studies have tested solutions to improve the plug’s wound healing properties by adding 

various substances (Engels et al., 2013; Liekens et al., 2008) or testing other matrix compositions (Kivelio et al., 

2013). One such approach involved doping the collagen plug with amnion cells before using it to seal membrane 

defects (Papadopulos et al., 2010), and found that the amniotic cells showed good survival in the collagen matrix 

and improved the efficacy of the plug in a rabbit model. As amniotic cells are vital to wound healing, our results 

support a new approach to improve plug efficacy by using atRA, to facilitate at term a hermetic closure of the 

defect.  

Retinoids are already widely used in the clinical treatment of many diseases and disorders ranging from 

ocular burn, acne, psoriasis and photo-aging to cancer and acute promyelocytic leukemia. However, they may 

not be safe for use during pregnancy, particularly during the first trimester (Sulik et al., 1995) where tragic  



  



outcomes have been reported in pregnant women treated with accutane (13-cis retinoic acid) (Centers for 

Disease Control., 1984). Note however that retinoid toxicity is highly gestation stage-dependent, to the point that 

retinoid can be used during the second and third trimester of pregnancy for the treatment of acute promyelocytic 

leukemia (Yang and Hladnik, 2009). Note that given this evidence and the natural wariness of patients, we only 

propose using atRA in the placental sphere after fetoscopy. Such microinvasive surgical procedures are 

classically indicated for diagnosis or treatment from the 19th week of gestation to the end of pregnancy, avoiding 

ipso facto the related risk of retinoid toxicity during pregnancy. Moreover, in our conception of the strategy, 

atRA would only be administrated locally, either directly into the plug or by seeding the plug with atRA-pre-

treated amniotic cells, and only as a one-time bolus delivered at the end of fetoscopy. 

The results obtained here are ultimately grounded in our transcriptomic analysis of the action of atRA 

on fetal membranes. The long list of target genes obtained on amnion explants and primary amniocytes was 

ample evidence that cellular pathways like ECM dynamics, cell migration and wound healing are directly linked 

to the pro-healing properties of atRA and strongly involved in amniotic response to active metabolites of vitamin 

A. We then refocused our analysis ECM dynamics, as several studies have already demonstrated that the 

retinoids pathway is involved in ECM structure (see (Barber et al., 2014) for review). Vitamin A deficiency in 

animal models leads to various anatomical and histological defects due to altered ECM composition. For 

example, renal function is affected in rats fed a vitamin A-deficient diet due to modifications of the kidney 

basement membrane, including an increase of collagen IV production and a decrease of MMP2 and MMP9, 

altering the matrix production/matrix degradation balance (Marín et al., 2005). Vitamin A deficiency also alters 

the liver ECM matrix (Aguilar et al., 2009) and respiratory function, where a thickening of the alveolar basement 

membranes and disorganization of the collagen network have been observed (Esteban-Pretel et al., 2010). 

Nevertheless, the molecular mechanisms mobilized by vitamin A to regulate ECM structure remain unclear. In 

vitro studies have highlighted direct transcriptional regulation of ECM proteins and proteinases by retinoic acids 

(i.e. downregulation of collagen I chains (Wang et al., 2002), MMP1 (Pan et al., 1995) and TGF-β1 (Glick et al., 

1991) as well as upregulation of laminin (Matsui, 1996) or PLAT (Borel et al., 2010)), leading to a global 

imbalance in ECM production.  

Here, we found clear evidence that the positive effect of atRA on wound healing at least partly requires 

the induction of LOXL4, a gene involved in ECM biogenesis and dynamics. By focusing on amniotic 

involvements of lysyl oxidases, we found a novel function for these proteins in the “placental environment”. 

Although relevant literature is scarce, a recent paper identified LOX, LOXL1, LOXL2 as negative regulators of  



  



trophoblastic cell invasion. Interestingly, all three are regulated by peroxisome proliferator-activated receptor- γ, 

which is another type of nuclear receptor (Segond et al., 2013). LOX expression is also reported to be altered in 

preterm prelabor rupture of fetal membranes (Polettini et al., 2016). Lysyl oxidases are key enzymes in 

extracellular matrix remodeling through their activity on collagen reticulation, and their importance has already 

well been demonstrated by KO studies on mice models (Mäki et al., 2002; Liu et al., 2004) and by the fact that 

several pathologies are associated with disrupted LOX expression (Kuivaniemi et al., 1985; Dudakova et al., 

2012; Desmoulière et al., 1997). Moreover, their role in cell migration has also been highlighted by in vitro 

studies on vascular (Li et al., 2000) and fibroblast cells (Nelson et al., 1988). However, despite these lines of 

evidence, the results found here for LOXL4 are only a first step toward a full understanding of the paths 

mobilized by vitamin A to promote wound healing. We anticipate our transcriptomics study to be starting point 

toward a deeper understanding of how vitamin A promotes wound healing and how its active metabolite can find 

novel applications in clinical practice.  

 

 

ACKNOWLEDGMENTS 

English language editing was done by ATT (Auvergne Traduction Technique et Scientifique), Clermont-

Ferrand. 

FUNDINGS 

This work was supported by an MENSR grant. 

 

AUTHOR CONTRIBUTIONS 

MR, AC, CB, DB and GC conducted experiments and acquired data.  

MR, AC, CB, FP, VS, DG and LB analyzed and interpreted data. 

MR, VS and LB wrote the manuscript 

DG, VS and LB designed research studies and approved the final version of the manuscript 

  



 

  



REFERENCES 

Abdelmalek, M., Spencer, J., 2006. Retinoids and wound healing. Dermatol. Surg. 32, 1219-1230. 

Aguilar, R.P., Genta, S., Oliveros, L., Anzulovich, A., Giménez, M.S., Sánchez, S.S., 2009. Vitamin A 
deficiency injures liver parenchyma and alters the expression of hepatic extracellular matrix. J. Appl. Toxicol. 
29, 214-222.  

Arechavaleta-Velasco, F., Marciano, D., Diaz-Cueto, L., Parry, S., 2004. Matrix metalloproteinase-8 is 
expressed in human chorion during labor. Am. J. Obstet. Gynecol. 190, 843-850. 

Barber, T., Esteban-Pretel, G., Marín, M.P., Timoneda, J., 2014. Vitamin A deficiency and alterations in the 
extracellular matrix. Nutrients. 10, 4984-5017.  

Beck, V., Lewi, P., Gucciardo, L., Devlieger, R., 2012. Preterm prelabor rupture of membranes and fetal survival 
after minimally invasive fetal surgery: a systematic review of the literature. Fetal. Diagn. Ther. 31, 1-9.  

Bendon, R.W., Faye-Petersen, O., Pavlova, Z., Qureshi, F., Mercer, B., Miodovnik, M., Das, A.F., Meis, P.J., 
Moawad, A.H., Iams, J.D, McNellis D., 1999. Fetal membrane histology in preterm premature rupture of 
membranes: comparison to controls, and between antibiotic and placebo treatment. Pediatr. Dev. Pathol. 2, 552-
558. 

Blanchon, L., Marceau, G., Borel, V., Prat, C., Herbet, A., Bouvier, D., Gallot, D., Sapin, V., 2011. Implications 
of retinoid pathway in human fetal membranes: study of target genes. Gynecol. Obstet. Fertil. 39, 370-372.  

Blanchon, L., Accoceberry, M., Belville, C., Delabaere, A., Prat, C., Lemery, D., Sapin, V., Gallot, D., 2013. 
Rupture of membranes: pathophysiology, diagnosis, consequences and management. J. Gynecol. Obstet. Biol. 
Reprod. 42, 105-116.  

Borel, V., Marceau, G., Gallot, D., Blanchon, L., Sapin, V., 2010. Retinoids regulate human amniotic tissue-type 
plasminogen activator gene by a two-step mechanism.  J. Cell. Mol. Med. 14, 1793-1805.  

Bryant-Greenwood, G.D., 1998. The extracellular matrix of the human fetal membranes: structure and function. 
Placenta. 19, 1-11. 

Bustin, S.A., Benes, V., Garson, J.A., Hellemans, J., Huggett, J., Kubista, M., Mueller, R., Nolan, T., Pfaffl, 
M.W., Shipley, G.L., Vandesompele, J., Wittwer, C.T., 2009. The MIQE guidelines: minimum information for 
publication of quantitative real-time PCR experiments. Clin. Chem. 55, 611-622.  

Casey, M.L., MacDonald, P.C., 1997. Lysyl oxidase (ras recision gene) expression in human amnion: ontogeny 
and cellular localization. J. Clin. Endocrinol. Metab. 82, 167-172. 

Caughey, A.B., Robinson, J.N., Norwitz E.R., 2008. Contemporary Diagnosis and Management of Preterm 
Premature Rupture of Membranes. Rev. Obstet. Gynecol. 1, 11-22.  

Centers for Disease Control., 1984. Isotretinoin - a newly recognized human teratogen. Morb. Mortal. Wkly. 
Rep. 33, 171-173. 

Dadvand, P., Basagaña, X., Figueras, F., Martinez, D., Beelen, R., Cirach, M., de Nazelle, A., Hoek, G., Ostro, 
B., Nieuwenhuijsen, M.J., 2013. Air pollution and preterm premature rupture of membranes: a spatiotemporal 
analysis. Am. J. Epidemiol. 179, 200-207.  

Denison, F.C., Kelly, R.W., Calder, A.A., Riley, S.C., 1998. Cytokine secretion by human fetal membranes, 
decidua and placenta at term. Hum. Reprod. 13, 3560-3565. 

Desmoulière, A., Darby, I., Costa, A.M., Raccurt, M., Tuchweber, B., Sommer, P., Gabbiani, G., 1997. 
Extracellular matrix deposition, lysyl oxidase expression, and myofibroblastic differentiation during the initial 
stages of cholestatic fibrosis in the rat. Lab. Investn. 76, 765-778. 



  



Devlieger, R., Gratacós, E., Wu, J., Verbist, L., Pijnenborg, R., Deprest, J.A., 2000. An organ-culture for in vitro 
evaluation of fetal membrane healing capacity. Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod. Biol. 92, 145-150. 

Devlieger, R., Millar, L.K.., Bryant-Greenwood, G., Lewi, L., Deprest, J.A., 2006. Fetal membrane healing after 
spontaneous and iatrogenic membrane rupture: A review of current evidence. J. Obstet. Gynecol. 195, 1512-
1520. 

Dudakova, L., Liskova, P., Trojek, T., Palos, M., Kalasova, S., Jirsova, K., 2012. Changes in lysyl oxidase 
(LOX) distribution and its decreased activity in keratoconus corneas. Exp. Eye. Res. 104, 74-81.  

El Khwad, M., Stetzer, B., Moore, R., Kumar, D., Mercer, B., Arikat, S., Redline, R.W., Mansour, J.M., Moore, 
J.J., 2005. Term human fetal membranes have a weak zone overlying the lower uterine pole and cervix before 
onset of labor. Biol. Reprod. 72, 720-726. 

Engels, A.C., Hoylaerts, M.F., Endo, M., Loyen, S., Verbist, G., Manodoro, S., DeKoninck, P., Richter, J., 
Deprest, J.A., 2013. In vitro sealing of iatrogenic fetal membrane defects by a collagen plug imbued with 
fibrinogen and plasma. Prenat. Diagn. 32, 1-6. 

Engels, A.C., Van Calster, B., Richter, J., DeKoninck, P., Lewi, L., De Catte, L., Devlieger, R., Deprest, J.A., 
2014. Collagen plug sealing of iatrogenic fetal membrane defects after fetoscopic surgery for congenital 
diaphragmatic hernia. Ultrasound. Obstet. Gynecol. 43, 54-59.  

England, M.C., Benjamin, A., Abenhaim, H.A., 2013. Increased risk of preterm premature rupture of membranes 
at early gestational ages among maternal cigarette smokers. Am. J. Perinatol. 30, 821-826.  

Esteban-Pretel, G., Marín, M.P., Renau-Piqueras, J., Barber, T., Timoneda, J., 2010. Vitamin A deficiency alters 
rat lung alveolar basement membrane: reversibility by retinoic acid. J. Nutr. Biochem. 21, 227-236.  

Fisher, G.J., Datta, S.C., Talwar, H.S., Wang, Z.Q., Varani, J., Kang, S., Voorhees, J.J., 1996. Molecular basis of 
sun-induced premature skin ageing and retinoid antagonism. Nature. 379, 335-339. 

Glick, A.B., McCune, B.K., Abdulkarem, N., Flanders, K.C., Lumadue, J.A., Smith, J.M., Sporn, M.B., 1991. 
Complex regulation of TGFβ expression by retinoic acid in the vitamin A-deficient rat. Development. 111, 1081-
1086. 

Gratacos, E., Wu, J., Yesildaglar, N., Devlieger, R., Pijnenborg, R., Deprest, J.A., 2000. Successful sealing of 
fetoscopic access sites with collagen plugs in the rabbit model. Am. J. Obstet. Gynecol. 182, 142-146. 

Gratacós, E., Sanin-Blair, J., Lewi, L., Toran, N., Verbist, G., Cabero, L., Deprest, J., 2006. A histological study 
of fetoscopic membrane defects to document membrane healing. Placenta. 27, 452-456. 

Hadley, C.B., Main, D.M., Gabbe, S.G., 1990. Risk factors for preterm premature rupture of the fetal 
membranes. Am. J. Perinatol. 7, 374-379. 

Hattori, M., Shimizu, K., Katsumura, K., Oku, H., Sano, Y., Matsumoto, K., Yamaguchi, Y., Ikeda, T., 2012. 
Effects of all-trans retinoic acid nanoparticles on corneal epithelial wound healing. Graefes. Arch. Clin. Exp. 
Ophthalmol. 250, 557-563.  

Hein, S., Yamamoto, S.Y., Okazaki, K., Jourdan-LeSaux, C., Csiszar, K., Bryant-Greenwood, G.D., 2001. Lysyl 
oxidases: expression in the fetal membranes and placenta. Placenta. 22, 49-57. 

Johansen, S., Heegaard, S., Prause, J.U., Rask-Pedersen, E., 1998. The healing effect of all-trans retinoic acid on 
epithelial corneal abrasions in rabbits. Acta. Ophthalmol. Scand. 4, 401-404. 

Kagan, H.M., Reddy, V.B., Narasimhan, N., Csizsar, K., 1995. Catalytic properties and structural components of 
LO. Ciba. Found. Symp. 192, 100-115. 

Kivelio, A., Dekoninck, P., Perrini, M., Brubaker, C.E., Messersmith, P.B., Mazza, E., Deprest, J., Zimmermann, 
R., Ehrbar, M., Ochsenbein-Koelble, N., 2013. Mussel mimetic tissue adhesive for fetal membrane repair: initial 
in vivo investigation in rabbits. Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod. Biol. 171, 240-245.  



  



Kuivaniemi, H., Peltonen, L., Kivirikko, K.I., 1985. Type IX Ehlers-Danlos syndrome and Menkes syndrome: 
the decrease in lysyl oxidase activity is associated with a corresponding deficiency in the enzyme protein. Am. J. 
Hum. Genet. 37, 798-808. 

Kumar, D., Fung, W., Moore, R., Pandey, V., Fox, J., Stetzer, B. Mansour, J.M., Mercer, B.M., Redline, R.W., 
Moore, J.J., 2006. Proinflammatory cytokines found in amniotic fluid induce collagen remodeling, apoptosis, 
and biophysical weakening of cultured human fetal membranes. Biol. Reprod. 74, 29-34. 

Lee, K.H., Tong, T.G., 1970. Mechanism of action of retinyl compounds on wound healing. J. Pharm. Sci. 59, 
1195. 

Li, W., Liu, G., Chou, I.N., Kagan, H.M., 2000. Hydrogen peroxide-mediated, lysyl oxidase-dependent 
chemotaxis of vascular smooth muscle cells. J. Cell. Biochem. 78, 550-557. 

Liekens, D., Lewi, L., Jani, J., Heyns, L., Poliard, E., Verbist, G., Ochsenbein, N., Hoylaerts, M., Deprest, J., 
2008. Enrichment of collagen plugs with platelets and amniotic fluid cells increases cell proliferation in sealed 
iatrogenic membrane defects in the fetal rabbit model. Prenat. Diagn. 28, 503-507. 

Liu, X., Zhao, Y., Gao, J., Pawlyk, B., Starcher, B., Spencer, J.A., Yanagisawa, H., Zuo, J., Li, T., 2004. Elastic 
fiber homeostasis requires lysyl oxidase-like 1 protein. Nat. Genet. 36, 178-182.  

Luks, F.I., Deprest, J.A., Peers, K.H., Steegers, E.A., van Der Wildt, B., 1999. Gelatin sponge plug to seal 
fetoscopy port sites: technique in ovine and primate models. Am. J. Obstet. Gynecol. 181, 995-996.  

Mäki, J.M., Räsänen, J., Tikkanen, H., Sormunen, R., Mäkikallio, K., Kivirikko, K.I., Soininen, R., 2002.  
Inactivation of the lysyl oxidase gene Lox leads to aortic aneurysms, cardiovascular dysfunction, and perinatal 
death in mice. Circulation. 106, 2503-2509. 

Mäki, J.M., 2009. Lysyl oxidases in mammalian development and certain pathological conditions. 
Histol.Histopathol. 24, 651-660. 

Mallik, A.S., Fichter, M.A., Rieder, S., Bilic, G., Stergioula, S., Henke, J., Schneider, K.T., Kurmanavicius, J., 
Biemer, E., Zimmermann, R., Zisch, A.H., Papadopulos, N.A., 2007. Fetoscopic closure of punctured fetal 
membranes with acellular human amnion plugs in a rabbit model. Obstet. Gynecol. 110, 1121-1129. 

Marceau, G., Gallot, D., Borel, V., Lémery, D., Dastugue, B., Dechelotte, P., Sapin, V., 2006. Molecular and 
metabolic retinoid pathways in human amniotic membranes. Biochem. Biophys. Res. Commun. 346, 1207-1216. 

Marín, M.P., Esteban-Pretel, G., Alonso, R., Sado, Y., Barber, T., Renau-Piqueras, J., Timoneda, J., 2005. 
Vitamin A deficiency alters the structure and collagen IV composition of rat renal basement membranes. J. Nutr. 
135, 695-701. 

Matsui, T., 1996. Differential activation of the murine laminin B1 gene promoter by RARα, RORα, and AP-1. 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 220, 405-410. 

Méhats, C., Schmitz, T., Marcellin, L., Breuiller-Fouché, M., 2011. Biochemistry of fetal membranes rupture. 
Gynecol. Obstet. Fertil. 39, 365-9.  

Molnar, J., Fong, K.S., He, Q.P., Hayashi, K., Kim, Y., Fong, S.F., Fogelgren, B., Szauter, K.M., Mink, M.,  
Csiszar, K., 2003. Structural and functional diversity of lysyl oxidase and the LOX-like proteins. Biochim. 
Biophys. Acta. 11;1647, 220-224.  

Moore, R.M., Mansour, J.M., Redline, R.W., Mercer, B.M., Moore, J.J., 2006. The physiology of fetal 
membrane rupture: insight gained from the determination of physical properties. Placenta. 27, 1037-1051. 

Moutquin, J.M., 2003. Classification and heterogeneity of preterm birth. BJOG. 20, 30-33. 

Nelson, J.M., Diegelmann, R.F., Cohen, I.K., 1988. Effect of beta-aminopropionitrile and ascorbate on fibroblast 
migration. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 188, 346-345. 



  



Pan, L., Eckhoff, C., Binckerhoff, C.E, 1995. Suppression of collagenase gene expression by all-trans and 9-cis 
retinoic acid is ligand dependent and requires both RARs and RXRs. J. Cell. Biochem. 57, 575-589. 

Papadopulos, N.A., Kyriakidis, D.I., Schillinger, U., Totis, A., Henke, J., Kovacs, L., Horch, R.E., Schneider, 
K.T., Machens, H.G., Biemer, E., 2010. Successful anatomic repair of fetoscopic access sites in the mid-
gestational rabbit model using amnion cell engineering. In vivo. 24, 745-750. 

Papanna, R., Mann, L.K., Johnson, A., Sangi-Haghpeykar, H., Moise, K.J., 2010a. Chorioamnion separation as a 
risk for preterm premature rupture of membranes after laser therapy for twin-twin transfusion syndrome. Jr. 
Obstet. Gynecol. 115, 771-776.  

Papanna, R., Molina, S., Moise, K.Y., Moise, K.J. Jr., Johnson A, 2010b. Chorioamnion plugging and the risk of 
preterm premature rupture of membranes after laser surgery in twin–twin transfusion syndrome. Ultrasound. 
Obstet. Gynecol. 35, 337-343. 

Parry, S., Strauss, J.F., 1998. Premature rupture of the fetal membranes. N. Engl. J. Med. 338, 663-670.  

Polettini, J., Silva, M.G., Kacerovsky, M., Syed, T.A., Saade, G.R., Menon, R., 2016. Screening of lysyl oxidase 
(LOX) and lysyl oxidase like (LOXL) enzyme expression and activity in preterm prelabor rupture of fetal 
membranes. J. Perinat. Med. 44, 99-109.  

Prat, C., Blanchon, L., Borel, V., Gallot, D., Herbet, A., Bouvier, D., Marceau, G., Sapin, V., 2012. Ontogeny of 
aquaporins in human fetal membranes. Biol. Reprod. 86, 48.  

Prat, C., Bouvier, D., Comptour, A., Marceau, G., Belville, C., Clairefond, G., Blanc, P., Gallot, D., Blanchon, 
L., Sapin, V., 2015. All-trans-retinoic acid regulates aquaporin-3 expression and related cellular membrane 
permeability in the human amniotic environment. Placenta. 36, 881-7.  

Riley, S.C., Leask, R., Denison, F.C., Wisely, K., Calder, A.A., Howe, D.C., 1999. Secretion of tissue inhibitors 
of matrix metalloproteinases by human fetal membranes, decidua and placenta at parturition. J. Endocrinol. 162, 
351-9. 

Segond, N., Degrelle, S.A., Berndt, S., Clouqueur, E., Rouault, C., Saubamea, B., Dessen, P., Fong, K.S., 
Csiszar, K., Badet, J., Evain-Brion, D., Fournier, T., 2013. Transcriptome analysis of PPARγ target genes reveals 
the involvement of lysyl oxidase in human placental cytotrophoblast invasion. PLoS One. 8, e79413.  

Simhan, H.N., Canavan, T.P., 2005. Preterm premature rupture of membranes: diagnosis, evaluation and 
management strategies. BJOG. 1, 32-37. 

Smith-Mungo, L.I., Kagan, H.M., 1998. Lysyl oxidase: properties, regulation and multiple functions in biology. 
Matrix. Biol. 16, 387-398. 

Strauss, J.F., 2013. Extracellular matrix dynamics and fetal membrane rupture. Reprod. Sci. 20, 140-153.  

Sulik, K.K., Dehart, D.B., Rogers, J.M., Chernoff, N., 1995. Teratogenicity of low doses of all-trans retinoic acid 
in presomite mouse embryos. Teratology. 51, 398-403. 

Thielitz, A., Gollnick, H., 2008. Topical retinoids in acne vulgaris: update on efficacy and safety. Am. J. Clin. 
Dermatol. 6, 369-381. 

Vadillo-Ortega, F., Gonzalez-Avila, G., Furth, E., Lei, H., Muschel, R., Stetler-Stevenson, W., Strauss, J.F. 3rd, 
1995. 92-kd type IV collagenase (matrix metalloproteinase-9) activity in human amniochorion increases with 
labor. Am. J. Pathol. 146, 148-156. 

Wang, L., Tankersley, L.R., Tang, M., Potter, J.J. & Mezey, E., 2002. Regulation of the murine α2(I) collagen 
promoter by retinoic acid and retinoid X receptors. Arch. Biochem. Biophys. 401, 262-270. 

Yang, D., Hladnik, L., 2009. Treatment of acute promyelocytic leukemia during pregnancy. Pharmacotherapy. 
29, 709-724. 

  



  



FIGURES CAPTIONS 

 

Table 1 Sequences of oligonucleotides used for RT-PCR, RT-qPCR, cloning and mutagenesis 

Calculated values of optimal hybridization temperature Tm (°C) and the predictive length (base 

pairs/bp) are given. 

 

Figure 1 AtRA promotes wound healing by inducing cell migration in primary primary amniocytes  

Representative photographs of the scratch assay experiments performed on primary amniocytes (n=4, 

and 4 areas per condition were quantified) treated with atRA or DMSO (vehicle) (a, left panel). Wound areas 

were measured, normalized to t=0, and then ratioed to the DMSO condition (a, right panel). Cell proliferation 

assays were performed at the end of the scratch assay experiments (48 h) using BrDU labeling (n=3, and 4 areas 

per condition were quantified). Results were normalized to the DMSO condition (b). Cell migration assays were 

performed at the end of the scratch assay experiments (48 h) (n=3, each condition in duplicate). Representative 

photographs of non-migratory cells were taken on the top of the insert at the end of the experiment (c, left panel). 

Results were normalized to the DMSO condition (c, right panel). The epithelial characteristic of primary 

amniocytes was checked by immunocytochemistry labeling of two epithelial markers (cytokeratin 18 and E-

cadherin) and a mesenchymal marker (vimentin) after 48h of treatment with atRA or DMSO ; NC representing 

the negative control (without the primary antibody) (d). Statistical test: Mann-Whitney. ***: p<0.001, ns: non-

significant.  

 

Figure 2 Transcriptomic analyses of atRA effects on human fetal membranes  

Transcriptomic analysis was performed on amnion and chorion explants and primary amniocytes treated 

with atRA or its vehicle (DMSO) for 24 h (n=12). Volcano plots of the results obtained for each condition (a). 

Red and blue dots represent each probe up- or down-regulated after applying a restriction to the fold change 

(FC). Only genes with a logFC > 1.2 for the atRA-induced genes (plotted in red) or with a logFC < -1.2 for the 

atRA-repressed genes (plotted in blue) were kept for further analysis. Numbers of genes up- or down-regulated 

are indicated on the top left and top right of each volcano plot. Cellular pathways identified as most meaningful 

after Genomatix® analysis of atRA-regulated genes in amnion and primary amniocytes are shown in (b). 

Numbers of genes belonging to these pathways are indicated in brackets. 

  



 

  



Figure 3 Lysyl oxidases induced by atRA in the transcriptomics study are involved in the pro-healing properties 

of vitamin A 

LOXL4 is induced by atRA in primary amniocytes and in the amnion in the transcriptomics study (a). 

Other LOX-family members were expressed in amnion and primary amniocytes (NC: negative control) (b). 

Scratch assay experiments were performed on primary amniocytes treated either with DMSO or ATRA or with 

DMSO + βAPN or ATRA + βAPN. Wound areas were measured, normalized to t=0, then ratioed to the DMSO 

condition (n=4, and 4 distinct areas per scratch were photographed) (c). Effect of βAPN on cell proliferation 

(n=3, and 4 areas per scratch were measured, upper panel) and cell migration after 48 h of atRA treatment was 

assessed using scratch assay experiments (n=4, lower panel) (d). All comparisons of means were performed 

using a Kruskall-Wallis test; ***: p<0.001, **: p<0.01, *: p<0.5, ns: non-significant. 

Figure 4 The pro-healing properties of atRA require LOXL4 induction by atRA at transcriptional and protein 

level 

RT-qPCR confirmed atRA-induced LOXL4 and RARβ (positive control) expression from 6 h to 48 h of 

treatment (a, left panel). LOXL4 induction, at protein level, was checked by immunocytochemistry on primary 

amniocytes treated during 48 h (a, right panel, red staining) (n=4). Comparison of means was performed by a 

Mann-Whitney test; ***: p<0.001, *: p<0.5. Validation by RT-qPCR (left panel) and immunocytochemistry (b, 

right panel) of the extinction of LOXL4 by siRNA (n=4). Comparison of means was performed by a Mann-

Whitney test; ***: p<0.001, **: p<0.01, ns: non-significant. Scratch assay experiments were performed on 

primary amniocytes treated with atRA or DMSO and transfected either with a scramble or with siRNA raised 

against LOXL4. Wound areas were measured after 24 h and 48 h as described previously (n=4) (c). Comparison 

of means was performed by a Kruskall Wallis test; ***: p<0.001, **: p<0.01, ns: non-significant. 

Figure 5 Regulation of LOXL4 by atRA 

Schematic representation of the LOXL4 promoter from -1 to -10,000 bp. Potential retinoic acid-

responsive DR5-type elements are highlighted in grey (Genomatix®). Partial sequences (wild-type or mutated) of 

the promoter containing the two DR5 cloned into the luciferase reporter plasmid are shown (a). Amnion-derived 

epithelial AV3 and WISH cells were treated for 48 h with atRA or DMSO and transfected with a firefly 

luciferase reporter plasmid containing each of the DR5 (wild-type or mutated). Cells were co-transfected with a 

control plasmid expressing the renilla luciferase, enabling us to normalize the results (n=3, each condition in 

duplicate) (b). Comparison of means was performed by a Mann-Whitney test; **: p<0.01, *: p<0.5, ns: non-

significant. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Table 1 

Forward Reverse

human LOX GATACGGCACTGGCTACTTCC CTGGCCAGACAGTTTTCCTCC 136 NM_002317.5

human LOXL1 AGCATCCACTTATGTGCAGAGA GAGGAAGTCTGCTGTGCCCT 166 NM_005576.2

human LOXL2 CACTGCGGATCCCTGAAACC CTGTCTTCGGGCTGATGATCC 103 NM_002318.2

human LOXL3 CAGGCTGCCCACATCCTCTG ATCCTCATCGTGCGTACAGTC 189 NM_032603.3

human LOXL4 146 NM_032211.6

human RARβ ATGGATGTTCTGTCAGTGAG CATAGTGGTACCCTGATGAT 268 NM_000965.4

human RPS17 TGCGAGGAGATCGCCATTATC AAGGCTGAGACCTCAGGAAC 169 NM_001021

human RPLP0 AGGCTTTAGGTATCACCACT GCAGAGTTTCCTCTGTGATA 219 NM_001002.3

human LOXL4 promoter DR5-1 GAGAGGTACCTCAGCATGAGAGGTGGCTGG GAGAGCTAGCGGAGGCAGATGTGCAAGTAAG 351

human LOXL4 promoter DR5-2 GAGAGGTACCCCGTGGCCCTTGTCAATTAC GAGAGCTAGCTCACAACTTTCCACTCCTCGG 379

human LOXL4 promoter mutant DR5-1 GGTGGGGCAGTATAACTGGGGGGA TCCCCCCAGTTATACTGCCCCACC

human LOXL4 promoter mutant DR5-2 CCCAGGCATGTATAAGCCACAGGA TCCTGTGGCTTATACATGCCTGGG

Commercial (QIAGEN)

sequence (5'-3')
GENES Product size (bp) Accession n°
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Figure 1  (Rouzaire et al., 2016)  
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La RPM iatrogène constitue la principale complication des procédures chirurgicales 

foetoscopique. Communément pratiquées au 2ème et au début du 3ème trimestre de grossesse, 

ces procédures exposent le fœtus à des risques de prématurité important si l’intégrité des 

membranes fœtales n’est pas rétablie après l’intervention. Pour cela, l’une des stratégies 

thérapeutiques déjà utilisées en clinique consiste à stopper la fuite du liquide amniotique en 

plaçant un bouchon (ou plug) de collagène au niveau du site d’entrée du foetoscope. Cette 

procédure reste cependant à améliorer car elle ne présente qu’une faible efficacité clinique du 

fait de l’incapacité totale des membranes à coloniser le plug et à restituer une poche des eaux 

hermétique.  

Les membranes fœtales ne sont pas vascularisées et ne peuvent donc pas initier un processus 

de cicatrisation classique – composé d’une phase inflammatoire suivie d’une ré-

épithélialisation puis d’un remodelage de la MEC – en réponse à une lésion. Dans cette étude, 

nous nous sommes intéressés à une molécule très impliquée dans la régulation de ces deux 

dernières phases du processus de cicatrisation que sont la ré-épithélialisation et le remodelage 

de la MEC. Il s’agit de la vitamine A et de ses dérivés actifs, les acides rétinoïques, qui sont 

déjà communément utilisées en clinique, notamment pour leur propriété pro-cicatrisante.  

Dans le but de proposer, à terme, une molécule capable de favoriser la cicatrisation des 

membranes fœtales suite à une intervention foetoscopique en association ou non avec les 

plugs de collagène, cette étude visait tout d’abord à démontrer les effets de l’atRA sur la 

cicatrisation des cellules épithéliales amniotiques grâce à un modèle de blessure in vitro. Suite 

à cette première étude qui démontrait un gain de cicatrisation d’environ 80% après traitement 

à l’atRA, nous avons recherché les mécanismes cellulaires impliqués et nous avons mis en 

évidence que l’atRA favorisait la cicatrisation en augmentant la migration et non la 

prolifération cellulaire.  
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La seconde partie de ce travail visait à étudier les mécanismes moléculaires responsables de 

l’effet pro-cicatrisant de l’atRA. Une analyse globale du transcriptome des membranes 

fœtales (amniocytes, amnios, chorion) suite à un traitement à l’atRA a permis d’initier ce 

travail. A l’issu de ce dernier, nous avons mis en évidence de nombreux gènes régulés par 

l’atRA et impliqués dans des voies de signalisation importantes pour le processus de 

cicatrisation, que sont l’adhésion cellulaire, la migration ou encore le remodelage de la MEC. 

C’est à cette dernière que nous nous sommes plus particulièrement intéressé en choisissant 

d’étudier un gène crucial pour la dynamique de la matrice : le gène LOXL4, appartenant à la 

famille des lysyl oxydases. Cette famille d’enzymes composée de 5 membres possède une 

activité amine oxydase permettant les pontages entre les molécules de collagènes et d’élastine, 

assurant ainsi la formation d’un réseau fibrillaire indispensable à la stabilité et l’intégrité des 

MEC. Nous avons aussi pu démontrer, par un test fonctionnel de blessure in vitro, que l’effet 

pro-cicatrisant de l’atRA était médié par l’induction transcriptionnelle de LOXL4. Pour la 

première fois, ce travail met en évidence un lien direct entre la régulation d’un gène par 

l’atRA et ses effets potentialisateurs sur la cicatrisation des épithéliums. 
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Lors de ma thèse, je me suis intéressée à la cicatrisation des membranes fœtales 

humaines dans le but de pouvoir proposer, à terme, une molécule capable d’induire la ré-

épithélialisation de l’amnios suite à une lésion. Selon le dogme actuel, aucun signe majeur de 

cicatrisation n’est observé au sein des membranes fœtales humaines suite aux procédures 

fœtoscopiques réalisées à des fins thérapeutiques lors de la grossesse (56). De fait, il était 

intéressant de proposer une molécule capable de l’initier et d’en étudier les mécanismes 

cellulaires et moléculaires impliqués. Dans cette étude, j’ai pu démontrer que l’atRA était 

capable de promouvoir la cicatrisation de plus de 80% dans un modèle de blessure in vitro 

réalisé sur des cellules épithéliales dérivées de l’amnios (amniocytes primaires) permettant 

ainsi la restitution d’un tapis cellulaire intact suite à une lésion.  

L’étude des mécanismes cellulaires impliqués a permis de démontrer que l’atRA agissait sur 

la fermeture de la blessure en favorisant la migration des cellules épithéliales, sans agir sur 

leur prolifération. Ces résultats sont en accord avec la plupart des études in vitro démontrant 

une absence d’effet de l’atRA sur la prolifération cellulaire voire même un effet inhibiteur 

(318–320). Ces effets antiprolifératifs – essentiellement retrouvés sur des tissus tumoraux – 

restent cependant discutables. Une étude a par exemple démontré un effet positif de l’atRA 

sur la prolifération des kératinocytes de l’épiderme in vivo alors qu’il n’avait aucun effet in 

vitro (321). Parmi les hypothèses tentant d’expliquer ces effets contradictoires de l’atRA sur 

la prolifération, le DMSO, très souvent utilisé en recherche dans les essais in vitro, pourrait 

masquer les effets de l’atRA sur la prolifération. Une étude a notamment établi que l’atRA 

n’avait pas d’effet sur la prolifération des cellules fibroblastiques dermiques humaines (HDF) 

lors de tests de blessure  – en accord avec nos résultats obtenus sur les amniocytes primaires – 

alors que le DMSO seul inhibe la prolifération de ces cellules en comparaison à une condition 

sans traitement (322). Cet effet délétère du DMSO sur la prolifération semble néanmoins 

dépendant du type cellulaire, comme démontré dans cette dernière étude sur une lignée de 
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kératinocytes humains (HaCaT), où le DMSO n’exerce, cette fois ci, pas d’effet 

antiprolifératif.  

Le DMSO, utilisé comme vecteur de l’atRA dans notre étude, connait une autre application en 

biologie, où il est communément utilisé dans la cryoconservation de cellules malgré des effets 

toxiques de plus en plus décrits (323–325). Ainsi, cette substance pourrait être délétère pour 

les effets pro-cicatrisants de l’atRA et pour la viabilité des cellules elles même. Représentant 

au jour d’aujourd’hui le principal écueil à ce type d’étude mais aussi à la future utilisation de 

l’atRA comme molécule pharmacologique, ce dérivé actif peut aussi être solubilisé dans de 

l’éthanol. Toutefois, cette substance présente également des inconvénients et pourrait tout 

autant altérer la cicatrisation. Pour pallier à ce problème majeur de toxicité des vecteurs 

solubilisant l’atRA, l’équipe travaille actuellement en collaboration avec un partenaire privé 

pour développer un excipient (contenant un ou plusieurs solvants) permettant de solubiliser 

l’atRA sans effet délétère sur les cellules. Les premières expériences conduites (utilisant les 

tests de blessures classiques ainsi que la quantification de gènes cibles de l’atRA par qPCR) 

ont déjà donné des résultats encourageants et ont permis d’optimiser la délivrance de l’atRA 

d’un point de vue galénique à des concentrations de l’ordre de 10
-6 à 10-7 M, concentrations se 

rapprochant des concentrations classiquement utilisées et actives.  

Comme les membranes fœtales ne sont pas vascularisées, la phase inflammatoire classique 

permettant le recrutement de la machinerie cellulaire et moléculaire nécessaire pour initier la 

ré-épithélialisation de la blessure n’a pas lieu au sein de ce tissu (55). Ainsi, le choix de 

l’atRA semble pertinent puisqu’il initie à lui seul un processus de ré-épithélialisation – en 

favorisant la migration des amniocytes – et de remodelage tissulaire, en régulant des gènes 

essentiels à la dynamique de la MEC. En effet, l’analyse transcriptomique réalisée au sein de 

l’équipe sur des explants de membranes fœtales (amnios ou chorion) et sur des amniocytes 

primaires traités à l’atRA pendant 24h a permis de mettre en évidence un nombre important 
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de gènes régulés par l’atRA et impliqués dans le remodelage de la MEC. Ces résultats sont en 

accord avec les données bibliographiques retrouvées au sein d’autres tissus comme la peau 

(178,179), le cartilage (175) ou les reins (173). Cette étude (détaillées dans la partie 2.III.C. ii) 

confirme  que la vitamine A régule de nombreux gènes impliqués dans la composition et la 

dynamique des MEC et nous a donc permis de faire ressortir son implication dans la 

régulation d’un membre de la famille des LOXs qui n’avait jamais été démontrée auparavant. 

Au regard des résultats du transcriptome, nous avons également pu conclure que l’amnios 

était le feuillet qui répondait le plus au signal rétinoïde – présentant de nombreux gènes 

régulés par l’atRA – alors que le chorion, feuillet le plus externe en contact avec la décidue 

maternelle ne fait ressortir que très peu de gènes répondant à un traitement à l’atRA. Il est 

intéressant de noter la spécificité des actions moléculaires comme l’acide rétinoïque sur deux 

feuillets proches anatomiquement mais différent d’un point de vue origine développementale. 

Pour débuter l’analyse de ces données, nous avons fait le choix de ne conserver que les gènes 

dont la différence d’expression entre la condition atRA et la condition contrôle (DMSO) était 

significative avec une p-value inférieure à 0,01, ceci constituant un premier filtre des résultats. 

La seconde limite utilisée pour sélectionner les gènes d’intérêts a été la valeur du fold change 

(FC) – rapport de l’expression du gène entre la condition atRA et la condition DMSO – qui 

nous a permis de conserver 144 gènes au sein des amniocytes primaires, 67 gènes au sein des 

explants d’amnios et 2 gènes au sein du chorion. Ce critère de sélection – que nous avons fixé 

à un logFC = │1,2│ – nous a permis de discriminer suffisamment les gènes selon leur 

réponse à l’atRA et de limiter leur nombre pour pouvoir concentrer la suite de l’analyse. Le 

choix de cette valeur reste discutable du fait de l’élimination potentielle de gènes importants 

répondant à l’atRA avec un faible FC, toutefois, ce seuil est largement retrouvé dans les 

analyses de données issues d’études transcriptomiques (326–331). La suite de l’analyse a 

consisté à classer ces gènes en fonction de leur fonction physiologique grâce au logiciel 
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Genomatix puis à croiser cette étude bio-informatique avec la bibliographie des gènes 

appartenant à des cascades biologiques en lien avec la cicatrisation et la MEC. A nouveau, ces 

recherches nous ont probablement contraints à évacuer certains acteurs potentiellement 

importants dans la cicatrisation mais elles nous ont surtout permis de réfléchir aux limites 

actuelles de ces techniques à « haut débit ». Toutefois, parmi un peu plus d’une dizaine de 

gènes d’intérêts (dont la rétino-induction ou -répression a été testée par RT-qPCR (résultats 

non présentés)) qui pourront être étudiés par la suite ; LOXL4 est tout de suite apparu comme 

présentant un grand intérêt pour débuter notre étude.  

En effet, les résultats obtenus et décrits précédemment ont permis de démontrer que la 

protéine LOXL4, dont l’expression est rétino-induite dans l’amnios et les amniocytes 

primaires, joue un rôle essentiel dans la médiation de l’effet pro-cicatrisant de l’atRA. En plus 

d’avoir une fonction avérée dans la dynamique de la MEC via la réticulation des fibres de 

collagènes et d’élastine, les LOXs sont de plus en plus décrites dans des processus 

biologiques variés tels que la migration, l’adhésion cellulaire ou encore le remodelage 

tissulaire (310,311,314–317). De plus, la plupart des pathologies présentant une dérégulation 

de l’expression des LOXs - telles que le syndrome d’Ehler-Danlos (332), les kératocones 

(333) ou encore les rétinopathies (308) - sont associées à des défauts de cicatrisation. Ainsi, 

nos résultats sont en accord avec la bibliographie puisqu’ils démontrent que l’induction de 

LOXL4, membre de la famille des LOXs, est un des moyens essentiel utilisé par la cascade 

moléculaire de l’atRA pour promouvoir la migration cellulaire et favoriser ainsi la fermeture 

de la blessure. Là encore, il est intéressant de noter que seul un des cinq membres de la 

famille des LOXs est induit par l’acide rétinoïque au sein de l’amnios, démontrant la 

spécificité de l’action de cette molécule. 

L’intégrité des membranes fœtales constitue un facteur essentiel au développement 

harmonieux de la grossesse. De fait, son altération peut conduire à une pathologie présentant 



  



~ 88 ~ 
 

des risques important pour la mère et le fœtus : la rupture prématurée des membranes, ou 

RPM. Il s’agit de la principale complication des procédures fœtoscopiques communément 

pratiquées au 2ème et 3ème trimestre de la grossesse (RPM iatrogène). Elle se produit en 

moyenne chez 3-5% des patientes suite à une foetoscopie à visée diagnostique et chez 5-8% 

des patientes ayant subi une procédure chirurgicale foetoscopique (334). Dans le but de 

prévenir ces risques, la stratégie du plug de collagène avait été proposée et devait permettre 

d’obturer la brèche créée par le foetoscope. Déjà utilisée en clinique, cette procédure s’avère 

toutefois peu efficace du fait de l’incapacité des membranes à initier un processus de 

cicatrisation malgré la présence du plug au niveau de la brèche (335). 

 Les résultats obtenus lors de cette thèse  - démontrant un effet très positif de l’atRA sur la 

migration des amniocytes - ouvrent des perspectives intéressantes pour améliorer la prise en 

charge de cette pathologie clinique. 

Dés lors, deux utilisations de cette molécule pourraient être envisagées à terme :  

v La première consisterait à administrer localement de l’atRA au niveau de la lésion en 

imbibant le plug de collagène.  

v La seconde pourrait consister à traiter au préalable des cellules amniocytaires à l’atRA 

avant de les ajouter au plug inerte.  

Cette seconde stratégie rejoint certaines études qui ont déjà tenté de potentialiser l’action du 

plug de collagène en l’imbibant de molécules bioactives ou de cellules. Par exemple, Engel et 

al,. ont utilisé des plugs imbibés de fibrinogène sur des blessures de membranes fœtales 

réalisées ex vivo. Une migration cellulaire plus rapide de 35% par rapport aux plugs classiques 

a été obtenue, et ce grâce à la formation d’un bouchon de fibrine (91). Une autre étude menée 

in vivo sur le modèle lapin proposait d’associer des cellules amniocytaires au plug de 

collagène pour favoriser la recolonisation des cellules suite à une foetoscopie. Ces cellules 
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amniocytaires conduisaient à une amélioration de l’intégrité de l’amnios permettant ainsi de 

limiter la fuite du liquide amniotique (92). Cette dernière étude pourrait dès lors être 

rapprochée d’une de nos hypothèses visant à prétraiter les cellules avant de les injecter au sein 

du plug. Chez le modèle lapin, la matrice de collagène a également été remplacée par d’autres 

matrices moins inertes biologiquement afin d’améliorer l’efficacité de ce plug. Parmi celles-

ci, un bouchon composé de MEC d’amnios décellularisé a été testé et présente une efficacité 

comparable au plug de collagène (88). L’insertion de ces plugs à l’intérieur de la brèche 

membranaire a aussi été suivie de l’application d’un caillot de fibrine synthétique (gel) 

composé d’une solution de fibrinogène et de thrombine afin de maintenir le plug en place 

(87,88,92). Toutefois, ce gel de fibrine adhère très mal aux membranes fœtales et se dégrade 

rapidement, rendant son utilisation inefficace au vu de la durée de la grossesse humaine. 

Depuis quelques années, le développement de polymères à base de polyéthylène glycol (PEG) 

a permis de proposer  une alternative à ce gel de fibrine. Un biopolymère synthétique 

composé de PEG et de catéchol, groupement fonctionnel retrouvé dans les protéines adhésives 

des moules marines, a été développé puis testé dans un protocole de transplantation d’îlots 

extra-hépatiques chez la souris. Au vu des résultats très positifs obtenus dans ce modèle (336), 

son utilisation a été transposée au sein des membranes fœtales et testée dans un modèle de 

blessure ex vivo puis in vivo chez le lapin (93–95). Malgré des propriétés adhésives et une 

stabilité supérieure au gel de fibrine, ce composé nécessite des tests à plus long terme sur des 

modèles animaux présentant une longue période de gestation (brebis, primates). De plus, ce 

composé augmente le recrutement de macrophages au niveau du site d’application – en 

comparaison avec le caillot de fibrine – suggérant la mise en place d’un processus 

inflammatoire pouvant devenir néfaste pour l’intégrité des membranes fœtales à long terme.  
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Dans ce contexte, l’apport d’atRA au niveau du site d’entrée du foetoscope pourrait optimiser 

l’intégration du plug aux membranes fœtales quelque soit l’hypothèse envisagée pour son 

administration (directe et locale ou indirecte en prétraitant des cellules amniocytaires). 

Il pourrait ainsi : 

- favoriser (directement ou indirectement) la migration des cellules épithéliales amniotiques 

bordant la brèche en direction du plug. 

- augmenter (directement ou indirectement) les pontages entre les fibres de collagène de 

l’amnios et du plug lui-même via l’induction de LOXL4 par l’atRA. 

- réguler d’autres gènes potentiellement bénéfiques pour le remodelage de la MEC et la 

cicatrisation (gènes restant à étudier à la suite du transcriptome cité dans la publication n°2). 

Toutefois et malgré cette action pro-cicatrisante prometteuse, une telle administration d’atRA 

présente toutefois certains inconvénients.  

D’une part, la toxicité de son agent solubilisant, le DMSO, pourrait avoir des effets délétères 

sur la cicatrisation et la viabilité des cellules, notion que nous avons déjà discutée 

précédemment. De ce fait, le développement d’un nouveau vecteur de l’atRA apparait 

vraiment constituer la priorité actuelle. 

D’autre part, l’utilisation des rétinoïdes lors de la grossesse est toujours largement discutée du 

fait de leur tératogénicité (Publication n°1). Même si ces effets tératogènes sur le fœtus sont 

concentrés au 1er trimestre (338,339), la seule indication des rétinoïdes pendant la grossesse se 

limite actuellement à une pathologie constituant une urgence clinique : la leucémie aiguë 

promyélocytaire (340). Dans le cas où cette pathologie est diagnostiquée au 2ème ou 3ème 

trimestre de grossesse, l’administration du traitement classique à base d’atRA permet une 
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rémission dans 90-95% des cas sans effets délétères sur le fœtus (341), démontrant l’innocuité 

de l’atRA à ces stades tardifs du développement.   

Enfin, il serait aussi possible d’imaginer un plug capable de délivrer directement LOXL4 au 

niveau du site de lésion. Cette possibilité, bien que limitée pour l’instant à LOXL4 pourrait à 

terme être plutôt utilisé sous forme de « cocktail » de protéines favorisant la cicatrisation. En 

effet, l’utilisation des protéines recombinantes en clinique s’est largement démocratisée ces 

dernières années et pourrait représenter une piste possible pour apporter directement la 

protéine LOXL4 au niveau du plug. Toutefois, afin de promouvoir un effet cicatrisant à plus 

long terme, l’utilisation de la thérapie génique est une piste tout aussi prometteuse. Ce 

procédé, encore en expérimentation (342,343), permettrait de faire « surproduire » la protéine 

LOXL4 aux cellules des membranes fœtales bordant la lésion pour une durée prolongée afin 

de favoriser la migration cellulaire. La surexpression de LOX a déjà été testée de cette 

manière en délivrant son plasmide d’expression au sein d’une matrice de collagène. Il a ainsi 

été établi que LOX était produit pendant une durée prolongée (jusqu’à 20 jours) grâce à cette 

technique. De plus, son efficacité a été démontrée grâce à un test fonctionnel in vitro sur des 

fibroblastes en culture puis in vivo sur un test de blessure cutanée chez le rat. Dans ces deux 

modèles, le plasmide d’expression de LOX a permis une nette augmentation de la résistance 

mécanique en comparaison au transgène control codant pour la GFP (317).   

Cette stratégie thérapeutique plus ciblée permettrait d’éviter les inconvénients liés à 

l’utilisation de l’atRA mais nécessiterait de nouveaux tests pour définir notamment la dose de 

LOXL4 efficace ainsi que le moyen d’administration. De plus, cette alternative n’apparait que 

partiellement satisfaisante puisqu’elle évincerait tous les autres effets positifs que l’atRA 

semble avoir sur la cicatrisation des membranes fœtales en régulant un grand nombre de 

gènes comme les résultats de notre transcriptome l’ont établi.  
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En effet, au regard de l’ensemble des résultats obtenus par ce travail, l’induction de LOXL4 

apparait essentielle pour médier les effets pro-cicatrisants de l’atRA sur les cellules 

amniotiques mais ne constitue pas le seul acteur et/ou mécanisme impliqué (Publication n°2 : 

Fig.2 et Fig.3c). Ainsi, la compréhension des effets globaux de l’atRA sur les membranes 

fœtales et leur cicatrisation, bien que prometteurs, doivent être encore étayés avant de pouvoir 

envisager son développement en tant que molécule thérapeutique au sein de ce tissu. Malgré 

cela, ces recherches constituent une nouvelle perspective dans la prise en charge de la RPM 

iatrogène en proposant une molécule capable à la fois de promouvoir la migration des 

amniocytes et d’avoir une action sur le remodelage de la MEC et l’adhésion cellulaire. Toutes 

ces propriétés présentent un grand intérêt pour le développement d’une matrice « idéale » 

capable de s’intégrer véritablement aux membranes fœtales de façon à reformer une poche des 

eaux hermétique à la suite des fœtoscopies, limitant ainsi le risque infectieux et la fuite du 

liquide amniotique.  
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Annexe n°1 

(Publication soumise à Scientific reports) 

« Lysyl oxidase-like 4 involvement in retinoic 

acid epithelial wound healing. » 

Comptour A, Rouzaire M, Belville C, Bonnin N, Daniel E,  

Chiambaretta F, Blanchon L and Sapin V. 

Ce travail, réalisé par A. Comptour, a été mené en parallèle à ma principale 

étude de thèse (publication n°2). Il s’intéresse également aux propriétés pro-

cicatrisantes de l’atRA au niveau de l’épithélium cornéen.  

La vitamine A est déjà largement utilisée comme agent thérapeutique et notamment en 

ophtalmologie où elle potentialise la cicatrisation. Toutefois, les mécanismes 

moléculaires (régulation de gènes) et cellulaires (migration, prolifération…) 

responsables de ses propriétés pro-cicatrisantes sur la cornée restent encore 

aujourd’hui mal caractérisés. Dans le but d’améliorer et de mieux maîtriser 

l’utilisation de la vitamine A dans le traitement de lésions oculaires telles que les 

brûlures, ce travail visait d’une part à étudier l’effet de l’atRA sur la cicatrisation de 

l’épithélium cornéen en utilisant un modèle de blessure in vitro (cellules épithéliales 

cornéennes) et un modèle in vivo de brûlures cornéennes par base chez la souris. De 

plus, ce travail visait à identifier des gènes régulés par l’atRA dans la cornée et 

impliqués dans ses propriétés pro-cicatrisantes. Ainsi, cette étude a permis de 

démontrer que l’atRA favorisait la cicatrisation de l’épithélium cornéen en augmentant 

la migration cellulaire via un mécanisme dépendant de l’induction du gène LOXL4, 

membre de la famille des lysyl oxydases. 
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Total RNA was extracted from mice corneas and cell cultures using RNeasyMini Kit 

(QIAGEN). The cDNA was synthesized from 1µg of RNA using a Superscript III First-

Strand-Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). PCR reactions were assessed using TAQ 

DNA polymerase (Invitrogen). Quantitative RT-PCR reactions were performed using 

.#&.%K).$KFz?" (bioline) and Light Cycler®480 SYBR Green I Master (Roche). 

Quantification of transcripts was performed independently three times on three independent 

experiments and normalized by a housekeeping gene (acidic ribosomal phosphoprotein P0; 

RPLP0). Primers used for PCR and qPCR are detailed in table 1.!
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.Annexe n°2 

(Publication en préparation) 

« Cigarette smoke condensate affects the 

retinoid pathway in human amnion. » 

Rouzaire M, Comptour A, Belville C, Bouvier D, Sapin V, Gallot D and Blanchon L. 

A côté de leur rôle crucial dans la placentation et le développement, les 

rétinoïdes sont de plus en plus décrits dans les membranes fœtales, où ils permettent la 

régulation de gènes impliqués dans des fonctions essentielles à leur physiopathologie 

telle que l’homéostasie du liquide amniotique ou l’intégrité de la MEC. La RPM 

(rupture prématurée des membranes) est une pathologie commune en obstétrique qui 

est due à une fragilisation des membranes survenant suite à une dégradation de leur 

MEC. Le tabagisme étant un des facteurs de risque principaux de RPM, des études 

commencent à s’intéresser à son impact sur les membranes d’un point de vue 

moléculaire. Dans ce contexte, ce travail visait à tester les effets de la fumée de 

cigarette sur la voie des rétinoïdes au sein de l’amnios, considéré comme le feuillet le 

plus résistant. Nous avons ainsi pu démontrer qu’un traitement au condensé de fumée 

de cigarette (CSC) altérait la transduction du signal de la voie des rétinoïdes en 

inhibant l’activation des éléments de réponse aux acides rétinoïques dans les cellules 

épithéliales amniotiques. Sachant que l’amnios est un tissu directement exposé aux 

composants issus de la fumée de cigarette se trouvant dans le liquide amniotique des 

fumeuses et que la voie des rétinoïdes est importante pour son intégrité, cette étude 

propose un lien entre rétinoïdes, tabagisme maternel, fragilisation de la MEC et 

survenue d’une RPM spontanée.  
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Abstract  

Introduction 

The preterm premature rupture of membranes (PPROM) is a frequent pathology responsible of more than 30% 

of preterm birth. Among the numerous risk factor identified, tobacco smoking is one of the most described and 

may contribute to the weakening of fetal membranes before the term. As previously demonstrated, all-trans 

retinoic acid (atRA) regulates several genes involved in the extracellular matrix dynamics, an essential actor of 

the fetal membranes rupture. Here, we hypothesis that cigarette smoke may negatively affects the retinoid 

pathway in human amnion and investigate the mechanism involved. 

Methods 

Amnion was obtained from full-term fetal membranes collected from healthy pregnancy of non-smoking women 

after cesarean births and used either as tissue explants or for the isolation of amnion derived epithelial cells. The 

pro-healing and transcriptomic effects of atRA were studied by scratch assay experiment and quantitative RT-

PCR respectively, after treatment with DMSO, atRA, DMSO + CSC (cigarette smoke condensate) or atRA + 

CSC.  

Results 

Our results show a strong alteration of the retinoid pathway after CSC treatment on amnion derived epithelial 

cells and explants. We have first demonstrated that CSC inhibits the activity of synthetic RARE in primary 

amniocytes. Then, the effects of atRA on both transcription and wound healing were demonstrated to be 

inhibited or at least decreased by the CSC in human amnion.  

Discussion 

Here, we demonstrated that CSC altered the retinoid signal, already known to have roles in fetal membrane 

physiopathology, in human amnion. These results bring new elements on the negative action that could have  

maternal smoking on molecular and cellular signaling pathways and more generally on pregnancy.  

 

 

 

  



 

 

  



Introduction 

Although the dangerous known effects of tobacco during pregnancy, maternal smoking still concerns 10 to 20% 

of women in high-income countries (1,2) and is responsible of numerous pathologies affecting all the actors of 

the in-utero life. Cigarette smoke is composed of a complex mixture embracing more than 4000 compounds (3), 

most of which passing easily through the placental barrier (4). Many of them are thereby present in the amniotic 

fluid such as cadmium (5) and cotinine (6), which is the main metabolite of nicotine. By this way, cigarette 

smoke compounds can reach the fetus and the embryonary annexes and lead to an increase of 33% of perinatal 

and neonatal mortality among smokers (7,8). Moreover, maternal smoking has long been associated with several 

adverse pregnancy outcomes such as spontaneous abortion, placental abruption, placenta previa, fetal growth 

restriction, childhood cancer or , more recently, with preterm premature rupture of membrane (PPROM) (9–13).  

Fetal membranes are composed of two distinct layers: the internal layer, called the amnion, is in contact with the 

amniotic fluid, and the underlying chorion is in contact with the maternal deciduas (14,15). They both play a 

crucial role in human pregnancy especially by protecting the fetus against mechanical pressure or external 

pathogens and by regulating the amniotic fluid homeostasis (16–18). The PPROM, which is defined as their 

rupture before 37 weeks of gestation is thus considered as a serious pathology, which can lead to preterm birth 

(1/3 of them are due to PPROM) and perinatal mortality in the most severe cases (19–21). Several factors have 

been identified to predispose to PPROM, including choriodecidua infection, pollutants exposure and smoking for 

the most described (22,23). In addition to increasing the risk of PPROM (12,24,25), cigarette smoke seems to 

have a dose-dependent effect, thus stepping up the risk of developing PPROM at earlier gestational stages among 

heavy smokers (considered at more than 10 cigarettes per day)  (26).  

Physiologically, the rupture of the membranes occurs at the end of the pregnancy just after the onset of labor. 

This phenomenon is highly regulated and involves a step by step mechanism ending with the amnion fracture 

(27). Several elements contribute to this rupture. First, internal pressures greatly increase during labor due to the 

uterine contractions but also to the fetal movements. Beside these mechanical factors, fetal membranes undergo 

drastic histological and biochemical modifications leading to their weakening at the end of pregnancy, thus 

enabling the rupture (28). The extracellular matrix (ECM) dynamic plays a major role in this programmed 

weakening process. Indeed, an imbalance between the ECM production and degradation at the end of the 

pregnancy has been widely demonstrated in the literature and appears as one of the main factor responsible of 

fetal membranes weakening allowing the rupture (29,30). 



  



Vitamin A and its active derivates are well described to have a role in the regulation of the extracellular matrix in 

many tissues both during the development and the adulthood (31–35). More importantly, the retinoid pathway is 

functional in human fetal membranes (36) and appears as a modulator of genes involved in important 

physiologic processes such as amniotic fluid homeostasis (37) and interestingly ECM dynamics (38,39).  

Based on that and on the involvement of vitamin A in fetal membranes physiopathology, we have investigated 

the effect of cigarette smoke on the retinoid pathway in human fetal membranes and especially in the amnion, 

often considered as the strongest layer. In this study, we demonstrate that cigarette smoke condensate (CSC) 

treatment affects the response to atRA, the active derivate of Vitamin A, both in amnion derived epithelial cells 

and explants. Indeed, our results show that CSC treatment decreases the activation of synthetic retinoic acid 

response element (RARE) transfected in primary derived amniocytes. In accordance with this result, CSC is also 

able to decrease previously demonstrated effects of atRA on human amnion such as its ability to induce its target 

genes and to promote wound healing. 

 Methods 

Chemicals 

All-trans retinoic acid (atRA) and dimethyl sulfoxyde (DMSO) were purchased from Sigma–Aldrich (Saint-

Quentin-Fallavier, France). Cell culture media were obtained from Gibco®, Life Technologies (Carlsbad, United 

states). Fetal bovine serum (FBS) and antibiotics (streptomycin and penicillin) were purchased from GE 

healthcare (Buckinghamshire, United Kingdom). Collagen I was obtained from Stemcell (Grenoble, France). 

Superscript IV First-Strand-Synthesis System for RT-PCR, taq polymerase and lipofectamine3000 were obtained 

from Life Technologies. CSC (40 mg/ml in DMSO) was obtained from Murty Pharmaceuticals (Lexington, KY, 

USA). It was prepared from Kentucky standard cigarettes 3R4F (University of Kentucky, KY) which were 

smoked using a Phipps-Bird 20-channel smoking machine designed for Federal Trade Commission testing. The 

particulate matter was then trapped onto filters and dissolved in DMSO.  

Samples collection 

Full-term fetal membranes were collected from healthy pregnancies of non-smoking women after cesarean births 

(Centre Hospitalier Universitaire Estaing, Clermont-Ferrand, France) and informed consent of the mother. The 

research protocol was approved by the institutional regional ethics committee. Amnion was dissociated from the 

chorion and used, on the one hand as tissue explants, and on the other hand, for the culture of primary 

amniocytes.  



  



Cell and tissue culture 

Amnion explants and primary amniocytes were cultivated under standard conditions (5% CO2, 95% humidified 

air, 37°C) in Dulbecco’s Modified Eagle Medium F-12 nutrient mixture (DMEM-F12 + GlutaMAX™-I) 

supplemented with 10% FBS, 50 mg/ml of streptomycin and 50 IU/ml of penicillin.  

Amnion explants were prepared by cutting squares of 1cm2 after three washes in PBS. The isolation of primary 

amniotic epithelial cells was conducted by several trypsinization steps and scraping of the amnion. Cells were 

filtered to remove the collagen, centrifuged 5 min at 1000 rpm and grown on culture dishes coated with collagen 

I (BioCoat™, Spectralab, Markham, Canada) in complete media. 

Scratch assay experiments 

Primary amniocytes were grown to 100% confluence on 4-well plates coated with collagen I and a wound was 

made using a pipette tip to scratch the cell layer. Then cells were treated with either atRA (1 µM) or DMSO 

(vehicle of atRA) in equal quantity, with atRA (1 µM) and CSC (100 µg/ml) or with DMSO and CSC (100 

µg/ml). Treatments were repeated at 24 h. Wound pictures were done after 24 and 48 h under microscope using a 

100X objective. Wound areas were measured using imageJ software, normalized to the initial area (t0) and 

compare to the control condition (DMSO or DMSO+CSC). Experiment was repeated four times (four 

independent areas per scratch were quantified). 

RT-PCR and quantitative RT-PCR 

Human amnion and primary amniocytes were treated with either DMSO (vehicle of atRA) or atRA (1 µM) or 

with DMSO or atRA (1 µM) in combination with CSC (100 µg/ml for primary amniocytes, 250 µg/ml for 

amnion explants). Total RNA were extracted from human amnion and primary amniocytes using RNeasy Lipid 

Tissue Mini Kit and RNeasyMini Kit, respectively (QIAGEN, Courtaboeuf, France). The reverse transcription 

was made from 1 µg of RNA using a Superscirpt IV First-Strand-Synthesis System for RT-PCR. The induction 

of RARβ, STRA6, SPOCK2, LOXL4 and GALNT12 by atRA were assessed at transcriptomic level by quantitative 

RT-PCR performed using sensifast™SYBR (Bioline, Paris France) (only for RARβ) or Light Cycler®480 SYBR 

Green I Master (Roche, Lyon, France) after 48 h of treatment. Transcripts quantification was made three times 

on at least 4 independent experiments. Results were normalized to the housekeeping genes (acidic ribosomal 

phosphoprotein P0; RPLP0 and ribosomal protein S17; RPS17). Primers sequences are detailed in table 1. All 

the steps followed the MIQE guidelines (40). 

 



  



CAT assay 

Primary amniocytes were grown at 70% confluence in 6-well plates and transfected with 1 µg of a plasmid 

expressing the CAT (chloramphenicol acetyltransferase) reporter gene under control of 3 retinoic acid responsive 

element (DR5), 0.5 µg of human RARα and RXRα expression plasmid, and 0.05 µg of pCH110 vector which 

express the β-galactosidase, allowing the normalization of the results to the transfection efficiency. Transfections 

were performed using 3.75 µl of Lipofectamine3000 and 5 µl of Regeant3000 per well. Cells were treated either 

with DMSO, atRA, DMSO and CSC or atRA and CSC 6 h after the transfection during 48 h (treatment was 

repeated after 24 h). Then, the expression of CAT and β-galactosidase were measured using the colorimetric 

immunoassay from Roche (Lyon, France) and a β-galactosidase assay kit (Agilent, Santa Clara, United States) 

respectively, according to the manufacturer protocol. This experiment was repeated three times (each condition 

in duplicate).  

Statistical analysis 

The data expressed as means ± SDs are an average of duplicates or triplicates of at least four independent 

experiments. Comparison of means was performed by ANOVA test (Krustal-wallis) followed by a Dunn’s test 

using GraphPad PRISM software (GraphPad Software Inc.). For all studies, values were considered significantly 

different at: p<0.05(*); p<0.01(**); p<0.001(***). 

Results 

CSC inhibits retinoic acid response element (RARE) activation by atRA on primary derived amniocytes. 

In this context, the effect of CSC on the activation of RARE was assessed by an in-vitro system using a reporter 

plasmid expressing the CAT gene under control of a strong atRA responsive promoter (Fig.1a). The experiments 

conducted on amnion derived epithelial cells exhibit a strong induction of the CAT reporter gene after atRA 

treatment compared to DMSO, confirming the reliability of this system. At the opposite, the CAT reporter 

plasmid construction does not respond anymore to atRA when cells were treated with atRA or DMSO in 

combination with CSC (Fig.1b). 

CSC affects the transcriptional effects of atRA on its target genes on primary amniocytes and amnion 

explants. 

Based on this result demonstrating that CSC negatively affect the response to atRA at transcriptomic level, RT-

qPCR experiments were conducted to investigate the effects of CSC on the transcription of atRA target genes 

previously identified in human amnion (Rouzaire et al., submitted). The retino-induction of these genes was  



  



confirmed by RT-qPCR on primary amniotic epithelial cells (Fig.2a) and amnion explants (Fig.2b) treated with 

DMSO or atRA. Such experiment conducted in the same time in combination with a CSC treatment clearly show 

an inhibition or a decrease of these retino-inductions (still significant) on all the atRA target genes tested, 

including genes involved in the extracellular matrix (Fig.2a and b, lower panels) as well as genes involved in the 

retinoid pathway: RARβ and STRA6, which are well-known atRA induced genes (Fig.2a and b, upper panels).  

CSC inhibits the pro-healing action of atRA on amnion derived epithelial cells. 

Finally, the effect of CSC on the retinoid pathway was assessed at functional level by scratch assay experiments 

as previously done (Rouzaire et al., submitted). As expected, scratch assay performed on primary amniocytes 

treated with atRA or DMSO (vehicle) showed a significant reduction of the wound area in the atRA condition, 

compare to DMSO after 24 and 48 h of treatment. This pro-healing effect of atRA was completely lost when the 

scratch assay experiments were conducted with DMSO or atRA in combination with cigarette smoke condensate 

(CSC), demonstrated that CSC clearly affects the previously demonstrated action of atRA on wound healing 

(Fig.3).  

 

Discussion 

Here, we demonstrate that CSC alters the retinoid pathway in human amnion. Such a path appearing important 

for the physiopathology of human fetal membranes and especially for the regulation of the extracellular matrix 

dynamics, these results provide new elements to understand the effects of maternal smoking on this tissue whose 

integrity is essential for an healthy pregnancy. A couple of in vitro studies have already been conducted on 

amnion derived cells and explants to investigate the effects of cigarette smoke on human fetal membranes. One 

of the hypotheses suggests that cadmium, a cigarette smoke component, is able to decrease copper availability by 

increasing metallothioneins synthesis in amnion derived cells. This might affect the activity of copper-dependant 

enzymes such as lysyl oxidases, which are essential for collagen cross-link and thus for amnion integrity (41). 

Beside this study, Menon et al. have demonstrated that cigarette smoke extract lead to oxidative damages and 

cell apoptosis on amnion derived cells and explants (42,43). Thereby, cigarette smoke could conduct to a 

weakening of fetal membranes and promote the rupture. This pathophysiologic pathway seems to be independent 

of the infection one, which is the other important factor predisposing to PPROM (44).  

  



 

  



 

Here, we found clear evidence that the retinoid signal is affected by CSC whether at the transcriptional level, as 

showed by the study of atRA target genes, or at functional level, demonstrated by in vitro wound healing assay. 

Given the numerous effects of vitamin A in various important biological functions, the effect of cigarette smoke 

on the retinoid pathway has already been investigated by other teams. These studies, mostly conducted on lung 

tissues, clearly demonstrate an alteration of the retinoid pathway after cigarette smoke exposure, which seems to 

affect numerous actors of the pathway, including catabolic enzymes (45), retinoic acid receptors (RARα and β) 

(46) and retinol level itself (47). Moreover, vitamin A supplementation or retinoic acid treatments seem able to 

restore some of the defects caused by cigarette smoke in particular on pneumocytes adherence (48) and cardiac 

remodeling (49). In accordance with these results (46), we found that CSC affects the activation of the retinoic 

acid response element in human amnion derived epithelial cells. This molecular mechanism already described in 

the lung explain the CSC mediated alteration of the retinoid signal in human amnion, which is known to be 

exposed to cigarette smoke components presents in the amniotic fluid. Thus, the retinoid pathway may possibly 

be affected in the amnion of smokers and contribute to the predisposition to PPROM by disrupting an important 

path known to regulate the extracellular matrix and thus the integrity of the amnion. Nevertheless, this study 

based on an in-vitro model needs further investigation to conclude on the effects of tobacco smoke exposure on 

the retinoid pathway in the amnion and its integrity. Indeed, cigarette smoke exposure is here substituted by 

cigarette smoke condensate which contains all the particulate matter of a standard cigarette smoke without 

containing the gaseous phase. Moreover, the dose and the frequency of the CSC treatment do not mimic the 

exposition undergone by the amnion of smokers making necessary to further study these effects in-vivo. 

However, the results found here constitute the first evidence of the disruption of the retinoid pathway by CSC in 

human amnion, addressing the question of a potential link between maternal smoking and the weakening of the 

extracellular matrix characteristics of PPROM. 
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Legends 

Table 1 Sequences of oligonucleotides used for RT-qPCR. 

 

Figure 1 CSC inhibits retinoic acid response element (RARE) activation by atRA on primary derived 

amniocytes. 

CAT activity was measured in primary amniocytes transfected with a CAT reporter plasmid controlled by a 

strong atRA responsive promoter (DR5-tk CAT) (a) and treated either with DMSO, atRA, DMSO + CSC or 

atRA + CSC. Comparison of means of three independent experiments was performed by Kruskall Wallis test 

followed by a Dunn’s test (b); *** means p<0.001 and *: p<0.5  

 

Figure 2 CSC decreases the transcriptional effects of atRA on its target genes on primary amniocytes and amnion 

explants. 

The expression of atRA target genes involved in the retinoid pathway (upper panels) or in the extracellular 

matrix dynamics (lower panels) was measured in primary amniocytes (a) and amnion explants (b) treated with 

DMSO, atRA, DMSO + CSC or atRA + CSC. Comparison of means of four independent experiments was 

performed by Krustall Wallis test followed by a Dunn’s test; *** means p<0.001; ** means p<0.01 and *: p<0.5. 

 

Figure 3 CSC inhibits the pro-healing action of atRA on primary amniocytes. 

Scratch assay experiments were performed on primary amniocytes treated either with DMSO or atRA, or with 

DMSO + CSC or atRA + CSC, representative photographs are shown in (a). Wounds area were measured and 

normalized to the t=0 and then reported to the DMSO condition (n=3, photographs were made on 4 distinct area 

per scratch) (b). Comparison of means was performed by Kruskall Wallis test followed by a Dunn’s test; *** 

means p<0.001; ** means p<0.01. 

  



  



 

Table 1  

 

 

 

 

 

Figure 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Forward Reverse
human RARβ ATGGATGTTCTGTCAGTGAG CATAGTGGTACCCTGATGAT 268
human STRA6 GCAGCCCATTGGGTCTTCCT TGGCGTTGTAGAGGGCAGAG 141

human SPOCK2 ATGGCCGGGtCTCTACTGCT TGGCTTCTTCTTGGCGGCCT 110
human GALT12 68
human LOXL4 146
human RPS17 TGCGAGGAGATCGCCATTATC AAGGCTGAGACCTCAGGAAC 169
human RPLP0 AGGCTTTAGGTATCACCACT GCAGAGTTTCCTCTGTGATA 219
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Figure 3 
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Annexe n°3 
(Communication affichée) 

« Retinoic Acids Pathway in the Amnion 

Implications in VEGF Regulation of Amniotic 

Fluid Transport. »  

Cheung C, Anderson D, Rouzaire M, Blanchon L, Sapin V, Brace R. 

Ce travail a était réalisé en collaboration avec l’équipe de Ceci Cheung et 

Robert Brace localisée à l’Université de Portland. Il a fait suite à une étude de notre 

équipe qui avait démontré un rôle des rétinoïdes dans la régulation d’un membre de la 

famille des aquaporines (AQP3), canaux transmembranaires impliqués dans la 

régulation du volume du liquide amniotique (LA). 

La régulation de l’homéostasie du LA est un phénomène physiologique essentiel au 

développement harmonieux de la grossesse. Toute dérégulation peut être à l’origine de 

pathologies du volume de LA lors de la grossesse, comme l’oligohydramnios ou le 

poly-hydramnios. Des études réalisées sur le modèle ovin ont établi qu’une grande 

partie de cette régulation s’établissait par transfert intramembranaire de la cavité 

amniotique vers la circulation fœtale. Cette voie de transport étant médiée par un 

mécanisme de transcytose vésiculaire au niveau des cellules épithéliales amniotiques, 

et le facteur VEGF étant un régulateur connu de cette voie, l’équipe de Portland s’est 

intéressée à la régulation de ce gène par les acides rétinoïques au sein des membranes 

fœtales des ovins. Ce travail a tout d’abord permis de démontrer que la voie des 

rétinoïdes était présente et fonctionnelle dans les membranes fœtales de ce modèle 

animal. Puis, la rétino-induction directe de VEGF a été établi dans les cellules 

épithéliales amniotiques ovines, suggérant un rôle (indirect) des rétinoïdes dans la 

régulation du transport vésiculaire médié par VEGF. Dans une seconde partie, nous 

avons aussi démontré que des modifications du volume de LA entraînait une induction 

de VEGF et de RARβ dont les expressions sont ainsi corrélées.  
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Cecilia Y Cheung, Debra F Anderson, Marion Rouzaire, Loïc Blanchon, Vincent Sapin, Robert A. Brace 

Dept. of Ob/Gyn, and Center for Developmental Health, Oregon Health & Science University, Portland, OR, USA 

EA 7281 R2D2, Laboratoire de Biochimie Médicale, Université d’Auvergne, Clermont-Ferrand, France 

  

     Sixteen late gestation fetal sheep were subjected to one of four 2-day protocols 

(n=4 per group) 1) control (C), 2) continuous urine drainage (UD), 3) urine drainage 

plus isovolumic replacement with lactated Ringer’s solution (UDR), and 4) intra-

amniotic infusion of 2 L/day of Ringer’s (IA).  These experimental conditions were 

chosen in order to vary IMA rate independent of AFV.  After 2 days, the amnion was 

collected in RNAlater or frozen in liquid nitrogen.  VEGF164, RA receptors and 

metabolic enzyme RALDH2 mRNA levels were determined by real time RT-qPCR, 

using Taqman gene expression assays with custom designed ovine specific primers 

and probes.  Two housekeeping genes, 18s rRNA and RPLP0, were used as 

internal references.  The relative quantities of mRNA were determined by the 

comparative CT method after PCR efficiency correction and normalization to the 

geometric mean of the two internal references.  For comparison of expression levels, 

fold change was calculated using the control group as the calibrator.  

     The findings in this study support the presence of a nuclear retinoid signaling 

pathway in ovine amnion that it is functional in response to ligand activation.  The 

observation that increases in IM transport up-regulated RARβ and VEGF164 gene 

expression suggests that modifications in the transport rate of amniotic fluid could be 

associated with induction of the nuclear retinoid signaling pathway.  These findings 

support the hypothesis that IM transport, and thus AFV homeostasis, is modulated 

through activities of retinoic acid and its nuclear receptor RARβ to induce VEGF 

transcription thereby regulating IM transport.  

     Our studies demonstrated that retinoic acid receptors and one of the most 

important biosynthetic enzymes (RALDH2), components of the retinoic acid 

pathway, are expressed in the ovine amnion.  The retinoic acid nuclear receptor 

RARβ is responsive to retinoic acid treatment, suggesting ligand activation upon 

binding.  In addition to RARβ, VEGF164 is shown to be a target gene for retinoic acid 

in ovine amnion.  During experimental manipulation of increases in IM transport, the 

gene expressions of RARβ as well as VEGF164 were upregulated.  

1. Retinoic acid receptors (RARs) are expressed in ovine amnion, 

consistent with their expression profile in human amnion.  

2. Gene sequence analysis showed that in ovine amnion, the VEGF 

promoter consists of one copy of retinoic acid response element 

DR5, while the RARβ promoter contains two repeats of DR5. 

3. In ovine amnion cells, retinoic acid treatment up-regulated the gene 

expression of RARβ, consistent with the known ligand activation of 

RARβ in human amnion. 

4. Further, retinoic acid treatment up-regulated the gene expression of 

VEGF-A including VEGF164 in ovine amnion cells. 

5. In ovine fetuses, increases in IM transport mediated by intra-amniotic 

fluid infusion (IA) induced RARβ mRNA expression in the amnion, 

and this was paralleled by a significant increase in VEGF164 mRNA 

levels. 

6. In fetuses subjected to urine drainage, RARβ and VEGF164 

expression levels were elevated, whereas urine replacement 

increased VEGF164 mRNA significantly while the increase in RARβ 

mRNA level was non-significant. 

7. The expression level of the retinoic acid oxidative enzyme RALDH2, 

the rate-limiting biosynthetic enzyme, was not significantly altered 

when IM transport was modified. 

      Abnormalities in amniotic fluid volume occur in 5%-10% of 

pregnancies and are associated with maternal morbidity, poor perinatal 

outcome and adverse long-term health consequences.  Current 

therapeutic treatments are largely ineffective in correcting abnormal 

amniotic fluid volumes including conditions of polyhydramnios and 

oligohydramnios.  The concept of amniotic fluid volume  regulation, 

based on animal studies, states that amniotic fluid volume is regulated 

by intramembranous (IM) transport of amniotic fluid across the amnion 

from the amniotic fluid cavity into the underlying fetal blood vessels.  

This transport pathway is mediated by a vesicular transcytotic process, 

and vascular endothelial growth factor (VEGF) is an important regulator 

of this pathway.  However, the molecular mechanisms that activate this 

VEGF-mediated transport pathway have not been identified, and the 

biological signals that induce VEGF expression in the amnion are not 

known.  Recently, a retinoic acid (RA) metabolic and signaling pathway 

has been described in human amnion and may play an important role in 

amnion function.  The retinoids have been implicated in placental and 

fetal development.  They exert their biological effects through binding to 

their receptors (RARα, β, γ and RXR α, β, γ) that are ligand-activated nuclear 

transcription factors that interact with the retinoic acid response 

element, DR5, in the promoter region of target genes.  Thus, in the 

amnion, retinoic acid may participate in the regulation of  VEGF-

mediated vesicular transport.    

Intramembranous Transport Changes 

in Experimental Conditions 

Custom designed Ovine VEGF164 Primers and 

Probe 

Statistical Analysis 

1.   

Hypothesis 
     We hypothesized that in the amnion, retinoic acid acting through its respective 

receptors induces VEGF transcription and up-regulates VEGF gene expression 

thereby initiating IM transport. 

     To test this hypothesis using the ovine fetus as the animal model, our objectives 

were 1) to determine whether VEGF is a target gene inducible by retinoic acid,  2) 

to analyze the gene expression profiles of VEGF164 and RARβ in the amnion of 

ovine fetuses under normal conditions and during experimental modifications of IM 

transport rate and amniotic fluid volume, 3) to explore the relationship between 

VEGF and RARβ expression under conditions of normal and altered IMA rate or AF 

volume.  

Control 

Conditions 

(C) 

Urine 

Drainag

e 

(UD) 

Urine 

Replacement 

(UDR) 

Intra-

amniotic 

Fluid 

Infusion 

(IA) 

P value 

AFV = 800 

ml 
↓ ↑ ↑ 

P < 

0.0001 

IM 

transport = 

800 ml/day 
↓ ↓ ↑ P < 0.01 

Retinoic Acid (1 µmol/L) 

Treatment in Ovine amnion 

cells  

Retinoic Acid Receptor Expression 

In Ovine Fetal Membranes 

Retinoic Acid Response Elements 

     Results are presented as mean  SE.  One-factor ANOVA was used 

to compare mRNA levels among groups and two-factor ANOVA among 

groups over time.  Fisher’s least significant difference was used for post 

hoc testing.  Kruskall-Wallis  and Mann-Whitney tests were used when 

appropriate.  

 P < 0.05 was considered significant. 
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Annexe n°4 

(Communication affichée) 

« ATRA promotes wound healing of primary 

amniocytes layer in an in-vitro model through 

the induction of LOXL4, a member of the 

lysyl oxidase family. » 

Rouzaire M, Comptour A, Belville C, Bouvier D, Clairefond G, Ponelle F, Sapin V, 

Gallot D, Blanchon L. 

 

 

La publication n°2, constituant la part la plus importante de mon travail de 

thèse, a fait l’objet d’une communication affichée sous forme de poster au congrès 

international du SRI (Société d’Investigation de la Reproduction). Cela m’a permis 

d’interagir avec d’autres chercheurs dans mon domaine et m’a apporté un regard 

extérieur sur mes travaux.  



 



ATRA promotes wound healing of primary amniocytes layer in an in-vitro model  

through the induction of LOXL4, a member of the lysyl oxidase family. 
Marion Rouzaire1, Aurélie Comptour1, Corinne Belville1,2, Damien Bouvier1, Gaël Clairefond1, Flora Ponelle1, Vincent Sapin1, Denis Gallot1, Loïc Blanchon1.  

 

1. EA 7281 R2D2, Medical Biochemistry Laboratory, School of Medecine, Auvergne University, Clermont-Ferrand, France. 

2. GReD, School of Medicine, Clermont-Ferrand, France.  

 

§ Actual clinical management proposes the use of a collagen plug to avoid the loss of amniotic fluid. 

§ In order to improve this technique remaining poorly efficient, vitamin A and its active derivatives (atRA), as well-known healing substances, could be proposed as an adjuvant of 

this collagen plug to promote wound healing of the amnion.  
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ü  In this context, the aim of this work was to test the pro-healing properties of atRA on amnion derived epithelial cells and to investigate the molecular mechanisms involved.  

30% of preterm births are the direct consequence of a preterm premature rupture of fetal membranes (pPROM).  

es of atRA on amnion der

§ Induction of LOXL4 by atRA (all-trans Retinoic acid) was checked by RT-qPCR 

and immunocytochemistry  after 6, 12, 24 or 48h of treatment. Luciferase 

reporter gene was used for the promotology experiments. 

§ Scratch assay were realized using either a global inhibitor of the lysyl oxidase 

activity (βAPN) or siRNA specifically targeting LOXL4. 

§ Statistical analysis were using Mann-Whitney or Krustall Wallis tests.  
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1) AtRA promotes wound healing by inducing cell migration of primary amniotic cells.  

4) LOXL4 induced by atRA is involved in the pro-healing properties of atRA. 
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2) Transcriptomic study of atRA effects on human fetal membranes.  
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Our results show that atRA, with its pro-migratory effect on primary amniotic epithelial cells, leads to a healing improvement of up to 80% compare to DMSO (vehicle). Furthermore, we demonstrate that 

these effects are mediated, in part, by the induction at transcript (using one DR5 motif) and protein level of the LOXL4 gene, belonging to the lysyl oxidase family. Besides providing new elements to 

understand how atRA exerts their pro-healing properties, this work proposes atRA as a promising candidate to improve the clinical management of pPROM by promoting re-epithelialization of the amnion. 

§  All the fetal membranes were collected from healthy pregnancy after informed 

consent (n=12).  

§ The effect of atRA on wound healing was tested by scratch assay experiment 

followed by proliferation or migration assays. 

§ Transcriptomic study was done on primary amniocytes, amnion and chorion 

treated with atRA or its diluent (DMSO) for 24h. 
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Annexe n°5 

 

 

- Autres travaux de recherche – 

 

« Aquaporins and Fetal Membranes From Diabetic Parturient Women: Expression 

Abnormalities and Regulation by Insulin. »  

Bouvier D, Rouzaire M, Marceau G, Prat C, Pereira B, Lemarié R, Deruelle P, Fajardy I, 
Gallot D, Blanchon L, Vambergue A, Sapin V (2015) J Clin Endocrinol Meta. 

100(10):E1270-9.  

« Preanalytical, analytical, gestational and pediatric aspects of the S100B immuno-

assays. »  

Bouvier D, Duret T, Rouzaire P, Jabaudon M, Rouzaire M, Nourrisson C, Bourgne C, Pereira 
B, Evrard B, Sapin V (2015) Clin chem lab med. doi: 10.1515/cclm-2015-0771. 

« Global transcriptomic and methylomic profile of human fetal membrane prior to 

labor reveal a differential epigenetic regulation of TLR4 between amnion and 

choriodecidue at the site of rupture. »  

Belville, C, Ponelle-chachuat F, Rouzaire M, Clairefond G, Gross C,Pereira B,Gallot D, Sapin 
V, Blanchon L. En cours de soumission. 

 

Tout au long de ma thèse, j’ai eu l’opportunité de participer à d’autres travaux de 

recherche initiés par des membres de l’équipe du Pr. V. Sapin. Ces études, publiées 

(n=2) ou en cours de soumission (n=1) ne seront pas détaillées et seule la première 

page des deux articles déjà disponibles sont inclues dans ce manuscrit.  



  



Aquaporins and Fetal Membranes From Diabetic

Parturient Women: Expression Abnormalities and

Regulation by Insulin

Damien Bouvier, Marion Rouzaire, Geoffroy Marceau, Cécile Prat, Bruno Pereira,
Romain Lemarié, Philippe Deruelle, Isabelle Fajardy, Denis Gallot, Loïc Blanchon,
Anne Vambergue,* and Vincent Sapin*

Retinoids, Reproduction Developmental Diseases (D.B., M.R., G.M., C.P., D.G., L.B., V.S.), School of

Medicine, Clermont Université, Université d’Auvergne, F-63000 Clermont-Ferrand, France; Biochemistry

and Molecular Biology Department (D.B., G.M., R.L. V.S.), CHU Clermont-Ferrand, F-63000 Clermont-

Ferrand, France; Biostatistics Unit Department (B.P.), CHU Clermont-Ferrand, F-63000 Clermont-Ferrand,

France; School of Medicine Henri-Warembourg (P.D., I.F.), Université Lille 2, PRES Lille Nord de France,

F-59000 Lille, France; and Integrative Genomics and Modelization of Metabolic Diseases (A.V.), EGID,

School of Medicine Henri-Warembourg, Université Lille 2, PRES Lille Nord de France, F-59000

Lille, France

Context: During pregnancy, aquaporins (AQPs) expressed in fetal membranes are essential for

controlling the homeostasis of the amniotic volume, but their regulation by insulin was never

explored in diabetic women.

Objective: The aim of our study was to investigate the involvement of AQPs 1, 3, 8, and 9 expressed

in fetal membranes in diabetic parturient women and the control of their expression by insulin.

Design and Participants: From 129 fetal membranes in four populations (controls, type 1, type 2

[T2D], and gestational diabetes [GD]), we established an expression AQP profile. In a second step,

the amnion was used to study the control of the expression and functions of AQPs 3 and 9 by insulin.

Main Outcomes and Measures: The expression of transcripts and proteins of AQPs was studied by

quantitative RT-PCR and ELISA. We analyzed the regulation by insulin of the expression of AQPs

3 and 9 in the amnion. A tritiated glycerol test enabled us to measure the impact of insulin on the

functional characteristics. Using an inhibitor of phosphatidylinositol 3-kinase, we analyzed the

insulin intracellular signaling pathway.

Results: The expression of AQP3 protein was significantly weaker in groups T2D and GD. In non-

diabetic fetal membranes, we showed for the amnion (but not for the chorion) a significant

repression by insulin of the transcriptional expression of AQPs 3 and 9, which was blocked by a

phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor.

Conclusion: In fetal membranes, the repression of AQP3 protein expression and functions observed

in vivo is allowed by the hyperinsulinism described in pregnant women with T2D or GD. (J Clin

Endocrinol Metab 100: E1270–E1279, 2015)

Diabetes mellitus is one of the world’s most widespread

chronic illnesses. The World Health Organization

estimated that the total number of cases of adult diabetes

is expected to continue rising and reach 439 million adults

in 2030 (ie, 7.7% of the world’s population) (1). Pregnant

women are concerned by two types of diabetes: gestational
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Abstract

Background: Traumatic brain injury management is a 

tricky issue in children and pregnant women (due to 

adverse effects of computer tomography). To facilitate 

management, we report the main analytical perfor-

mances and reference ranges for blood tests for the well-

established S100B biomarker in under-16 children on a 

DiaSorin® Liaison XL analyzer and in pregnant women on 

DiaSorin® Liaison XL and Roche Diagnostics® Cobas e411 

analyzers.

Methods: Serum S100B concentrations were determined by 

chemiluminescent immunoassay on a DiaSorin® analyzer 

in a population of 409 healthy children aged 0–16 years 

and on DiaSorin®/Roche Diagnostics® instruments in a 

population of 50 pregnant women (one blood sample 

for each trimester). The analytical performances of both 

instruments and the influence of blood cells and skin pig-

mentation on the assay were also studied.

Results: For children, four age-groups emerged, i.e. 

0–3  months (mean: 0.97 µg/L; standard deviation (SD): 

0.36; 95th percentile: 1.55), 4–9 months (mean: 0.58 µg/L; 

SD: 0.30; 95th: 1.18), 10–24 months (mean: 0.31 µg/L; SD: 

0.12; 95th: 0.54) and 2–16 years (mean: 0.20 µg/L; SD: 0.07; 

95th: 0.32). For pregnant women, serum S100B concentra-

tions were similar to defined ranges for adults and not 

significantly different between trimesters on DiaSorin® 

(p = 0.652)/Roche Diagnostics® (p = 0.877) analyzers. We 

also found S100B expression (protein, total mRNA) in 

lymphocytes, an influence of skin pigmentation, and good 

analytical performances for both instruments.

Conclusions: Data provided here is useful for interpreting 

serum S100B test results, in terms of preanalytical condi-

tions, analytical performances, pediatric and pregnancy’ 

environment.

Keywords: children; lymphocyte; pregnancy; reference 

ranges; S100B.

Introduction

Clinical diagnosis of mild traumatic brain injury (mTBI) is 

difficult in children (a very exposed population) and preg-

nant women, as cranial computed tomography (CCT) is 

strongly limited due to increased tumor risk in children [1] 

or teratogenic effects in the embryo and fetus [2]. An alter-

native strategy to CCT has been developed based on blood 

biomarkers, with S100B protein emerging as the most 

sensitive and specific candidate biomarker in children 

and adults [3, 4]. S100B is one of a multigenic family of 

calcium-binding proteins and is predominantly expressed 

by central nervous system cells (mainly astroglial but 

also neuronal cells) [5]. S100B plays a trophic role in age 

dependent manner and correlates with parameters sug-

gestive of growth as height growth velocity [6] or head cir-

cumference [7] in a gender dependent manner [6]. S100B 
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Résumé 

La vitamine A et ses dérivés actifs (les rétinoïdes) sont des molécules essentielles à la vie et ce dès la 
période embryonnaire. Molécules de choix dans de nombreuses applications thérapeutiques, notamment dans les 
domaines de la dermatologie et de l’ophtalmologie, elles sont le plus couramment utilisées pour leurs propriétés 
pro-cicatrisantes. Malgré cette utilisation courante en clinique, les mécanismes cellulaires et moléculaires 
permettant aux rétinoïdes de promouvoir un processus de cicatrisation restent encore mal connus. Afin de mieux 
appréhender ces mécanismes, mais aussi afin d’élargir leur utilisation clinique à la rupture prématurée des 
membranes (RPM), je me suis intéressée aux propriétés pro-cicatrisantes de l’atRA (l’un des dérivés actifs de la 

vitamine A)  sur les membranes fœtales.  

Alors que l’amnios et le chorion sont physiologiquement incapables d’initier un processus de 

cicatrisation suite à une lésion, nos résultats démontrent un effet positif de l’atRA sur la migration des cellules 
épithéliales amniotiques (amniocytes primaires), conduisant ainsi à une potentialisation de la cicatrisation de 
plus de 80% in vitro. Ce travail, complété par une analyse transcriptomique réalisée sur des membranes fœtales 

et des amniocytes primaires traités ou non à l’atRA, a permis d’identifier de nombreux gènes régulés par l’atRA 

au sein de l’amnios et des amniocytes. Parmi ces gènes, je me suis intéressée à un membre de la famille des lysyl 
oxydases, LOXL4, qui joue un rôle clé dans la dynamique de la matrice extracellulaire en régulant la réticulation 
du collagène. Une étude de régulation transcriptionnelle associée à de la promotologie ont tout d’abord permis de 

montrer que l’atRA induisait l’expression du gène LOXL4 de manière directe. Puis, l’inhibition de la protéine 

LOXL4 lors de tests de blessure (par le β-aminopropionitrile et par un siARN spécifique) nous a permis de 
démontrer que l’effet pro-cicatrisant de l’atRA était médié, au moins en partie, par la rétino-induction de 
LOXL4.  

Ces nouveaux éléments apportés par ce travail dans la compréhension des mécanismes moléculaires 
utilisés par l’atRA afin de promouvoir la cicatrisation permettent d’envisager son utilisation future dans la prise 

en charge clinique des ruptures prématurées. 

Mots clés : membranes fœtales, rétinoïdes, lysyl oxydases, cicatrisation 

Abstract 

Vitamin A and its active derivates (retinoids) are essential molecules for life from the embryonic 
development to the adulthood. Because of these numerous functions and especially because of their pro-healing 
properties, they are commonly used in clinic in dermatology and ophthalmology in particular. Despite this 
routine clinical use, the molecular and cellular mechanisms used by retinoids to promote a healing process 
remain unclear. To better understand these mechanisms, but also to expand its clinical use to the premature 
rupture of fetal membranes (PROM), we looked to pro-healing properties of atRA (active derivative of vitamin 
A) on the human fetal membranes. 

While amnion and chorion are unable to initiate a physiological process of healing after injury, our 
results demonstrate a positive effect of atRA on the migration of primary amniocytes, leading to an healing 
improvement of up to 80% in vitro. This work, completed by a transcriptomic analysis performed on fetal 
membranes and primary amniocytes treated or not with atRA, allowed the identification of many genes regulated 
by atRA within the amnion and the amniocytes. Among these genes, we looked to a member of the lysyl oxidase 
family, LOXL4, which plays a key role in the dynamic of the extracellular matrix by regulating collagen 
crosslinking. First, transcription and promotology experiments have shown that atRA strongly induced the 
expression of LOXL4 in a direct manner. Then, the inhibition of the LOXL4 protein in scratch assay 
experiments (using β-aminopropionitrile or a specific siRNA) allowed us to demonstrate that the pro-healing 
effect of atRA was mediated, at least in part, by the retinoid-induction of this gene. 

Besides providing new elements to understand how atRA exerts their pro-healing properties, this work 
proposes atRA as a promising candidate to improve the clinical management of premature rupture of the fetal 
membranes by promoting re-epithelialization of the amnion.  

Key words: fetal membranes, retinoids, lysyl oxidases, wound healing 


