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RESUME DE LA THESE

L'inflammation joue un réle central dans la rupture des membranes fcetales (MF), que celle-ci
ait lieu a terme ou prématurément, mais I'ensemble des mécanismes reste encore a élucider. Dans ce
contexte, les études sur les inflammasomes, un des acteurs clés de l'inflammation, se sont récemment
intensifiées. Ces plateformes intracellulaires, formées suite a un signal pro-inflammatoire, sont
impliquées dans la mise en place et la propagation d'une réaction inflammatoire. Leur fonction au sein
des MF commence a étre décrite mais de nombreuses zones d’ombre persistent. L'objectif de ce travalil
a donc été de compléter la caractérisation des processus inflammatoires dépendant des
inflammasomes dans les MF, en se focalisant sur les inflammasomes de type NLRP.

Les inflammasomes NLRP sont constitués d’'un récepteur NLRP, de I'adaptateur ASC et de la
pro-caspase-1. Apres avoir vérifié la présence de ces acteurs dans les MF a terme, un intérét particulier
a été porté a l'inflammasome de type NLRP7. En effet, sa fonction a déja été étudiée dans la sphere
placentaire mais jamais dans les MF. La stimulation de cellules épithéliales amniocytaires primaires
avec un ligand spécifique de I'inflammasome NLRP7 a permis de montrer (i) 'augmentation du niveau
protéique des trois acteurs de cet inflammasome (NLRP7, ASC et pro-caspase-1), (ii) la formation de
l'inflammasome par co-localisation entre NLRP7 et ASC, (iii) I'activation de cet inflammasome montré
par le clivage de deux effecteurs terminaux, la pro-caspase-1 et la gasdermine D. Ces résultats
indiquent pour la premiére fois que les MF sont capables de mettre en jeu la signalisation de
l'inflammasome NLRP7 en réponse a un signal pro-inflammatoire.

En paralléle, deux activateurs naturels de I'inflammasome NLRP7 ont été identifiés pour la
premiere fois dans les MF humaines a terme : il s'agit de Mycoplasma salivarium et Mycoplasma
fermentans. Leur présence suggere le fait que l'inflammasome NLRP7 puisse jouer un r6le majeur dans
les processus inflammatoires au sein des MF.

L'ensemble de ce travail suggere donc fortement I'implication de I'inflammasome NLRP7 dans
la physiopathologie de la rupture des membranes foetales humaines, qui pourrait étre une cible
thérapeutique potentielle pour prévenir les ruptures prématurées dans membranes foetales.

THESIS ABSTRACT

Inflammation plays a pivotal role in term or preterm fetal membranes (FM) rupture, but the
detailed mechanisms remain unclear. In this context, studies on inflammasomes, one of the key
inflammation actors, recently intensified. These intracellular platforms, formed following a pro-
inflammatory signal, are involved in the establishment and propagation of an inflammatory reaction.
Their functions in FM begin to be described but grey areas remain. Thus, the aim of this work was to
complete the characterization of inflammasomes-dependent inflammatory processes, focusing on NLRP
inflammasomes.

NLRP inflammasomes are composed of a NLRP receptor, the adapter ASC and the pro-
caspase-1. After verifying the presence of these actors in term human FM, we focused our interest on
NLRP7 inflammasome. Indeed, its function has been studied in the placental area but never in FM. The
stimulation of primary amnion epithelial cells with an NLRP7 inflammasome specific ligand
demonstrated (i) an increased protein level of the three actors of this inflammasome (NLRP7, ASC and
pro-caspase-1), (ii) the formation of this inflammasome by NLRP7 and ASC colocalization and (iii) the
activation of this inflammasome, by cleavages of two end-effectors, pro-caspase-1 and gasdermin D.
These results indicate for the first time that FM are able to activate NLRP7 inflammasome signalization
in response to a pro-inflammatory signal.

Moreover, two natural activators of NLRP7 inflammasome have been newly identified in term
human FM: Mycoplasma salivarium and Mycoplasma fermentans. Their presence suggests that NLRP7
inflammasome could play an essential role in inflammatory processes in FM.

All this work strongly suggests the involvement of NLRP7 inflammasome in pathophysiology of
human FM rupture, that could be a potential therapeutic target to prevent premature rupture of FM.
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AVANT-PROPOS

Les membranes fcetales humaines, aussi appelées membranes amniotiques ou plus
communément « poche des eaux », délimitent la cavité amniotique dans laquelle se développe
le bébé au cours de la grossesse. Tout d’abord considérées comme « un vulgaire sac » par la
communauté scientifique et médicale, les membranes fcetales font plus particulierement I'objet
d’attention depuis une trentaine d’années. Les premiers travaux ont permis d’en décrire la
structure et les fonctions au cours de la grossesse. Puis, leur réle central a la fin de la

grossesse, dans l'initiation de I'accouchement, a rapidement émergé.

L'un des tournants dans la compréhension de la biologie de ce tissu a été la mise en
évidence d’'une maturation biochimique des membranes faetales peu avant le terme. Parmi les
divers mécanismes impliqués dans cette maturation, lI'inflammation est sans doute le plus
important. En effet, I'inflammation des membranes fcetales ayant lieu a la fin de la grossesse
(i) permet la propagation de signaux a I'utérus qui contribuent a la maturation du col utérin et
a la mise en place du travalil, et (ii) participe a la rupture des membranes foetales, ce qui permet
la naissance du bébé. Ainsi, la mise en place précoce d'une inflammation (par exemple due a
une infection ou une consommation de tabac) peut conduire a un travail prématuré et/ou une

rupture prématurée des membranes fcetales.

De nombreuses équipes se sont donc intéressées a ces phénomeénes inflammatoires
et ont étudié entre autres les ligands responsables de cette inflammation, les cellules
immunitaires recrutées et les conséquences d’'un tel phénomeéne sur les tissus constituant les
membranes feetales, mais aussi les tissus avoisinants. Récemment, un intérét particulier a été
porté a une plateforme de signalisation intracellulaire nommée « inflammasome » et connue
pour étre au cceur de voies de signalisation inflammatoires. N'étant pas encore complétement
caractérisée, la fonction de l'inflammasome dans la physiopathologie des membranes faetales

humaines a fait I'objet de ce travail de thése.
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Figure 1 : La cavité utérine chez la femme enceinte au cours du 9eme mois de
grossesse.

Le placenta est ancré a l'utérus dans sa partie supérieure. Les membranes fcetales,
rattachées au placenta, tapissent la paroi interne de I'utérus et délimitent la cavité amniotique

dans laquelle se trouve le feetus.
(Adapté de www.babyspace.fr)
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Figure 2 : Blastocyste (5 €™ jour de développement
embryonnaire).

A ce stade, le blastocyste est encore entouré par la zone
pellucide, une matrice extracellulaire sécrétée par I'ovocyte

et enveloppant celui-ci.
(Adapté de www.embryology.ch)




| - FORMATION ET STRUCTURE DES MEMBRANES FETALES
HUMAINES

Les membranes fcetales et le placenta font partie des annexes embryonnaires,
structures transitoires formées au cours d’'une grossesse chez la femme. Le placenta est ancré
a la partie supérieure de l'utérus, alors que les membranes foetales, qui sont rattachées au
placenta, tapissent la paroi interne de l'utérus (Figure 1). Ces deux structures permettent
d’établir une véritable interface entre la mére et son bébé tout au long du développement in

utero.

Les membranes foetales sont constituées de deux feuillets accolés, I'amnios et le
chorion, et sont d’origine embryonnaire. Le placenta, quant a lui, est formé a partir de tissus
embryonnaires et maternels. Ces annexes se développent donc a partir du zygote — cellule
ceuf provenant de la fusion des deux gamétes — mais ne participent pas a proprement parlé a
la formation de I'embryon et du feetus. Leur rble est d’accompagner le développement
embryonnaire puis foeetal en assurant des fonctions essentielles au maintien et au bon
déroulement de la grossesse telles que la nutrition, la respiration, I'excrétion des déchets, la
protection et la communication cellulaire. Les membranes foetales et le placenta ont aussi un

réle prépondérant dans le phénomeéne de parturition.

Le développement embryonnaire humain regroupe de nombreuses étapes, impliquant
des processus cellulaires et moléculaires complexes, relativement bien connus aujourd’hui.
Dans cette partie, seules les étapes permettant de comprendre l'origine et la formation des

membranes foetales sont traitées et synthétisées. (1-4)

Cing jours aprés la fécondation et suite a plusieurs cycles de division cellulaire, I'ceuf
est appelé blastocyste. Il est composé d'un amas de cellules internes nommé bouton
embryonnaire ou masse cellulaire interne, et d’'une cavité, le blastoceéle, le tout étant délimité
par une couche de cellules externes, les trophoblastes (Figure 2). Le bouton embryonnaire
sera a l'origine de I'embryon, tandis que le trophoblaste formera une partie du placenta. Ces

deux types de cellules participeront également a la formation des membranes fcetales.
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Figure 3 : Implantation du blastocyste (8 €™ jour de
développement embryonnaire).

Au cours de son implantation dans la muqueuse utérine, le
blastocyste voit son trophoblaste se différencier en deux
types cellulaires : le syncytiotrophoblaste et le
cytotrophoblaste. Le bouton embryonnaire se différencie
aussi pour donner I'hypoblaste et I'épiblaste, formant ainsi un

disque embryonnaire didermique.
(Adapté de www.embryology.ch)
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3.  Hypoblaste en prolifération (pour former la membrane de
Heuser)
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Figure 4 : Formation de la cavité amniotique et de la
membrane de Heuser (9-10 €™ jour de développement
embryonnaire).

La cavité amniotique se forme dans I'épiblaste. Peu apres, la
membrane de Heuser se forme a partir des cellules

hypoblastiques en prolifération.
(Adapté de www.embryology.ch)
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Figure 5 : Apparition du mésoblaste extra-embryonnaire
(112eme jour de développement embryonnaire).

Le réticulum extra-embryonnaire s’insinue entre la membrane
de Heuser et le cytotrophoblaste. Les cellules du mésoblaste

extra-embryonnaire envahissent ensuite ce réticulum.
(Adapté de www.embryology.ch)



La couche trophoblastique permet au blastocyste de s’'implanter dans la muqueuse
utérine, entre le sixieme et le huitiéme jour apres la fécondation, établissant ainsi la premiére
interaction avec la mére. A partir de ce stade, de nombreuses modifications vont avoir lieu au

niveau de 'utérus et de I'ceuf.

Au site d’'implantation, la réaction déciduale transforme I'endométre utérin en décidue
ou caduque. Cette couche est caractérisée notamment par une accumulation de lipides et de
glycogeéne, assurant la nutrition de I'ceuf dans les premiers stades de développement, ainsi
gu’une importante vascularisation, permettant I'établissement d’une circulation sanguine foeto-
placentaire par la suite. Cette transformation se propage ensuite a I'ensemble de 'utérus, sauf

au col utérin.

Le trophoblaste de I'ceuf, quant a lui, se différencie en deux types cellulaires : (i) le
cytotrophoblaste, une couche de cellules mononucléées qui délimitent le blastocyste et seront
impliquées dans la formation du chorion, et (ii) le syncytiotrophoblaste, une couche de cellules
multinucléées issues de la fusion de cellules cytotrophoblastiques, ayant une activité lytique
invasive permettant a la fois la progression du blastocyste dans la mugueuse utérine et la mise

en place de la circulation sanguine foeto-placentaire (Figure 3).

Enfin, les cellules du bouton embryonnaire se différencient et se réarrangent pour
former un disque didermique, constitué de deux types cellulaires : I'épiblaste, qui contribuera

a la formation de I'amnios, et I'hnypoblaste (Figure 3).

La formation de I'amnios et du chorion débute au cours de la quatrieme semaine
d’aménorrhée (SA), soit la deuxieme semaine de développement embryonnaire. L’apparition

de ces deux structures a lieu de fagon concomitante.

A partir du huitiéme jour de développement, les cellules épiblastiques proliférent et du
liquide s'insinue entre elles. Ces cellules se déplacent et délimitent une nouvelle cavité, la
cavité amniotique. Les cellules repoussées contre le cytotrophoblaste prennent le nom

d’amnioblastes et seront a I'origine des cellules épithéliales de I'amnios (Figure 4).

Le jour suivant, les cellules de I'hypoblaste proliferent également et migrent de facon a
tapisser l'intérieur du blastocele. Ces cellules délimitent ainsi une nouvelle cavité, la vésicule
vitelline primitive, formée aux alentours du dixieme jour aprés la fécondation. La couche de
cellules hypoblastiques en contact avec le cytotrophoblaste est appelée membrane de Heuser
(Figures 4 et5).
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Figure 6 : Formation de la cavité choriale (17 ™ jour de
développement embryonnaire).

Les vacuoles formées dans le réticulum extra-embryonnaire
fusionnent pour former la cavité choriale. Suite a un
étranglement de la vésicule vitelline primitive par le
mésoblaste  extra-embryonnaire, la vésicule vitelline

secondaire est formeée.
(Adapté de www.embryology.ch)

_ _ Figure 7 : L'embryon a la troisieme

FUTUR CHERIGH i LIl semaine de développement.

FUTUR AMBNICS o0 : A ce stade, I'embryon est suspendu par le
pédicule embryonnaire dans la cavité
choriale. La paroi de la vésicule vitelline
secondaire est en contact avec la
splanchnopleure extra-embryonnaire.

Les amnioblastes sont, quant a eux, en
contact avec la somatopleure extra-
embryonnaire ; ces deux couches formeront
respectivement les parties épithéliale et
mésenchymateuse de l'amnios. Le
cytotrophoblaste est en contact avec la
lame choriale ; ils formeront les parties
épithéliale et mésenchymateuse du futur

somatopleure
extra-embryonnaire

splanchnopleure _|
extra-embryonnaire

lame choriale

cytotrophoblaste

chorion, respectivement.
(Adapté de www.vetopsy.fr)

1 Vésicule vitelline
2.  Cauvité choriale

3.  Cavité amniotique
4 Chorion

5 Amnios

A. Pédicule embryonnaire
B. Pédicule vitellin
C. Cordon ombilical

Figure 8 : Expansion de la cavité amniotique.
L'expansion de la cavité amniotique entre la quatrieme (a) et la huitieme semaine (b) de
développement embryonnaire repousse I'amnios qui entre en contact avec le chorion. Les

pédicules embryonnaire et vitellin forment le codon ombilical.
(Adapté de www.embryology.ch)



Par la suite, le réticulum extra-embryonnaire, une matrice lache produite par le
cytotrophoblaste et la membrane de Heuser, apparait et sépare ces deux couches cellulaires.
Il est vite envahi par les cellules du mésoblaste extra-embryonnaire qui recouvrent la face
interne du cytotrophoblaste et les faces externes de la vésicule vitelline et de la cavité
amniotique. L'origine de ces cellules n’est, a ce jour, pas encore déterminée (différentes
théories ont été énoncées, proposant une origine épiblastique, hypoblastique ou

cytotrophoblastique aux cellules du mésoblaste extra-embryonnaire) (Figure 5).

A partir du douzieme jour de développement, des vacuoles apparaissent dans le
réticulum extra-embryonnaire et fusionnent pour former la cavité choriale (Figure 6). Cette
cavité se développe largement et englobe la vésicule vitelline secondaire — qui remplace la
vésicule vitelline primitive — et la cavité amniotique. L’embryon didermique est suspendu dans
la cavité choriale par le pédicule embryonnaire, formé de mésoblaste extra-embryonnaire. Les
cellules du mésoblaste extra-embryonnaire prennent alors différents noms selon leur
localisation : (i) les cellules en contact avec le cytotrophoblaste forment la lame choriale,
impliquée par la suite dans le support des cellules trophoblastiques du chorion, (ii) les cellules
tapissant la cavité amniotique forment la somatopleure extra-embryonnaire, qui constituera le
support des cellules épithéliales de I'amnios, et (iii) les cellules tapissant la vésicule vitelline

secondaire forment la splanchnopleure extra-embryonnaire (Figure 7).

A partir de la quatriéme semaine de développement, une importante production de
liquide amniotique augmente progressivement le volume de la cavité amniotique qui comble
alors presque entierement la cavité choriale a la huitieme semaine de développement. La
cavité amniotique englobe totalement I'embryon, a I'exception du cordon ombilical (formé a
partir des pédicules embryonnaire et vitellin). A ce stade, I'épithélium amniotique et la
somatopleure extra-embryonnaire (futur amnios) sont en contact avec la lame choriale et les

cytotrophoblastes sous-jacents (futur chorion) (Figure 8).

A la fin du premier trimestre de grossesse, lorsque I'amnios et le chorion se retrouvent
accolés, les couches de mésoblaste extra-embryonnaire tapissant ces deux feuillets (i. e. la
somatopleure et la lame choriale, respectivement) fusionnent. La fusion est compléete a la
guatorzieme semaine de développement, soit au début du deuxieme trimestre de grossesse.
Une séparation entre le chorion et I'amnios aprés cette période, due a une fusion incompléte
des feuillets ou une séparation des membranes fusionnées, est considérée comme anormale.
Cette anomalie est associée notamment a des taux plus importants de travail prématuré, de

rupture prématurée des membranes feetales et d’accouchement prématuré (5-9).



fusion de l'amnios, du chorion et _—————___ placenta
de la décidue pariétale e e

Figure 9 : Développement du feetus dans la cavité utérine entr e le 3éme (A) et le 5eme
mois (B) de grossesse.

En parallele de I'expansion de la cavité amniotique, le foetus se développe dans l'utérus
permettant a la décidue ovulaire d’entrer en contact avec la décidue pariétale. Les deux
décidues fusionnent et obliterent complétement la cavité utérine au cours du cinquieme mois

de grossesse. Par la suite, la décidue ovulaire dégénere.
(Adapté de Sadler TW., Langman’s Medical Embryology, 8™ edition, p. 140, 2000)



En paralléle de la fusion des membranes, 'embryon se développe dans l'utérus et est
séparé de la cavité utérine par la décidue ovulaire, en contact avec les trophoblastes du
chorion. Cette couche cellulaire s’approche de la décidue pariétale (qui tapisse l'intérieur de
la cavité utérine) au fur et a mesure du développement, oblitérant complétement l'utérus au
cours du cinquieme mois de grossesse (Figure 9). Par la suite, la décidue ovulaire se
désintegre et les trophoblastes chorioniques envahissent la décidue pariétale sous-jacente,
permettant ainsi au chorion de s’ancrer fermement a cette décidue (10). Apres cette invasion,
la couche de cellules trophoblastiques tend a se condenser, laissant apparaitre une frontiére

bien définie entre ces cellules et la décidue pariétale (11).

La croissance des membranes foetales cesse dans la seconde moitié de la grossesse
(12). Au cours des derniers mois de grossesse, la structure des membranes foetales reste
donc constante jusqu’a subir des modifications en vue de préparer I'accouchement, peu avant
la fin de la grossesse. A terme, les membranes foetales humaines ont une surface comprise
entre 1000 et 1200cm? (13,14) pour une épaisseur d’environ 500um (15) et contiennent
environ 800mL de liquide amniotique (16). Une faible proportion de leur surface recouvre le
placenta (30%), le reste des membranes foetales interagit avec la décidue maternelle, ou

décidue pariétale, et représente les membranes réfléchies (14).

Les membranes fcetales a terme sont constituées de deux feuillets accolés, 'amnios
et le chorion. L’amnios, feuillet le plus interne, est en contact direct avec le liqguide amniotique.
Le chorion, feuillet le plus externe, est accolé a la décidue maternelle. Il est & noter que,
I'adhérence entre le chorion et la décidue étant assez solide, certains auteurs parlent de
« choriodécidue ». L’'amnios et le chorion sont des feuillets constitués d’'une partie épithéliale
(dérivant des amnioblastes et des trophoblastes, respectivement) qui repose sur une partie
mésenchymateuse (dérivant de la somatopleure et de la lame choriale, respectivement). Les
mésenchymes se font donc face du fait d’'une polarité inverse, 'amnios étant orienté vers le

foetus et le chorion vers la décidue maternelle.

L’anatomie et I'histologie des membranes fcetales ont été décrites pour la premiere fois
par Gordon Bourne dans les années soixante (17—-19). Depuis, de nombreuses études sont
venues enrichir ces premieres observations, apportant aujourd’hui une description détaillée de

la structure et des propriétés biophysiques de chacun des deux feuillets.
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Fiqure 10 : Structure des membranes fcetales humaines a terme

L'amnios est composé de cing couches. La couche la plus superficielle, formée de cellules
épithéliales, est directement en contact avec le liquide amniotique. Le chorion, quant a lui, est
composé de trois couches. Les trophoblastes, constituant la couche la plus profonde des
membranes foetales, sont en contact direct avec la décidue maternelle. La coupe de membrane

foetale est colorée a ’'hématoxyline et I'éosine (grossissement x200).
(Adapté de Menon R. et Richardson L., Preterm Prelabor Rupture of the Membranes: A Disease of the Fetal
Membranes, 2017 ; Lannaman et al., Fetal death: An extreme manifestation of maternal anti-fetal rejection, 2017)




L'amnios est un feuillet translucide, d’'une épaisseur de 100um environ (15). Il est
composé de cing couches, nommeées et décrites comme suit (17,20,21), du versant foetal vers

le versant maternel (Figure 10):

= L'épithélium amniotique : En contact direct avec le liquide amniotique, il s’agit d’'une

monocouche de cellules épithéliales cubiques, pourvues de microvillosités apicales.

» La membrane basale amniotique : Fine couche acellulaire, elle est composée de
fibres de collagenes (de type lll, IV et V) et de glycoprotéines non-collagéniques (telles que la
laminine et la fibronectine). L'entremélement de ces fibres avec des projections de membranes
plasmigues provenant de la partie basale des cellules épithéliales permet une forte adhérence

entre I'épithélium et la membrane basale (22).

» La couche compacte : Dépourvue de cellule, elle est composée de collagénes
(majoritairement de type | et Ill) et de fibronectine. La couche compacte forme le squelette
fibreux principal de I'amnios et représente la couche la plus résistante a I'étirement de ce
feuillet (23).

= La couche fibroblastique : Couche la plus épaisse de 'amnios, elle est composée de
fibroblastes enchassés dans une matrice extracellulaire constituée de collagenes et molécules

non-collagéniques.

» La couche intermédiaire ou spongieuse : Contenant quelques fibroblastes, cette
couche est majoritairement composée de collagenes (de type I, 1l et IV) et de protéoglycanes.
Bien qu’elle ait été décrite initialement comme une couche appartenant a I'amnios, elle est
aujourd’hui considérée comme une zone intermédiaire située entre les deux feuillets des
membranes foetales (21,24,25). L'importante hydratation de la couche spongieuse permet a

I'amnios de glisser sur le chorion sous-jacent.

Les cellules épithéliales et fibroblastiques contribuent toutes deux a la synthése et la
sécrétion des composants collagéniques et non-collagéniques des différentes couches de
I'amnios (22,26,27).
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Figure 11 : Structure schématique du placenta a terme.

Le placenta est formé d'une partie feetale, la plaque choriale, et d’'une partie maternelle, la
plaque basale. La plaque choriale correspond a I'amnios et au chorion recouvrant le placenta.
Le mésenchyme de la plaque choriale contient les vaisseaux feetaux qui relient le cordon
ombilical et les villosités choriales. L'amnios et le chorion se prolongent de part et d’autre du
placenta et recouvrent la décidue maternelle (décidue pariétale). Elles sont alors appelées

membranes réfléchies, ou plus communément, membranes fcetales.
(Adapté de Mitchell B. et Sharma R., Embryology, 2™ edition, 2009)



Le chorion est un feuillet plus épais — 400um environ (15) — et plus opaque que
I'amnios. Il est composé de trois couches, nommées et décrites comme suit, du versant foetal

vers le versant maternel (17,20,21) (Figure 10) :

= La couche réticulaire : Cette couche riche en collagénes et protéoglycanes contient

guelques fibroblastes et forme la majorité de I'épaisseur du chorion.

» La membrane basale choriale : Cette strate acellulaire adhere fermement a la couche
réticulaire et constitue un support pour la couche trophoblastique sous-jacente. Elle est

composée de collagéne de type IV, de laminine et fibronectine.

= La couche trophoblastique : Elle est constituée d'un empilement de deux a dix
couches de cellules trophoblastiques. Les trophoblastes les plus profonds sont en contact

direct avec les cellules de la décidue maternelle.

Le cellules fibroblastiques et trophoblastiques contribuent toutes deux a la synthése et

la sécrétion des composants des matrices extracellulaires constituant le chorion.

Comme évoqué précédemment, I'amnios et le chorion recouvrant la décidue
maternelle forment les membranes réfléchies. Elles ne contiennent ni nerfs, ni vaisseaux
sanguins. Les nutriments et I'oxygene sont apportés a I'amnios par diffusion depuis la
choriodécidue et le liquide amniotique, alors que le chorion est nourri et oxygéné grace aux

vaisseaux sanguins de la décidue maternelle sous-jacente (28).

L'amnios et le chorion recouvrant le placenta forment quant a eux la plaque choriale,
qui correspond a la partie fcetale du placenta (Figure 11 ). La couche mésenchymateuse de la
plague choriale contient des vaisseaux faetaux qui relient le cordon ombilical aux les villosités
choriales (29). Les cellules amniotiques et chorioniques de la plagque choriale sont donc
facilement nourries et oxygénés grace a I'important réseau vasculaire placentaire présent a ce

niveau.

Enfin, des cellules macrophagiques d'origine fcetale, les cellules de Hofbauer, sont
retrouvées au niveau des membranes réfléchies dans les couches fibroblastique et

spongieuse de I'amnios, ainsi que dans les couches réticulaire et trophoblastique du chorion



(17). Ces cellules jouent un réle dans I'élimination du méconium, contenu intestinal du feetus
déversé dans le liquide amniotique (19,30). Au niveau de la plague choriale, les cellules de
Hofbauer sont présentes dans la partie mésenchymateuse des villosités choriales ou elles
joueraient un réle dans I'angiogenese et la morphogenese placentaire, la régulation immune,
le contrdle du contenu en eau dans les villosités ou encore le transport d’ions a travers la

barriére materno-foetale (31).

Au cours de la grossesse, les membranes foetales doivent s’adapter aux mouvements
du bébé, a I'évolution du volume de liquide amniotique et de la taille du bébé, ainsi qu’aux
tensions de l'utérus en croissance auquel les membranes sont accolées. En effet, les travaux
de Parry-Jones (12) et Millar (13) ont démontré que la surface de la cavité utérine a terme est
environ deux fois plus importante que la surface des membranes fcetales. Une autre équipe a
mesuré la surface des membranes foetales a terme avant et aprés accouchement, estimant la
surface in vivo trois fois plus importante que la surface aprés délivrance (32). Ces travaux
mettent ainsi en évidence I'état distendu des membranes fcetales dans la cavité utérine, plus
particulierement a la fin de la grossesse. A cette contrainte physique s'ajoutent les
mouvements feetaux ; il @ notamment été démontré qu’un coup de pied donné par un feetus
de cing mois déplace la cavité utérine et les membranes feetales de 7mm environ (33). Enfin,
le liquide amniotique, dont le volume augmente progressivement jusqu’a la trente-quatriéme
semaine de grossesse environ (16), exerce une pression dans la cavité utérine qui tend a

augmenter avec I'age gestationnel (34-36).

De nombreuses équipes ont donc cherché a déterminer les propriétés physiques des
membranes foetales — essentiellement dans le but d’en comprendre les ruptures prématurées
— mais peu d’entre elles se sont intéressées aux liens existant entre ces propriétés physiques
et la biochimie ou lhistologie des membranes. Pourtant, la composition des matrices
extracellulaires des membranes foetales joue un role clé dans leur adaptation aux contraintes

physigues et le maintien de leur intégrité.

Le groupe Lavery-Miller a été un des premiers a étudier les propriétés physiques des
membranes foetales, démontrant ainsi leurs propriétés viscoélastiques en réponse a une
déformation (37-39). En d’autres termes, les membranes sont caractérisées par (i) des
propriétés de fluage, soit une augmentation de leur déformation dans le temps sous une

charge constante, (ii) des propriétés de relaxation des contraintes, correspondant a une
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Figure 12 : Organisation tridimensionnelle des collagéenes de type | (A, B) et lll (C, D)
des couches compacte et spongieuse de I'amnios.

Cette figure montre des photographies en microscopie électronique de la couche compacte
(A) et de la couche spongieuse (C) de 'amnios, ainsi qu’une représentation schématique du
réseau en treillis formé par le collagene de type I, principal constituant de la couche compacte
(B) et du réseau lache et hydraté formé par le collagene de type llI, principal constituant de la
couche spongieuse (D).

(Adapté de Schmidt W., The amniotic fluid compartment: the fetal habitat, 1992 ; Méhats et al., Biochimie de la
rupture des membranes foetales, 2011)



diminution de la charge dans le temps nécessaire pour maintenir une déformation constante
et (iii) apres une déformation, elles sont plus fines et ne récupérent pas complétement leur
forme. Aucune corrélation entre ces caractéristiques et la composition des membranes foetales

n'a été étudiée au cours de ces travaux.

Par la suite, plusieurs études ont montré que, malgré sa plus faible épaisseur, I'amnios
est plus résistant aux forces de tension que le chorion (40-42) et qu’il constitue le composant
structural principal des membranes faetales (43). En effet, le collagéne de type | de la couche
compacte forme un réseau en treillis responsable de la force limite élastigue des membranes.
Cette organisation permet I'allongement et I'affinement de la couche compacte, avec une
certaine limite intrinseque (Figure 12, A et B ) (44,45). La solidité de 'amnios est aussi assurée
par des ponts de collagénes de types IV et V qui relient la membrane basale aux couches
profondes de I'amnios (46). De plus, la couche spongieuse est formée d'un réseau lache de
collagéne de type Il et posséde des protéoglycanes hydratés. Les molécules d’eau présentes
dans ce réseau lui permettent d’absorber les chocs et de glisser sur le chorion (Figure 12, C
et D) (40,44,45). Il est a noter que la résistance aux forces de tension diminue avec I'age

gestationnel, qu’il s'agisse de I'amnios ou du chorion (40).

Enfin, des travaux ont montré que la résistance aux forces de tension des membranes
foetales n’est pas homogene sur toute leur surface. En effet, des morceaux de membranes
foetales prélevés au niveau du site de rupture a terme sont moins résistants par rapport a des
morceaux prélevés en dehors de cette zone (47-49). Ceci est di a la mise en place d'un
programme de fragilisation de ces tissus, peu avant le terme de la grossesse, associant des
modifications biochimiques et cellulaires dans la future zone de rupture des membranes
foetales. Les caractéristigues de ce programme de fragilisation seront détaillées dans la

PARTIE 1, Il. Rupture des membranes fcetales.

Les membranes foetales ne sont pas simplement un tissu délimitant la cavité
amniotique dans laquelle se développe le bébé. Elles remplissent de nombreuses fonctions

essentielles au maintien et au bon déroulement de la grossesse.

Protection mécanique :

La composition des membranes fcetales, et leurs caractéristiques biomécaniques
évoquées précédemment, permettent de protéger le foetus contre les chocs extérieurs.

Néanmoins, les traumatismes physiques — qui correspondent principalement aux accidents de



la route, aux chutes et aux coups et blessures — compliquent 6 a 7% des grossesses et sont
la cause d’avortements spontanés, de travail avant terme, de ruptures prématurées des

membranes foetales ou encore d’atteintes placentaires ou utérines (50-53).

Protection contre les infections :

Les membranes foetales protégent aussi le foetus contre les infections bactériennes,
virales et fongiques. En effet, étant donné qu’elles constituent une barriére physique imparfaite
laissant passer certains pathogenes (54), les membranes assurent un rbéle de défense en
produisant des molécules antimicrobiennes en réponse a des stimuli pro-inflammatoires. De
plus, des cellules immunitaires sont recrutées dans les membranes fcetales pour faire face a
une infection. L’inflammation de I'amnios, du chorion et/ou du placenta est définie sous le

terme médical de chorioamniotite.

Les travaux de Zare-Bidaki et al. (55) et Kjaergaard et al. (56) ont mis en évidence les
propriétés antimicrobiennes d’explants d’amnios et de chorion placés au contact de souches
bactériennes en évaluant I'inhibition de croissance de ces bactéries sur des boites de Pétri. Il
a aussi été démontré que I'expression des transcrits et protéines de I'Inhibiteur de Protéases
Sécrétées par les Leucocytes (SLPI), molécule impliquée dans la protection des tissus
épithéliaux en cas d’inflammation, est augmentée dans les cellules épithéliales amniotiques
traitées avec des cytokines pro-inflammatoires telles que l'interleukine (IL)-1a, IL-1B ou le
Facteur de Nécrose Tumorale a (TNFa) (57). De méme, la stimulation d’explants d’amnios
avec IL-1a conduit a la sécrétion de peptides antimicrobiens tels que I'élafine, les B-défensines
2 et 3 et la cathélicidine LL-37 (58). Enfin, King et al. ont démontré la présence de I'élafine et
des B-défensines 1, 2 et 3 par immunohistochimie dans des membranes fcetales a terme. lls
ont également constaté une augmentation du niveau d’expression des transcrits de la B-

défensine 2 et I'élafine dans des trophoblastes chorioniques primaires traités avec IL-18 (59).

En cas de chorioamniotite, plusieurs études ont mis en évidence une augmentation du
niveau d’'expression de molécules antimicrobiennes dans les membranes fcetales, telles que
les défensines ou encore S100A9 (60,61). Cette inflammation est aussi caractérisée par une
infiltration de leucocytes maternels dans les membranes fcetales, provenant des vaisseaux
sanguins de la décidue (62). Les neutrophiles foetaux ont, quant a eux, été uniqguement
détectés dans la plaque choriale du placenta — une fois le systéme immunitaire du foeetus
mature, soit aux alentours de la vingtiéme semaine de développement — et pas dans les
membranes foetales (63). Ceci peut étre expliqué par le fait que les membranes foetales

réfléchies et la décidue pariétale ne contiennent pas de vaisseaux sanguins fcetaux.



Il est & noter que I'étude des fonctions antimicrobiennes des membranes foetales ont
surtout porté sur le feuillet amniotique car il est largement utilisé dans le domaine médical, par
exemple en chirurgie ophtalmique pour le traitement d’ulcéres cornéens, en chirurgie dentaire
pour le traitement de déchaussements dentaires ou encore en dermato-chirurgie pour le

traitement de bralures (64).

Homéostasie du liquide amniotique :

En plus de leur fonction protectrice, les membranes foetales jouent un réle dans la

régulation fine du volume du liquide amniotique.

A partir du huitieme jour post-fécondation, le liquide amniotigue commence a
apparaitre et serait sécrété par les amnioblastes, futures cellules épithéliales de 'amnios, mais
cela n'a pas été formellement démontré a ce jour. De plus, au début de la grossesse, des
sécrétions utérines participent a la formation du liquide amniotique (65). Par la suite, une
diffusion bidirectionnelle de liquide et solutés se met en place entre le liquide de la cavité
amniotique et la vascularisation feetale. lls traversent la peau non kératinisée du foetus ainsi
gue I'amnios situé autour du cordon ombilical et recouvrant la plaque choriale du placenta (66).
La traversée de I'amnios est nommée dans ce cas « voie intramembranaire » et concerne 200
a 500mL de liquide par jour (67). Une autre diffusion bidirectionnelle de liquide amniotique a
lieu entre les membranes fcetales et la circulation maternelle utérine. Cette « voie
transmembranaire » ne représente qu’environ 10mL de liquide échangé par jour (68). Dans la
seconde moitié de la grossesse, le liquide amniotique est principalement formé d’urine et de

sécrétions pulmonaires du feetus (69).

Afin de comprendre l'aspect mécanistique des flux de liquide amniotique, les
aquaporines ont été la cible de nombreuses études. Il s’agit de protéines transmembranaires
impliquées dans le transport d’eau et/ou de petites molécules (urée, glycérol). Des travaux ont
notamment démontré leur présence dans les membranes fcetales et le placenta de diverses
espéces (70-76) ainsi que leur implication dans la régulation du volume de liquide amniotique
(77-81). De plus, la transcytose vacuolaire, un mécanisme de transport de molécules d'un
pole a l'autre d'une cellule via des vacuoles, est impliquée dans la diffusion par la voie
intramembranaire (82) et serait régulée par le Facteur de Croissance de I'Endothélium

Vasculaire (VEGF), comme démontré sur le modéle ovin (83—-88).

Une quantité trop faible (oligohydramnios) ou trop importante (polyhydramnios) de
liquide amniotique peut avoir de graves conséquences sur la grossesse. Pour
I'oligohydramnios, ces conséquences regroupent le risque de fausse couche, de retard de

croissance intra-utérin ou encore de détresse foetale due a la compression du cordon ombilical
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Figure 13 : Les étapes de la rupture des membranes fcetales hum aines a terme.

Tout au long de la grossesse, I'amnios et le chorion sont fermement accolés I'un a l'autre (A).
Au cours du travail, le col utérin s’ouvre progressivement, les membranes foetales se
distendent et les deux feuillets se séparent. Le chorion rompt en premier (B), puis, 'amnios

fait une évagination dans la breche ainsi formée et rompt a son tour (C).
(Adapté de Méhats et al., Biochimie de la rupture des membranes fcetales, 2011)



(89). Pour le polyhydramnios, des cas de rupture prématurée des membranes fcetales, de

travail avant terme ou d’hémorragie maternelle post-partum peuvent survenir (90).

Participation a 'accouchement :

La rupture des membranes fcetales a terme constitue, avec les contractions utérines et
la dilatation du col de l'utérus, un des événements les plus importants de I'accouchement. La
préparation des membranes fcetales et les étapes de leur rupture a terme sont traitées ci-

apres.

I - RUPTURE DES MEMBRANES FAETALES

La rupture des membranes fcetales correspond a la rupture du chorion et de I'amnios,
suivi par I'écoulement du liquide amniotique. Elle se produit de fagcon physiologique et
spontanée a terme, au cours du travail obstétrical. Mais dans certains cas, cette rupture a lieu
avant le terme et est appelée rupture prématurée des membranes fcetales. Les étapes et

mécanismes impliqués dans ces deux types de rupture sont traités ici.

La rupture spontanée des membranes foetales est programmeée pour survenir au cours
du travail, a terme. Si ce n’est pas le cas, une rupture artificielle des membranes fcetales, ou
amniotomie, peut étre effectuée par les cliniciens dans le but d’induire ou d’accélérer le travail
(91). Cet acte simple peut tout de méme conduire a quelques complications, notamment le
prolapsus du cordon ombilical (92) et la chorioamniotite (93,94). Chez 8 a 10% des femmes
accouchant a terme, la rupture survient spontanément avant le début du travail (95). Cette
observation a permis d’émettre I’hypothése que la rupture des membranes foetales n’est pas

uniquement causée par les contractions utérines (96).

Arikat et al. ont déterminé la séquence des événements impliqués dans la rupture des
membranes fcetales humaines (Figure 13) (49). Tout d’abord, les membranes foetales se

distendent. Puis, le chorion et 'amnios se séparent au niveau de la couche spongieuse et le
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Figure 14 : Représentation schématique des membranes fecetal es humaines délimitant
la cavité amniotique.

La Zone de Morphologie Altérée (ZAM), en rose, se trouve en regard du col utérin. Les
membranes faetales en dehors de cette région constituent la Zone de Morphologie Intacte
(ZIM), en vert.

(Adapté de McLaren et al., Structural characteristics of term human fetal membranes prior to labour:
identification of an area of altered morphology overlying the cervix, 1999)

Figure 15 : Coupes histologiques des Zones de Morphologie In tacte (a) et Altérée (b).

Par rapport a la ZIM (a), I'épithélium amniotique (EA) de la ZAM (b) est plus fin et semble
s’invaginer dans les couches inférieures. Ces couches de tissu conjonctif (TC), sous-jacentes
a I'épithélium amniotique, sont plus épaisses par rapport a la ZIM. La couche trophoblastique
(T) du chorion et la décidue maternelle (D) sont, quant a elles, plus fines par rapport a la ZIM.
De maniere générale, la ZAM est plus fine que la ZIM.

Les coupes de membrane foetale sont colorées a 'hématoxyline et I'éosine. Echelle = 100pum.
(D'aprés McLaren et al., Structural characteristics of term human fetal membranes prior to labour: identification of
an area of altered morphology overlying the cervix, 1999)



chorion rompt. L’'amnios se distend davantage, de maniére non-élastique, et fait hernie dans

la déchirure du chorion avant de rompre a son tour.

Les travaux du groupe Malak et Bell ont permis de démontrer la présence d’'une zone
de « morphologie extrémement altérée », localisée le long de la ligne de rupture des
membranes foetales sur des échantillons récupérés a terme, apres accouchement par voie
basse. lIs 'ont nommée Zone de Morphologie Altérée (ZAM), en opposition aux tissus situés
en dehors de cette région, soit la Zone de Morphologie Intacte (ZIM) (Figure 14) (97). Par la
suite, ils ont constaté la présence d'une ZAM dans les membranes faetales avant le travail, en
regard du col utérin. Ceci suggere que la ZAM, située dans la région para-cervicale, constitue
le site d'initiation de la rupture des membranes foetales et qu’elle n’est pas générée par I'action
du travail (98).

D’un point de vue histologique, la ZAM est globalement plus fine que la ZIM. Ceci est
dd a un amincissement de la couche trophoblastique du chorion ; la décidue est elle aussi plus
fine, voire absente en ZAM. L’épithélium amniotique est également plus fin dans la ZAM et
semble s’invaginer dans les couches de tissu conjonctif sous-jacentes. Ce tissu conjonctif,
comprenant les couches situées entre les membranes basales amniotique et chorionique, est
désorganisé et épais en ZAM par rapport a la ZIM ou il est dense et compacte (Figure 15)

(98). La ZAM représente environ 10% de la surface totale des membranes réfléchies (99).

De nombreuses études ont permis de caractériser les facteurs impliqués dans la mise

en place de la ZAM et dans la rupture des membranes foetales.

Deux types de facteurs sont retrouvés dans I'étiologie de la rupture des membranes
foetales a terme. Tout d’abord, des modifications biochimiques et cellulaires se mettent en
place au sein des membranes fcetales peu de temps avant le terme de la grossesse et
constituent le facteur biologique. Principal facteur impliqué dans la rupture, ces modifications
constituent en effet un réel « programme de maturation » des membranes fcetales. Puis,
I'étirement croissant des membranes fcetales dans la cavité utérine constitue le facteur
physigue. Ces deux facteurs conduisent a la fragilisation des membranes fcetales, puis a leur

rupture a terme.



Stress oxydatif :

Le stress oxydatif est caractérisé par un déséquilibre entre la production de radicaux
libres et leur dégradation par les systéemes antioxydants, conduisant a une accumulation de
ces radicaux. Les radicaux libres peuvent dériver de I'oxygéne ou de l'azote et sont donc
appelés Especes Réactives de I'Oxygene (ERO) ou Espéces Réactives de I'Azote. Ils sont
cytotoxiques car ils oxydent les lipides, les protéines et les acides nucléiques des cellules
(100).

Le stress oxydatif fluctue au cours de la grossesse dans la cavité utérine jusqu’'a
atteindre son maximum a terme. Ceci est notamment di a une demande métabolique du foetus
qui augmente, un apport de substrats maternels qui lui reste inchangé, une quantité
d’antioxydants également inchangée dans les tissus fcetaux et maternels a terme, et une
augmentation de la quantité d’ERO dans le liquide amniotique a terme par rapport a d’autres

périodes de la grossesse (101).

Plusieurs travaux ont porté sur I'effet d'un stress oxydatif sur les membranes fcetales.
Pour I'heure, une seule étude s’est intéressée aux différences entre les zones ZAM et ZIM,
montrant une activité réduite d’enzymes antioxydantes et une libération plus importante de 8-
isoprostane, un marqueur de peroxydation des lipides, en ZAM par rapport a la ZIM avant le

travail (102). Ceci suggere que la ZAM serait plus sensible au stress oxydatif que la ZIM.

Afin d’étudier I'impact d'un stress oxydatif sur des cellules, des explants tissulaires ou
encore des modeéles animaux, de nombreuses équipes utilisent le Condensé ou I'Extrait de
Fumée de Cigarette (CSC ou CSE), deux inducteurs bien connus du stress oxydatif (103—
107). Ainsi, des cellules mésenchymateuses amniotiques, des trophoblastes chorioniques et
des cellules déciduales traités avec du CSE augmentent leur production d’ERO (108). De
méme, des cellules épithéliales amniotiques exposées a du CSE voient leur niveau d’'ERO
augmenter, des cassures de I'’ADN induites par les ERO sont également détectées et la
guantité de 8-oxoguanine (guanine oxydée) est augmentée (109). De plus, des explants de
membranes fcetales stimulés avec le CSE répondent par une augmentation du F2-
isoprostane, un marqueur de peroxydation des lipides (110). Enfin, l'induction d’'un stress
oxydatif dans la cavité utérine de souris gestantes conduit a la peroxydation de protéines dans

les membranes foetales (106).

Le stress oxydatif induit donc de nombreux dommages cellulaires au sein des

membranes foetales.




Marqueur de la sénescence Abréviation Fonction

La réduction de la taille des télomeres induit la

Taille des télomeres i
sénescence.

Enzymes activées par phosphorylation en réponse a
Protéines Kinases Associées un stress, elle sont impliquées dans la mise en place

a un Mitogene p38 MAPK-p38 de la sénescence. Quatre MAPK-p38 ont été
identifiées a ce jour (a, B, y et §).
B-galactosidase Associée a SA-B-gal Enzyme dont l'activité n’est observée que dans les

la Sénescence cellules en sénescence.

Les cellules en sénescence acquierent un SASP et
libérent des protéines spécifiques (notamment des

SASP protéines pro-inflammatoires et des protéines
impliquées dans le remodelage de la matrice
extracellulaire).

Phénotype Sécrétoire
Associé a la Sénescence

Inhibiteur de Kinase 2A CDKN2A ou Protéine activée par les MAPK-p38 et impliquée dans
Dépendante de Cyclines p19Arf la sénescence.

Constituant de la face interne de la membrane
Laminine B1 Laminine B1 nucléaire, la laminine B1 est perdue en cas de
sénescence.

Tableau 1 : Marqueurs de la sénescence étudiés au niveau des m  embranes fcetales ou
de leurs cellules.

La réduction de la taille des télomeres, la SA-B-gal, la laminine B1 et les molécules du SASP
sont des marqueurs connus de la sénescence. Les MAPK-p38 et p19~" sont des protéines
dont I'implication dans la sénescence a été montrée et sont donc fréequemment étudiées dans
ce contexte.

(Adapté de Bernadotte et al., Markers of cellular senescence. Telomere shortening as a marker of cellular
senescence, 2016 ; Dimri et al., A biomarker that identifies senescent human cells in culture and in aging skin in

vivo, 1995 ; Coppé et al., The Senescence-Associated Secretory Phenotype: The Dark Side of Tumor
Suppression, 2010 ; Freund et al., Lamin B1 loss is a senescence-associated biomarker, 2012)



Sénescence :

La sénescence est une réponse cellulaire permettant I'élimination de cellules
endommagées en induisant un remodelage tissulaire qui comprend divers processus. Tout
d’abord, il y a un arrét stable du cycle cellulaire de la cellule endommagée. Puis, cette cellule
acquiere un Phénotype Sécrétoire Associé a la Sénescence (SASP) ; il s’agit de sécrétions
spécifiqgues de la sénescence permettant de recruter les cellules immunitaires et de modifier
la matrice extracellulaire. Enfin, des cellules progénitrices sont mobilisées pour repeupler le
tissu. L’accumulation de cellules sénescentes contribue au vieillissement global d’un tissu, et

plus largement d’un organisme (111-114).

Il existe deux types de sénescence : (i) la sénescence réplicative, qui correspond a la
capacité de prolifération limitée d'une cellule et dépend de la réduction de la longueur des
télomeéres a chaque cycle cellulaire ; et (ii) la sénescence induite par un stress au cours de
laquelle divers facteurs, comme le stress oxydatif, provoquent ou accélérent la sénescence
(115,116).

Des études ont montré que la longueur des télomeres des cellules de membranes
foetales humaines (117) et murines (118,119) diminue avec I'age gestationnel. Ceci peut étre
causeé par le stress oxydatif — qui augmente au cours de la grossesse — car les téloméres sont
trés sensibles aux Iésions de type oxydatif (120). Mais ces résultats suggérent également que
les membranes feetales soient programmeées pour avoir une durée de vie relativement courte,
correspondant a la durée de la grossesse. De plus, la longueur des téloméres est plus grande
dans I'amnios par rapport au chorion chez des femmes a terme (121), laissant penser que le

chorion subit plus de stress et/ou a une durée de vie plus courte que I'amnios.

Plusieurs marqueurs de la sénescence ont été étudiés au niveau des membranes
foetales a terme ou suite a I'induction d’un stress oxydatif (Tableau 1). Ainsi, des études sur
les membranes feetales ont démontré que le travail a terme est associé a la sénescence via
'observation de la réduction de la taille des télomeéres, la présence de la B-galactosidase
Associée a la Sénescence (SA-B-gal), enzyme spécifiqguement activée en cas de sénescence,
et I'expression de genes impliqués dans le SASP. Une plus forte concentration de marqueurs
du SASP a également été observée dans le liquide amniotique prélevé aprés le travalil,
comparé a celui prélevé avant le travail a terme (122,123). Le laboratoire de R. Menon a
observé davantage de facteurs associés a la sénescence (plus de 85% de cellules positives
pour la SA-B-gal et une perte presque totale de la laminine B1), a terme apres travail, dans les
membranes fcetales surplombant le col utérin, comparé aux échantillons prélevés dans une
région plus éloignée, suggérant une sénescence accrue en ZAM par rapport a la ZIM (données

non publiées, citées dans (124)).



Afin de confirmer I'implication du stress oxydatif dans la mise en place de la
sénescence, R. Menon et ses collaborateurs ont utilisé du CSE pour induire un stress oxydatif
et étudier la sénescence au sein des membranes foetales. Ainsi, des cellules
mésenchymateuses amniotiques, des trophoblastes chorioniques et des cellules déciduales
traités avec du CSE présentent une activation par phosphorylation des Protéines Kinases
Associées a un Mitogene p38 (MAPK-p38), MAPK recrutées en réponse a un stress et
impliguées dans la mise en place de la sénescence. Dans les cellules de I'amnios et du
chorion, I'activité de la SA-B-gal est augmentée par le CSE (108). De plus, la stimulation par
le CSE de cellules épithéliales amniotiques conduit a une augmentation de la quantité des
protéines MAPK-p38 phosphorylées et de I'Inhibiteur de Kinase 2A Dépendante de Cyclines
(CDKN2A ou p194T), toutes deux connues pour étre impliquées dans la senescence. Une plus
forte activité de la SA-B-gal et la réduction de la taille des télomeres sont aussi observées
(109,122,125,126). De méme, sur des explants de membranes foetales traités avec du CSE,
le nombre de cellules positives pour la SA-B-gal et la perte de la laminine B1 sont augmentés,
les MAPK-p38 sont phosphorylées et des génes du SASP sont plus exprimés par rapport a
des explants non traités (122). Enfin, un modéle murin d’induction de stress oxydatif a
également démontré la mise en place d’'une sénescence dans les membranes foetales, révélée

par la présence de la SA-B-gal et la phosphorylation des MAPK-p38 dans ces tissus (106).

L’ensemble de ces données indique que le stress oxydatif provoque la sénescence des
membranes fcetales. Cependant, certains auteurs ont aussi proposé que les membranes
foetales aient une durée de vie limitée, correspondant a la durée totale de la grossesse, soit
environ guarante semaines. lls suggérent ainsi que, comme tout autre organe, les membranes
foetales subissent un vieillissement naturel qui contribue a leur rupture normale a terme, ce

phénoméne étant accentué par le stress oxydatif a la fin de la grossesse (124).

Dégradation de la matrice extracellulaire :

Tout au long de la grossesse, I'intégrité des membranes faetales est maintenue en
partie grace a 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 matricielles (MMP), et de leurs inhibiteurs (TIMP). Le profil
d’expression des MMP dans les membranes foetales a été largement étudié aussi bien en cas
de rupture normale a terme, qu'en cas de rupture prématurée (127). De méme, tous les
membres des inhibiteurs de métalloprotéases identifiés a ce jour (TIMP-1, 2, 3 et 4) sont

exprimés dans les membranes fcetales (128,129).




Plusieurs études ont porté sur le remodelage de la matrice extracellulaire des
membranes feetales dans la ZAM. En effet, I'expression et I'activité enzymatique de la protéine
MMP-9 sont augmentées alors que I'expression de TIMP-3 est diminuée dans la ZAM par
rapport a la ZIM (48,130,131). De méme, I'amnios de la ZAM présente une diminution
significative de I'abondance des fibulines 1, 3 et 5, composants de la matrice extracellulaire,
par rapport a la ZIM (132). Une étude transcriptomique réalisée entre les zones ZAM et ZIM a
révélé que, dans le chorion, I'expression de genes impliqués dans le processus biologique
« interactions matrice extracellulaire-récepteur » est la plus impactée au niveau du site de
rupture (133). Tous ces travaux, réalisés sur des échantillons prélevés a terme avant le travail,
mettent en évidence un remodelage de la matrice extracellulaire des membranes feetales, plus
particulierement en ZAM, a la fin de la grossesse. Ceci est corroboré par des études chez le
rat qui montrent que les collagenes de type | et IV sont fortement dégradés, et que les MMP-
1, 2 et 9 sont plus exprimées dans I'amnios juste avant le début du travail par rapport a des
stades de gestation plus précoces (134,135). Enfin, indépendamment des zones ZAM et ZIM,
de nombreuses études ont fait état d'une importante dégradation de la matrice extracellulaire
ainsi que d'une dérégulation de I'expression et/ou de I'activité des acteurs responsables de
son maintien, au sein des membranes foetales, aprés le travail comparé a avant le travail
(129,136-142).

Des expériences menées in vitro ont permis d’étudier I'impact de divers stimuli,
associés a la grossesse et la parturition, sur la matrice extracellulaire des membranes fcetales.
Ainsi, suite a linduction d'un stress oxydatif, I'importante production d’ERO stimule
I'expression de la protéine MMP-9 dans des explants de membranes fcetales (108) et I'activité
de cette enzyme est augmentée (143). De plus, des données disponibles dans la littérature
ont montré que I'enzyme responsable de la synthése du cortisol, la 11 B-hydroxystéroide
déshydrogénase, est de plus en plus exprimée dans les membranes feetales au cours de la
grossesse (144). De plus, ces tissus posséedent la plus grande capacité de conversion du
cortisol a partir du métabolite inactif, la cortisone, parmi les tissus fcetaux en fin de grossesse
(145,146). Etant donné que le cortisol est impliqgué dans la maturation des poumons du faetus
en fin de grossesse (147), une équipe chinoise a suggéré qu'il puisse également jouer un réle
dans la parturition, et plus particulierement dans la rupture des membranes fcetales. Ainsi,
dans I'amnios, le cortisol conduit a la dégradation des collagenes de type 1l (136) et | (137),
linduction de la MMP-7 (138) et la diminution d’expression de la lysyl oxydase LOX,
appartenant a un groupe de protéines impliquées dans la formation de pontages entre les
collagénes et I'élastine (139). Cette méme équipe s’est aussi intéressée aux roles de
'amyloide sérique Al (SAAL), dont la concentration protéique augmente avec le travail dans

I'amnios. La SAAL conduit a une augmentation d’expression des MMP-1, 2, 8, 9 et 13, a une




diminution d’expression de la lysyl oxydase LOXL1, a une activité plus importante des MMP-

2 et 9 et a une dégradation du collagéne de type | (148,149).

L'ensemble de ces travaux montre que la dégradation de la matrice extracellulaire, qui
connecte I'amnios et le chorion, est un événement clé dans la rupture des membranes faetales

a terme.

Apoptose :
Plusieurs travaux ont porté sur I'établissement de I'apoptose, une mort cellulaire

programmeée, au sein des membranes foetales a terme. En effet, Runi¢ et al. ont prouvé la
mise en place d'une apoptose dans les membranes fcetales a terme, notamment par
I'observation de noyaux apoptotiques et I'expression du récepteur Fas, acteur majeur de cette
mort cellulaire. L'index apoptotique est également plus important dans le chorion a terme par
rapport a des échantillons prélevés plus précocement (150). De plus, des fragments de
cellules, ou corps apoptotiques, ont été retrouvés dans les membranes fcetales a terme
prélevées avant travail, majoritairement dans la couche trophoblastique du chorion et dans la
ZAM (151). Les travaux de M. El Khwad et ses collaborateurs ont montré que les formes totale
et clivée de la protéine PARP-1 — dont le clivage empéche son activité de réparation de I'ADN
et constitue un événement caractéristique de I'apoptose — sont davantage retrouvées en ZAM
par rapport a la ZIM a terme (48,131). L’équipe de M. Lappas a mis en évidence une importante
apoptose en ZAM (152), et notamment une plus forte expression de marqueurs apoptotiques
dans le chorion en ZAM rapport a la ZIM, que ce soit avant ou apres le travail (142). Elle a
également démontré que les facteurs de transcription FoxO1l acétylé, FoxO3 et FoxO4,
connus pour étre impliqués dans des phénoménes d’apoptose, sont plus exprimés dans la
ZAM que dans la ZIM (153,154). Harirah et. al ont aussi démontré de I'apoptose dans la ZIM.
En effet, I'index apoptotique est trois fois plus important dans la couche trophoblastique de la
ZIM apres travail vs avant travail. La choriodécidue de la ZIM présente aussi une plus forte
expression de la Caspase-3 active (pro-apoptotique) et une plus faible expression de Bcl-2

(anti-apoptotique) aprés travail (155).

Quelques études ont porté plus spécifiquement sur I'apoptose au sein de 'amnios. En
effet, I'apoptose des cellules épithéliales amniotiques et I'activité des caspases-3 et 8 dans
'amnios sont plus importantes au terme de la grossesse, comparé aux stades plus précoces
(156). Cette mort cellulaire s’est également révélée augmentée dans I'amnios avec le travail a
terme (157). De plus, le cortisol induit 'apoptose des cellules épithéliales de I'amnios (158).
Enfin, chez le rat, les cellules épithéliales de I'amnios subissent une mort cellulaire par

apoptose juste avant le début du travail (134).




Ces études mettent en évidence un phénoméne d’apoptose dans les membranes
foetales au terme de la grossesse, et ce, plus particulierement dans la ZAM. Cette mort
cellulaire étant mise en place avant I'accouchement, elle contribue au programme de

fragilisation des membranes.

Inflammation :

La réaction inflammatoire est un processus de défense de I'organisme qui fait suite a
la reconnaissance d'un signal de danger. Si ce signal est d’origine pathogénique (e. g. une
bactérie) I'inflammation est dite septique, mais s'il s’agit d'une molécule endogéne (e. g.
cristaux d’acide urique) l'inflammation est dite stérile. Quel que soit I'origine du signal de
danger, la réaction inflammatoire est caractérisée par la reconnaissance de ce signal, le
recrutement de cellules du systéeme immunitaire et I'élimination de la source de I'inflammation.
Le role central de I'inflammation dans le travail et I'accouchement est aujourd’hui bien connu.
L’intensification de I'inflammation au sein des membranes fceetales avec le travail a terme (159—

167) a aussi posé la question de son implication dans la rupture des membranes feetales.

Certaines équipes se sont particulierement intéressées a la ZAM. Ainsi, I'étude de L.
Marcellin et ses collaborateurs a mis en évidence des modifications immunitaires en ZAM,
similaires au rejet de greffe, juste avant le début du travail. En effet, a la fin de la grossesse,
les trophoblastes chorioniques changent leur phénotype et présentent des haplotypes
capables d’activer les cellules immunitaires maternelles, menant localement a un processus
inflammatoire (168). Ces résultats sont en accord avec I'étude transcriptomique de Nhan-
Chang et al. montrant un enrichissement des voies de signalisation en rapport avec
l'inflammation et la réponse immune dans le chorion de la ZAM comparé au chorion de la ZIM,
apres accouchement a terme (133). Une autre étude a montré une augmentation d’expression
de la molécule chimioattractante SLIT3, connue pour promouvoir la migration de leucocytes
en cas d'inflammation (169), en ZAM comparé a la ZIM (170). La ZAM semble donc étre le

siege de phénoménes inflammatoires importants.

Plusieurs travaux ont mis en évidence des liens entre l'inflammation et d’autres
processus impliqués dans la rupture des membranes feetales. Ainsi, Kumar et al. ont démontré
gue les cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-1[3, dont les concentrations augmentent dans
le liguide amniotique avec le travail a terme (171,172), induisent une diminution de I'expression
protéique de TIMP-3, tandis que celle de MMP-9 est augmentée, de méme que le clivage de
la PARP-1, menant & une fragilisation des explants de membranes fcetales identique a celle
observée en ZAM (173). De plus, le TNFa diminue I'expression des fibulines 1, 3 et 5, et

augmente celle des MMP-9 et MMP-2 dans les cellules épithéliales et mésenchymateuses de



'amnios (132). Le TNFa induit également une activité plus importante de MMP-9 (174) et une
apoptose (175) dans les membranes foetales. L’inflammation peut donc conduire a un
remodelage de la matrice extracellulaire et a I'apoptose au sein des membranes fcetales.
Cependant, des ligands pro-inflammatoires peuvent aussi amplifier I'inflammation, créant ainsi
une « boucle d’'inflammation ». Par exemple, le TNFa et IL-1 stimulent la production de IL-8,
un facteur chimioattractant des neutrophiles, dans I'amnios et le chorion (176-178). lls
induisent aussi I'expression des IL-6 et 8 et des chimiokines CXCL1 et CCL2 dans des cellules

épithéliales amniotiques (179).

Des études récentes ont établi un lien entre I'inflammation et la sénescence des
membranes foetales, permettant également de mieux comprendre les relations décrites ci-
dessus entre 'inflammation et d’autres processus. En effet, Behnia et al. ont démontré que la
sénescence augmente dans les membranes foetales avec le travail a terme, de méme que la
concentration de marqueurs pro-inflammatoires du SASP alors que la concentration de
marqueurs anti-inflammatoires du SASP diminue dans le liquide amniotique (123). L’étude de
Polettini et al. sur un modele murin a, par la suite, permis d’établir un lien de causalité entre la
sénescence et la sécrétion de cytokines dans le liquide amniotique (106). Ainsi, et selon les
modeles actuels, les cellules des membranes feetales devenues sénescentes a la suite d'un
stress oxydatif, acquiérent un Phénotype Sécrétoire Associé a la Sénescence et liberent
notamment des cytokines, des chimiokines, des facteurs de croissance et des enzymes de
dégradation de la matrice extracellulaire. Ces sécrétions promeuvent une inflammation et un

remodelage de la matrice extracellulaire.

En plus des molécules du SASP, les cellules libérent des Motifs Moléculaires Associés
aux Dommages cellulaires (DAMP), ou alarmines, suite au stress oxydatif, a la sénescence et
a l'inflammation qu’elles subissent. Ce sont des molécules endogenes intracellulaires ayant
un réle pro-inflammatoire a I'extérieur de la cellule. Il s'agit par exemple de la protéine
chromatinienne HMGBL1, la protéine de choc thermique HSP70, I'histone H3, IL-33, des
fragments de télomeéres, I'acide urique et des fragments d’ADN de cellules fcetales. Une
interconnexion entre les effets des SASP et des DAMP a été proposée. En effet, des
séquences synthétiques mimant des fragments de télomeéres induisent la sénescence de
cellules épithéliales amniotiques ainsi que I'expression et la libération des IL-6 et 8, sous la
dépendance de cette sénescence (180). De plus, HMGB1 conduit a I'activation des MAPK-
p38, marqueurs de la sénescence, et I'expression des récepteurs de type Toll TLR2 et TLR4,
impligués dans l'inflammation (181). Enfin, le ligand pro-inflammatoire TNFa induit la libération
de IL-6 (molécule du SASP), sous la dépendance de la sénescence, dans des cellules

épithéliales amniotiques (182). Les SASP et les DAMP peuvent donc produire une « boucle




d’'inflammation et de sénescence » et sont responsables d’'une inflammation stérile globale

des membranes foetales, c’est-a-dire non causée par des pathogénes.

Ces signaux inflammatoires se propagent ensuite aux tissus adjacents et participent a
la parturition. Cette propagation se fait notamment grace aux exosomes, décrits comme étant
des petites vésicules extracellulaires encapsulant les molécules du SASP et les DAMP. En
effet, une étude in vivo a montré que, dans le sang de souris gestantes, le nombre d’exosomes
contenant des médiateurs inflammatoires augmente progressivement au cours de la gestation.
De plus, l'injection d’exosomes, récoltés en fin de gestation, dans la cavité intra-péritonéale
de souris en milieu de gestation provoque une mise bas prématurée, associée a une
augmentation de médiateurs inflammatoires dans le col utérin, les membranes fcetales et
'utérus (183). La méme équipe a également démontré que les cellules épithéliales
amniotiques peuvent produire des exosomes et que leur contenu varie selon [I'état
physiologique de la cellule dont ils proviennent. Par exemple, a la suite d’'un stress oxydatif,
les exosomes contiennent davantage de HMGB1, HSP70, fragments de téloméres et MAPK-
p38 phosphorylées (184,185). De plus, une étude in vitro a montré que les exosomes
provenant de cellules épithéliales amniotiques conduisent a une réponse inflammatoire dans
des cellules déciduales et myométriales maternelles (186). De méme, le traitement de cellules
myométriales avec HMGBL1 stimule I'expression de la Cyclooxygénase 2 (COX-2), impliquée

dans les contractions utérines, et des genes pro-inflammatoires TNFa et IL-6 (122).

L'inflammation joue donc un réle capital dans la rupture des membranes fcetales et sa
propagation induit la synthése de signaux associés au travail dans les tissus adjacents. Les
voies de signalisation régulant cette inflammation ne sont cependant pas encore totalement
connues. L'équipe de M. Lappas ceuvre particulierement pour lidentification des acteurs

moléculaires impliqués dans I'inflammation des membranes foetales (179,187-195).

Transition épithélio-mésenchymateuse :

Plusieurs articles ont fait état d'un lien entre la production de MMP et la transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) dans divers tissus et cellules, au cours de processus
cancéreux ou développementaux (196—200). Se basant sur ces observations et sur le fait que
les niveaux d’expression de certaines MMP augmentent dans les membranes foetales en fin
de grossesse, une équipe a récemment mis en évidence une association entre le travail
obstétrical et la TEM au sein d’échantillons d’amnios récoltés a terme. En effet, la proportion
de cellules mésenchymateuses par rapport aux cellules épithéliales est multipliée par six entre
des échantillons prélevés avant et apres travail. Les auteurs ont également démontré une plus

faible résistance de I'amnios aux forces de pression suite a I'induction moléculaire de la TEM



(201). Cette premiére étude suggére donc une implication de ce phénoméne dans la rupture
des membranes fcetales a terme. Les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans

la TEM au sein des membranes restent cependant a éclaircir.

Etirement :

Comme évoqué précédemment, l'étirement des membranes foetales augmente
progressivement au cours de la grossesse dans la cavité utérine et, bien gu’elles aient une
grande résistance aux forces de tension, I'étirement n’est pas sans conséquence sur les
membranes. En effet, il a été démontré que I'étirement d’explants de membranes foetales
conduit & une augmentation d’expression de la protéine MMP-9, du ratio MMP-9/TIMP-1, de
I'expression de IL-8 et de I'activité de la MMP-1 (202—204). De plus, le contenu en collagéne
et élastine est réduit suite a I'étirement de I'amnios alors que I'activité des MMP et la quantité
de glycosaminoglycanes, responsables du gonflement et de la déstabilisation de la matrice
extracellulaire, sont augmentées (205,206). Ainsi, I'étirement stimule des changements
biochimiques au sein des membranes foetales, contribuant a leur fragilisation a terme. De plus,
I'étirement de cellules épithéliales amniotiques et d’explants de membranes foetales conduit a
une augmentation de I'expression de COX-2 et de la production de la Prostaglandine E:
(PGE_y) deux facteurs associés au travail (205—-208). L’étirement des membranes faetales peut
donc également étre impliqué dans la production et la propagation de signaux associés au

travail au niveau de l'interface foeto-maternelle.

Pour conclure, I'ensemble des travaux décrits dans cette partie montre que des
facteurs biochimiques, cellulaires et physiques préparent les membranes fcetales pour la
rupture a terme, au moment du travail. Les contractions utérines, qui ont longtemps été
considérées comme I'élément déclencheur de cette rupture, apportent en fait simplement le
point final a cet événement. Située au carrefour entre les divers facteurs impliqués dans la
rupture, I'inflammation semble étre une étape charniére dans ce processus et a été au centre

de ce travail de thése.

La rupture des membranes fcetales a terme fait intervenir I'ensemble des événements
décrits ci-dessus. L'équipe de R. Menon s’est particulierement intéressée a la chronologie de
ces événements afin de proposer un modéle de rupture des membranes foetales au cours de
I'accouchement (Figure 16) (124,209,210).
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Figure 16 : Modele représentant les signaux impliqués dans | a maturation des

membranes foetales a terme ainsi que leur propagation aux tis Sus Vvoisins.

1. La quantité d’Espéces Reéactives de I'Oxygene (ERO) est augmentée dans la cavité
amniotique a terme.

2. Les ERO provoquent une sénescence des cellules épithéliales amniotiques, dépendante des
télomeres et de l'activation des MAPK-p38. Le vieillissement naturel des membranes fcetales
provogue aussi la sénescence.

3. Les cellules en sénescence acquierent un Phénotype Sécrétoire Associé a la Sénescence
(SASP) et liberent, entre autres, des cytokines, chimiokines, facteurs de croissance et enzymes
de dégradation de la matrice, contribuant a la mise en place d’une inflammation.

4. Le SASP induit la sénescence des cellules amniotiques voisines.

5. En plus des molécules du SASP, les cellules liberent aussi des Motifs Moléculaires Associés
aux Dommages cellulaires (DAMP). Les molécules du SASP et les DAMP sont libres ou
encapsulés dans des exosomes.

6. Le SASP et les DAMP favorisent le recrutement de cellules immunitaires par chimiotaxisme.
7. L'ensemble des processus conduisent a une inflammation stérile.

8. Les signaux pro-inflammatoires se propagent aux tissus voisins, ce qui favorise la mise en
place du travail.

HMGB1 = High Mobility Group Box 1 protein
HSP = Heat Shock Protein

IL = Interleukin
(Adapté de Menon R., Human Fetal Membranes at Term: Dead Tissue or Signalers of Parturition?, 2016)




Selon ce modele, le stress oxydatif, qui est de plus en plus important au fil de la
grossesse, conduit a une accumulation d’ERO dans la cavité amniotique qui provoquent la
sénescence des cellules épithéliales amniotiques. Cette sénescence, dépendante des
télomeres, est médiée par I'activation des MAPK-p38. Par la suite, les cellules en sénescence
acquierent un SASP et libérent notamment des cytokines, des chimiokines, des facteurs de
croissance et des enzymes de dégradation de la matrice extracellulaire. Ces molécules
accélerent la sénescence des cellules amniotiques avoisinantes, conduisent a la dégradation
de la matrice extracellulaire et favorisent I'inflammation. Le stress oxydatif, la sénescence et
inflammation induisent aussi la libération de DAMP par les cellules amniotiques. Les
molécules du SASP et les DAMP sont libérées de la cellule sous forme libre ou sont
encapsulées dans des exosomes (vésicules extracellulaires). Leur propriété chimioattractante
permet de recruter des leucocytes qui participent, avec les molécules du SASP et les DAMP,
a la mise en place d'une inflammation dite stérile car non générée par un pathogéne. Ces
signaux pro-inflammatoires se propagent ensuite aux tissus adjacents (chorion, décidue,
myomeétre, col utérin) afin d’'induire des changements liés au travail, concourant ainsi a
I'accouchement. Ces changements incluent, entre autres, lI'inflammation et le recrutement de
leucocytes dans la décidue, l'arrét de l'effet anti-contractant de la progestérone sur le

myomeétre et la maturation du col utérin via I'inflammation.

Bien que relativement complet, ce modéle présente quelques lacunes. En effet,
'apoptose n’est pas abordée ici, alors que I'équipe de R. Menon a démontré 'induction de
I'apoptose par le stress oxydatif sur des explants de membranes feetales (110). La sénescence
et I'apoptose sont deux voies de mort cellulaire différentes. Il a été démontré que des cellules
sénescentes sont résistantes a l'apoptose (211), suggérant ainsi que la sénescence des
cellules des membranes foetales n’est pas suivie de leur entrée en apoptose. Les raisons pour
lesquelles une cellule se dirige vers un destin apoptotique ou sénescent ne sont pas encore
totalement élucidées. Cependant, certains auteurs suggérent que le type et l'intensité d’'un
stress, ainsi que le type de cellule touché par ce stress, sont des déterminants importants dans
le choix de la réponse cellulaire (211). Afin d’expliquer la présence de cellules sénescentes et
apoptotiques au sein des membranes fcetales, il est donc supposable que, selon son type
cellulaire et la nature et la dose de stimuli présents dans son environnement proche, une

cellule puisse entrer en apoptose ou en sénescence.

De plus, ce modéle ne prend pas en compte les zones ZAM et ZIM, et semble
considérer que l'ensemble des événements décrits ci-dessus touche la totalité des
membranes feetales. Or, comme évoqué précédemment, des différences morphologiques et
biochimiques entre ces deux zones ont clairement été établies. A ce jour, la raison pour

laquelle la ZAM est située uniquement en regard du col utérin n’est pas déterminée et plusieurs



théories ont été proposées. Un gradient de concentration de signaux moléculaires entre les
pbles supérieur et inférieur de la cavité amniotique a tout d’abord été évoqué (133), mais il
semble difficile de conserver un tel gradient en raison des mouvements foetaux, et méme
maternels. Une autre hypothése concerne [limplication du col utérin. En effet,
'assouplissement du col, correspondant a la premiere étape du remodelage cervical,
commence dés le premier trimestre de grossesse chez la femme, soit bien avant le terme
(212). Cet assouplissement impliqgue notamment des modifications de la matrice extracellulaire
du col conduisant a une diminution de la résistance aux forces de tension (213). Ces
modifications pourraient se propager aux membranes fcetales situées en regard du col, et plus
particulierement au chorion qui lui fait face. De méme, les membranes fcetales situées en
regard du col utérin sont dépourvues, ou presque, de décidue qui constitue pourtant un support
physigue pour les membranes et qui contribue a I'apport de nutriments et d’'oxygéne (98,214).
Il est donc possible que les membranes foetales situées a cet endroit soient particulierement
fragilisées du fait de la diminution des ressources et de I'absence de support. Enfin, il est
connu gque la croissance des membranes foetales s’arréte a partir de la seconde moitié de la
grossesse (12). Ainsi, les membranes doivent s'étirer pour s’adapter a la croissance rapide de
'utérus et cet étirement pourrait affecter plus particulierement I'intégrité des membranes

situées au pole inférieur de I'utérus.

La rupture des membranes fcetales est programmée pour survenir au terme des neuf
mois de grossesse, au cours du travail. Cependant, dans des cas pathologiques, la rupture

des membranes peut avoir lieu prématurément.

Dans le domaine obstétrical, la rupture prématurée des membranes faetales est définie
comme étant une rupture des membranes avant le début du travail. Elle peut avoir lieu a tout
age gestationnel. On parle donc, dans la littérature, de « Rupture Avant travail des Membranes
foetales » (en anglais, Prelabor Rupture Of Membranes, PROM). Si elle a lieu avant le terme,
elle est qualifiée de « Rupture Avant travail et avant terme des Membranes foetales » (en
anglais, preterm Prelabor Rupture Of Membranes, pPROM) (95,215). Il est a noter que
certains auteurs utilisent le terme « Premature » au lieu de « Prelabor », mais, dans ce
contexte, « Premature » signifie seulement « avant le début du travail » et n'implique pas un

arrét précoce de la grossesse. Ces différentes dénominations sont la cause de hombreuses



confusions dans la littérature, il est donc préférable d'utiliser le terme « Prelabor » qui empéche

toute ambiguité.

Dans 8 a 10% des grossesses a terme, les femmes présentent une PROM. Dans ce
cas, I'accouchement a bien lieu a I'issue des neuf mois de grossesse, mais la rupture des
membranes fcetales se produit avant le début du travail. Cependant, le travail commence peu
de temps aprés la rupture des membranes ; pour la moitié des femmes, I'entrée en travail se
fait dans les 12 heures qui suivent la rupture, et dans 85% des cas, le travail commence dans
les 48 heures (95). Les pPROM concernent 2 a 4% des grossesses singletons et 7 a 20% des
grossesses gémellaires (95). Elles sont également responsables d’environ un tiers des
naissances prématurées (216) et 20% de la mortalité périnatale (95). Les PROM sont

associéees a des taux élevés de mortalité et morbidité maternelles et périnatales (217-224).

Les PROM peuvent avoir des conséquences a la fois sur la mére et sur I'enfant a naitre.
Du c6té maternel, la PROM est associée a un risque de décollement placentaire, encore
appelé hématome rétroplacentaire (225-228). Il s’agit d'un détachement du placenta de
l'utérus avant la naissance du bébé. Nelson et al. ont supposé que la réduction rapide du
volume utérin et de la surface intra-utérine, due a la pPROM, puisse causer le décollement
placentaire (229). De plus, 'endométrite post-partum, une inflammation de 'endomeétre ayant
lieu aprés la naissance du bébé, est une complication fréquente chez les femmes ayant vécu
une pPROM (230), et plus particulierement si I'accouchement s’est fait par césarienne (231).
Mais le risque majoritaire de la PROM pour la mére est la chorioamniotite, I'inflammation du
placenta et des membranes fcetales (230). La chorioamniotite peut étre causée par I'ascension
de germes génitaux (232) ou par contamination suite a des actes médicaux invasifs tels que
le touché vaginal (233,234) ou encore le monitoring interne de la fréquence cardiaque du bébé
(235). L'incidence de la chorioamniotite est directement liée a la durée de la période de
latence, correspondant au temps entre la rupture des membranes foetales et la naissance du
bébé. En effet, plus la période de latence est longue, plus le risque de développer une
chorioamniotite est élevé (236,237). De plus, une méta-analyse de Cochrane a conclu que le
risque d’infection maternelle (endométrite et/ou chorioamniotite), faisant suite & une PROM,
diminue si la période de latence est réduite par I'induction du travail (238). Cependant, la
période de latence est inversement proportionnelle a I'dge gestationnel auquel la PROM a eu
lieu (239,240), le but étant de retarder au maximum la naissance en cas de pPROM, jusqu’'a
ce gue le risque infectieux devienne trop important. La chorioamniotite peut aussi étre la cause

de PROM ce qui sera discuté par la suite.




Du coté foetal, le prolapsus et la compression du cordon ombilical dus a
I'oligohydramnios sont des complications retrouvées en cas de PROM (92,241). Le défaut
d’irrigation qui en résulte peut avoir de graves conséquences sur le nouveau-né, allant des
troubles neurologiques au déces par asphyxie (242—-244). De plus, la PROM est associée a
un risque d’infection néonatale et ce risque est d’autant plus élevé que la période de latence
est longue (238,245). Le risque d'infection néonatale est également plus important si une
infection est détectée chez la mére (246,247). Enfin, la naissance prématurée est la
complication majeure de la pPROM. On distingue trois niveaux de prématurité : la prématurité
modérée (naissance entre la 32¢ et 36° SA), la grande prématurité (naissance entre la 28¢ et
31° SA) et la trés grande prématurité (naissance avant 28 SA) (248). Les conséquences sur
le nouveau-né et le futur enfant varient, notamment en fonction de I'age gestationnel au
moment de la naissance. Les troubles fréquemment rencontrés touchent les poumons
(dysplasie broncho-pulmonaire, infections respiratoires), les intestins (entérocolite
nécrosante), les organes sensoriels (rétinopathie du prématuré, myopie, hypermétropie,
surdité), la peau (jaunisse) et le systéme nerveux-moteur (paralysie cérébrale, épilepsie,
troubles cognitifs, dyspraxie, déficit de I'attention) (249). En France et au Royaume-Uni, deux
grandes études nationales, Epipage et EPICure respectivement, ont été menées sur des
enfants nés prématurément afin notamment d’étudier les causes de la prématurité, d’évaluer
le devenir des enfants a long terme et d’établir des lignes de conduite pour une prise en charge
adaptée (250,251).

De nombreux facteurs de risque de la PROM ont été identifiés a ce jour et peuvent étre
classés en quatre catégories : les facteurs maternels, médicaux, environnementaux et foeto-
utéro-placentaires. Au vu de ses conséquences néfastes, les études épidémiologiques ont

surtout porté sur les facteurs de risque de la pPROM.

Parmi les facteurs maternels, un accouchement prématuré ou une pPROM survenus
au cours d’'une précédente grossesse sont associés a un risque plus important de subir une
pPROM pendant la grossesse suivante (252—258). Les cas de pPROM récurrentes ont ainsi

suggéré une dimension génétique a cette pathologie et ce point sera discuté par la suite.

Des facteurs comportementaux ont aussi été associés a la pPROM tels que la
consommation de tabac (257—-262) ou de drogues (263—266) pendant la grossesse. De plus,

il a été démontré que l'usage de tabac ou de drogues réduit la période de latence en cas de




pPROM, par rapport a des femmes ayant une pPROM mais ne consommant pas ces
substances (267). Quelques études ont montré une corrélation entre le tabagisme passif et le
risque de pPROM, mais des études a plus grande échelle et sur une plus longue période sont
nécessaires pour confirmer ces résultats (268—270). Pour étudier les effets du tabac sur les
membranes feetales, les équipes utilisent le CSE ou le CSC — qui correspondent aux particules
présentes dans la fumée de cigarette — ou bien, des systémes d’exposition directe a la fumée
de cigarette. Ces études ont révélé que le tabac induit un stress oxydatif et une sénescence,

responsables de la fragilisation des membranes foetales (106,109,110,271).

L'aspect nutritionnel de la mére a aussi son importance dans I'étiologie de la pPROM.
En effet, un indice de masse corporelle trop faible (272,273) ou trop élevé (274-276) est
associé a un risque de pPROM. Une déficience en vitamine C jouerait également un réle dans
la survenue de la pPROM puisque la supplémentation en vitamine C chez des femmes
enceintes réduit l'incidence de cette pathologie (277,278). De plus, il a été montré que la
concentration en vitamine C est réduite dans le sang maternel en cas de pPROM (279-281)
et dans I'amnios a terme en cas de PROM (282). La vitamine C est connue pour étre impliquée
dans le maintien du réseau de collagénes (283-288). L'anémie maternelle est un autre facteur
de risque de la pPROM (289,290). Allen et al. ont proposé que I'hypoxie causée par I'anémie
puisse conduire a un stress maternel et feetal, qui stimule la synthése de la corticolibérine (ou
Corticotropin-Releasing Hormone, CRH) (291). La CRH est connue pour réguler positivement
I'expression d’acteurs moléculaires impliqués dans la rupture des membranes fcetales (292).
De plus, des concentrations élevées de CRH dans le sang maternel ont été reliées a un risque
de pPROM (293). Enfin, le diabéte a également été corrélé a la pPROM (294-296). De
nombreuses études ont permis de mettre en relation les Produits Terminaux de Glycation
Avanceée (ou Advanced Glycation End products, AGE), fortement présents chez les personnes
diabétiques (297), avec la dégradation de la matrice extracellulaire et I'induction d'un stress
oxydatif, deux mécanismes impliqués dans la fragilisation des membranes fcetales (298,299).
Une étude effectuée sur du sang maternel a d’ailleurs corrélé un niveau élevé de AGE au
risque de pPROM (300).

Parmi les facteurs de risque maternels de la pPROM, I'aspect ethnique a aussi été
étudié et il a été démontré que le risque de pPROM sporadique ou récurrente est plus élevé
chez les femmes afro-américaines que chez les femmes caucasiennes (301,302). Quelques
équipes ont tenté d’expliquer ce phénomeéene. Jones et al. ont montré que la taille des
téloméres dans le chorion est plus courte chez les femmes afro-américaines que chez les
femmes caucasiennes, suggérant un vieillissement plus rapide ou une exposition accrue de
ce tissu au stress oxydatif chez ces femmes (121). De plus, des polymorphismes touchant des

genes impligués dans la synthése et 'lhoméostasie de la matrice extracellulaire (MMP-8, MMP-




9, SERPINHL1) ont été identifiés chez des nouveau-nés de femmes afro-américaines issus de
pPROM et ont été corrélés a un risque de pPROM (303-305). Plus récemment, dans trois
articles de Modi et al., le séquencage réalisé sur I’ADN de nouveau-nés afro-américains apres
une pPROM a permis d'identifier des variants génétiques associés a la pPROM affectant des
génes impliqués dans la synthése du collagéne, l'immunité innée et la défense
antimicrobienne (306-308).

Des interventions médicales sont également associées a un risque de pPROM. En
effet, le cerclage cervical, technique invasive permettant de fermer le col utérin, augmente le
risque de pPROM (256,275,309), ceci pouvant étre causée par une infection (310).
L’amniocentése, qui consiste a prélever du liquide amniotique pendant la grossesse en
traversant le ventre de la mere et les membranes fcetales, est aussi un facteur de risque de la
pPROM (311).

L’exposition a des polluants environnementaux — tels que les métaux lourds (plomb,
chrome, vanadium), les gaz (monoxyde de carbone, oxyde d'azote, dioxyde de soufre) et les
particules fines — peuvent avoir de graves conséquences sur la grossesse, dont la pPROM.
En effet, plusieurs études ont montré une corrélation entre un niveau élevé de plomb dans le
sang maternel ou les tissus placentaires et la pPROM (312—-316). La pPROM a également été
corrélée a un taux élevé de chrome (317) et de vanadium (318) dans les urines maternelles.
Une étude japonaise a constaté que les femmes enceintes vivant prés d’'une grande voie
routiere ont un risque plus important de donner naissance prématurément a leur enfant a
cause d’'une pPROM (319). Une étude espagnole sur les polluants atmosphériques a montré
gue le risque de pPROM est fortement augmenté en cas d’exposition a des oxydes d’'azote et
des particules fines PM2,5 (320). Une autre étude réalisée en Australie a montré une relation
entre le niveau de particules fines PM2,5 dans l'air et le risque de pPROM (321). Les travaux
de Wallace et al. ont montré gu’une exposition au monoxyde de carbone et au dioxyde de
soufre pendant toute la grossesse, ainsi qu'une exposition aigiie a I'ozone, augmentent le
risque de PROM (322). L'exposition a des nitrates, sous-produits des agents de désinfection
de I'eau, a également été reliée a un risque de pPROM dans une étude australienne (323).
Bien que tous ces travaux aient établi une corrélation entre I'exposition a des polluants et le
risque de pPROM, des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer les

mécanismes moléculaires sous-jacents.




En ce qui concerne les facteurs faeto-utéro-placentaires, il est connu qu’une entrée en
travail prématurée est associée a un risque de pPROM, les contractions pouvant fragiliser les
membranes feetales (259,324). De plus, le polyhydramnios est souvent retrouvé comme cause
de la pPROM (258). En effet, la distension excessive de I'utérus qui en résulte pourrait induire
les contractions utérines responsables de la pPROM (325). Pour les mémes raisons, les
grossesses multiples représentent également un facteur de risque important de la pPROM
(95,258,325). En outre, le décollement placentaire, conséquence de la pPROM, peut aussi en
étre la cause (256,326). Des anomalies telles que I'insertion vélamenteuse du cordon ombilical
(insertion du cordon dans les membranes foetales) (327) ou des malformations utérines (328)
sont également associées a la pPROM. De plus, une dilatation précoce du col utérin (258,329)

ou un col utérin trop court (324) sont d’autres causes connues de la pPROM.

La chorioamniotite, ou inflammation du placenta et des membranes fcetales, est une
conséquence mais aussi une cause de la pPROM (330). Elle est le plus souvent causée par
'ascension de pathogénes vaginaux mais a également été diagnostiquée en I'absence de
pathogenes (331,332). Récemment, des experts ont constaté que le terme « chorioamniotite »
est utilisé pour nommer des tableaux cliniques hétérogénes caractérisés par une infection, une
inflammation, ou les deux. Au niveau clinique, ceci peut mener a une prise en charge
inadaptée de la mére et du nouveau-né (par exemple, 'administration inutile d’antibiotiques),
et au niveau scientifique, des confusions entre les chorioamniotites d’origine infectieuse et non
infectieuse peuvent apparaitre dans la littérature. Ces experts ont donc proposé d'utiliser le
terme plus général « Inflammation et/ou Infection Intra-utérine », abrégé « Triple | », afin de

limiter les confusions (333).

Parmi les pathogénes impliqués dans la pPROM, les mycoplasmes ont été
particulierement étudiés. Il s’agit de bactéries appartenant la classe des Mollicutes. Plusieurs
mycoplasmes ont été identifiés dans le tractus génital : Mycoplasma genitalium, Mycoplasma
hominis, Mycoplasma fermentans, Mycoplasma penetrans, Ureaplasma urealyticum et
Ureaplasma parvum (ces deux derniers étant souvent regroupés sous le nom Ureaplasma
spp.) (334). Les Ureaplasma spp. et M. hominis sont des bactéries commensales du tractus
génital mais peuvent tout de méme étre impliquées dans des pathologies si leur
développement s’accroit (335). Elles ont en effet été associées a la pPROM (336—339) et la
chorioamniotite (340-343). Un seul article a suggéré 'implication de M. fermentans dans la
chorioamniotite (344). Pour le moment, ni M. genitalium, ni M. penetrans n’ont été associés a

la pPROM ou la chorioamniotite.




Pour conclure sur ces études épidémiologiques, il semble important d’en analyser les
résultats avec prudence. En effet, la majorité des études sont réalisées dans un seul pays,
voire une seule ville, voire un seul hdpital, et sur des périodes variables, allant de quelques
semaines a une dizaine d’'années. Ces données ne sont donc représentatives que d’une infime
partie de la population mondiale et les mesures de santé publique mises en place a la suite

de ces études doivent étre adaptées aux différents contextes.

Enfin, la diversité et I'abondance des facteurs impliqués dans la rupture prématurée
des membranes feetales démontrent que des mécanismes moléculaires variés peuvent étre

mis en jeu dans le cas de ces ruptures.

Il est important de comprendre que l'ensemble des mécanismes physiques et
biochimiques décrits précédemment comme impliqués dans la rupture physiologique a terme
des membranes faetales, sont également impliqués dans les ruptures prématurées. La
différence entre ces deux types de rupture tient du fait que ces mécanismes sont mis en place
précocement au cours de la grossesse et peuvent étre exacerbés en cas de rupture

prématurée.

Ainsi, un stress oxydatif a été observé en cas de pPROM et est similaire au stress
oxydatif retrouvé a terme (271,345). Plusieurs études ont montré un lien entre le stress oxydatif
et la rupture prématurée des membranes foetales. Par exemple, la concentration de F2-
isoprostane, un marqueur de peroxydation des lipides, est augmentée dans le liquide
amniotigue en cas de pPROM par rapport a une condition sans pPROM (346). La 3-
nitrotyrosine, un marqueur d’oxydation des protéines, est davantage présente dans les
membranes fcetales en cas de pPROM ; de méme, la concentration d’enzymes antioxydantes
est réduite (271,347). D’autres études ont constaté un déséquilibre de la balance oxydation
/antioxydation dans des échantillons sanguins (348-353) ou des liquides de lavage vaginaux
(354) prélevés chez des femmes avant terme ayant subi une pPROM, mettant ainsi en
évidence un stress oxydatif chez ces patientes. Des traitements ayant pour but de réduire le
stress oxydatif ont donc été proposés afin de prévenir la pPROM, comme la supplémentation
en vitamine C (277,278,355), le sélénium (356) ou les statines (357). Certains facteurs de
risque de la pPROM évoqués précédemment sont connus pour induire un stress oxydatif tels
gue la consommation de tabac et de drogues, I'obésité, les infections ou une mauvaise

alimentation (352).



Parmi les conséquences du stress oxydatif, divers travaux ont mis en évidence de la
sénescence et une dégradation des membranes foetales, toutes deux observées en cas de
pPROM.

Une sénescence a en effet été reportée dans les membranes fcetales en cas de
pPROM et apparait similaire a la sénescence observée a terme (271). En effet, des marqueurs
de sénescence (phosphorylation des MAPK-p38, perte de la laminine B1 et présence de la
SA-B-gal) sont majoritairement retrouvés dans les membranes fcetales avant terme avec
pPROM par rapport a sans pPROM (347). Dans les mémes conditions, la taille des téloméres
des cellules des membranes faetales est réduite (117), tout comme l'index d’activité de la
télomérase dans les trophoblastes chorioniques (358), suggérant un vieillissement intrinséque
précoce des tissus ou une action du stress oxydatif. Peu d’études se sont intéressées au
Phénotype Sécrétoire Associé a la Sénescence dans le cadre de la pPROM. A ce jour, une
seule a porté sur le profil protéique du contenu des exosomes retrouvés dans le liquide
amniotique avant terme avec ou sans pPROM. Des protéines principalement liées a
linflammation sont surreprésentées dans les exosomes avec pPROM (359). La méme équipe
s’est aussi intéressée aux exosomes présents dans le sang maternel et a constaté, cette fois,
qgue les voies de signalisation associées a l'inflammation, les coagulopathies et le stress
oxydatif sont surreprésentées en cas d'accouchement prématuré sans pPROM comparé a
avec pPROM (360).

Une forte déstabilisation de la matrice extracellulaire est un élément clé dans la mise
en place des pPROM et a été largement documentée. Plusieurs travaux ont mis en évidence
un effet du stress oxydatif sur le remodelage de la matrice extracellulaire dans divers tissus,
montrant son action sur l'activité ou I'expression d’enzymes de remodelage, ou bien,
directement sur les composants de la matrice (361-364). La concentration en collagenes, leur
synthese et la résistance a la protéolyse dans les membranes fcetales issues de PROM a
terme sont réduites par rapport a une situation sans PROM, alors que l'activité collagénolytique
est augmentée (282,365,366). De méme, I'expression de la décorine, un protéoglycane de la
matrice extracellulaire, est réduite en cas de pPROM (367). En outre, de trés nombreux
travaux ont montré que la pPPROM s’accompagne d’'une importante dérégulation d’expression,
de concentration et/ou d’activité d’enzymes impliquées dans le remodelage matriciel, telles
que les MMP-1, 2, 7, 8, 9, 14, les TIMP-1, 2 et LOX, dans le liquide amniotique et/ou les
membranes fcetales, allant en faveur d’'une dégradation de la matrice extracellulaire des
membranes foetales (171,368—-381). Des modéles animaux ont confirmé ces résultats en
montrant une relation entre une dégradation de la matrice extracellulaire et une mise bas
prématurée (382-384).



Des phénoménes d’apoptose ont aussi été mis en évidence au sein de membranes
foetales issues de pPROM. En effet, le nombre de cellules apoptotiques, l'activité de la
caspase-3, I'expression de génes pro-apoptotiques (p53, Bax, TNFa) et la fragmentation de
I’ADN sont plus importants en cas de pPROM comparé a sans pPROM, alors que I'expression
d’'un gene anti-apoptotique (Bcl-2) est diminuée (358,385-389). Il a également été démontré
gu’une forte expression de la caspase-3 ou du Facteur Inducteur de I’Apoptose (AlF), ou bien,

une faible expression de Bcl-2, augmente le risque de pPROM (390).

Dans un article novateur, Richardon et al. ont découvert des microfractures dans les
membranes foetales faisant suite a un remodelage tissulaire normal pendant la grossesse.
Leur nombre est augmenté en cas de pPROM par rapport a des échantillons avant terme sans
rupture des membranes, mais aussi en cas d'induction d'un stress oxydatif. Ces résultats
pourraient donc suggérer que le remodelage tissulaire est moins efficace en cas de pPROM

et de stress oxydatif, ce qui fragiliserait ces tissus (25).

Enfin, des phénomenes inflammatoires sont retrouvés dans I'étiologie de la pPROM.
Ces phénomenes sont le plus souvent associés a une infection, mais peuvent aussi survenir
en I'absence de pathogénes ; I'inflammation est alors dite stérile. Ainsi, certains marqueurs de
I'inflammation ont été identifiés en cas de pPROM dans le liquide amniotique, le placenta ou
le sang maternel, tels que les IL-1B, 2, 6, 8, 12, 16 et 18, le TNFaq, I'interféron vy, le Facteur de
Croissance Epidermique (EGF), la Molécule d’Adhésion Intercellulaire 1 soluble (sICAM-1) et
la Protéine C Réactive (CRP) (391-397).

Les infections engendrent des mécanismes connus pour participer a la fragilisation et
la rupture précoces des membranes fcetales, tels que l'apoptose, linflammation et le
remodelage de la matrice extracellulaire. Il existe de trés nombreux articles traitant de ce sujet
et seuls quelques exemples seront présentés ici. Ainsi, des études in vitro ont montré que le
virus Influenza provoque I'apoptose des cellules du chorion et stimule la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires (398,399). Le lipopolysaccharide ou LPS (utilisé pour mimer une infection
par des bactéries a Gram négatif) provoque quant a lui I'expression de genes impliqués dans
'apoptose et dans le remodelage matriciel, ainsi que la production de cytokines pro-
inflammatoires dans des explants de membranes foetales (400-404). D’ailleurs, le milieu de
culture récolté apres traitement d’explants de membranes foetales par le LPS induit une
activation et une migration de neutrophiles (405). De plus, les membranes foetales issues de
pPROM présentent plus de noyaux apoptotiques si la pPROM est associée a la
chorioamniotite (406). En cas de pPROM et d’infection, de fortes concentrations amniotiques
de MMP-3 (407), MMP-1 (375), MMP-7 (376) et MMP-8 (374) sont également retrouvées, et

une diminution d’expression de la décorine dans les membranes foetales est aussi observée




(367). Enfin, il est intéressant de noter qu’une stimulation infectieuse du c6té chorionique
provoque une réponse inflammatoire et une production d’enzymes de remodelage matriciel
plus importantes qu’une stimulation du cdté amniotique, suggérant que, du fait de sa proximité
avec des pathogénes vaginaux, le chorion soit plus sensible que I'amnios aux infections
(401,408-410).

Pour I'heure, quelgues équipes ont commencé a étudier I'inflammation stérile dans le
cadre de la pPROM, apportant ainsi les premieres informations sur ce mécanisme récemment
reconnu comme primordial dans la rupture des membranes fcetales. En effet, Romero et al.
ont montré que la concentration amniotique de HMGB1 est plus élevée en cas de pPROM par
rapport a une situation avant terme avec membranes intactes, suggérant une association entre
la rupture et ce DAMP (411). Une équipe chinoise a également montré qu’au niveau
placentaire, I'expression de HMGB1 est plus élevée en cas de pPROM comparé a des
placentas récoltés a terme, et il en est de méme pour la concentration de HMGB1 dans le sang
maternel (412). Dans les mémes conditions, I'expression de HMGB1 dans les membranes
foetales et la présence de sa forme active dans le liquide amniotique sont augmentées (181).
Ces données préliminaires suggerent que I'inflammation stérile, médiée par les alarmines, est
impliquée dans la pPROM. L’inflammation stérile pourrait étre provoquée par une
augmentation du stress oxydatif causée par divers facteurs de risque évoqués précédemment,
dont une infection. En effet, I'infection provoque une inflammation septique et les dommages

cellulaires causés par l'infection peuvent conduire a une inflammation stérile.

Enfin, I'étirement physique des membranes fcetales peut également conduire a la
pPROM, par exemple en cas de polyhydramnios ou de grossesse multiple, au cours desquels

les membranes feetales sont soumises a un étirement intense (258,325).

Face a certains cas inexpliqués ou récurrents de pPROM, la notion de prédisposition
génétique a la pPROM a été suggérée et étudiée. Comme évoqué précédemment, certains
polymorphismes retrouvés chez les nouveau-nés issus de pPROM dans les populations Afro-
Américaines ont été reliés a cette pathologie (303-305). Des Polymorphismes d'un Seul
Nucléotide (SNP) maternels ont également été associés a un risque de pPROM. Par exemple,
un SNP dans le gene du Cluster de Différenciation CD14, codant pour un récepteur
responsable de la reconnaissance du LPS, a été associé a une plus forte susceptibilité a la
pPROM ; il conduirait & une réaction immune exacerbée en cas d’'infection bactérienne (413).
Un autre SNP, touchant cette fois le promoteur du géne Fas et diminuant son expression, a
été associé a un risque plus élevé de pPROM, sans pour autant que la raison biologique n’ait

été identifiée (414). De plus, un SNP affectant le promoteur du géne du TNFa a été corrélé a



un risque de pPROM ; les auteurs ont suggéreé que cet allele puisse conduire a une production
exacerbée de TNFa en réponse a des stimuli activateurs présents dans le tractus vaginal
maternel (415). Enfin, une étude réalisée sur une population chilienne a montré que des
variants de genes impliqués dans le métabolisme de la matrice extracellulaire sont associés a
un risque de pPROM (416).

Pour conclure, I'ensemble des données présentées ici montrent que la rupture
prématurée, tout comme la rupture physiologique a terme, est un phénomene multifactoriel.
La pPROM est une maladie touchant les membranes foetales, c’est pourquoi la plupart des
études ayant pour but d’en comprendre les mécanismes portent directement sur ces tissus.
Cependant, des modifications sont également observées au niveau du col utérin (417) et du
placenta (412,418) en cas de pPROM, suggérant que les membranes fcetales, bien gqu’elles

soient la cible de cette pathologie, ne sont pas les seuls tissus impliqués.

Foo @

Cette premiére partie a permis de faire un tour d’horizon de I'ensemble des
phénomeénes impliqués dans la rupture des membranes fcetales, que celle-ci se produise a
terme ou de maniére prématurée. Ainsi, il apparait désormais évident que ce phénoméne fait
intervenir de nombreux acteurs moléculaires et de nombreuses voies de signalisation
cellulaires, conduisant plus ou moins précocement a une fragilisation de 'amnios et du chorion.
Mon travail de thése a porté sur les phénoménes inflammatoires de la rupture des membranes

foetales, en se focalisant plus particulierement sur un de ses acteurs, I'inflammasome.
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Figure 17 : Fonctionnement schématique d’un inflammasome.

Suite a la reconnaissance d'un signal de danger par une cellule, l'inflammasome est
assemblé. Il est constitué de trois types de molécules : le récepteur, I'adaptateur et la pro-
caspase-1. Lassemblage de [linflammasome permet Ila Ilibération de médiateurs

inflammatoires par la cellule et entraine sa mort par pyroptose.
(Adapté de Schroder K., © The University of Queensland, 2017)



| - ACTEURS ET FONCTIONNEMENT DES INFLAMMASOMES

Face a une exposition quasi-constante a des pathogénes ou autres signaux de danger,
’Homme a développé un systéme immunitaire extrémement complexe pour les repérer et s’en
défendre. Le systéme immunitaire inné constitue ainsi la premiére ligne de défense de
I'organisme. Il correspond a une réponse immune immédiate et rapide, mettant en jeu diverses
cellules (immunitaires ou non) et une grande variété de mécanismes moléculaires.

Parmi les molécules impliqguées dans la réponse immunitaire innée, des plateformes
de signalisation multiprotéiques intracellulaires, nommées « inflammasomes » (Figure 17),
font particulierement I'objet d’attention depuis la découverte du premier inflammasome en
2002 par I'équipe de Jurg Tschopp (419). Suite a la reconnaissance de signaux de danger,
d’'origine pathogénique ou non, le role des inflammasomes est d’activer des processus
inflammatoires et d'induire une mort cellulaire spécifique de [linflammation appelée
« pyroptose ». De nombreuses études sont venues compléter les travaux de Jurg Tschopp et
ses collegues, apportant des informations sur les différents types d'inflammasomes, les
acteurs moléculaires qui les composent, leurs mécanismes d’action intracellulaires et leurs

systemes de régulation.

Les inflammasomes sont des complexes multiprotéiques intracellulaires composés de
trois types d’acteurs moléculaires : un récepteur (aussi appelé senseur), la pro-caspase-1 et
un adaptateur reliant ces deux protéines. Ces trois acteurs s’assemblent & la suite d'un stimuli

pro-inflammatoire (Figure 17 ).

Les récepteurs de l'immunité innée sont regroupés sous le nom de Récepteurs de
Reconnaissance de Motifs moléculaires (PRR, Pattern Recognition Receptor). lls ont pour role
d’initier la réponse immune en reconnaissant des signaux de danger d’origine pathogénique
ou non pathogénique. En fonction de leur localisation dans la cellule, ils sont divisés en deux
classes : les PRR membranaires (situés a la surface de la cellule mais aussi a la membrane
des endosomes) et les PRR cytosoliques. Cette répartition permet ainsi de détecter les
signaux de danger présents a l'extérieur et a l'intérieur de la cellule (420). Les PRR sont
ensuite divisés en familles en fonction de I'homologie de leurs domaines protéiques (421).

Ainsi, deux familles de PRR membranaires ont été identifiées : les Récepteurs Lectine de type



C (CLR, C-type Lectin Receptor) et les Récepteurs de type Toll (TLR, Toll-Like Receptor). Les
familles de PRR cytosoliques, quant a elles, sont au nhombre de quatre : les Récepteurs de
type NOD (NLR, Nucleotide-binding and Oligomerization Domain (NOD)-Like Receptor), les
Récepteurs de type RIG-I (RLR, Retinoic acid-Inducible Gene-I (RIG-I)-Like Receptor), les
Récepteurs de type AIM (ALR, Absent-In-Melanoma (AIM)-Like Receptor) et les Pyrines
(420,422). Le Récepteur aux Produits terminaux de Glycation Avancée (RAGE) ne fait pas
officiellement partie des PRR mais il peut aisément étre considéré comme tel au vu de son
implication dans de nombreux processus inflammatoires (423). Bien qu’initialement décrits
dans les cellules immunitaires, les PRR sont également exprimés par des cellules non
immunitaires telles que les fibroblastes gingivaux (424), les cellules épithéliales intestinales
(425) et les cellules endothéliales (426), mais aussi dans des cellules de la sphére placentaire
comme les trophoblastes placentaires (427), les amniocytes (428) ou encore les cellules
déciduales (429).

Les PRR peuvent détecter des signaux provenant de pathogenes, nommés « Motifs
Moléculaires Associés aux Pathogenes » (PAMP), mais aussi des signaux de danger de
nature non pathogénique appelés « Motifs Moléculaires Associés aux Dommages cellulaires »
(DAMP) ou « alarmines » (420). Il est & noter que, par abus de langage, beaucoup d’auteurs
parlent de « molécule DAMP » ou « molécule PAMP », mais un PAMP ou un DAMP désigne
un motif moléculaire, soit une petite partie d’'une molécule, reconnue par un PRR, et non une
molécule entiére (430). De plus, le terme PAMP est parfois considéré comme incorrect car il
suppose que seuls les micro-organismes pathogénes produisent des motifs reconnus par les
PRR. Or, des micro-organismes non pathogénes — les micro-organismes commensaux —
produisent eux aussi des motifs détectés par les PRR, ce qui permet au systeme immunitaire
de distinguer les bactéries commensales des bactéries pathogénes et ainsi, de ne pas les
attaquer. La reconnaissance des micro-organismes commensaux ne conduit donc pas a une
réponse inflammatoire (431-433). Le terme PAMP est ainsi parfois remplacé par le terme plus

général « Motifs Moléculaires Associés aux Micro-organismes » (MAMP) dans la littérature.

Pour étre qualifiés de PAMP, les motifs pathogéniques doivent répondre a trois
critéres : (i) leur structure principale est inchangée au sein d’'une classe donnée de micro-
organismes, (ii) ce sont des motifs uniqguement produits par le micro-organisme permettant
ainsi une distinction avec les molécules du soi, et (iii) ce sont des motifs essentiels pour la
survie du micro-organisme et donc difficiles pour lui a modifier (430). Les PAMP peuvent étre
présents sur des protéines (flagelline, porine...), des lipides (LPS, lipomannane...), des

glycanes (peptidoglycane, glucane B(1—3)...) ou des acides nucléiques (ADN, ARN) (430).




NLR

Sous-

. NLRA NLRB NLRC NLRP NLRX
famille

CITA NAIP NOD1 NLRP1 NLRX1
NOD2 NLRP2
NLRC3 NLRP3
NLRCA4 NLRP4
NLRC5 NLRP5

NLRP6
NLRP7
NLRPS8
NLRP9
NLRP10
NLRP11
NLRP12
NLRP13
NLRP14

Membres

Tableau 2 : Sous-familles et membres des Récepteurs de type N OD (NLR) identifiés
chez 'Homme.

Les membres de la famille NLR sont classés en quatre sous-familles en fonction du domaine
amino-terminal des protéines : NLRA (Acidic transactivation Domain (AD)), NLRB
(Baculovirus Inhibitor of apoptosis protein Repeat (BIR)), NLRC (Caspase Recruitment
Domain (CARD)), NLRP (Pyrin Domain (PYD)) et NLRX (CARD-related X effector domain).
La sous-famille NLRX a été créée car le domaine amino-terminal de son seul membre,
NLRX1, n'a pas assez d’homologie avec les domaines amino-terminaux connus jusqu’'a
présent. NLRX1 est présent dans la mitochondrie.

CIITA = Class Il major histocompatibility complex Transactivator
NAIP = Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein

NOD = Nucleotide-binding and Oligomerization Domain
(Adapté de Yeretssian G., Effector functions of NLRs in the intestine: Innate sensing, cell death, and disease,
2012)

Figure 18 : Représentation schématique

A -
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'Homme.
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CITA, HET-E et TP1
_ NAD = NACHT-Associated Domain
( ) PYD NACHT D NAD CARD = Caspase Recruitment Domain
' ;qﬁ.na PYD = Pyrin Domain
) FIIND = Function-to-Find Domain
vy -1 FIIND Q CARD LRR = Leucine Rich Repeat

(Adapté de Yeretssian G., Effector functions of
NLRs in the intestine: Innate sensing, cell death,
and disease, 2012)



Les DAMP, déja évoqués auparavant, sont quant a eux des motifs de molécules endogénes,
naturellement présentes dans les cellules, mais libérées dans le milieu extracellulaire suite a
une mort cellulaire. Il s’agit par exemple de la protéine chromatinienne HMGB1, des protéines
de choc thermique HSP70 et HSP90, de I'histone H3, de IL-33, de fragments de téloméres,
de I'ATP ou encore de I'acide urique (420).

Seuls les PRR cytosoliques peuvent former un inflammasome, méme s'il a été
démontré que certains d’entre eux n’en forment pas (434-437). Les PRR membranaires, quant
a eux, ne peuvent pas former d'inflammasomes mais jouent tout de méme un réle primordial
dans la réponse inflammatoire. En effet, la reconnaissance d’'un ligand pro-inflammatoire par
certains PRR membranaires entraine la mobilisation d’inflammasomes dans la cellule.
L'implication des PRR membranaires dans la réponse inflammatoire et leur collaboration avec

les inflammasomes seront discutées par la suite.

La suite de cette seconde partie introductive portera plus particulierement sur une
sous-famille de NLR, les protéines NLRP (Tableau 2), dont la structure est schématiquement
représentée en Figure 18 . Toutes les protéines NLRP possédent un domaine central NACHT,
acronyme des protéines NAIP, CIITA, HET-E et TP1. Des études sur NLRP3 et NLRP7 ont
montré que le domaine NACHT permet une auto-oligomérisation du NLRP dépendante de
'ATP, participant ainsi a 'assemblage de I'inflammasome et la réponse immune (438,439). De
plus, les protéines NLRP contiennent toutes un Domaine Associé a NACHT (NAD) qui a
également été montré comme impliqué dans I'oligomérisation pour NLRP7 (440). En outre, a
I'exception de NLRP10, tous les NLRP possédent un domaine carboxy-terminal (C-terminal)
formé de Répétitions Riches en Leucines (LRR, Leucin-Rich Repeat). Par analogie avec le
domaine LRR des récepteurs TLR, qui interagit directement avec un ligand (comme le LPS,
des lipopeptides ou des ARN double brin (441)), il a été proposé que le domaine LRR des NLR
en fait de méme (442). Cependant, l'interaction physique entre un ligand et le domaine LRR
des NLRP est pour I'instant a I'état de spéculation et n'a pas encore été formellement prouvée
(443). Le domaine LRR permettrait également une auto-inhibition de la protéine NLRP en
I'absence de stimuli. Une fois un ligand détecté, le domaine LRR changerait de conformation
pour libérer les autres domaines de la protéine. Cette fonction d’auto-inhibition par le domaine
LRR n’a pour I'heure été démontrée que sur le NLRC4 murin (444). De plus, ces deux réles
supposés du domaine LRR — soit la détection de ligands et I'auto-inhibition du NLRP —
pourraient bien étre remis en cause car un article récent a démontré, dans des macrophages

murins, que le domaine LRR de NLRP3 n’est nécessaire ni pour son activation suite a la
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Figure 19 : Représentation schématique de I'adaptateur ASC chez 'Homme.
L'adaptateur ASC est formé de deux domaines : un domaine Pyrine (PYD) et un domaine de

Recrutement de Caspase (CARD).

(Adapté de Yeretssian G., Effector functions of NLRs in the intestine: Innate sensing, cell death, and disease,
2012)




stimulation par ses ligands, ni pour son auto-inhibition (445). D’autres études sont donc
nécessaires pour mieux comprendre le rdle du domaine LRR des NLRP. Il est & noter que le
récepteur NLRP1 posséde deux autres domaines, en plus du LRR, dans sa partie C-
terminale : un domaine CARD (Caspase Recruitment Domain), qui pourrait recruter la
caspase-1 (443), et un domaine FIIND (Function-to-Find Domain), dont I'action auto-
protéolytique est nécessaire a I'activité de NLRP1 (446). Pour finir, le domaine amino-terminal
(N-terminal) des NLRP correspond au domaine Pyrine (PYD, Pyrin Domain). Le domaine PYD
des NLRP interagit avec I'adaptateur de I'inflammasome, nommé ASC (Apoptosis-associated
Speck-like protein containing a CARD domain), permettant ainsi la transduction du signal

inflammatoire. La structure et le réle de I'adaptateur seront détaillés ci-aprés.

La protéine ASC a été identifiée pour la premiére fois en 1999 par Masumoto et al. a
la suite de I'induction de I'apoptose dans une lignée cellulaire humaine de promyéloblaste
(447). Par la suite, la méme équipe a détecté la protéine ASC dans de nombreux types
cellulaires humains, appartenant ou non au systéme immunitaire (448). La localisation
subcellulaire de la protéine ASC, sans aucun stimulus, est controversée. Certains auteurs ont
retrouvé cette protéine dans le cytosol (447), ou dans le cytosol et le noyau (449,450), ou bien
uniquement dans le noyau (451-453) dans divers types cellulaires. Les premiers travaux ont
montré un rble pro-apoptotique d’ASC (447,454), puis, son implication dans la formation

d’'inflammasomes a été particulierement étudiée.

L'adaptateur ASC est formé de deux domaines protéiques, un domaine Pyrine (PYD)
du cbté N-terminal et un domaine de Recrutement de Caspase (CARD) du cbdté C-terminal
(Figure 19), appartenant tous deux a la superfamille des « domaines de mort ». ASC joue le
réle d'intermédiaire entre le récepteur et un autre acteur de l'inflammasome, la pro-caspase-
1. Pour cela, il réalise des interactions homotypiques : son domaine PYD interagit avec le
domaine PYD du récepteur et son domaine CARD interagit avec le domaine CARD de la pro-
caspase-1. L'assemblage de l'inflammasome est donc dépendant de I'adaptateur ASC.
NLRP1 et NLRC4 possédent un domaine CARD leur permettant également d'interagir
directement avec le domaine CARD de la caspase-1, mais l'utilisation de I'adaptateur ASC
améliore tout de méme l'activation de la caspase-1 et la réponse inflammatoire qui suit
(443,455).

Les interactions homotypiques ne se limitent généralement pas a la formation de
diméres, mais favorisent plutot I'assemblage de plateformes de signalisation oligomériques.

Ainsi, il a été démontré, chez 'Homme et la souris, que la protéine ASC s’assemble en formant
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Figure 20 : Représentations schématiques du speck (A), d’un inflammasome (B) et d’'un
filament d’ASC (domaines PYD, C).

Le speck est un assemblage dinflammasomes (ici, exemple avec NLRP3). Pour chaque
inflammasome, les récepteurs NLRP3 (vert) s’assemblent entre eux, formant un cluster de NLRPS3.
Les protéines ASC se fixent aux domaines PYD des récepteurs et forment un filament d’ASC, via
'assemblage en quinconce de leurs domaines PYD (bleu). Les domaines CARD d’ASC (rouge)
permettent le recrutement de la pro-caspase-1 qui sera clivée en caspase-1 (jaune). Les pro-

caspase-1 sont présentées ici comme des filaments.
(Adapté de Hoss F., Assembly and regulation of ASC specks, 2017)
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Figure 21 : Structure de la caspase-1 et modéle d’activation chez la souris.

La pro-caspase-1 murine est formée de trois domaines : un pro-domaine ou domaine CARD, un
domaine p20 et un domaine pl0. Les connecteurs CDL et IDL séparent les domaines (A). Les
diméres de caspase-1 peuvent prendre diverses formes selon les clivages ayant lieu au niveau de
CDL et/ou IDL (B). Lors de son activation, la pro-caspase-1 est recrutée au niveau de
'inflammasome par les domaines CARD d’ASC (1). La dimérisation de deux protéines permet de
former la forme p46 (2). Aprés clivage des IDL, la forme la plus active p33/p10 est générée et clive
ses substrats (3). Pour finir, les CDL sont clivés a leur tour formant la forme p20/p10 (4), le dimere
se détache de l'inflammasome et les sous-unités se séparent (5).

(Adapté de Boucher et al.,, Caspase-1 self-cleavage is an intrinsic mechanism to terminate inflammasome activity,
2018)




des filaments hélicoidaux (Figure 20). Ces filaments sont de longs cylindres creux ayant un
diametre intérieur de 20 A et un diamétre total de 90 A (456,457). lls sont formés par des
interactions en quinconce entre les domaines PYD d’ASC. Dans des cellules non stimulées,
les monomeéres ASC restent sous forme libre et soluble (458). Cependant, apres la détection
d’un stimulus, les récepteurs de I'inflammasome changent de conformation et interagissent
entre eux, via leurs domaines NACHT, pour former un cluster de domaines PYD, servant
d’ancrage pour la formation de filaments d’ASC (457). Plusieurs filaments sont ainsi formés et
les domaines CARD d’ASC, restés libres a I'extérieur du filament, jouent deux réles. D’'une
part, ils permettent de lier les filaments entre eux pour former un complexe macromoléculaire
globulaire de 1 & 2um de diameétre, pres du noyau, et nommé « speck » (soit littéralement un
« grain » dans la cellule), correspondant au regroupement de tous les filaments d’ASC (459).
D’autre part, les domaines CARD d’ASC peuvent interagir avec les domaines CARD des
protéines pro-caspase-1, permettant la transduction du signal pro-inflammatoire (449).
L'inflammasome est donc formé par un cluster de récepteurs, un filament d’ASC et la fixation

de protéines pro-caspase-1.

Découvertes en 1992 (460,461), les caspases sont des protéases a cystéine clivant
spécifiqguement leurs substrats aprés un résidu aspartate. Elles sont divisées en deux classes
selon leur fonction : les caspases pro-apoptotiques (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) et les caspases
pro-inflammatoires (caspases 1, 4 et 5; caspase 11 murine) (462). Seules les caspases pro-

inflammatoires font I'objet d'attention ici, et plus particulierement la caspase-1.

La caspase-1 est tout d'abord synthétisée sous forme de pro-caspase-1, un précurseur
inactif. Ce précurseur est composé de trois domaines (Figure 21 A) : un pro-domaine (ou
domaine CARD) en position N-terminale, un domaine p20 central (contenant le site catalytique
de I'enzyme) et un domaine p10 du c6té C-terminal. Les domaines CARD et p20 sont séparés
par le connecteur CDL (CARD Domain Linker) alors que les domaines p20 et p10 sont séparés
par le connecteur IDL (Interdomain Linker). La pro-caspase-1 est le dernier acteur recruté pour
former un inflammasome complet et ce recrutement permet d’activer cette enzyme. L'équipe
de K. Schroder a récemment déterminé la séquence des événements impliqués dans l'auto-
maturation de la caspase-1 murine liée a I'inflammasome NLRP3 (Figure 21 B et C ). Selon
son modéle, la caspase-1 est recrutée a I'inflammasome via son domaine CARD qui interagit
avec un domaine CARD des filaments d’ASC. La proximité des protéines pro-caspase-1
permet l'interaction de deux protéines entre elles ; le dimere créé correspond a la forme p46.

Puis, les connecteurs IDL sont auto-clivés, permettant I'obtention de la forme intermédiaire




p33/p10, forme pleinement active, capable de cliver ses substrats. Ceci est suivi d’'un auto-
clivage des connecteurs CDL, libérant d'un cété les pro-domaines, et de I'autre, le tétramére
p20/p10. Ce dernier se dissocie ensuite de linflammasome et les deux sous-unités se
séparent. Ainsi, selon ce modeéle, ce n’est pas la forme p20/p10, longtemps considérée comme
la forme active, qui porte la capacité de clivage de la caspase-1, mais la forme intermédiaire
p33/p10 (463). Ceci peut étre expliqué par le fait que I'équipe de K. Schroder a travaillé sur
des cellules (macrophages murins), alors que les précédentes études visant a déterminer la

forme active de la caspase-1 consistaient en des études biochimiques (460).

Une fois maturée grace a l'inflammasome, la caspase-1 clive les pro-IL-1B et 18 en
leurs formes actives, permettant ainsi la propagation d'un signal inflammatoire aprés leur
libération dans le milieu extracellulaire. La caspase-1 clive également la gasdermine-D et le
fragment N-terminal ainsi généré est impliqué dans une mort cellulaire associée a

l'inflammation appelée « pyroptose » (464).

Plusieurs études ont mis en évidence une implication d'autres caspases dans la
réponse inflammatoire en lien avec l'inflammasome. Ainsi, il a été démontré que la caspase-8
joue un réle dans la transcription de genes impliqués dans la formation de I'inflammasome ou
dans la réponse inflammatoire dépendante de I'inflammasome (i. e. le récepteur NLRP3 et la
pro-IL-1B) (465). Des études ont également montré que la caspase-8 peut étre recrutée au
niveau de l'inflammasome NLRP3 (465) ou NLRC4 (466), ou elle est impliquée dans la
maturation de la pro-caspase-1. Enfin, il a méme été montré que la caspase-8 peut former un
inflammasome capable de cliver la pro-IL-1B dans des cellules dendritiques murines
déficientes pour la caspase-1 (467). Le rble des caspases-4 et 5, dont I'orthologue murin est
la caspase-11, a aussi fait I'objet d’attention dans la voie de signalisation de l'inflammasome.
Ces caspases sont impliquées dans la voie non-canonique d’activation de I'inflammasome. En
effet, il a été démontré que les caspases-11, 4 et 5 peuvent activer indirectement
linflammasome NLRP3 menant a la libération d'interleukines (468-470). Elles peuvent
également cliver et activer directement la gasdermine D (471,472). Cette voie hon-canonique

sera abordée a nouveau par la suite.

Le récepteur NLRP, I'adaptateur ASC et la pro-caspase-1 sont donc les trois acteurs
moléculaires formant l'inflammasome. Cependant, de nombreuses autres protéines sont

impliquées dans la signalisation et dans la régulation des inflammasomes.
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Figure 22 : Voie canonique d’activation de I'inflammasome N LRP3.

L'étape de priming, qu’il soit transcriptionnel ou non, fait suite a l'activation de récepteurs
membranaires par des signaux de danger (e. g. LPS) ou des cytokines (e. g. TNFa, IL-1). L'étape
d’activation permet I'assemblage de I'inflammasome NLRP3. Plusieurs mécanismes sont impliqués
dans l'activation tels gu’'une variation de la concentration en ions (Na*, K* et Ca?"), une
déstabilisation des phagolysosomes et un stress mitochondrial. Linfammasome formé est
fonctionnel et clive la pro-caspase-1 en caspase-1. Cette derniére clive et active les pro-IL-1p et 18,
impliqguées dans la réaction inflammatoire, ainsi que la gasdermine D, impliqguée dans la formation
de pores membranaires responsables de la pyroptose.

TNF = Tumor Necrosis Factor ; TNFR = Tumor Necrosis Factor Receptor ; IL = Interleukin ; IL1R =
Interleukin-1 Receptor ; LPS = Lipopolysaccharide ; TLR = Toll-Like Receptor ; NF-kB = Nuclear
Factor-kappa B ; ROS = Reactive Oxygen Species ; ADNmt = Acide Désoxyribonucléique
mitochondrial ; ATP = Adenosine Triphosphate ; P2X7R = Purinergic Receptor P2X7 ; NLRP3 =
Nucleotide-binding and Oligomerization Domain-Like Receptor, Pyrin Domain containing protein 3 ;

ASC = Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD domain.
(Adapté de Groslambert M. et Py B., NLRP3, un inflammasome sous contréle, 2018)




L’inflammasome NLRP3 est I'inflammasome de type NLRP le mieux décrit a ce jour.
Deux voies d’activation sont connues : la voie canonique (ou classique) et la voie non-
canonique. L’activation et le fonctionnement de I'inflammasome NLRP3 dans ces deux voies
seront développés dans cette partie afin d'illustrer le mécanisme général du fonctionnement

des inflammasomes NLRP.

Dans la voie canonique, deux étapes sont nécessaires pour former un inflammasome
NLRP3 fonctionnel : une premiere étape dite de « priming » (aussi appelée «signal 1 »),
permettant la transcription et/ou le recrutement d’acteurs inflammatoires, et une seconde étape
d’activation de I'inflammasome (aussi appelée « signal 2 »), correspondant a I'assemblage d’'un

complexe multiprotéique actif, induit par des signaux d’'activation (Figure 22).

Au cours de I'étape de priming, un signal de danger de type PAMP ou DAMP est
reconnu par un récepteur PRR membranaire ou cytosolique. Par exemple, le récepteur
membranaire TLR4 interagit avec le LPS (473) ou encore les protéines S100A8 et S100A9
(474), et le récepteur cytosolique NOD2 reconnait le muramyl dipeptide (475,476). Certaines
cytokines peuvent également induire I'étape de priming telles que le TNFa ou IL-18 via leurs
récepteurs respectifs (477,478). Selon la littérature, suite a la reconnaissance d'un ligand,
deux types de priming existent : un priming transcriptionnel et un priming non transcriptionnel
(479). Le priming transcriptionnel a été le premier décrit et correspond a la transcription de
génes impliqués dans la réponse inflammatoire, notamment NLRP3 et IL-1f3, suite a la
stimulation d'un PRR. Dans ce cas, la transcription est déclenchée par la voie NF-kB, dont
I'activation dépend de diverses protéines intracellulaires recrutées suite a la reconnaissance
du ligand pro-inflammatoire. Ce type de priming, qualifié de tardif, permet in fine la synthése
de nouvelles protéines. Le priming transcriptionnel est nécessaire pour I'expression de
certains substrats comme la pro-IL-13 et la pro-caspase-1. La transcription d’ASC, quant a

elle, est stimulée ou non selon les études (478,480—484).

En ce qui concerne, le priming non-transcriptionnel, il ne dépend pas de la synthése
de nouveaux transcrits et protéines, mais repose sur des modifications post-traductionnelles
des protéines NLRP3 présentes dans la cellule a un niveau basal. Par exemple, la stimulation
du TLR4 par le LPS dans des macrophages murins conduit au priming non-transcriptionnel de

NLRP3 par désubiquitination (485). De méme, la Kinase c-Jun 1 (JNK1) phosphoryle




rapidement NLRP3 apres stimulation du TLR4 par le LPS dans des macrophages murins
immortalisés (486). Les auteurs distinguent le priming non-transcriptionnel précoce, mis en
place 10 a 30 minutes aprés I'engagement d’un récepteur, et le priming non-transcriptionnel
intermédiaire s'il est mis en place 30 minutes a 1 heure aprés I'engagement du récepteur. Le
priming non-transcriptionnel est également médié par diverses protéines intracellulaires et
nécessite des ERO mitochondriaux (485). Le priming non-transcriptionnel permet de rendre
disponibles les récepteurs NLRP3 qui, aprés le signal d’activation, peuvent former des

inflammasomes.

Ainsi, les deux types de priming seraient mis en place successivement. Dans un
premier temps, le priming non-transcriptionnel répond au signal de danger par I'assemblage
rapide de l'inflammasome NLRP3, via des modifications post-traductionnelles. Puis, dans un
second temps, le priming transcriptionnel apporte une réponse plus robuste et durable en
amplifiant I'expression de NLRP3. Il est & noter que les modifications post-traductionnelles
n'ont pas seulement lieu a I'étape de priming, d’autres sont observées lors de la seconde

étape, celle de I'activation ou assemblage de I'inflammasome (479).

Au cours de I'étape d’activation, le récepteur NLRP3 détecte un stress cellulaire induit
par le stimulus pro-inflammatoire. Ceci conduit & 'assemblage des récepteurs NLRP3 et de
ses partenaires protéiques en un inflammasome fonctionnel. Méme si les mécanismes précis
de détection du stress cellulaire par NLRP3 et les voies de signalisation qui en découlent ne
sont pas completement connus, certains signaux activateurs ont toutefois été décrits. Certains
de ces signaux étant inter-reliés, plusieurs d’entre eux peuvent étre retrouvés en méme temps

pour I'activation de NLRP3.

Tout d’abord, I'ouverture de pores membranaires provoque le transport d’'ions de part
et d'autre de la membrane plasmique, faisant varier les concentrations intracellulaires de ces
ions et activant ainsi les protéines NLRP3. Plusieurs mécanismes ont été décrits. Par exemple,
la toxine bactérienne nigéricine — constituant un signal d’activation des inflammasomes
aujourd’hui bien connu — capture le potassium (K*) dans le cytosol et traverse la membrane
plasmigue avec celui-ci conduisant a I'efflux de K* (487). Le canal potassique TWIK2 provoque
également la sortie de K* (488). Le récepteur purinergique P2X7R, quant a lui, est activé par
'ATP extracellulaire, provenant de cellules nécrosées voisines, ce qui provoque I'entrée de
sodium (Na*) et calcium (Ca?*) (489). La libération dans le cytosol de Ca?* par le réticulum
endoplasmique et I'entrée de Ca?* dans la cellule via des canaux ou pores de la membrane
plasmique (e. g. le complexe d'attaque membranaire pour des molécules du complément

(490)) ont aussi été reliées a I'activation de NLRP3.



De plus, une déstabilisation des vésicules phagolysosomales est impliquée dans
I'activation de NLRP3. En effet, des particules telles que la silice, I'amiante, les cristaux de
cholestérol ou d’'acides uriques ou encore I'amyloide-, s’accumulent dans ces vésicules ce
qui provoque leur rupture. Les cathépsines, enzymes de dégradation présentes dans les
phagolysosomes, sont libérées dans le cytosol, de méme que du Ca?*, jouant tous deux un
réle dans I'activation de NLRP3 (491,492). Des specks d’ASC, provenant de cellules mortes
voisines, peuvent également étre encapsulés dans les phagolysosomes et contribuer a

I'activation de NLRP3 une fois ces vésicules rompues (493).

Enfin, les mitochondries sont aussi impliquées dans I'activation de NLRP3, et ce de
trois maniéres différentes. Les ERO mitochondriaux, dont la quantité augmente en cas
d’altération de la chaine respiratoire ou d’inhibition de la mitophagie, sont nécessaires pour
I'étape de priming, comme évoqué précédemment, mais également pour I'étape d’activation
de NLRP3. De plus, 'ADN mitochondrial oxydé, libéré dans le cytosol lors d’un stress oxydatif,
active également NLRP3. Enfin, il a été montré que des éléments mitochondriaux peuvent
fixer NLRP3 et contribuer ainsi a son activation ; il s'agit de la protéine Mitochondriale de
Signalisation Anti-Virale (MAVS), qui détecte I'’ARN viral, et de la cardiolipine, cette derniére

étant anormalement présente a la membrane externe en cas de stress mitochondrial (494).

I est & noter que, comme durant |'étape d'activation, des modifications post-
traductionnelles sont nécessaires pour activer les récepteurs NLRP3. Par exemple, la
désubiquitination de NLRP3 par I'enzyme BRCC3 est nécessaire pour l'assemblage de
'inflammasome (495). De méme, la phosphatase PTPN22 participe a I'activation de NLRP3

en ciblant une sérine du domaine LRR (496).

A lissue des étapes de priming et d’activation, les récepteurs NLRP3 recrutent des
adaptateurs ASC qui forment des filaments mobilisant a leur tour les pro-caspases-1 pour
former un inflammasome actif, puis un speck. Cet assemblage conduit a I'auto-catalyse de la
pro-caspase-1 en caspase-1 active, comme évoqué précédemment (463). La caspase-1 clive
et active les IL-1 et 18 (419,497,498). La libération de ces deux cytokines pro-inflammatoires
permet une propagation du signal inflammatoire afin de recruter et stimuler des cellules du
systeme immunitaire. La caspase-1 clive également la gasdermine D, générant ainsi un
fragment N-terminal actif (aussi appelé fragment pyroptotique ou p30) (499). En effet, avant le
clivage, la partie C-terminale de la gasdermine D inhibe la partie N-terminale (500). Les
fragments pyroptotiques s’assemblent par seize pour former des pores de 10 a 14nm de
diameétre a la membrane plasmique (501). Ces pores induisent une mort cellulaire spécifique

de l'inflammation appelée pyroptose. La formation de pores et la mort cellulaire qui s’en suit




entrainent aussi la libération du contenu intracellulaire, dontles IL-13 et 18 et les specks d’ASC
(502-504).

La voie non-canonique d'activation de I'inflammasome peut étre mise en place au cours
d’une infection par des bactéries a Gram négatif (505). Dans ce cas, le LPS cytosolique, issu
de la dégradation intracellulaire de bactéries, est détecté par la caspase-11 chez la souris ou
les caspases-4 et 5 chez 'Homme provoquant leur oligomérisation et leur auto-activation
(506,507). Ces caspases clivent la gasdermine D qui peut activer I'inflammasome NLRP3 de
deux facons : (i) la gasdermine D forme des pores a la membrane plasmique, créant ainsi un
efflux de K* qui active I'inflammasome NLRP3, ou (ii) la gasdermine D crée des pores dans la
membrane mitochondriale permettant la sortie d’ERO qui activent NLRP3 (471,499,502,508).

Le modéle décrit ici dépeint le fonctionnement de linflammasome NLRP3. Cet
inflammasome est connu pour étre activé par une grande variété de stimuli, c’est pourquoi il
est le plus étudié. Les autres inflammasomes étudiés semblent étre plus spécifiques, par
exemple I'inflammasome NLRP1 est activé par Toxoplasma gondii et par une toxine |étale
produite par Bacillus anthracis, la formation de I'inflammasome NLRC4 est stimulé par des
salmonelles et par les flagelles bactériens, et I'inflammasome de type Pyrine est formé aprés
une stimulation par des toxines de Clostridium difficile, Histophilus somni et Burkholderia

cepacia (455).

La cellule a donc développé de multiples moyens pour reconnaitre des signaux de
danger et propager ces signaux par le biais d’'une inflammation stérile ou septique. Néanmoins,
pour éviter une activation involontaire et excessive d'un inflammasome, ou pour stopper sa

signalisation aprés stimulation, elle doit également développer des systemes de régulation.

Les modifications épigénétiques, I'épissage alternatif de transcrits et les modifications
post-transcriptionnelles constituent un premier niveau de régulation de la voie de signalisation
de linflammasome. En effet, une étude a montré que, dans la lignée monocytaire THP-1,
’ADN du promoteur de NLRP3 est méthylé dans une situation sans stimulus, ce qui permet

de diminuer I'activité du promoteur et d’'inhiber I'inflammasome. Mais, aprés une infection par




exemple par une souche de Mycobacterium tuberculosis, le promoteur est déméthylé, et le
géne NLRP3, est transcrit (509). De plus, I'activation d’inflammasomes pourrait également étre
régulée par des modifications d’histones. En effet, Lui et al. ont constaté une augmentation de
I'expression de NLRP3 chez des patients souffrant de neuropathies douloureuses, ce qui peut
étre empéché en inhibant I'acétylation des histones (510). Hoss et al. ont récemment démontré
que l'activité de I'inflammasome NLRP3 peut aussi étre régulée par un épissage alternatif qui
conduit a la production d'une isoforme ne contenant pas I'exon 5, ce qui rend le récepteur
inactif car incapable de former un inflammasome (511). L'épissage alternatif d’ASC peut
également étre un moyen de réguler I'inflammasome, certaines isoformes étant capables de
former un inflammasome actif, alors que d’autres non (512). Enfin, plusieurs micro-ARN ciblant

et régulant négativement NLRP3 ont été identifiés (513-516).

Les modifications post-traductionnelles constituent un deuxieme niveau de régulation.
Les modifications post-traductionnelles peuvent toucher le récepteur NLRP3, ce qui a déja été
évoqué ci-dessus, mais aussi ses deux autres partenaires protéiques, I'adaptateur ASC et la
caspase-1. En effet, ASC est ubiquitiné par une enzyme du Complexe d’Assemblage
d’Ubiquitines Linéaires (LUBAC) ce qui est nécessaire pour I'assemblage et I'activation de
I'inflammasome NLRP3, sans pour autant qu'il n'ait été déterminé si cette ubiquitination a lieu
a I'étape de priming ou d’'activation (450). L'ubiquitination d’ASC joue également un r6le dans
'arrét de la réponse cellulaire a la fin de I'étape d'activation car elle permet de cibler
I'inflammasome pour une dégradation par le systéme d’autophagie (517). Enfin, Hara et al. ont
montré que l'adaptateur ASC est phosphorylé par les kinases SYK et JNK avant 'étape
d’activation et est nécessaire pour I'oligomérisation d’ASC et la formation du speck, mais pas
pour son recrutement au récepteur NLRP3 (518). La caspase-1 peut également subir des
modifications post-traductionnelles impliquées dans la régulation de I'inflammasome. Ainsi, il
a été montré que la caspase-1 est ubiquitinée dans son domaine CARD par I'enzyme clAP-2
apres une stimulation par des signaux activateurs de I'inflammasome NLRP3, et que ceci est
nécessaire a la production de IL-1f via I'inflammasome (519). Une autre étude a montré que
la caspase-1 est inhibée par I'ion superoxyde via une glutathionylation (ajout du peptide
glutathion) menant ainsi a une diminution de la production de cytokines dépendante de la

caspase-1 (520).

Les protéines POD (PYD-Only Protein) et COP (CARD-Only Protein) sont des
protéines cytoplasmiques constituées respectivement d’'un domaine PYD ou CARD. Elles

servent de leurre et interagissent via des liaisons homotypiques avec des protéines ayant les




mémes domaines, bloguant ainsi I'activation de l'inflammasome (521). Plusieurs études ont
ainsi montré I'effet régulateur des protéines POD et COP sur divers inflammasomes. POP1 et
POP2 se lient & ASC empéchant la formation et I'activation d’inflammasomes dans des
macrophages humains ou murins, respectivement (522,523). POP1 et POP2 inhibent
également la voie de signalisation NF-kB, or, celle-ci est essentielle pour la transcription des
récepteurs des inflammasomes (e. g. NLRP3) et la pro-IL-1f lors de I'étape de priming (523—
525). POP3, quant a lui, ne se lie pas a ASC, mais peut interagir avec AIM2, un des ALR,
inhibant ainsi la formation de I'inflammasome AIM2 (526). L'une des protéines COP les plus
décrites, CARD17, est capable de se lier & la pro-caspase-1 empéchant in fine 'activité des
inflammasomes (527,528). Un autre membre des COP, CARD16, interagit avec la pro-
caspase-1 et sa surexpression bloque la libération de IL-1f lors d’'une stimulation par le LPS
(529,530).

Dans cette partie, une attention particuliere a été portée sur les systéemes de régulation
touchant les acteurs moléculaires formant directement l'inflammasome. Cependant, il ne faut
pas oublier que la régulation de I'inflammasome peut également passer par une régulation
d’autres acteurs tels que les PRR membranaires (531,532), les protéines intracellulaires de

transduction du signal (533) ou encore les interleukines (534).

De nombreuses pathologies impliquant les inflammasomes sont connues a ce jour et

guelques exemples sont abordés ici.

Encore une fois, NLRP3 a été largement étudié dans ce contexte. Ainsi, des mutations
gain de fonction de NLRP3 sont reliées au Syndrome Périodique Associé a la Cryopyrine
(CAPS). Il s’agit d'un groupe de trois maladies auto-inflammatoires caractérisées par de la
fievre, un rash cutané et des troubles squeletto-musculaires. Le CAPS est causé par une
seécrétion accrue de IL-1f3, menant a une inflammation excessive (535). Ce syndrome pourrait
également étre lié a des variations épigénétiques puisque Vento-Tormo et al. ont montré que
la capacité de déméthylation de '’'ADN (nécessaire a I'expression de NLRP3 apres stimulation)
de monocytes prélevés chez des patients CAPS est plus efficace que chez des individus sains
(536). Certains polymorphismes de NLRP3 ont également été associés a des risques de
développer des cancers tels que le mélanome (537) ou le cancer colorectal (538). De plus,
I'expression de NLRP3 se trouve augmentée dans de nombreux cancers (539-543). NLRP3

est également impliqué dans la maladie d'Alzheimer. En effet, les agrégats B-amyloides,




caractéristiques de cette pathologie, stimulent I'inflammasome NLRP3 dans les cellules de la
microglie qui libérent des cytokines pro-inflammatoires. Ces cytokines induisent la production
de facteurs neurotoxiques et de cytokines pro-inflammatoires par les cellules voisines,
participant ainsi a la mort des cellules (492,544,545). Une implication de I'inflammasomes
NLRP3 dans des pathologies hépatiques caractérisées par une inflammation stérile a aussi
été démontré (546). Enfin, I'acide urique, produit en excés et accumulé au niveau des
articulations en cas de goutte, peut activer I'inflammasome NLRP3, provoquant ainsi une

inflammation (547).

D’autres inflammasomes ont été décrits comme impliqués dans des pathologies. Des
mutations dans la Pyrine sont responsables de la Fiévre Méditerranéenne Familiale, maladie
caractérisée par des épisodes de fieévre, une inflammation et des douleurs articulaires et
abdominales (548), dans laquelle une sécrétion accrue de IL-1(3 est retrouvée. Des mutations
rares du géne NLRP12 ont été identifiées dans un groupe de maladies auto-inflammatoires
ressemblant au CAPS et nommé Syndrome Périodique Associé a NLRP12 (NLRP12-APS).
Comme chez les patients CAPS, une augmentation ou une accélération de la sécrétion de IL-
1B par les monocytes est observée chez les patients NLRP12-APS (549,550). Il a aussi été
reporté que des mutations dans les domaines PYD et LRR du géne NLRP1 sont responsables
de pathologies auto-inflammatoires touchant principalement la peau telle que le vitiligo, le
carcinome multiple autorégressif palmo-plantaire, la kératose lichénoide chronique ou encore
le lupus érythémateux systémique, dans lesquelles la production de IL-1B est augmentée
(551-553).

Les pathologies évoquées ici ne sont que quelques exemples non exhaustifs. De trés
nombreux travaux portent sur le réle des inflammasomes au cours de diverses pathologies,
dans le but de développer des thérapies ciblant la voie de signalisation des inflammasomes
(554,555).

Il — INFLAMMASOMES ET GROSSESSE

Le réle des inflammasomes au cours des grossesses normale ou pathologique est de
plus en plus étudié, et ce, dans plusieurs tissus, qu'il s'agisse du placenta, des membranes

foetales, de I'utérus ou méme du foetus lui-méme.




La plupart des études portent sur I'implication des inflammasomes dans les grossesses
pathologiques, ainsi, peu de données sont disponibles sur I'implication des inflammasomes et
la grossesse normale. Ces données ont été obtenues via des études sur le myomeétre, les
membranes faetales et le liquide amniotique, et concernent presque exclusivement le terme

de la grossesse.

A terme, les membranes faetales expriment les transcrits des dix TLR, ainsi que les
protéines NLRP1, NLRP3, ASC, caspase-1, NOD1 et NOD2 (556). De plus, les transcrits et/ou
protéines intervenant dans la voie des inflammasomes (NLRP3, NOD2, caspase-1, caspase-
4, IL-1B) sont plus exprimés avec le travail dans les membranes fcetales (165,557). Gomez-
Lopez et al. ont également démontré que les complexes ASC/caspase-1 sont retrouvés dans
les membranes fcetales a terme, et ce, de facon plus importante aprés le travail (558). Les
specks d’ASC ont été détectés dans les leucocytes de la choriodécidue a terme, surtout aprés
le travail (558). De méme, dans le myomeétre, les transcrits et protéines de NLRP3 et de la
caspase-1 sont plus exprimés a terme apres le travail, et NLRP3 est impliqué dans I'expression
de médiateurs favorisant I'inflammation et le travail (557,559). Ces travaux suggérent donc
gue les inflammasomes sont formés dans les membranes fcetales et le myometre a terme, et

gu'ils contribuent a I'inflammation mise en place dans ces tissus en fin de grossesse.

De plus, I'adaptateur ASC, la caspase-1 et la gasdermine D sont détectés dans le
liquide amniotigue a terme et leur concentration augmente avec le travail (560,561).
L'expression de la gasdermine D augmente également avec le travail dans les membranes
foetales ou cette protéine co-localise avec la caspase-1 et IL-18 (561). Ces données suggeérent
la aussi que la pyroptose est mise en place dans les membranes foetales a terme et qu’elle

peut étre impliquée dans la parturition en fin de grossesse.

Enfin, l'incubation d’explants de membranes foetales avec HMGB1, un DAMP retrouvé
dans les membranes foetales et le liquide amniotique a terme (181,562), induit I'expression de
composants des inflammasomes, comme TLR2, TLR4, NLRP3, AIM2, NOD1, NOD2 et la
caspase-1, ainsi que la sécrétion de IL-1 (181,563). Ceci suggere que des DAMP, présents
naturellement a la fin de la grossesse, peuvent activer les voies de signalisation des

inflammasomes dans les membranes feetales, contribuant ainsi a leur rupture a terme.

Ces données préliminaires tendent donc a montrer une implication physiologique des

inflammasomes au terme de la grossesse.




Les inflammasomes font surtout I'objet d’attention dans le cadre de la pré-éclampsie.
La pré-éclampsie est une pathologie grave de la grossesse et représente la deuxiéme cause
de mortalité maternelle, aprés I’hémorragie post-partum. En cas de pré-éclampsie, le placenta
ne s'implante pas assez profondément dans la muqueuse utérine, conduisant ainsi a un défaut
de vascularisation du placenta, qu’il tente de compenser en provoquant une hypertension
artérielle. Cette pathologie s’accompagne également d’'une inflammation due a la libération de
débris placentaires et de cellules feetales dans le sang maternel (564,565). L'implication des

inflammasomes dans cette pathologie, a I'étiologie complexe, commence a étre étudiée.

Ainsi, les transcrits et protéines de NLRP3, caspase-1, IL-1B3, TNFa et HMGBL1 sont
plus exprimés dans des placentas pré-éclamptiques par rapport a des placentas sains
(566,567). Les transcrits de NLRP3, NLRP1, TLR4, caspase-1, IL-1B, IL-18 et TNFa sont
également plus exprimés dans les monocytes de femmes pré-éclamptiques ; de méme, la
sécrétion de IL-18 et TNFa par ces cellules est plus importante (568,569). De plus, les
transcrits de TLR2, TLR4 et IL-1B, et la protéine NLRP3 sont plus exprimés dans les

neutrophiles de femmes souffrant de pré-éclampsie (570).

Des niveaux sanguins plus élevés d’acide urique sont observés chez les femmes pré-
éclamptiques, avant les signes cliniques (571-573), et plusieurs études ont montré qu'il
pourrait étre impliqué dans I'étiologie de la maladie. En effet, Mulla et al. ont montré que, dans
les trophoblastes placentaires de premier trimestre incubés avec des cristaux d'urate
monosodique (MSU), la sécrétion de IL-18 et I'activation de la caspase-1 sont plus importants
par rapport a une condition sans traitement. Des expériences complémentaires réalisées sur
des lignées trophoblastiques ont montré que cet effet est dépendant d’ASC (574). De plus, les
monocytes prélevés chez des femmes pré-éclamptiques et traités avec le MSU voient
I'expression des transcrits NLRP3, caspase-1, IL-18 et TNFa augmenter, de méme que la
sécrétion de IL-18 et TNFa (568). De méme, les cristaux de cholestérol, dont le niveau sanguin
est également plus élevé en cas de pré-éclampsie, sont impligués dans l'activation de
I'inflammasome NLRP3 dans les explants placentaires (573). Enfin, des études chez la souris
ont montré que l'injection de vésicules extracellulaires, dont la quantité augmente en cas de
pré-éclampsie, entraine une accumulation de plaquettes au niveau du placenta, qui libérent

de I'ATP, ce qui active l'inflammasome NLRP3 dans les cellules trophoblastiques (575).

L'implication des inflammasomes dans d'autres pathologies de la grossesse a été
suggérée suite a des analyses réalisées chez des patientes ayant subi un travail prématuré

ou une pPROM, accompagné ou non d’une infection ou d’une inflammation intra-amniotique.




Lors d’'un travail a terme, I'expression des transcrits et/ou protéines de plusieurs
acteurs des inflammasomes (NLRP1, NLRP3, NLRC4, NOD2, caspase-1, caspase-4, IL-1p,
IL-18) est augmentée dans les membranes fcetales en cas de chorioamniotite (576), de méme
gue le nombre de complexes ASC/caspase-1 (558). Une étude réalisée chez des patientes a
terme avec une chorioamniotite a montré que la concentration d’ASC dans le liquide
amniotique est augmentée si une infection ou une inflammation intra-amniotique est détectée
(577). Ces données suggérent que la réponse inflammatoire observée en cas de

chorioamniotite, qu’elle soit lieée a des PAMP ou des DAMP, implique les inflammasomes.

En cas de travail prématuré, la concentration de la caspase-1 dans le liquide
amniotique est plus élevée si le travail s'’accompagne d’une infection et/ou une inflammation
intra-amniotique, par rapport a une situation de travail prématuré sans infection et/ou
inflammation (560). La gasdermine D a également été détectée dans le liquide amniotique et
les membranes fcetales en cas de travail prématuré, et ce, plus particulierement s'il
s’accompagne d’une inflammation stérile ou une infection intra-amniotique, suggérant que la
pyroptose puisse étre impliquée dans le travail et la naissance prématurés (578). La
concentration de HMGBL1 est plus élevée dans les membranes foetales en cas de travail
prématuré par rapport a un travail a terme (563), et, en cas d’accouchement prématuré, la
concentration de HMGB1 dans le liquide amniotique est augmentée s’il y a une inflammation
intra-amniotique (579). Le travail prématuré semble donc impliquer les inflammasomes, et ce,

d’autant plus s'il s’accompagne d’une infection ou une inflammation intra-amniotique.

Une étude a révélé qu’'en cas de pPROM, I'expression des transcrits et protéines
d'acteurs reliés a la voie de signalisation des inflammasomes (NOD1 et NF-kB) sont
augmentés dans le placenta et les membranes feetales (580). De plus, I'étude de Brickle et al.
a montré que l'autophagie régule négativement la sécrétion de IL-18 par les inflammasomes
dans les membranes fcetales (581). Cette autophagie est justement réduite dans les
membranes fcetales en cas de pPROM (581). Enfin, le séquencage réalisé a partir
d’échantillons sanguins de nouveau-nés a révélé que des mutations de génes impliqués dans
la voie de signalisation des inflammasomes (NLRP10, NOD2) sont uniquement retrouvées en
cas de pPROM, comparé a des grossesses normales a terme (306). Ces données tendent

donc a penser qu’un lien existe entre les inflammasomes et la pPROM.

Enfin, quelques travaux ont porté sur le lien entre les inflammasomes et la fausse
couche. Lu et al. ont montré que I'activité de la caspase-1, de IL-1f et IL-18 est augmentée
chez les femmes subissant des avortements spontanés récurrents et leur modéle murin
suggeére que l'inflammasome NLRP3 est impliqué (582). Une équipe italienne a également

constaté une augmentation d’'expression des protéines NLRP3 et ASC, de l'activité de la




caspase-1 et des niveaux de IL-1f3 et IL-18 dans I'endometre de femmes sujettes aux pertes
récurrentes de grossesse, les prélévements de I'endometre ayant été faits pendant la fenétre
présumée de I'implantation (583). Cette méme équipe a constaté une diminution de ces effets
suite a un traitement de biopsies de 'endométre avec I'acide alpha-lipoique, molécule ayant

des propriétés anti-inflammatoires (584).

La chorioamniotite, la fausse couche, le travail prématuré et la rupture prématurée des
membranes fceetales semblent donc impliquer les inflammasomes, et plus particulierement si
une infection ou une inflammation est détectée. Des études in vivo et in vitro ont permis de
confirmer ces hypothéses et de mieux comprendre les voies de signalisation et les acteurs

engageés, notamment via I'utilisation de DAMP et PAMP.

Ainsi, Gillaux et al. ont montré que les cellules épithéliales amniotiques humaines
expriment les transcrits des dix TLR. L’activation de certains d’entre eux (TLR5, TLR6/2 et
TLR4), par des stimuli pathogéniques spécifiques, conduit a la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, a I'expression de la MMP-9 et a I'apoptose, ces éléments étant tous retrouvés
dans les ruptures physiologiques et pathologiques des membranes foetales (428). Hoang et
al. ont montré que, en fonction des TLR et NLR stimulés dans des explants de membranes
foetales, par des ligands spécifiques, un profil différent de cytokines pro-inflammatoires
sécrétées est observé. De plus, la stimulation des TLR2, TLR4 et TLR5 par des ligands
spécifiques induit la sécrétion de IL-1p sous la dépendance de la caspase-1 dans ces explants
(556). Une étude complémentaire a montré que la caspase-1 est requise pour la sécrétion de
IL-1B induite par le ligand LPS dans les membranes fcetales et le myometre (557). De plus, la
stimulation de cellules épithéliales et mésenchymateuses de I'amnios avec le LPS et la
nigéricine conduit a la formation de specks d’ASC dans ces cellules (585). En outre, des
cytotrophoblastes et cellules déciduales stromales isolés de placentas du premier trimestre
répondent au LPS via I'augmentation de la transcription des genes caspase-1, IL-18 et NLRP3
et une sécrétion accrue de IL-13, suggérant une implication de I'inflammasome NLRP3 dans
la défense anti-bactérienne placentaire (586). Enfin, dans des cellules mononucléaires
extraites de cordons ombilicaux récoltés a terme, la co-stimulation avec le LPS et 'ATP permet
la sécrétion de IL-1B, nécessitant le récepteur P2X7R (587). Une étude complémentaire a
montré que cet effet est également dépendant de la caspase-1 et qu'il pourrait impliquer
NLRP3 dont I'expression augmente dans les mémes conditions (588). Ces études in vitro
montrent que les différents tissus présents dans la sphére placentaire peuvent répondre a des
ligands pathogéniques en activant les inflammasomes, et plus particulierement

I'inflammasome NLRP3.




Quelques études complémentaires sur des modéles animaux ont été réalisées. Ainsi,
dans des modéles murins d'induction d’inflammation intra-utérine par un PAMP (LPS) ou un
DAMP (S100B), deux études ont démontré une activation de I'inflammasome NLRP3 dans les
membranes fcetales, qui conduit a une augmentation des naissances prématurées et de la
mortalité néonatale, lesquelles sont réduites par l'inhibition de cet inflammasome dans le
méme contexte (589,590). Une autre étude chez la souris a montré qu’une souche bactérienne
de Listeria monocytogenes induit I'activation de la caspase-1 et la production de IL-13 dans le
placenta, sous la dépendance de [Iinfammasome NLRP3, ce qui est responsable

d’interruptions de grossesse (591).

L’ensemble de ces données démontre que les inflammasomes sont impliqués dans
des pathologies liées a la grossesse. Ainsi, des thérapies ciblant les inflammasomes ou leur
voie de signalisation se développent afin de prévenir ou traiter ces pathologies
(569,584,592,593).

Non abordée dans les paragraphes précédents, I'implication de la protéine NLRP7
dans des pathologies de la grossesse est pourtant bien reconnue a ce jour. Cette protéine,
faisant partie des PRR cytosoliques de type NLRP, est capable de former un inflammasome.
Son rble au niveau placentaire a particulierement fait I'objet d’attention mais la fonction de
cette protéine n’a jamais été étudiée au niveau des membranes fcetales. La protéine NLRP7

fait donc I'objet de ce travail de thése et est décrite dans les paragraphes suivants.

Il — LA PROTEINE NLRP7

Le géne NLPR7, aussi appelé PYPAF3 ou NALP7, est présent sur le bras long du
chromosome 19 humain, plus précisément au locus 19g13.42. D'aprés la base de données
Ensembl, il existe neuf transcrits pour NLRP7 dont huit peuvent coder pour des protéines

(allant de 53 a 1037 acides aminés), le dernier transcrit étant reconnu et dégradé par le
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Fiqure 23 : Représentation schématique du gene (A) et de la pr  otéine (B) NLRP7 chez
'Homme.

Le géne NLRP7 (A) est composé de onze exons. Des nombreuses séquences Alu sont
présentes dans les régions introniques. La protéine NLRP7 (B) contient les quatre domaines
retrouvés dans la plupart des protéines NLRP : PYD, NACHT, NAD et LRR.

NLRP = Nucleotide-binding and Oligomerization Domain-Like Receptor, Pyrin Domain
containing protein

NACHT = acronyme des protéines NAIP, CIITA, HET-E et TP1

NAD = NACHT-Associated Domain

CARD = Caspase Recruitment Domain

PYD = Pyrin Domain

LRR = Leucine Rich Repeat

(Adapté de Moein-Vaziri et al., Clinical and genetic-epigenetic aspects of recurrent hydatidiform mole: A review of
literature, 2018)




systeme de dégradation des ARN non-sens (594). La séquence du géne NLRP7 est tres
proche de celle du géne NLRP2. De plus, il n'y a pas d’orthologue murin du géne NLRP7 alors
gue le géne NLRP2 est présent chez la souris. Une étude phylogénétique, basée sur ces
observations, a suggéré que le géne NLRP7 puisse venir d’'une duplication d’'un gene NLRP2/7
ancestral chez les primates (595). Une étude complémentaire a proposé que des duplications
indépendantes aient également eu lieu chez les cochons, les bovins, les chevaux et les
éléphants, menant a la présence de ces deux genes chez ces animaux (596). Le géne NLRP7
humain contient onze exons et les régions introniques sont constituées a 48% d’éléments
transposables Alu, des séquences qui rendraient le géne NLPR7 sujet a des mutations de type
indel (insertion-délétion) (Figure 23 A) (597).

La protéine NLRP7 est un membre de la sous-famille des NLRP, faisant partie de la
famille des récepteurs de type NOD (NLR). Cette protéine est retrouvée dans divers tissus tels
gue les testicules, les ovaires, le placenta, le thymus, la rate, les poumons, le colon, les
leucocytes sanguins ou encore le foie. La protéine NLRP7 est également exprimée dans de
nombreuses lignées cellulaires, d’origine hématopoiétique ou non (598). NLRP7, comme la
majorité des protéines NLRP, est formée de quatre domaines : PYD, NACHT, NAD et LRR
(Figure 23 B) (440). L’épissage de 'ARN messager de NLRP7 donne lieu a différentes
isoformes protéiques, qui difféerent principalement par le nombre de Répétitions Riches en
Leucines (599), mais la distinction entre ces isoformes n’est étudiée que dans trés peu de
travaux (600—602).

Comme la plupart des autres NLRP, les liens entre la protéine NLRP7 et I'inflammation
et/ou linflammasome ont fait I'objet d'attention. Cependant, les résultats obtenus sont
contradictoires, si bien que le réle anti- ou pro-inflammatoire de NLRP7 n’est, a ce jour, pas

clairement défini.

Réle anti-inflammatoire :
Dans des cellules HEK293, NLRP7 inhibe la sécrétion de IL-1B dépendante de NLRP3

et de la caspase-1, et ce, en empéchant la maturation de la pro-caspase-1 et de la pro-IL-1pB.

Les auteurs ont proposé que cette inhibition passe par une interaction physique directe de
NLRP7 avec la pro-caspase-1 et la pro-IL-1B (598). De plus, le LPS ou IL-1B stimule
I'expression du transcrit NLRP7 dans les cellules THP-1 et les cellules mononucléaires ; et

I'expression stable de NLRP7 dans les cellules THP-1 empéche la sécrétion de IL-1f induite




par le LPS. Selon les auteurs, NLRP7 jouerait donc un réle de régulateur négatif de la sécrétion
de IL-1B (598). Dans leur étude, Messaed et al. ont constaté qu’une surexpression de NLRP7
diminue la synthése de la pro-IL-1p dans les HEK293, cet effet étant aboli par des mutations
responsables de troncatures de la protéine apres le domaine PYD (603). Enfin, I'effet inhibiteur
d’inflammation de NLRP7 pourrait également étre liée a la protéine FAF1, une protéine de
régulation de NF-kB, dont I'interaction avec NLRP7 a été démontrée et qui inhibe I'activation
de NF-kB (604). Cependant, une étude réalisée a partir d’'une lignée de cellules fibroblastiques
et s'intéressant aux effets de divers NLRP, dont NLRP7, sur I'activation de NF-kB n’a pas
démontré un rdle inhibiteur de NLRP7 sur I'activation de NF-kB (605). De plus, I'utilisation
d’ARN interférents dirigés contre NLRP7 dans des macrophages humains ne modifie pas

I'activation de NF-kB induite par des cytokines et le LPS (453).

Ainsi, ces études ont mis en évidence un réle négatif de NLRP7 dans l'inflammation
dont les mécanismes pourraient étre (i) I'interaction avec des composants de l'inflammasome

entrainant leur inhibition ou (i) I'altération de la transcription de la pro-IL-1p.

Réle pro-inflammatoire :

D’autres études ont, au contraire, démontré un rdle pro-inflammatoire de NLRP7.
L’équipe de R. Slim s’est intéressée aux conséquences fonctionnelles de quelques mutations,
touchant les trois domaines de NLRP7, retrouvées chez des femmes avec des moles
hydatiformes récurrentes, une pathologie de la grossesse détaillée par la suite. Les cellules
mononucléaires prélevées chez ces patientes montrent une diminution de la libération dans le
milieu des cytokines IL-18 et TNFa en réponse au LPS, mais la maturation intracellulaire de
la pro-IL1B en IL-1B n’est pas affectée (sauf pour une patiente), ce qui suggére que NLRP7

joue un rdle dans la libération, et non la production, de cytokines (603).

Le travail de Khare et al. a constitué une avancée majeure dans le décryptage du réle
pro-inflammatoire de NLRP7. Il a en effet permis d’identifier NLRP7 comme le senseur
intracellulaire des lipoprotéines acylées bactériennes, requis pour la sécrétion de IL-1p dans
des macrophages primaires et la lignée monocytaire THP-1. Les auteurs ont montré que, en
réponse a une lipoprotéine acylée bactérienne, le récepteur TLR2 induit I'activation de NF-kB,
lequel permet alors la transcription de la pro-IL-18. NLRP7, quant & lui, est nécessaire pour
I'activation de la caspase-1 et la maturation des pro-IL-18 et pro-IL-18. La protéine NLRP7
interagit avec ASC qui recrute la pro-caspase-1 pour former un inflammasome capable
d’activer la caspase-1. Les auteurs ont également constaté que NLRP7 joue un réle important
dans la restriction de la croissance intracellulaire de bactéries, telles que Staphylococcus

aureus et Listeria monocytogenes, dans les macrophages (453).




Par la suite, d'autres travaux ont été consacrés a une meilleure description de
linflammasome NLRP7. D’un point de vue structurel, Singer et al. ont montré que, aprés
activation de la protéine NLRP7, le domaine NAD et une petite partie du domaine LRR d’une
protéine NLRP7 sortent de la « poche » formée par le domaine LRR et interagissent avec le
domaine NACHT d’une autre protéine NLRP7 pour former un oligomére (440). Puis, Radian
et al. ont démontré que le motif Walker A, présent dans le domaine NACHT de NLRP?7, fixe et
hydrolyse I'ATP, ce qui est nécessaire pour I'oligomérisation des protéines NLRP7, la
formation de l'inflammasome et son activité (438). D’'un point de vue fonctionnel, une équipe
chinoise a montré que l'inflammasome NLRP7 est impliqué dans I'activation de la caspase-1
et la sécrétion de IL-1B suite a l'infection de cellules THP-1 par Mycobacterium bovis.
L'activation de l'inflammasome NLRP7 induit de la mort cellulaire, qui est suggérée étre de la
pyroptose par les auteurs, ainsi que I'expression des transcrits de TNFa, la chimiokine CCL3
et IL-1B8 (606). Une autre équipe s’est intéressée aux modifications post-traductionnelles
régulant NLRP7. En effet, la protéine NLRP7 est ubiquitinée de facon constitutive et recrutée
al'endolysosome poury étre dégradée. Lors d'une stimulation par un ligand pro-inflammatoire,
'enzyme STAMBP désubiquitine NLRP7 ce qui empéche sa dégradation, la quantité de
NLRP7 augmente dans le cytosol, elle forme I'inflammasome et active IL-13 (607). Enfin, Abi
Nahed et al. ont récemment démontré que I'activation de I'inflammasome NLRP7 dans une

lignée de cellules trophoblastiques induit la sécrétion de IL-13 mais pas de IL-18 (608).

L'ensemble de ces travaux suggére donc un réle pro-inflammatoire de NLRP7 qui
s'effectuerait par (i) son implication dans la sécrétion de cytokines, ou (i) par la formation d’'un

inflammasome.

En plus de son implication dans les phénoménes inflammatoires, plusieurs travaux ont

mis en évidence d’autres fonctions de la protéine NLRP7.

Ainsi, une étude a récemment montré que la protéine NLRP7 est impliquée dans la
décidualisation de I'endométre. En effet, la protéine NLRP7 est plus exprimée dans
'endometre prélevé chez des femmes au premier trimestre de grossesse par rapport a des
femmes non-enceintes. Un modele in vitro de décidualisation a démontré que ce processus
dépend de la protéine NLRP7, qui est transloquée au noyau, et qui favorise I'activité du
récepteur a la progestérone, hormone essentielle pour la décidualisation de I'endométre. Les
auteurs ont supposé que NLRP7 puisse agir comme un co-facteur de transcription du

récepteur a la progestérone (602).




De plus, les transcrits de NLRP7 sont surexprimés dans les cellules cancéreuses de
séminomes testiculaires, un cancer qui touche les cellules germinales du testicule. L’extinction
de I'expression de NLRP7 par le systeme d’ARN interférent dans des cellules Tera-1 (isolées
d’'un carcinome testiculaire) inhibe la prolifération des cellules, suggérant que cette protéine
est impliquée dans la prolifération excessive des cellules germinales testiculaires (600). La
protéine NLRP7 est également exprimée dans des carcinomes de I'endométre et la présence
de cette protéine est corrélée a une invasion plus importante de la tumeur dans le myometre,
tissu sous-jacent a I'endomeétre. Méme si ce n'est pas statistiquement significatif, la présence
de NLRP7 tend a influencer négativement le taux de survie et la période sans rechute des
patientes (609). Ces deux articles suggérent donc que NLRP7 puisse jouer un réle dans la

prolifération cellulaire.

L'implication de NLRP7 dans des pathologies de la grossesse a permis de constater
limportance de cette protéine, surtout dans les premiers stades de développement

embryonnaire.

Tout d'abord, I'expression de NLRP7 au cours de la phase pré-implantatoire du
développement a été mise en évidence. L'équipe de R. Slim a constaté que les transcrits de
NLRP7 sont exprimés dans l'ovocyte non fécondé, dans I'ovocyte fécondé et dans les
embryons au cours des premiéeres étapes de division cellulaire (610). Ces données ont été
confirmées par une équipe suédoise qui a aussi montré que la quantité de transcrits NLRP7
diminue progressivement au cours de la maturation de I'ovocyte et qu'elle atteint son niveau
le plus bas, trois jours aprés la fécondation. La quantité de transcrits augmente ensuite
rapidement entre le troisiéme et le cinquiéme jour aprés la fécondation, ce qui correspond au
stade blastocyste et a l'activation de la transcription du génome foetal (611). Au niveau
protéique, dans I'ovaire humain, NLRP7 a été détectée dans les ovocytes des follicules a tous
les stades de croissance (601). Des analyses immunohystochimiques ont révélé que la
protéine NLRP7 co-localise avec la protéine KHDC3L au cytosquelette dans des ovocytes
humains, et plus particulierement dans la région corticale. Au stade blastocyste, la distribution
de ces deux protéines change ; NLRP7 est située dans le cytoplasme alors que KHDC3L se
place dans le noyau des cellules (612). KHDC3L, aussi appelée C6orf221, est une protéine
capable de lier I'ARN et qui fait partie du Complexe Maternel Subcortical (SCMC). Il s'agit d’'un
complexe uniquement retrouvé dans les ovocytes et les embryons pré-implantatoires,
nécessaire aux premiers stades de développement embryonnaire car il serait impliqué dans

la dynamique des filaments d’'actine, la distribution des organites, I'activation du génome




embryonnaire, le positionnement des transcrits maternels et leur dégradation pendant la
transition ovocyte-embryon (613). D’autres interactions physiques et co-localisations entre
NLRP7 et des protéines (le répresseur transcriptionnel ZBTB16, I'enzyme PADI6) ont été
mises en évidence dans I'ovaire ou I'ovocyte, mais le role de ces interactions reste indéterminé
(614,615). La présence de NLRP7 dans les premiers stades de développement suggére donc

gue cette protéine y joue un rdle important, ce qui sera discuté par la suite.

Un rbéle de NLRP7 dans la phase post-implantatoire a aussi été proposé. En effet, Abi
Nahed et al. ont montré que NLRP7 est exprimé dans le placenta, principalement pendant la
période hypoxique, et que I'hypoxie augmente I'expression de NLRP7 dans les trophoblastes
primaires. De méme, NLRP7 augmente la prolifération d’'une lignée de trophoblastes et
contrble négativement la syncytialisation et I'invasion des trophoblastes (608). De plus, dans
des cellules souches embryonnaires, une réduction d’expression de NLRP7 accéléere la
différenciation de ces cellules en trophoblastes (616). La protéine NLRP7 serait donc

impliqguée dans la régulation de la prolifération et la différenciation des trophoblastes.

Les génes NLRP7 et KHDC3L ont été reliés a une pathologie rare de la grossesse : la
mole hydatiforme récurrente (familiale et sporadique). La mble hydatiforme est une grossesse
anormale caractérisée par une prolifération trophoblastique excessive sans développement
embryonnaire. Une méle hydatiforme est dite récurrente si elle a lieu au moins deux fois chez
la méme patiente. Plusieurs causes ont été identifiées dont des mutations touchant 'ADN de
'ovocyte. Ces mutations apparaissent de novo ou sont héritées ce qui peut conduire a des
moéles hydatiformes récurrentes sporadiques ou familiales, respectivement. Ainsi, de
nombreuses mutations de NLRP7 et/ou KHDC3L ont été identifiées chez des femmes
souffrant de ces pathologies (601,610,617—624). Ces mutations peuvent étre des insertions,
des délétions, la création de codons stop ou des changements de bases ponctuels. Etant
donné que les fonctions de NLRP7 ne sont pas encore clairement définies, il est difficile de
comprendre les conséquences fonctionnelles de ces mutations. Certains auteurs ont suggeéré
gue des défauts de sécrétion de IL-1B, nécessaire pour I'implantation de I'embryon dans

I'utérus, puissent intervenir dans I'apparition de méles hydatiformes (610).

Des analyses épigénétiques ont cependant permis d’émettre une autre hypothése. En
effet, des méles hydatiformes portant des mutations de NLRP7 ou KHDC3L ont montré des
profils de méthylation ADN anormaux au niveau des Régions Différentiellement Méthylées
(DMR) des génes soumis a empreinte maternelle, conduisant & des défauts d’expression de
ces genes (625-629). Ces données suggérent que NLRP7 et/ou KHDC3L puisse(nt) intervenir

dans le maintien ou I'établissement de la méthylation de 'ADN. Mahadevan et al. ont en effet




montré que, dans des cellules souches embryonnaires, I'extinction de I'expression de NLRP7
altere le profil de méthylation des flots CpG (principalement par des hyperméthylations), mais
pas seulement aux DMR (616). Enfin, ni NLRP7 ni KHDC3L ne posséde de domaine de liaison
a '’ADN, mais Mahadevan et al. ont aussi montré que la protéine NLRP7 interagit avec YY1
(616), une protéine capable de se lier a la chromatine et de la modifier, suggérant que NLRP7
puisse agit comme un co-facteur et se lier a des protéines impliquées dans les modifications

épigénétiques.

En plus des méles hydatiformes, la protéine NLRP7 a été reliée a d’autres pathologies
de la grossesse. En effet, des placentas récoltés en cas de retard de croissance intra-utérin
montrent une expression plus importante des acteurs moléculaires de I'inflammasome NLRP7
(i. e. NLRP7, ASC et IL-1B) et le niveau de IL-1[ circulant est augmenté chez les patientes,
alors que celui de IL-18 est diminué, par rapport a un groupe contréle (608). Des mutations de
NLRP7 ont aussi été associées a un risque de fausse couche et d’'accouchement d’'un enfant
mort-né (610,630-632).

Foo @

Cette seconde partie a permis de comprendre I'un des mécanismes mis en jeu au cours
des processus inflammatoires impliqués dans la fragilisation et la rupture des membranes
foetales, a savoir I'inflammasome. Bien que de plus en plus étudiés au sein de ces tissus, dans
les contextes physiologique et pathologique, il en est un qui n'a pas encore été décrit:
linflammasome NLRP7. Ce travail de these a donc consisté a étudier le rble de

inflammasome NLRP7 dans la rupture des membranes fcetales.
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Figure 24 : Structure des lipopeptides FSL-1 (A) et MALP-2 (B ).
FSL-1 et MALP-2 sont des lipopeptide diacylés synthétiques dérivés de lipoprotéines de
Mycoplasma salivarium et Mycoplasma fermentans, respectivement.

FSL-1 = Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1

MALP-2 = Macrophage-Activating Lipopeptide-2kD

(Adapté de Okusawa et al., Relationship between Structures and Biological Activities of Mycoplasmal Diacylated
Lipopeptides and Their Recognition by Toll-Like Receptors 2 and 6, 2004)



L’ensemble des données présentées jusqu’a présent mettent en lumiére le role central
de l'inflammation des membranes fcetales dans le processus de parturition. L'inflammation
participe en effet a la maturation des membranes fcetales en fin de grossesse ce qui permet
d’une part la propagation de signaux impliqués dans la mise en place du travail, et d’autre part,

la rupture des membranes fcetales, étape nécessaire pour la naissance du bébé.

Certains processus inflammatoires peuvent faire intervenir un type d’'inflammasomes
formés de protéines NLRP, dont la protéine NLRP7 fait partie. Plusieurs travaux ont montré
gue cette protéine, associée a I'adaptateur ASC et la caspase-1, est capable de former un
inflammasome actif dans divers types cellulaires. La fonction de la protéine NLRP7 a déja fait
I'objet d’études au sein du placenta mais n’a jamais été explorée au niveau des membranes
foetales. Ainsi, I'objectif de ce travail de thése a été d'étudier la fonction pro-inflammatoire de

I'inflammasome NLRP7 au sein des membranes foetales humaines.

Aprés avoir démontré la présence des trois acteurs de l'inflammasome NLRP7 dans
'amnios et le chorion, des analyses ont été menées au niveau cellulaire. Pour cela, des
cellules épithéliales amniotiques primaires, prélevées a partir de membranes fcetales de
femmes ayant accouché a terme, ont été utilisées comme modele d’étude. De plus, selon la
littérature, un seul ligand est connu et a déja été utilisé pour activer spécifiguement

'inflammasome NLRP7 : il s’agit du Lipopeptide de Stimulation des Fibroblastes (FSL-1) (453).

Le FSL-1 est un lipopeptide synthétique dérivé d’'une lipoprotéine de Mycoplasma
salivarium. Il représente la partie N-terminale de la lipoprotéine LP-44 de ce mycoplasme
(633). Le FSL-1 est un lipopeptide diacylé, i. e. un peptide portant deux chaines d’acides gras
(Figure 24 A). ll ressemble fortement a un autre lipopeptide, MALP-2, dérivé d’une lipoprotéine
de Mycoplasma fermentans (634). En effet, la structure lipidique est la méme mais la séquence
et la longueur du peptide different (Figure 24 B). Tous deux sont reconnus par I'hétéro-
récepteur TLR2/TLR6 (635,636). L'équipe de M. Lappas a utilisé le FSL-1 dans de nombreux
travaux sur les membranes fcetales, les cellules de I'amnios et les cellules du myometre
(179,187-190,195,637-641). Ceci a permis d'affiner la voie de signalisation induite par ce
ligand ; I'équipe a notamment mis en évidence une induction de la synthése de facteurs
impligués dans 'inflammation. L'inflammasome NLRP7, pourtant spécifiguement activé par ce

ligand, n'a jamais été étudié dans ce contexte.

Ainsi, ce travail de these a eu plusieurs objectifs: (i) déterminer si les cellules
épithéliales amniotiques sont capables de former un inflammasome NLRP7 d’un point de vue
mécanistique, (ii) étudier la voie de signalisation dépendante de l'inflammasome NLRP7
induite par le ligand FSL-1 et (iii) développer des outils et des techniques permettant I'analyse

des inflammasomes par I'équipe.
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Ce travail de thése a fait I'objet d’'une publication en cours de préparation. La version la plus

récente de cet article est présentée ci-apres.
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ABSTRACT

Context and Objectives: Inflammation is the leading mechanism involved in both
physiological and pathological rupture of fetal membranes. We aimed to better characterize
the inflammasomes-dependent inflammation processes in these tissues, focusing more
especially on Nucleotide-binding and Oligomerization Domain (NOD)-Like Receptor, Pyrin

domain containing 7 protein (NLRP7) inflammasome.

Methods: The presence of NLRP7 inflammasome actors (NLRP7, Apoptosis-associated
Speck-like protein containing a CARD domain (ASC) and Caspase-1) was first attested by RT-
PCR in human amnion and chorion, at the three trimesters and at term. Their protein
concentration was then determined by ELISA assays in term tissues with or without labor.
Human Amnion Epithelial Cells (AEC) were treated during 4 or 20 h with Fibroblast-Stimulating
Lipopeptide 1 (FSL-1), a Mycoplasma salivarium-derived ligand. Transcripts and proteins
guantities were measured by RT-gPCR and Western Blot assays, respectively. NLRP7 and
ASC co-localisation was attested by immunocytochemistry. Western Blot assays allowed
analyzing the pro-caspase-1 and gasdermine D cleavages. Small silencing RNAs targeting
NLRP7 (siNLRP7) were used to confirm or not the involvement of NLRP7 in transcription of
the studied molecular actors. Finally, the presence of Mycoplasma salivarium and Mycoplasma

fermentans in human fetal membranes was investigated using RT-PCR.

Results: NLRP7, ASC and Caspase-1 transcripts were expressed in both sheets of human
fetal membranes during all pregnancy stages, and only ASC protein expression was increased
with labor. NLRP7 and Caspase-1 transcripts, as well as NLRP7, ASC and pro-caspase-1
protein levels were increased in FSL-1-treated AEC. NLRP7 inflammasome assembled around
the nucleus, and pro-caspase-1 and Gasdermin D were cleaved into their mature forms after
FSL-1 stimulation. Interleukin (IL)-1B transcripts, but not IL-18, were increased with FSL-1 in
AEC. The increased expression of NLRP7, Caspase-1 and IL-1f transcripts observed in FSL-
1-treated AEC is independent of NLRP7 protein and NLRP7 inflammasome, as verified using
SiNLRP7. Finally, Mycoplasma salivarium and Mycoplasma fermentans were detected for the

first time in human fetal membranes.

Conclusion: Two new mycoplasma has been identified in human fetal membranes,
Mycoplasma salivarium and Mycoplasma fermentans, and they could induce NLRP7

inflammasome-mediated inflammation.
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INTRODUCTION

Human fetal membranes, delineating amniotic cavity during pregnancy, are composed of two
sheets: amnion, in contact with amniotic fluid, and chorion, lining the decidua (1). They
normally weaken during the last weeks of pregnancy, leading to their physiological rupture at
term (2). This weakening occurs in a specific area overlying the cervix called the “Zone of
Altered Morphology” (ZAM) by opposition to the “Zone of Intact Morphology” (ZIM) (3). Lot of
studies have been conducted in order to decipher the phenomena induced in weakening of
fetal membranes, whether the ZAM area was distinguished or not in these works. Among the
phenomena, apoptosis (4—6), extra-cellular matrix remodeling (7-9), oxidative stress (10,11),
senescence (12-15), epithelial to mesenchymal transition (16) and inflammation (17—20) have

been described.

Inflammation is of primary importance not only for fetal membranes weakening but also for
induction and propagation of pro-labor signals. Indeed, Menon laboratory proposed a model in
which oxidative stress (found at increased levels in amniotic fluid at term) induces global
senescence of amnion epithelial cells. These cells secrete specific molecules by acquiring a
Senescence-Associated Secretory Phenotype (SASP) that promote inflammation. Tissue
injury, caused by senescence and inflammation, leads to release of Damage-Associated
Molecular Patterns (DAMPs) or alarmins. SASP and DAMPs contribute to the overall
inflammatory load in fetal membranes, which propagates to adjacent tissues (chorion, decidua,

myometrium and cervix) in order to trigger labor (21-24).

This model describe a type of inflammation called “sterile inflammation”, i. e. an inflammation
not induced by a pathogen but by endogenous molecules released by dead cells like High—
Mobility Group Box 1 (HMGB1) protein, cell-free DNA and RNA, IL-33, Heat Shock Protein
(HSP) 70 and uric acid (25-27). Sterile inflammation is known to occur in several diseases like
atherosclerosis (28), gout (29) and ischemia-reperfusion injury (30), but also in physiological

contexts like fetal membranes rupture and parturition as presented above.

Inflammasomes are one of molecular actors involved in sterile inflammation. Inflammasomes
are cytoplasmic multiprotein platforms composed of (i) a receptor or sensor molecule, (ii) the
adaptor protein Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD domain (ASC)
and (iii) the pro-caspase-1 (31-35). Thus, sterile pro-inflammatory ligands lead to the activation
and assembly of inflammasomes in a complex called a “speck” inducing the autocatalytic
cleavage of pro-caspase 1 into its active form (36). Caspase-1 cleaves thereafter the pro-
interleukins IL-18 and IL-18 into their bioactive forms (37), and the Gasdermin D proteins

whose N-terminal fragments form pores in plasma membrane associated with pyroptotic cell
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death as a consequence (38,39). The goal of this process is the propagation of inflammatory
signals in order to recruit immune cells. According to the type and origin of the pro-inflammatory
ligands, different type of sensor molecules are recruited. Our work is focused on one kind of
sensor: the Nucleotide-binding and Oligomerization Domain (NOD)-Like Receptor, Pyrin

domain containing (NLRP) proteins.

The importance of inflammasomes in both normal and pathological deliveries started to be
demonstrated. For example, in women who underwent spontaneous labor at term, compared
to those who delivered without labor, concentrations of ASC and Gasdermin D were greater in
amniotic fluid (40,41) and the amount of ASC/Caspase-1 protein complexes increased in fetal
membranes (42). Moreover, HMGB1-treated fetal membranes exhibited increased expression
of inflammasome-related transcripts (43). These results underlined the inflammasomes-
dependent preparation of fetal membranes for rupture. Regarding pathological side of fetal
membranes rupture, mice studies demonstrated an NLRP3 inflammasome activation in fetal
membranes after a treatment with S100B (44) or Lipopolysaccharide (LPS) (45), correlated
with an increased rate of preterm births. Such consequence decreased by the use of an NLRP3
inhibitor. In women, chorioamnionitis has been associated with an upregulation of
inflammasomes components and LPS-treated human amnion cells were able to form ASC
specks/filaments (40) (46). Moreover, a link between NLRP3 inflammasome and preeclampsia

have been proposed by several groups (47-51).

NLRP7 is a member of NLRP sub-family especially known for its implication in recurrent
hydatidiform moles when is mutated (52-54). Furthermore, several studies demonstrated a
role of NLRP7 in different mechanisms related to pregnancy as in vitro decidualization of
endometrial stromal cells (55), trophoblast lineage differentiation (56) and trophoblast
proliferation, migration and invasion (57). Some studies demonstrated an NLRP7
inflammasome-dependent IL-13 secretion in response to a mycoplasma infection or synthetic

diacylated lipopeptides, suggesting NLRP7 inflammasomes are activated by mycoplasma.

Nevertheless, NLRP7 inflammasome has not yet been studied in human fetal membranes.
Thus, we first characterized the expression profile of NLRP7 inflammasome actors in human
amnion and chorion at term in samples collected from women who underwent elective
cesarean or who delivered vaginally, and in ZAM and ZIM areas. Then, we focused our interest
on the mobilization and activation of NLRP7 protein in response to the pro-inflammatory ligand
Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1 (FSL-1) — known to specifically activate NLRP7

inflammasomes (58) — in human amnion epithelial cells.
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MATERIALS AND METHODS

Fetal membranes collection

The Institutional Regional Ethics Committee approved this study and the research protocol.
Healthy fetal membranes were collected after informed consent of patients, in the “Centre
Hospitalier Universitaire Estaing” (Clermont-Ferrand, France). The selected fetal membranes
were collected from singleton pregnant women without underlying diseases and without

chorioamnionitis.

We collected fetal membranes from the first, second and third trimester. First-trimester fetal
membranes (n = 3 patients) were obtained and isolated by aspiration after voluntary
termination of pregnancy. Second-trimester fetal membranes were harvested after medical
termination of pregnancy (n = 4 patients). Eligible cases corresponded to lethal fetal anomalies
without impact on fetal membranes (e.g., severe cardiac anomalies or brain damages). Third-
trimester fetal membranes (n = 4 patients) were collected from pregnancies after cesarean
births. For second- and third-trimester samples, amnion was dissociated from choriodecidua.
This was not possible for the first-trimester samples because these two sheets are not
distinguishable yet. Term fetal membranes were also collected from women i) after
spontaneous labor and vaginal deliveries (n = 6 patients) and ii) after scheduled cesarean
deliveries prior labor (n = 7 patients). Moreover, we collected term fetal membranes (n = 5
patients) from women after scheduled cesarean deliveries and prior labor, where a thread,
sewn on the fetal membranes in front of the cervix, distinguished the Zone of Altered
Morphology (ZAM ; with the thread) and the Zone of Intact Morphology (ZIM ; away from the
thread). Amnion was also dissociated from choriodecidua leading thereby to the harvest of four

kinds of samples: amnion ZAM, amnion ZIM, choriodecidua ZAM and choriodecidua ZIM.

All the samples were washed four times in 1X Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS,
Gibco, 141901169), and remaining blood vessels were removed manually. Explants of amnion

and choriodecidua (1cm?) were cut and immediately stored at -80°C.

Human primary Amnion Epithelial Cells (AEC) culture

Delivery products from non-pathological post-cesarean full-term births (37-39 weeks of
gestation) were collected at “Centre Hospitalier Universitaire Estaing” (Clermont-Ferrand,
France) and the AEC were prepared as previously published (59). Briefly, the amnion was
separated from choriodecidua by peeling and washed four times in 1X DPBS baths. The

remaining blood vessels were removed manually. The isolation of human primary Amnion



161
162
163
164
165
166
167
168
169
170

171

172

173
174
175
176
177
178
179
180

181
182
183
184
185
186

187

188

189
190
191
192

Epithelial Cells (AEC) was conducted in three trypsinization steps (10, 20, and 30min ; Trypsin-
EDTA 0.25%, Gibco, 11560626) at 37°C, followed by the scraping of the amnion. Cells were
filtered to remove the collagen, centrifuged for 5min at 1000rpm and grown on T75 flasks
coated with collagen | (StemCell™ Biotechnologies, 04902). AEC were cultivated under
standard conditions (5% CO., 95% humidified air, 37°C) in complete medium: Dulbecco's
Modified Eagle Medium F-12 nutrient mixture (DMEM/F-12, GlutaMAX™ supplement, Gibco,
31331028) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (Eurobio, CVFSVF00-01), 100 pg/mL
streptomycin, 100 IU/mL penicillin and 250 mg/mL amphotericin B (GE Healthcare, Hyclone™,
SV30079.01). The absence of mesenchymal cells was checked using vimentin immuno-

labeling (data not shown). For all experiments, amniocytes were used after one passage.

siRNA transfection and FSL-1 treatment

Primary amnion cells at approximately 70% confluence were transfected using
Lipofectamine™ RNAIMAX Reagent (Invitrogen, 13778-150) and OptiMEM™ Reduced serum
medium (ThermoFisher Scientific, 31985-062) according to manufacturer's guidelines (Life
Technologies). NLRP7 siRNA (siNLRP7, ON-TARGETplus Human NLRP7 siRNA
SMARTpool, L-016890-01-0010) and control siRNA (siSCRAMBLE, siGENOME Non-
targeting siRNA Pool, D-001206-14-20) were obtained from Dharmacon™. Cells were
transfected with 100nM siNLRP7 or 100nM siSCRAMBLE in complete medium for 24H at
37°C.

The medium was then replaced with complete medium containing 250ng/mL Fibroblast-
Stimulating Lipopeptide 1 (FSL-1 ; Invivogen, tlrl-fsl) and the cells were incubated at 37°C for
4H or 20H depending on the experiment. Finally, cells were harvested after trypsinization and
used for different experiments described in this section. The corresponding data are presented
as fold change relative to the untreated or to the FSL-1-stimulated siSCRAMBLE transfected

cells, which were set at 1.

RNA extraction and Reverse Transcriptase-(quantitat  ive)PCR

Total RNA was extracted from fetal membranes explants or primary amnion cells using
RNeasy® Mini Kit (Qiagen, 74106) or RNAzol® RT reagent (Molecular Research Center, RN
190), respectively. RNA concentration was determined by spectrophotometry at 260nm with

the Denovix DS-11 FX spectrophotometer.
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cDNA was synthetized from 1pug RNA using oligo-(dT):s Primers (Promega, C1101), 10mM
dNTP (Invitrogen, 10297-018), SuperScript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen, 18090050)

and rRNasin® RNase Inhibitor (Promega, N2515) according to the manufacturer protocol.
The primer sequences used for classic or quantitative RT-PCR are detailed in Table 1.

For classic PCR, recombinant Taq Polymerase (Invitrogen, 10342-020) and 5mM dNTP

(Invitrogen, 10297-018) were used. Negative control were done without cDNA.

Quantitative PCR reactions were performed using LightCycler® 480 SYBR Green | Master
(Roche, 04887352001) in duplicate, according to MIQE guidelines (60). Quantification of
housekeeping gene Ribosomal Protein Lateral stalk subunit PO (RPLPO) transcripts was
performed for all samples as an internal control of the amount and quality of cDNA. Standard
curves were used to quantify the amount of amplified transcripts. The results are given as the
ratio between the amount of each transcript of interest and RPLPO transcript (consistently

expressed over the pregnancy).

Protein extraction and quantification

Fetal membranes tissues or primary amnion cells were lysed with respectively 500uL or 250uL
RIPA buffer (20mM Tris (pH 7.5), 150mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% Sodium Deoxycholate,
1mM EDTA, 0.1% SDS), supplemented with 10% Protease inhibitor cocktail (Roche,
04693159001). For tissues, a preliminary disruption step was performed using ceramic beads
(Precellys, KT03961-1-009.2) and a tissue lyser (Qiagen) (three lysing steps during 25sec with
a 30Hz oscillation frequency, separated by two break steps during 30sec). Samples were then
vortex-mixed for 5sec and kept on ice for 10min, three times. After centrifugation (5min,
8000rpm), supernatants were collected. The Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher
Scientific, 23225) was used to measure the protein concentration according to manufacturer's

guidelines.

Immunofluorescence assays and analysis

Primary amniocytes were grown on collagen I-coated coverslips in 6-well plates and
subsequently washed with 1X DPBS, fixed with 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy
Sciences, 15710) and kept overnight at -80°C. Cells were then permeabilised and blocked with
a solution composed of 1X DPBS, 4% Bovine Serum Albumin (PAA Laboratories, K41-012)

and 0.1% Triton during 1H. Cells were then incubated overnight at 4°C with primary antibodies
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diluted in blocking solution as indicated in Table 2. After three washing steps with the blocking
solution (10min, three times), cells were incubated with a 1:1000 dilution of Donkey Alexa488-
anti-Rabbit 19G (ThermoFisher Scientific, A21206) or Donkey Cy3-anti-Mouse 1gG (Jackson
Immunoresearch, 715-165-150) antibodies for 2H at room temperature. Then, cells were
washed again as described, rinsed with 1X DPBS and incubated with a 1:10000 dilution of
Hoechst/BisBenzimide H 33258 (Sigma-Aldrich, B2883-25MG) for 20min at room temperature.
Finally, cells were washed twice with 1X DPBS and slides were prepared using a mounting
medium (Citifluor, Tris-MWL 4-88).

The LSM 800 microscope with Airyscan (ZEISS) was used to observe the slides. Images were

analyzed with ImageJ software (Fiji).

Western Blotting

Forty micrograms of proteins were separated onto 4-15% gradient or 7.5% polyacrylamide gels
(Bio-Rad, 4568084 and 456-8024, respectively) and transferred to nitrocellulose membranes
(Bio-Rad, 1704271) using the Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad). After
incubation with 5% milk in 1X Tris-Buffered Saline (TBS) buffer (blocking buffer) for 2H,
membranes were incubated with primary antibodies diluted in blocking buffer supplemented
with 0.05% Tween-20 (Table 2), overnight at 4°C. Membranes were washed three times for
10min with 1X TBS-0.1% Tween-20 (TBST) and incubated with a 1:5000 dilution of
horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG or anti-rabbit IgG antibodies (Abliance, BI
2413C and BI 2407, respectively) for 2H. Blots were washed with TBST three times for 10min,
rinsed with 1X TBS and developed with the Clarity Max™ Western ECL Blotting Substrates
(Bio-Rad, 1705062) according to the manufacturer’s protocols. The All Blue Standard (Bio-
Rad, 161-0373) was used as a protein ladder. Images were analyzed with the Image Lab™

software (Bio-Rad).

Mycoplasma salivarium and Mycoplasma fermentans detection

Genomic DNA was extracted from samples of amnion and chorion collected from women who
delivered vaginally (n = 7 patients) or by cesarean section (n = 7 patients) with QIAmp DNA
Mini Kit (Qiagen, 51306). Primers specific to Mycoplasma salivarium and Mycoplasma
fermentans were used to amplify DNA and detect these species (Table 3). PCR was done with
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, M0491S) using 10ng of gDNA and

positive control were done using commercially gDNA from both mycoplasma (Minerva Biolabs,
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52-0117 and 52-0103) according to manufacturer's instructions. DNA amplification was

visualized on 2% gels agarose stained with ethidium bromide.

Statistical analysis

All data were analyzed using the GraphPad Prism Program version 5.02. Non-parametric
Mann-Whitney test was used to compare two independent groups. When more than two
groups were compared, the parametric Kruskal-Wallis test was applied, followed by multiple
comparison with Dunn’s correction. In all cases, a p-value <0.05 was considered statistically

significant.

RESULTS

Transcripts of NLRP7 inflammasomes actors are present in human fetal

membranes.

As NLRP7 inflammasomes have never been characterized in human fetal membranes, we first
controlled by RT-PCR the presence of NLRP7 inflammasomes actors, i. e. NLRP7, ASC and
Caspase-1, in fetal membranes collected from the first, second and third trimester and from
women who underwent elective cesarean section. The transcripts of the three actors are
expressed in human amnion and chorion in all conditions (Table 4), meaning that NLRP7

inflammasomes could potentially be formed during all stages of pregnancy and at term.

ASC protein expression is increased with labor.

We aimed to determine if the protein expression of NLRP7, ASC and Caspase-1 is influenced
by labor in amnion and chorion, and if these expressions varied between ZIM and ZAM areas.
Using ELISA assays, protein expression of ASC (Figure 1A-C ), Caspase-1 (Figure 1D-F) and
NLRP7 (Figure 1G-lI) was quantified. Labor affects only the expression of ASC, which is
increased in amnion and chorion (Figure 1A, B ). Caspase-1 (Figure 1D, E) and NLRP7
(Figure 1G, H) protein expression was unchanged with labor, even if there is a tendency of
increased expression for NLRP7 in amnion (Figure 1G ). We did not detect any difference of
expression between ZIM and ZAM areas (Figure 1C, F, 1), but Caspase-1 expression is

increased in chorion compared to amnion in ZIM area (Figure 1F).
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Given that ASC protein expression is increased in amnion with labor, which tends to be also
the case for NLRP7 protein, we reasonably thought that NLRP7 inflammasome could be an
essential actor of the weakening of fetal membranes at term. To decipher this, primary Amnion
Epithelial Cells (AEC) were stimulated with a known NLRP7 inflammasome specific ligand, the
Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1 (FSL-1) (58).

Pregnant women are healthy carriers of Mycoplasma fermentans and

Mycoplasma salivarium.

FSL-1 used to analyze the NLRP7 inflammasome formation and function in AEC is a synthetic
lipopeptide derived from a lipoprotein of Mycoplasma salivarium. Thus, we evaluated the
presence of this mycoplasma in term fetal membranes samples, obtained with or without labor.
Mycoplasma salivarium was found in practically all amnion and chorion samples, whether the
women delivered vaginally or by cesarean section (Figure 2A ). For the first time, Mycoplasma

salivarium has been detected in term human fetal membranes.

The structure of FSL-1 is closed to the lipopeptide Macrophage-Activating Lipopeptide-2
(MALP-2) that derives from a lipoprotein of Mycoplasma fermentans. Thus, we suggested that
Mycoplasma salivarium and fermentans could lead to a similar inflammatory response in fetal
membranes. Therefore, we checked the presence of Mycoplasma fermentans in fetal
membranes by RT-PCR using specific primers (Table 3). Mycoplasma fermentans was found
in amnion and chorion of almost all patients who delivered vaginally and by cesarean section
(Figure 2B ). Even if Mycoplasma fermentans has already been detected in amniotic fluid (61),

for the first time, it is also identified in term human fetal membranes.

Given that samples for this experiment were collected from women without a pathological
pregnancy, we can assure that pregnant women are healthy carriers of Mycoplasma salivarium
and Mycoplasma fermentans, which potentially could be also involved in the induction of an

inflammatory response in fetal membranes, contributing to their term weakening.

NLRP7 and ASC are expressed in AEC in response to FSL-1.

Primary AEC were harvested from amnion collected after cesarean section and cultured in
vitro. Expression level of NLRP7 and ASC was measured by RT-qPCR (Figure 3A, B ) and
Western Blot assays (Figure 3C-E) after 4 hours or 20 hours of 250 ng/mL FSL-1 treatment

(a well-established concentration (62—64)), respectively. NLRP7 mRNA and protein levels
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were significantly increased with FSL-1 treatment compared to untreated condition (Figure
3A, C, D). ASC transcripts expression level is decreased with FSL-1 treatment (Figure 3B)
while its protein level is increased (Figure 3C, E). Thus, AEC respond to FSL-1 by increasing
protein expression of NLRP7 and ASC, two molecular actors involved in the formation of

NLRP7 inflammasomes.

NLRP7 and ASC colocalize in AEC after FSL-1 treatment.

Immunofluorescence assay was carried out to establish the localization of NLRP7 and ASC in
AEC 20 hours after FSL-1 treatment (Figure 4). In untreated condition, NLRP7 staining is
almost inexistent (Figure 4B ) while ASC staining demonstrated that this protein is diffuse in
cytoplasm of AEC (Figure 4A). With FSL-1, intensity of the NLRP7 and ASC staining is
increased (Figure 4F, G), in agreement with previous Western blot results (Figure 3C-E).
Moreover, ASC proteins relocalize around the nucleus and colocalize with NLRP7 proteins,
forming cellular dots, a characteristic structure of a functional inflammasome speck (Figure
41).

Caspase-1is expressed and processed in AEC in response to FSL-1.

We then checked the functionality of the executor of inflammasome machinery, i. e. Caspase-
1, in AEC after FSL-1 treatment. For this, the processing of pro-caspase-1 protein into its
intermediate (considered as active) form was also analyzed. Transcripts of Caspase-1 (Figure
5A) and precursor and intermediate proteins of Caspase-1 (Figure 5B-D ) are increased in
AEC after FSL-1 treatment compared to untreated condition. Therefore, Caspase-1 protein is

activated in AEC in response to FSL-1.

IL-1B but not IL-18 transcripts expression is increased in response to FSL-1.

To confirm the pro-inflammatory effect arising following treatment by FSL-1 on AEC, we
measured the mRNA expression level of IL-1 and IL-18, two interleukins generally related to
inflammasome activation, using RT-gPCR (Figure 6). As expected, IL-1B transcripts were
more expressed after 4 hours of FSL-1 treatment compared to untreated condition (Figure
6A). No significant difference was observed for IL-18 transcripts (Figure 6B ). Thus, AEC

respond to FSL-1 by increasing expression of IL-1(3, but not IL-18 transcripts.
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Gasdermin D protein is increased and processed after FSL-1 treatment.

Inflammasomes induce classically pyroptotic cell death, mediated by Gasdermin D protein that
form pores on plasmatic membrane allowing the release of cellular content. We examined the
amount of Gasdermin D transcripts and proteins in AEC by RT-gPCR and Western blot,
respectively (Figure 7). While Gasdermin D transcripts expression is unchanged between
untreated and FSL-1 treated conditions (Figure 7A '), we observed an increased expression of
the precursor of Gasdermin D protein 20 hours after FSL-1 treatment (Figure 7B, C).

Moreover, the pyroptotic form of Gasdermin D is also increased (Figure 7D ).

All the FSL-1-mediated changes of transcripts expression observed are
independent of NLRP7.

In order to determine if changes of transcript expression are dependent or not to NLRP7
(and/or NLRP7 inflammasome), we used siRNA directed against NLRP7 and measured
transcript expression of different actors (Figure 8 ). AEC were transfected with SISCRAMBLE
or siNLRP7 during 24 hours, and treated with FSL-1 during 4 hours after transfection cessation.
First, efficacy of NLRP7 extinction was controlled by RT-gPCR and NLRP7 mRNAs were
strongly decreased with sSiNLRP7 (Figure 8A ). However, Caspase-1 and IL-1p expression was
not affected by siNLRP7 transfection (Figure 8B, C ), meaning that transcript expression of
these genes are independent of NLRP7, and thus, NLRP7 inflammasome. Even if they were
not affected by FSL-1 treatment, we also checked transcript expression of ASC and Gasdermin
D that were similar with or without NLRP7 (Figure 8D, E), thus their expression is also
independent to NLRP7 too.

DISCUSSION

Inflammation is involved in both physiological and pathological rupture of human fetal
membranes and parturition. Recently, a particular attention is payed to inflammasomes and its
molecular actors that have been linked to preterm Prelabor Rupture Of Membranes (pPROM)
(65,66), chorioamnionitis (42,46,67), preterm labor (68-70) and preeclampsia (48,50,71).
Thus, a better characterization of inflammasomes-related inflammation seems to be essential

in order to prevent potential adverse pregnancy outcomes.
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This work represents the first study of endogenous NLRP7 role in human fetal membranes,
and more especially in amnion epithelial cells (AEC). The transcripts of the three NLRP7
inflammasome actors, i. e. NLRP7, ASC and Caspase-1, are expressed in human fetal
membranes during all trimesters and at term, meaning that this inflammasome can assemble
at all stages of pregnancy, considering PAMP and DAMP presence or production throughout
pregnancy. Given that we focused on term physiological rupture of fetal membranes, we
examined protein expression of these three actors at term with or without labor, and in ZAM
and ZIM areas. ASC expression is increased in amnion with labor at term compared to without
labor and this has not been reported before. This result is consistent with the observation of
Gomez-Lopez et al., i. e. an increased number of ASC/Caspase-1 complexes with labor in fetal
membranes (42). We do not observed a change of expression for Caspase-1 protein with labor,
again this is in accordance with the work of Romero et al. in which ELISA assays were used
for Caspase-1 concentration measurement too (72). In the same study, Western Blot assays
revealed no difference in pro-caspase-1 accumulation in fetal membranes with or without labor,
however, an increased accumulation of p20 isoform was observed with labor, as well as an
increased caspase-1 immunostaining. In the same way, Lappas demonstrated an unchanged
accumulation of pro-caspase-1 protein in fetal membranes by Western Blot assays, whereas
p35 and pl10 isoformes were increased with labor (73). Finally, NLRP7 protein expression is
not affected by labor. In contrast, Romero et al. demonstrated that NLRP3 protein expression

is increased in fetal membranes with labor (72).

Furthermore, for the first time, Mycoplasma salivarium and Mycoplasma fermentans, potential
activators of NLRP7 inflammasomes, are detected in human fetal membranes. M. fermentans
has ever been found in amniotic fluid of women that presented chorioamnionitis and villitis (61)
and in women genital tract (74). The detection of these bacteria in fetal membranes obtained
after vaginal delivery could be due to a contamination after the crossing through the genital
tract. However, as these bacteria are also present in samples obtained after cesarean sections,
it suggests that M. salivarium and M. fermentans reach fetal membranes by genital tract
ascension, and it constitutes the first evidence that some women are healthy carriers.
Nevertheless, an overgrowth of these mycoplasma could lead to pathological pregnancy, like
it is the case for over mycoplasma (75-81). It could be reasonably imagined that they may be
involved in the physiological rupture of fetal membranes at term. Therefore, it seems important
to better understand the molecular pathway induced by mycoplasma, and to pay a special

attention on their relationship with sterile inflammation passing by inflammasomes.

To decipher that, we examined the mobilization of inflammasomes in response to mycoplasma,

and given that NLRP7 inflammasomes are known to be activated in macrophages with a M.
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salivarium-derived ligand (58), we used the same ligand (Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1,
FSL-1) for our work.

We report that FSL-1 ligand increases expression of NLRP7 and Caspase-1 transcripts and
proteins in AEC, which is independent of NLRP7 as demonstrated by using siNLRP7. Thus,
expression of two molecular actors necessary to form NLRP7 inflammasomes is stimulated by
FSL-1. This event is similar to the transcriptional priming observed in canonical pathway of
NLRP3 inflammasome activation (82), suggesting that NLRP7 inflammasome is also
characterized by a transcriptional priming step. Transcripts expression of ASC is decreased
while the ASC protein level is increased with FSL-1 treatment. One study reported a decreased
ASC protein level in human monocytes infected with Legionella pneumophila, which is inhibited

if ASC expression is dependent on a L. pneumophila impervious promotor (83).

Under pro-inflammatory signals, inflammasomes are formed and gather in a cytosolic
macromolecular complex called “ASC speck” (84). Here, ASC and NLRP7 are present in AEC
all around the nucleus, and co-localize together. Our observation concerning ASC was similar
to the results recently obtained by Panaitescu et al. in their study, in which amnion epithelial
and mesenchymal cells present ASC speck-like structures all around the nucleus (40).
Moreover, given that NLRP7 and ASC co-localize around the nucleus, we could suppose that
these proteins interact with organelles. Indeed, it has been shown that NLRP7 is able to co-
localize with the Golgi apparatus and the Microtubule-Organizing Center within human
peripheral blood mononuclear cells (85). Another work demonstrated that NLRP3 and ASC
interact with mitochondria and endoplasmic reticulum in THP-1 cells under stimulation (86).
Thus, we suggested that, like NLRP3, NLRP7 inflammasomes interact with organelles that

contributes to their activation and functions in AEC.

Caspase-1 is the executor molecule of inflammasomes (82). Caspase-1 transcripts and pro-
caspase-1 protein expressions are increased with FSL-1 treatment. Thus, to confirm
inflammasomes activation, pro-caspase-1 processing was assessed by detecting caspase-1
intermediate form (p35). Indeed, Boucher et al. recently demonstrated in mouse macrophages
that the form of Caspase-1 with the major cleavage activity is the intermediate form (p33/p10
or p35) and not the dimer p20/pl0, as it was supposed since many years (36). Here,
expression of Caspase-1 intermediate form is increased in AEC under FSL-1 stimulation,

meaning that an inflammasome is activated.

Activation of inflammasomes leads to secretion of IL-13 and IL-18 after maturation of precursor
forms by caspase-1 (82). In an in vivo study it has been shown that IL-18 mRNA expression is
increased in mouse fetal membranes, but not IL-18, following LPS stimulation (45). IL-13

transcripts expression is also increased in term human fetal membranes explants with LPS
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(87). Moreover, IL-1B transcription is increased in fetal membranes with labor whereas it is not
the case for IL-18 (72). Thus, an increased expression of IL-18 mRNA in fetal membranes is
correlated to pathological and physiological conditions. Here, in the same way, we
demonstrated that AEC respond to FSL-1 by increasing IL-1 transcripts expression, but not

IL-18, proving their ability to respond to a pro-inflammatory signal.

Activation of inflammasomes also induces gasdermin D cleavage, leading to the formation of
membrane pores with the N-terminal fragment, also called pyroptotic fragment (88). Gomez-
Lopez et al. associated gasdermine D, and subsequent pyroptosis, to normal and pathological
deliveries (41,70). Here, precursor and pyroptotic forms of gasdermin D are more expressed
with FSL-1 compared to untreated condition in AEC. Thus, gasdermin D pores could be formed

at AEC plasma membrane in response to FSL-1.

To conclude, our group demonstrated that NLRP7 inflammasomes are formed in AEC
following a Mycoplama salivarium-derived lipopeptide stimulation. Given that amnion and
chorion are both involved in fetal membranes rupture, complementary investigations should

be initiated to determine if NLRP7 inflammasomes are also established in chorion cells.
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Annealing

Human Annealing temperature (°C)
Forward sequence (5'>3’) Reverse sequence (5'2>3’) temperature (°C) P .
gene for quantitative RT-
for RT-PCR
PCR
ASC AACGTGCTGCGCGACATGG ACTGCCTGGTACTGCTCATC 61 61
Caspase-1 AGCTGAGGTTGACATCACAGG TGTCAGAGGTCTTGTGCTCTG 64 62
GanSrm'” AGCCTGCAGAGCTCCACTG ATCGTAGAAGTGGAAGCTCC 61 58
IL-1B AATCTCCGACCACCACTACAG TCCCATGTGTCGAAGAAGATAG 64 62
IL-18 ATCAGATTACTTTGGCAAGCTTG AGGCTGGCTATCTTTATACATAC 59 60
NLRP7 TGCTGTACAAGACCATGACACG ACTCAAGCCCTCACACAGAAAC 62 61
RPLPO AGGCTTTAGGTATCACCACT GCAGAGTTTCCTCTGTGATA [0) 58, 60, 61, 62

Table 1 : Forward and reverse primer sequences used for RT-PCR and RT-qPCR amplification of
human gene. These primer sequences were used in order to amplify human cDNA of indicated
genes obtained after reverse transcription of total mRNAs, extracted from human fetal membranes

tissues or primary amnion cells.

Antibody Species (clonality) (catc;(l)c:r;p:f:;)er) Ve:::t:‘:: I;‘ch:t Immt?rilouftlit:):r:;(r:ence
Anti-ASC Mouse (monoclonal) Santa C(;‘;_Z;i;’:gif;mbgy 1:200 1:25
Anti-Caspase-1 Rabbit (polyclonal) Abcam (ab1872) 1:200 @
Anti-NLRP7 Rabbit (polyclonal) The”’(’s/:i;‘_hzelroszcg‘;”ﬁﬁc 1:300 1:500
Anti-Gasdermin D Rabbit (polyclonal) Novus Biologicals 1:400 @

(NBP2-33422)

Table 2 : Primary antibodies, their sources and uses.



Annealing

Species Forward sequence (5'>3’) Reverse sequence (5'2>3’) temperature (°C)
for RT-PCR
Mycoplasma - -\ (T ATTGTCTAAACAATTTCCC  GGTTATTCGATTTCTAAATCGCCT 62
fermentans
’\Z’; 7/“’/’2 /r‘;’zza ATGGATTGTAAAGTGCTGTTGCTAG GCGTCAACAGTTCTCTGCCG 65

Table 3 : Forward and reverse primer sequences used for RT-PCR amplification of Mycoplasma
gDNA. These primer sequences were used in order to amplify Mycoplasma fermentans and
Mycoplasma salivarium gDNA from amnion and chorion samples.

mMRNA
Tissue NLRP7 | ASC |Caspase-1

First trimester + + +
) amnion + + +

Second trimester )
chorion + + +
) . amnion + + +

Third trimester ;
chorion + + +
amnion + + +

Term .
chorion + + +

Table 4 : RT-PCR analysis of NLRP7, ASC and Caspase-1 mRNAs expression in human fetal
membranes. Total RNAs were isolated from human fetal membranes sheets, i. e. amnion and
chorion, collected from women at first, second and third trimesters and after term elective
cesarean section. NLRP7, ASC and Caspase-1 mRNA expression was analyzed by RT-PCR. The
symbols « + » indicate the detection of all the mRNAs, in all conditions.



A B C ZIMand ZAM  ns

Amnion 2
~ i 1501
3 _ Chorion = [
E 200- - 2 — =
2 £ 150~ * %k =
e * % 2 2
2 1504 < § 1004
I = -
‘E g 1004 §
& 1004 o c
c o o
8 — S 50-
§ 50 R — — 3
¢ : :
a = Q
8 0 T ! 8 0 T 8 0 T T
< Term without labor ~ Term with labor < Term without labor  Term with labor < IS N
® N
o S
QV* 9
N
V /\/V‘
~ ZIM and ZAM
. . £
= Amnion = Chorion S 15001
£ 5001 E too 2 *
g ns 2 ns 5
c c —
S 4004 o © -
8 | g 1000 5 1000
S 300+ = o
[} [} =
e 8 —_— S
8 200- 8 c 5004
5 £ 5004 T
— (0]
g 1004 § g
- i ~
g Term without labor ~ Term with lab 5 o - g 0
o erm without fabor erm with fabor 5 Term without labor ~ Term with labor S
N
p-value : 0,0333
~ ZIM and ZAM ns
€
] ] > 150004
= Amnion = Chorion e
£ £ c
S 60004 S 40004 .g
= ns s ns s
o c —
o (=] c
= = 30001 8
‘E 4000+ ‘E —l_ g
[ [ o
2 2 2000 c
3 -1 3 ©
£ 2000 £ )
2 2 10001 o
1) o ~
= Q. &
g by r
o = T r O —T T 4
3 Term without labor ~ Term with labor 2 Term without labor ~ Term with labor

Figure 1: ASC, Caspase-1 and NLRP7 protein expression in term fetal membranes. Protein expression of
ASC (A-C), Caspase-1 (D-F) and NLRP7 (G-l) was measured in term amnion and chorion with or without
labor (A, B, D, E, G, H) and in ZIM and ZAM areas at term (C, F, |) using ELISA assays.

Number of samples: n=7 for term without labor tissues ; n=6 for term with labor tissues ; n=5 for ZIM
and ZAM tissues. Statistics for C, F and I: non parametric One way anova, Kruskall Wallis test, Dunns post
test. Statistics for A, B, D, E, G and H: non parametric T-test, Mann-Whitney test. ns: not significant ; *:
p<0,05 ; **: p<0,01.

ASC: Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD domain ; CASP1: Caspase-1 ; NLRP:
Nucleotide-binding oligomerization domain-Like Receptor, Pyrin domain containing ; ZAM: Zone of
Altered Morphology ; ZIM: Zone of Intact Morphology.
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Figure 2: Mycoplasma salivarium (panel A) and Mycoplasma fermentans (panel B) are present in
human fetal membranes. Using primers specific to Mycoplasma salivarium (panel A) or Mycoplasma
fermentans (panel B) (Table 3), these two species of mycoplasma were identified in human amnion (A)
and chorion (C), obtained after vaginal delivery (VD ; n=7) or cesarean section (CS ; n=7). We checked
the primers were not interspecific by amplifying gDNA of one species with primers of the other species
(Fe C and Sa C, M. fermentans gDNA control and M. salivarium gDNA control). PCR products amplified
with primers specific to M. salivarium or M. fermentans have a length of 434 bp or 206 bp,
respectively. The negative control (PCR mix without DNA) and positive control (using M. salivarium and
M. fermentans gDNA) were indicated as nc and pc, respectively. A 2% agarose gel stained with
ethidium bromide was used to visualize the results of PCR. The ladder (L) is 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen, 10787-026).

VD: vaginal delivery ; CS: cesarean section ; A: Amnion ; C: Chorion ; Fe C: specificity control with M.
fermentans gDNA ; Sa C: specificity control with M. salivarium gDNA ; nc: negative control ; pc: positive
control ; bp: base pair ; L: ladder.
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Figure 3: NLRP7 and ASC expression is increased in response to FSL-1 in AEC. Expression of NLRP7 (A, C,
D) and ASC (B, C, E), was measured at transcript (A, B) and protein (C-E) levels with or without FSL-1
treatment, using RT-qPCR and Western blot, respectively. Representative Western Blot data are shown
in C. Transcript and protein levels were evaluated 4 hours or 20 hours after 250ng/mL of FSL-1
exposition, respectively.

Statistics: non parametric T-test, Mann-Whitney test. ns: not significant ; *: p<0,05 ; **: p<0,01.

NLRP: Nucleotide-binding oligomerization domain-Like Receptor, Pyrin domain containing ; ASC:
Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD domain ; AEC: Amnion Epithelial Cells ; FSL-1:
Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1.
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Figure 4: NLRP7 and ACS colocalize in response to FSL-1 in AEC. Immunofluorescence assay of AEC
treated (F-J) or not (A-E) with 250ng/mL of FSL-1 during 20 hours. ASC proteins were stained in red (A,
F), NLRP7 proteins in green (B, G), and nucleus in blue with the Hoescht staining (C, H). Merge pictures
are seen in D and |. Negative controls, corresponding to secondary antibodies incubation without
primary antibodies, attested the specificity of antibodies used (E, J). Magnification: x400 (except for
negative controls, x200).

NLRP: Nucleotide-binding oligomerization domain-Like Receptor, Pyrin domain containing ; ASC:
Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD domain ; AEC: Amnion Epithelial Cells ; FSL-1:
Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1.
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Figure 5: Caspase-1 expression and processing are increased in response to FSL-1 in AEC. Expression of
Caspase-1 forms was measured at transcript (A) and protein (B-D) levels with or without FSL-1 treatment, using
RT-gPCR and Western blot, respectively. Representative Western Blot data are shown in B. Transcript and
protein levels were evaluated 4 hours or 20 hours after 250ng/mL of FSL-1 exposition, respectively.

Statistics: non parametric T-test, Mann-Whitney test. ns: not significant ; *: p<0,05 ; **: p<0,01.

FSL-1: Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1 ; AEC: Amnion Epithelial Cells.
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Figure 6: IL-1B but not IL-18 transcripts are increased in response to FSL-1 in AEC. Transcripts
expression of IL-1B (A) and IL-18 (B) was measured in AEC treated or not with 250ng/mL of FSL-1
during 4 hours.

Statistics: non parametric T-test, Mann-Whitney test. ns: not significant ; *: p<0,05 ; **: p<0,01.

IL: Interleukin ; AEC: Amnion Epithelial Cells ; FSL-1: Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1.



GASDERMIN D mRNA FSL-1 - +
159 ns - GASDERMIN D (50 kDa)

PYROPTOTIC

1.01 GASDERMIN D (30 kDa)

0.5

0.0 T
Untreated FSL-1

GASDERMIN D mRNA relative expression

GASDERMIN D protein PYROPTOTIC GASDERMIN D protein

5+ 2.0 *
*
44 o 157
2 o
=2 c
5 3 8
% ; 1.04
S 24 =
= 2
L 0.5
1_
0 0.0

]
Untr(leated Untreated

Figure 7: Gasdermin D protein is increased and processed in response to FSL-1 in AEC. Expression of
Gasdermin D and its pyroptotic form was measured at transcript (A) and protein (B-D) levels with or
without FSL-1 treatment, using RT-gPCR and Western blot, respectively. Representative Western Blot
data are shown in B. Transcript and protein levels were evaluated 4 hours or 20 hours after 250ng/mL of
FSL-1 exposition, respectively.

Statistics: non parametric T-test, Mann-Whitney test. ns: not significant ; *: p<0,05 ; **: p<0,01.

AEC : Amnion Epithelial Cells ; FSL-1: Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1.
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Figure 8: Caspase-1, IL-1B, ASC and Gasdermine D transcript expression is independent of NLRP7.
Transcript expression of NLRP7 (A), Caspase-1 (B), IL-1B (C), ASC (D) and Gasdermin D (E) was
measured in AEC treated or not with 250ng/mL of FSL-1 during 4 hours, after siSCRAMBLE or siNLRP7
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Statistics: non parametric T-test, Mann-Whitney test. ns: not significant ; *: p<0,05 ; **: p<0,01.

NLRP: Nucleotide-binding oligomerization domain-Like Receptor, Pyrin domain containing ; IL:
Interleukin ; ASC: Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD domain ; AEC: Amnion
Epithelial Cells ; FSL-1: Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1.
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A

Gene Température
humain Séquence Sens (5'>3’) Séquence Anti-sens (5’>3’) d’hybridation pour
la RT-PCR (°C)
NLRP1 AATAGCACATCCTCACTCAAGC TGGGAAGATCTTGCTCACGTC 62
NLRP2 TAAACCTCTCCGACAATGAGC ACACAGCAGCAAGGTCCTTG 61
NLRP3 TACTCAGCACTAATCAGAATCTC AGGTCAGAAGTGTGGAAAGATC 62
NLRP4 TGAGACACCCAGAGTGTGCC TGATGGTCAGGTTAGGATTTCTC 61
NLRP5 AGGCATGTGGACTGACTTCTG TTGAGTAGCTGCACTTCCTCC 61
NLRP6 TCTGCCGAGACCTTTCTGAGG TGGGGGTCAGGCAGCTGTAC 62
NLRP7 TGCTGTACAAGACCATGACACG ACTCAAGCCCTCACACAGAAAC 62
NLRP8 AGAGTAAGATGCTGACCCACC AGCGCAGAGATCATATCCTGAC 61
NLRP9 ACTGGTGTCAGACAGTTATGTG ACCACTGCATCAGCATCCAAG 61
NLRP10 AGCTCAGCCATATTTGTCTGC TCCACCGTGACAGACTCCAG 61
NLRP11 AGCTGCTATGTGGTGGTTTGAG TGGGCTGATCAAGCTCTCAAG 61
NLRP12 AGGATGGATCTCAGTGGCAAC TGCCGAGCACAGAAGCCATC 61
NLRP13 TCTGTTAGCAGTCACATCCTTG TTCAGTGCAAGACAGAGACCC 61
NLRP14 AAAGCCTGGAGTGTGTCTCTC ACTGCCTCCTGATCTTCTTGTG 61
B Transcrits
Tissus

Amnios a terme +

2345 o6l 0lul2li
+ + 0 0 + + 0 + + 0 0 0 +

Chorionaterme + + + O O + + 0 + + O + 0 +

Tableau 3 : Résultats des RT-PCR pour I'expression des trans
dans les membranes foetales humaines a terme (B) obtenus grac
chaque gene (A).

Les ARN totaux de I'amnios et du chorion, récoltés chez des femmes apres un accouchement par
césarienne a terme, ont été extraits grace au RNAzol®. Une Rétrotranscription (RT), via des amorces
de type oligo-dT, a été effectuée afin d’obtenir les ADN complémentaires. Une PCR a ensuite été
réalisée a partir de ces échantillons avec des couples d’amorces spécifiques de chaque NLRP (A).
Une migration sur un gel d’agarose 2% des produits PCR amplifiés a permis de visualiser les transcrits
pour chaque NLRP. Les symboles « + » et « 0 » indiquent que les transcrits sont présents ou absents,
respectivement (B).

crits des quatorze géenes NLRP
e aux amorces spécifiques de
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Figure 25 : Effet du travail sur I'expression des transcrits

(E-H), NLRP3 (I-L) et NLRP7 (M-P) a terme dans I'amnios et le ¢
La quantification des ARNm et protéines a été faite par RT-gPCR et tests ELISA, respectivement, a
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partir d’explants d’amnios et de chorion récoltés a terme avant travail (Term without labor, n=7) ou aprés

travail (Term with labor, n=8).

Statistiques : T-test ; ns: non significatif ; *: p<0,05 ; **: p<0,01.



Au cours de ce travail de thése, des travaux complémentaires ont été menés mais
n'ont pas fait 'objet d’'une publication car un approfondissement reste nécessaire pour
valoriser au mieux ce travail. Néanmoins, les résultats préliminaires obtenus sont présentés

ici et constituent des pistes pour de futurs travaux.

Profil d’'expression des transcrits et protéines NLR P dans les membranes

foetales humaines a terme :

Dans le but de mieux caractériser les processus inflammatoires liés aux
inflammasomes de type NLRP ayant lieu en fin de grossesse au sein des membranes fcetales,
un des objectifs de ce travail de thése a été d'identifier les NLRP exprimés dans les
membranes fcetales a terme. Les transcrits des quatorze NLRP ont donc été recherchés par
des expériences de RT-PCR dans I'amnios et le chorion a terme avant le travail, grace a
l'utilisation de couples d’amorces spécifiques (Tableau 3 A). Les résultats obtenus sont
résumeés dans le Tableau 3 B. Parmi les quatorze NLRP, neuf ont été détectés dans les
membranes feetales : NLRP1, 2, 3, 6, 7, 9, 10, 12 et 14, sachant que le NLRP12 n'a été
retrouvé que dans le chorion. Les transcrits des NLRP4, 5, 8, 11 et 13 ne sont pas présents
dans les membranes foetales a terme. Certains de ces résultats sont en accord avec ceux de
Romero et al. qui avaient également détecté les transcrits de NLRP1 et NLRP3 dans les
membranes foetales humaines a terme (165). Parmi les neuf NLRP retrouvés dans les
membranes feetales, cing ont été identifiés dans la littérature comme étant capables de former
des inflammasomes chez I'Homme : il s’agit du NLRP1 (419), NLRP2 (642), NLRP3 (643),
NLRP7 (453) et NLRP12 (644). Par la suite, un intérét particulier a été porté aux NLRP1, 2, 3
et 7 carle NLRP12 n’est que faiblement exprimé dans les membranes faetales. Ainsi, les profils
d’expression des transcrits et protéines des NLRP1, 2, 3 et 7 ont été déterminés par RT-gPCR

et tests ELISA, respectivement.

Dans un premier temps, et étant donné que le travail et I'accouchement sont
caractérisés par des phénomeénes inflammatoires importants (645), nous avons cherché a
savoir si le travail a un impact sur I'expression des transcrits et protéines de NLRP1, 2, 3 et 7
dans les membranes fcetales (Figure 25), ce qui indiquerait leur potentielle implication dans
ces phénomeénes. La seule différence significative a été observée pour la protéine NLRP2 dont
'expression augmente avec le travail a terme. Il est & noter que cette différence n’est pas
observée pour les transcrits de NLRP2. L'expression des transcrits et protéines de NLRP1,
NLRP3 et NLP7 ne varie pas avec le travail. La plupart de ces données indique donc que
I'expression des NLRP étudiés ne semble pas étre affectée par le travail. Toutefois, il apparait

essentiel d'augmenter un peu le nombre d'échantillons pour affiner ces résultats.
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La quantification des ARNm et protéines a été faite par RT-gPCR et tests ELISA, respectivement, a
partir d’explants d’amnios et de chorion récoltés a terme avant travail (Term without labor, n=7) ou apres

travail (Term with labor, n=8).

Statistiques : T-test ; ns: non significatif ; *: p<0,05 ; **: p<0,01.



Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a un pan relativement négligé
de la littérature, en étudiant les différences existant entre 'amnios et le chorion. Les niveaux
d’expression des transcrits et protéines de NLRP1, 2, 3 et 7 ont donc été quantifiés dans
I'amnios et le chorion (Figure 26 ). De nombreuses différences d’expression ont été observées
entre ces deux feuillets. Au niveau des transcrits, NLRP1, NLRP2 et NLRP7 sont plus
exprimés dans le chorion par rapport a 'amnios, que les échantillons aient été récoltés avant
ou apres travail (sauf pour NLRP1 avant travail). Les transcrits de NLRP3, quant a eux, sont
plus exprimés dans I'amnios que dans le chorion. Au niveau protéique, NLRP1 est également
augmenté dans le chorion par rapport a I'amnios, avant et apres travalil, et le niveau de NLRP2
est plus élevé aprés le travail dans le chorion comparé a I'amnios. Les autres variations
d’expression des transcrits observées entre les deux feuillets n'ont pas été retrouvées au
niveau protéique. La encore, une augmentation du nombre d’échantillons serait nécessaire
afin de confirmer ces résultats. Ces premiers résultats nous permettent néanmoins de
suggérer que des inflammasomes différents peuvent étre mis en place dans I'amnios et le
chorion a terme, en fonction de I'environnement auquel ces deux tissus sont exposés (i. e. le
liquide amniotique pour I'amnios vs la décidue maternelle et le vagin pour le chorion) et donc
en fonction des ligands pro-inflammatoires présents dans ces environnements. Ceci n'avait

pour l'instant jamais été étudié dans la littérature.

En plus d'augmenter le nombre déchantillons afin d'obtenir des résultats plus
pertinents, des investigations supplémentaires seraient nécessaires pour compléter ces
travaux. En effet, afin de confirmer le rble pro-inflammatoire des NLRP exprimés dans I'amnios
et le chorion, la formation d'inflammasomes par ces NLRP devrait étre attestée, par exemple
par des expériences de co-immunoprécipitation ou de co-localisation par immunohistochimie
entre un NLRP et ’ASC ou la caspase-1 que nous avons commencé a mettre au point. Il serait
également intéressant de déterminer quel ligand endogéne induit I'expression de chaque
NLRP a terme et de mieux caractériser les voies de signalisation induites par ces ligands au
sein des membranes foetales. L'utilisation de cellules primaires, de lignées ou d’explants
permettrait de répondre a ces questions. Enfin, a terme, I'un des objectifs de I'équipe est
d’analyser I'expression et le réle des NLRP en cas de pPROM, ce qui permettrait de mieux
caractériser leur implication possible dans cette pathologie et éventuellement de développer

des thérapies ciblant leurs voies de signalisation.



De par I'implication de la protéine NLRP7 dans certaines pathologies de la grossesse,
mais aussi, I'absence d’études sur sa fonction au sein des membranes foetales, notre intérét
s’est porté sur cette protéine et sa capacité a former un inflammasome dans les membranes
foetales humaines. Les transcrits et protéines de NLRP7 ont été retrouvés a terme dans
I'amnios et le chorion, suggérant que NLRP7 joue un rdle dans ces deux feuillets. Nous avons
commencé notre caractérisation de la fonction de NLRP7 au sein de I'amnios, via l'utilisation
des cellules épithéliales amniotiques, et nous développons actuellement un outil pour I'étude

de sa fonction dans le chorion, via I'immortalisation de trophoblastes chorioniques.

Immortalisation des trophoblastes chorioniques :

Pour étudier des mécanismes biologiques ayant lieu au sein des membranes fcetales,
plusieurs outils peuvent étre utilisés tels que les explants, les cellules primaires ou encore les
lignées cellulaires. Les explants d’amnios, de chorion ou de membranes fcetales entiéres sont
souvent utilisés (55,56,109,122,401). lIs présentent 'avantage de rendre compte de la réponse
globale d’'un tissu a un stimulus, méme s'il y a quelques inconvénients comme la durée de
culture courte et I'impossibilité d'utiliser la technique de transfection d’ARN interférents. En ce
qui concerne les cellules, l'extraction et la culture de cellules épithéliales et
mésenchymateuses amniotiques sont aujourd’hui bien mises au point et largement utilisées
(108,125,132,180,585,646). De plus, il existe trois lignées de cellules épithéliales amniotiques
humaines, les cellules WISH, AV3 et FL — mais elles sont peu utilisées — et une équipe
japonaise a immortalisé des cellules mésenchymateuses (647). Du c6té chorionique,
I'extraction et la culture de cellules primaires mésenchymateuses et trophoblastiques ont été
reportées dans quelques publications (59,108,648). En revanche, il n’existe toujours pas de
lignées pour les cellules trophoblastiques des membranes fcetales. C’'est pourquoi notre

équipe met actuellement au point une lignée immortalisée de trophoblastes chorioniques.

La premiére étape a consisté a prélever les trophoblastes du chorion a partir d’'un
placenta récupéré a l'issu d'un accouchement par césarienne. Un protocole d’extraction des
trophoblastes placentaires a été utilisé pour I'extraction des trophoblastes chorioniques. Ainsi,
apres plusieurs étapes de digestions enzymatiques de la choriodécidue, les cellules récoltées
ont été sépareées selon leur densité grace a un gradient de Percoll. Les cellules correspondant
a la densité des trophoblastes ont été prélevées et lavées. Puis, afin d’éliminer les cellules
déciduales éventuellement récoltées, une étape de purification a été réalisée. Pour cela, les
cellules ont été placées dans des boites de pétri recouvertes d’anticorps anti-HLA-A, anti-HLA-
B et anti-HLA-C (Sigma-Aldrich, H1650) qui ont fixé et retenu spécifiquement les cellules

déciduales.



A Cytokératine 7

B Vimentine

x200

Figure 27 : Marquage des cellules avec des anticorps anti-cy tokératine 7 (A) et anti-
vimentine (B) apres purification des trophoblastes.

Des anticorps anti-cytokératine 7 (A ; DAKO, M7018) et anti-vimentine (B ; Santa-Cruz
Biotechnology, sc-6260), respectivement spécifiques des cellules épithéliales (dont les
trophoblastes) et des cellules fibroblastiques et déciduales, ont été utilisés pour vérifier la
purification des trophoblastes (A, cellules vertes). Malgré plusieurs étapes d’élimination des
cellules déciduales avec les anticorps anti-HLA-A, B et C (Sigma-Aldrich, H1650), quelques
cellules déciduales persistent (B, cellules rouges). Les noyaux ont été colorés grace au

colorant Hoechst (bleu). (Grossissement x200).
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Clone 2

Figure 29 : Marquage avec des anticorps anti-cytokératine 7 (CK7, vert) et anti-
vimentine (Vim, rouge) des cellules de deux clones obtenus a prés dilution limite et
dosage de la B-HCG.

Des anticorps anti-cytokératine 7 (vert ; DAKO, M7018) et anti-vimentine (rouge ; CELL
Signaling Technology, D21H3), respectivement spécifiques des cellules épithéliales (dont les
trophoblastes) et des cellules fibroblastiques et déciduales, ont été utilisés pour déterminer la
nature des cellules de clones sélectionnés apres dilution limite et dosage de la B-HCG. Deux
exemples de clones sont montrés ici. Les fleches blanches indiquent les cellules positives
pour la cytokératine 7, soit les trophoblastes, et les fleches jaunes indiquent les cellules
doublement marquées avec la cytokératine 7 et la vimentine. Les noyaux ont été colorés
grace au colorant Hoechst (bleu). (Grossissement x400).



Une expérience d'immunocytochimie a ensuite été effectuée afin de vérifier la pureté
des cellules. L'utilisation d’anticorps anti-cytokératine 7 (spécifiques des cellules épithéliales,
dont les trophoblastes) et anti-vimentine (spécifiques des fibroblastes et des cellules
déciduales) nous a permis de nous rendre compte que, malgré plusieurs étapes de purification
avec les anticorps anti-HLA-A, B et C, quelques cellules déciduales persistent (Figure 27).
L’importante contamination par les cellules déciduales s’explique par deux raisons. D’une part,
les trophoblastes ne représentent qu’une faible portion de cellules par rapport a I'ensemble
des cellules de la choriodécidue. En effet, des coupes de membranes foetales entieres (Figure
28 A) et de choriodécidue (Figure 28 B ) montrent que la couche de trophoblastes est tres fine
et contient peu de cellules par rapport a la décidue. D’autre part, contrairement a I'amnios et
au chorion qui se séparent facilement I'un de I'autre, la décidue et le chorion constituent deux
tissus fortement liés. Malgré la persistance de quelques cellules déciduales aprés les étapes
de purification par les anticorps anti-HLA-A, B et C, nous avons fait le choix de mettre en
culture les cellules récoltées et de les envoyer a une plateforme de 'UMR1089, a Nantes, pour
'immortalisation. En effet, notre objectif a été de limiter au maximum le nombre de passages
afin de conserver au mieux les caractéristiques originelles des trophoblastes, qui seraient

séparés des cellules déciduales par la technique de clonage par dilution limite.

A la réception des cellules immortalisées, la technique de clonage par dilution limite a
donc été utilisée de fagcon a séparer les deux types cellulaires. Cette technique consiste a
obtenir des clones cellulaires ayant poussé a partir d’une seule cellule, mais aucun clone n'a
été obtenu au laboratoire. Nous avons donc augmenté le nombre de cellules par puits (dans
le but de réaliser d’autres dilutions limites par la suite) et cette fois-ci, des clones ont été
obtenus. Le dosage de I'hormone Chorionique Gonadotrope (B-HCG), spécifiguement
sécrétée par les trophoblastes, nous a permis par la suite de sélectionner quelques clones
contenant des trophoblastes. Des analyses d'immunocytochimie, avec les anticorps anti-
cytokératine 7 et anti-vimentine, nous ont permis de constater que les clones sélectionnés
contenaient bien des trophoblastes, mais aussi, de fagon plus surprenante, des cellules ayant

un double marquage cytokératine 7 et vimentine (Figure 29).

Ce double marquage peut étre le signe d’'un changement de caractéristique cellulaire.
Un co-marquage de cytokératines et de la vimentine a été identifié dans des cellules d’origine
trophoblastique chez le lapin (649), la chauve-souris (650) et la souris (651,652), et dans ces
études la présence de la vimentine a été associée a des propriétés invasives. De plus, il est
aujourd’hui bien connu que des phénoménes de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM)
ont lieu au cours du développement cancéreux et impliquent la présence de la vimentine (653—
655). Nous pouvons ainsi supposer qu’'une TEM ait eu lieu dans les cellules issues des clones

étudiés, c'est-a-dire dans ce cas une transition d'une cellule trophoblastique a une cellule



mésenchymateuse. Il est a noter que le processus d’'immortalisation lui-méme peut induire de
la TEM (656). Une transition mésenchymo-épithéliale (TME) a pu également avoir eu lieu dans
les clones analysés, c’est-a-dire ici une transition d’'une cellule déciduale vers une cellule
épithéliale. En effet, Zhang et al. ont montré que des cellules mésenchymateuses utérines de
souris subissent une TME au cours de la décidualisation in vitro. Ces cellules perdent

I'expression de la vimentine et expriment des cytokératines (657).

Les passages cellulaires successifs des clones ont révélé une contamination de plus
en plus importante par les cellules doublement marquées par la cytokératine 7 et la vimentine.
Ceci suggére une instabilité des cellules en culture qui subissent une TEM ou une TME active,
ou bien, il y a une différence de la vitesse de division entre les trophoblastes immortalisés et
les cellules contaminantes. Les investigations sur la purification et la culture des trophoblastes
immortalisés sont donc a poursuivre. La cytométrie en flux permettrait par exemple d’éliminer
les cellules déciduales grace au marquage des protéines HLA-A, B et C (mais seulement si

elles ont gardé ces caractéristiques).



DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Ce travail de thése a eu pour objectif d’enrichir les connaissances disponibles sur les
mécanismes inflammatoires dépendant des inflammasomes et ayant lieu au sein des
membranes foetales humaines. Les données obtenues sont discutées ici, ainsi que les
guestions gu’elles soulévent et les investigations supplémentaires qui pourraient étre menées

pour compléter ces données.

1. Expression d’acteurs de l'inflammation dans les cellules épithéliales amniotiques

La mobilisation de I'inflammasome NLRP7 dans les cellules épithéliales amniotiques
(AEC) a particulierement fait I'objet d'attention au cours de ce travail de thése. Notre étude a
montré pour la premiére fois qu'en présence du ligand pro-inflammatoire FSL-1, la
transcription de NLRP7, Caspase-1 et IL-1B est stimulée dans les AEC. Ceci constitue I'étape
de priming transcriptionnel, un processus notamment bien décrit pour I'inflammasome NLRP3
(479), au cours duguel certains acteurs de la réponse cellulaire sont transcrits. La transcription
d’ASC, quant a elle, diminue, ce qui est en désaccord avec de nombreuses études similaires
dans lesquelles la transcription augmente ou reste inchangée en réponse a un ligand pro-
inflammatoire (478,480-484). Une quantification précoce des transcrits d’ASC pourrait
expliquer ces résultats (quantification 4 heures apres le traitement FSL-1 contre 6 a 18 heures
dans d’autres travaux). Une autre hypothese serait que FSL-1 entrave I'expression d’ASC. Ce
type de mécanisme a déja été montré dans une étude américaine dans laquelle la bactérie
intracellulaire Legionella pneumophila induit une diminution du niveau protéique d’ASC dans
des monocytes humains afin de limiter la défense de I'héte. Les auteurs ont montré que cet
effet est annihilé si ASC est exprimé sous la dépendance d’'un promoteur insensible a L.

pneumophila (658).

Au niveau protéique, nos expériences ont montré que la protéine ASC est présente
dans la cellule en I'absence de stimuli pro-inflammatoire et que sa quantité augmente en
présence de FSL-1. L'enrichissement en protéines ASC en présence d'un stimulus pro-
inflammatoire a d'ailleurs été reporté dans d’autres études similaires (480,659-662). Ces
données pourraient ainsi indiquer que la protéine ASC est présente a un niveau basal dans la
cellule AEC et que sa quantité est régulée par une dégradation constante, celle-ci étant inhibée
lors d’une stimulation par un ligand pro-inflammatoire, de fagon a augmenter la quantité de
protéines ASC disponibles dans le cytosol pour répondre a la stimulation. Ce type de régulation

a déja été montrée pour la protéine NLRP7 elle-méme (607).

La voie de signalisation intracellulaire menant a la transcription de NLRP7, caspase-1
et IL-1B n'a pas été analysée ici. La voie NF-kB est couramment impliquée dans I'étape de

priming transcriptionnel de la voie canonique des inflammasomes. En plus de ce facteur de
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Figure 30 : Assemblage de l'inflammasome NLRP7 dans les AEC.

Les AEC non traitées (A-D) ou traitées avec FSL-1 (E-H) durant 20H ont été fixées avec du
paraformaldéhyde. L'utilisation d’anticorps anti-ASC (rouge) et anti-NLRP7 (vert) a permis de
visualiser respectivement ASC et NLRP7 dans les AEC. Les noyaux ont été colorés grace au
colorant Hoechst (bleu). (Grossissement x400).



transcription, le priming dépend aussi d’autres protéines intracellulaires telles que la caspase-
8 et les adaptateurs protéiques Myd88, TRIF, TRAF6 et FADD (465,479,663). L’équipe de M.
Lappas a montré que FSL-1 induit la transcription et la production de facteurs pro-
inflammatoires et pro-travail sous la dépendance des protéines Myd88, TRAF6 et NF-kB dans
des cellules myomeétriales (637). De plus, d’autres travaux ont montré que la réponse cellulaire
mise en place aprés un traitement par FSL-1 implique entre autres Myd88, TRIF et NF-kB
(664,665). Ainsi, nous pourrions envisager que certains de ces facteurs soient impliqués dans
la réponse transcriptionnelle des AEC stimulées avec FSL-1. Afin de vérifier I'activation du
facteur NF-kB dans les AEC, la phosphorylation de son inhibiteur IkB (par Western Blot) ou la
translocation de NF-kB dans le noyau (par Western Blot ou immunocytochimie) pourraient étre
étudiées. Des ARN interférents dirigés contre les protéines intracellulaires adaptatrices citées
précédemment pourraient également étre utilisés pour vérifier leur implication ou non dans la

réponse des AEC au ligand FSL-1.

2. Assemblage de I'inflammasome NLRP7 dans les AEC

L'assemblage d’'un inflammasome est souvent présenté comme un « speck », soit un
point unique dans la cellule (585,666,667). Cependant, dans la littérature, il a également été
montré que les acteurs d’'un inflammasome s’assemblent tout autour du noyau de la cellule
apres une stimulation par un ligand pro-inflammatoire (585,668), ce qui est le cas dans notre
étude. En effet, dans les AEC, le ligand FSL-1 induit d’une part la relocalisation de la protéine
ASC du cytosol vers la région périnucléaire, et d’autre part, la co-localisation de ASC et NLRP7
(Figure 30). La localisation subcellulaire des acteurs de l'inflammasome autour du noyau
suggére que ces protéines puissent interagir avec des organites, nécessaires a leur
fonctionnement. En effet, il a notamment été montré que NLRP7 co-localise avec I'appareil de
Golgi et le Centre Organisateur des Microtubules dans des cellules mononucléées du sang
périphérique, les auteurs ayant ainsi suggéré un réle de NLRP7 dans la sécrétion de cytokines
(603). Ajouté a cela, de plus en plus de travaux montrent un réle des mitochondries (situées a

proximité du noyau) dans I'assemblage de I'inflammasome NLRP3 (669—-675).

Afin de confirmer l'interaction entre NLRP7 et ASC dans les AEC, la technique de co-
immunoprécipitation pourrait étre utilisée. Cette expérience a été testée au laboratoire et
demande encore une amélioration importante du protocole. Enfin, pour vérifier si ces protéines
co-localisent avec la mitochondrie ou le réticulum endoplasmique, une immunocytochimie

pourrait étre réalisée avec des marqueurs spécifiques de ces organites.
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Figure 31 : Mesure de la mortalité cellulaire des AEC par colo ration au bleu Trypan

(A) et dosage de la Lactate Déshydrogénase (LDH) (B).

(A)Les AEC ont été traitées ou non avec FSL-1 pendant 24 heures ou 72 heures.
L'ensemble des cellules (i. e. les cellules présentes dans le surnageant et les cellules
adhérentes) ont ensuite été récoltées et incubées avec du bleu Trypan. Les cellules
bleues (mortes) et les cellules blanches (vivantes) ont été comptées sous microscope
et le taux de mortalité a été calculé comme suit : [(nombre de cellules mortes x 100) /
nombre total de cellules]. n=4.

(B) Les AEC ont été traitées ou non avec FSL-1 pendant 3, 6 ou 20 heures. Les milieux
de culture ont été récoltés puis centrifugés 15 minutes a 1500 tours/minute pour
éliminer les débris cellulaires. La LDH a été dosée dans le surnageant. n=3.



3. Le devenir des AEC et la propagation de la répon se inflammatoire

La formation d'un inflammasome a la suite d’'une stimulation par un ligand pro-
inflammatoire conduit a la maturation de la caspase-1. Nos analyses ont montré d’'une part un
enrichissement pour la pro-caspase-1 avec le traitement FSL-1, et d'autre part, un
enrichissement de la forme intermédiaire (p35) de la caspase-1, celle-ci étant la plus forme la
plus active selon les derniers travaux de Boucher et al. (463). Il est toutefois nécessaire de
confirmer l'implication de I'inflammasome NLRP7 dans la maturation de la caspase-1, par
exemple via l'utilisation d’ARN interférents dirigés contre NLRP7 ; ces analyses étant en cours

dans notre laboratoire.

De plus, a I'aide d'un kit de la société Promega (Caspase-Glo® 1 Inflammasome assay,
G9951), nous avons essayé de mesurer |'activité de la caspase-1 dans les AEC traitées ou
non avec FSL-1, mais sans succes. Ce kit a aussi été utilisé pour mesurer l'activité de la
caspase-1 dans des explants de membranes fcetales a terme, sans succes également puisque
les résultats obtenus se sont révélés non reproductibles. Ainsi, pour pallier ces difficultés, le
protocole d'utilisation de ce kit pourrait étre amélioré, ou bien, I'activité de la caspase-1 pourrait
étre quantifiée a l'aide d’'un kit basé sur une autre méthode. En effet, le kit de Promega est
basé sur la méthode de chimioluminescence mais d'autres kits, basés par exemple sur une

méthode colorimétrique, sont disponibles.

L'activation d'inflammasomes dans une cellule induit sa mort par pyroptose. Nous
avons donc vérifié si le pourcentage de mortalité cellulaire des AEC augmente avec le
traitement FSL-1 par un comptage des cellules mortes colorées au bleu Trypan (n=4).
Contrairement a nos attentes, le taux de mortalité des AEC ne varie pas avec le traitement
FSL-1, que les cellules aient été traitées 24 ou 72 heures avec le ligand (Figure 31 A). Ces
résultats peuvent s’expliquer par la méthode choisie ici pour déterminer le taux de mortalité
cellulaire qui est relativement approximative. La technique plus précise du dosage de la
Lactate Déshydrogénase (LDH) dans les milieux de culture d’AEC a donc été utilisé et, comme
pour la coloration au bleu Trypan, n'a montré aucune différence avec ou sans FSL-1 (n=3)
(Figure 31 B). D’autres techniques existent pour déterminer la viabilité des cellules, par
exemple le test au Tétrazolium de Méthyle (MTT). Cependant, il est important de noter
gu’'aucune technique d’évaluation de la mortalité cellulaire n’est spécifique de la pyroptose,
malgré le fait que de nombreux auteurs utilisent dans leurs travaux le dosage de la LDH pour
évaluer la pyroptose (472,606,676-678).

Ces résultats pourraient étre expliqués par le fait que les pores de gasdermine D ne
sont pas formés a la membrane plasmique des AEC. En effet, le traitement des AEC avec

FSL-1 induit bien une accumulation plus importante de la protéine gasdermine D et de son




fragment pyroptotique, mais le devenir de ce fragment n'a pas été étudié. La formation de
pores membranaires pourrait étre visualisée grace a un microscope électronique ou un
microscope a force atomique, comme cela a été fait dans d’autres travaux (679,680). La
présence des fragments pyroptotiques a la membrane plasmique pourrait également étre
vérifiée par des expériences d'immunocytochimie ou Western Blot (aprés une centrifugation

différentielle des lysats cellulaires pour isoler les structures membranaires).

De plus, plusieurs travaux ont montré que la pyroptose n’est pas une conséquence
obligatoire de la formation de pores de gasdermine D. En effet, la cellule peut étre dans un
état dit « hyperactivé » au cours duquel les pores de gasdermine D sont formés a la membrane
plasmigue — permettant la libération modérée de cytokines — mais ne conduisent pas a la mort
de la cellule par pyroptose (503,681-684). Evavold et al. ont également montré que, dans cet
état hyperactivé, la LDH ne peut pas passer au travers des pores formés par la gasdermine D
car c’'est une enzyme tétramérique de poids moléculaire trop important (503). Nos résultats
concernant I'évaluation de la mort cellulaire pourraient donc étre le reflet de ce mécanisme

d’hyperactivation sans pyroptose.

Enfin, il est a noter qu’une vérification de I'implication de la caspase-1 dans le clivage
de la gasdermine D serait nécessaire, par exemple grace a l'utilisation d’ARN interférents

dirigés contre la caspase-1 ou d’un inhibiteur de cette caspase.

La mise en place d’inflammasomes suite a une stimulation par un ligand pro-
inflammatoire conduit & la production et la sécrétion des interleukines IL-1 et IL-18. Notre
étude a montré que I'expression des transcrits de IL-1 est augmentée dans les AEC avec le
traitement FSL-1, mais pas celle de IL-18. Ces données sont en accord avec d'autres travaux
réalisés sur les membranes foetales. En effet, une stimulation d’explants de membranes
foetales humaines ou murines avec du LPS conduit a une augmentation de I'expression du
transcrit de IL-183 mais pas de IL-18 (589,685). De plus, la transcription de IL-13 est augmentée
dans les membranes foetales avec le travail a terme alors que ce n'est pas le cas pour IL-18
(165). Ainsi, 'augmentation de I'expression des transcrits de IL-1p au sein des membranes
foetales est retrouvée dans des conditions physiologiques (travail a terme) et pathologiques
(stimulation par le LPS ou FSL-1).

L’analyse protéique des interleukines est en cours au laboratoire. Le dosage des
interleukines IL-1f et IL-18 dans les milieux de culture d’AEC traitées ou non avec FSL-1 a
été testé par ELISA mais les interleukines n’ont été détectées dans aucune condition (n=3).
Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que les interleukines ne sont pas maturées

et/ou sécrétées par les AEC traitées avec le ligand FSL-1. Une autre possibilité est que la
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Figure 32 : Expression des transcrits de TLR2 dans les AEC tra itées ou non avec
le ligand FSL-1.

Les AEC ont été traitées ou non avec le ligand FSL-1 durant 4 heures. Apres I'extraction
des ARNm et une Rétrotranscription (RT), la quantification des ARNm a été effectuée par
gPCR (n=6).

Statistiques : T-test ; ns: non significatif ; *: p<0,05 ; **: p<0,01.



guantité d’interleukines sécrétées est trop faible pour étre détectée par le test ELISA. En effet,
Evavold et al. ont montré que la quantité d’interleukines libérées par des cellules hyperactivées
est moindre par rapport a la quantité d’interleukines libérées en cas de pyroptose (et donc de

rupture de la membrane plasmique) (503).

Seules les interleukines IL-1f et IL-18 ont fait I'objet d’attention dans ce travail, mais il
a été montré que, dans divers types cellulaires, FSL-1 induit la sécrétion d’autres cytokines
pro-inflammatoires telles que IL-6, IL-8, TNF-a, CCL20, la Protéine 1 Chimioattractante des
Monocytes (MCP-1) ou encore le Facteur Stimulant les Colonies de Granulocytes et de
Macrophages (GM-CSF) (635,686—688). Des investigations supplémentaires pourraient donc
étre menées afin de compléter nos données concernant les cytokines produites et sécrétées
par les AEC, par exemple via I'évaluation de la transcription des cytokines par gPCR ou encore

le dosage des cytokines sécrétées dans le milieu par multiplex.

Enfin, notre étude monocellulaire ne nous permet pas d'évaluer les effets de la
sécrétion de cytokines par les AEC sur les cellules du systéme immunitaire. Pour pallier ce
probléme, diverses solutions sont envisageables telles que la co-culture d’AEC avec des
cellules immunitaires, ou bien, la culture de cellules immunitaires avec du milieu conditionné

issu de culture d’AEC.

4. Etude mécanistigue de I'inflammasome NLRP7 grace au ligand FSL-1

Khare et al. ont identifié le ligand FSL-1 comme un activateur spécifique de
I'inflammasome NLRP7, dépendant du récepteur TLR2, dans les monocytes et macrophages
(453). Des travaux complémentaires ont montré que I'hétérodimére TLR2/TLR6 accentue
fortement la réponse cellulaire induite par FSL-1, par rapport au récepteur TLR2 seul
(635,689,690). L'expression des transcrits du récepteur TLR2 a donc été étudiée dans les
AEC traitées avec FSL-1 durant quatre heures et nous avons pu observer une tendance a
'augmentation d’expression des transcrits de TLR2 sans pour autant atteindre la significativité
statistique (p=0.0562 ; n=6) (Figure 32 ). Une augmentation du nombre d’échantillons ou une
quantification plus tardive de ces transcrits nous permettrait sGrement d’obtenir des résultats
significatifs. La quantification des transcrits de TLR6 est en cours au laboratoire et completera
ces résultats. De plus, il serait nécessaire de vérifier I'implication de TLR2 et TLR6 dans la
réponse des AEC stimulées avec le FSL-1, en utilisant par exemple des ARN interférents

dirigés contre ces récepteurs ou des inhibiteurs.

L'équipe de K. Shibata a constaté que, dans des macrophages de souris, le FSL-1 est

internalisé via I'endocytose dépendante des clathrines pour étre dégradé par les lysosomes




(691,692). Le devenir de FSL-1 n’a pas été analysé dans les AEC mais pourrait également
étre étudié ici grace au marquage de ce ligand par un fluorochrome, permettant de le tracer

dans la cellule.

L'internalisation de FSL-1, démontrée par I'équipe de K. Shibata, est un processus qui
n'implique pas TLR2 mais dépend des récepteurs CD14 et CD36 (691,692). De plus, des
macrophages ayant une mutation pour le géne CD36 ne répondent plus au ligand MALP-2, un
peptide diacylé dont la structure est trés proche de celle de FSL-1 (693). Ces données
suggeérent donc qu’en plus des récepteurs TLR2/TLR6, les récepteurs CD14 et CD36 sont
nécessaires pour la réponse cellulaire face a une stimulation par un lipopeptide diacylé. Aprés
une vérification de I'expression de CD36 et CD14 dans les AEC, I'utilisation d’ARN interférents
dirigés contre ces récepteurs, ou de molécules bloquant ces récepteurs, pourraient nous

permettre de vérifier leur implication dans la réponse des AEC au ligand FSL-1.

Enfin, Khare et al. ont démontré que le ligand MALP-2 induit la sécrétion de IL-1p sous
la dépendance de la protéine NLRP7 (453). MALP-2 pourrait donc également étre un bon outil
pour I'étude de I'inflammasome NLRP7. Cependant, méme si la structure de MALP-2 est tres
proche de celle de FSL-1, la séquence et la longueur de la partie protéique different entre ces
deux lipopeptides ce qui conduit, selon une étude de I'’équipe de K. Shibata, a une plus faible
activité de MALP-2 par rapport a FSL-1 dans des cellules HEK293 et THP-1 (635).

5. Mycoplasma salivarium et Mycoplasma fermentans , deux nouveaux mycoplasmes

identifiés dans les membranes feetales humaines

La rupture physiologiqgue des membranes fcetales est la conséquence de nombreux
mécanismes, dont linflammation stérile, induite par des ligands pro-inflammatoires
endogeénes. La rupture pathologique des membranes foetales survient quant a elle suite a une
inflammation septique (méme si I'inflammation stérile intervient également dans le processus
inflammatoire suite aux dommages tissulaires causés par linflammation septique).
L’inflammation septigue des membranes foetales est causée par des agents pathogénes,
comme les mycoplasmes, dont certains ont été identifiés dans la sphére placentaire (336—
344). Notre étude a permis d'identifier deux nouveaux mycoplasmes dans les membranes
feetales humaines, Mycoplasma fermentans et Mycoplasma salivarium, ce dernier étant
susceptible d’activer I'inflammasome NLRP7 puisque le ligand FSL-1 dérive d’'une de ses
lipoprotéines (633). M. fermentans pourrait également activer I'inflammasome NLRP7 dans
les membranes foetales étant donné que le ligand MALP-2, évoqué précédemment, dérive

d’une lipoprotéine de ce mycoplasme (634).




M. fermentans a été retrouvé au niveau des articulations et des systémes respiratoire
et urogénital ou il a été associé a I'arthrite rhumatoide et des infections. M. salivarium, quant
a lui, est un mycoplasme principalement retrouvé dans la sphére orale (694—697). La présence
de M. salivarium dans les membranes foetales analysées ici peut avoir deux explications : (i)
les mycoplasmes peuvent avoir été transportés de la sphére orale jusqu'a la sphére
placentaire via le systeme sanguin, ou bien, (ii) ces mycoplasmes peuvent avoir contaminé le
tractus génital de la femme enceinte suite a la pratique de sexe oral avec son partenaire. En
effet, de nombreuses études ont montré que des infections de la sphére orale chez la mére,
ou bien, la détection de bactéries du microbiote oral au niveau de la sphére placentaire, sont
associées a des pathologies obstétricales telles que la pPROM, le travail avant terme et
I'accouchement prématuré (698—-707). Ces données ont été corroborées par des études sur
des modeles murins d’infections de la sphére orale (703,708,709) et des études cellulaires ont
suggéré une implication du récepteur TLR2 dans la sécrétion de cytokines induite par des
bactéries du microbiote buccal (703,704). Ainsi, dans le but de mieux comprendre [|'étiologie
de certaines pathologies de la grossesse comme la pPROM ou la chorioamniotite, il semblerait
intéressant de tester la présence de M. salivarium et M. fermentans dans les membranes
foetales et/ou le liquide amniotique de patientes subissant ces complications. En effet, ces
deux mycoplasmes n’ont jamais été recherchés dans ces contextes (sauf dans un article pour
M. fermentans (344)).

Enfin, dans notre étude, M. salivarium et M. fermentans ont été détectés dans les
membranes fcetales issues de femmes ayant accouché a terme par voie basse ou par
césarienne, sans aucune anomalie. Ceci indique que certaines femmes sont des porteuses
saines de ces deux mycoplasmes. Nous pourrions ainsi supposer que M. salivarium et M.
fermentans, ainsi que d’autres mycoplasmes présents dans le tractus génital féminin, puissent
contribuer de maniére normale a la rupture des membranes feetales humaines en fin de

grossesse, en mettant éventuellement en jeu lI'inflammasome NLRP7.

6. Les limites technigues, les intéréts thérapeutiq ues et les perspectives a long terme

de I'étude

Il est important de préciser que quelques limites techniques ont été rencontrées au
cours de ce travail. La premiére limite technique concerne le faible nombre de membranes
foetales disponibles et répondant & nos critéres de sélection (par exemple : membranes
foetales issues d’accouchements a terme par césariennes prévues, grossesse singleton
uniguement, absence d’infection par le VIH ou les virus de I'hépatite, pas de maladie chronique

chez la mére, pas de chorioamniotite, pas de diabéte gestationnel). De méme, aucune



information n’est connue concernant I'ethnie des patientes, leur consommation ou non de
cigarettes ou de drogues pendant la grossesse, leur indice de masse corporelle ou des
complications éventuellement survenues lors de précédentes grossesses. Or, ces facteurs
sont connus pour avoir un impact sur les membranes feetales. Une autre difficulté pour I'étude
de l'inflammasome NLRP7 concerne I'impossibilité d'utiliser le modéle murin chez qui le géne
NLRP7 est absent. Cependant, une surexpression ectopique du géne NLRP7, par exemple
via la transfection transitoire de vecteurs d’expression, pourrait étre une solution pour remédier

a ce probléme.

De plus, dans le but de développer des outils pour I'étude de l'inflammasome NLRP7
dans les cellules amniotiques, nous avons commencé a mettre au point un modéle
d’invalidation génique de NLRP7 dans une lignée de cellules épithéliales amniotiques WISH
grace a la technologie CRISPR-Cas9. Les investigations sont actuellement toujours en cours.
Enfin, notre étude a porté sur les cellules épithéliales amniotiques, mais il serait également
intéressant de réaliser des études similaires sur des cellules issues du chorion car ce feuillet
est le premier & se rompre et il est situé a proximité de la flore vaginale, et donc des bactéries
gu’elle contient. La culture et I'immortalisation de trophoblastes chorioniques doivent encore
étre améliorées au laboratoire. Cependant, une collaboration récente avec I'équipe du Dr. R.
Menon (Galveston, Texas), qui a réussi a mettre au point un protocole efficace de prélevement
et de culture de trophoblastes chorioniques, nous permettrait de pallier les différents

problémes que nous avons rencontré.

En conclusion, ce travail a permis tout d’abord d’identifier deux nouveaux mycoplasmes
dans la sphére placentaire, puis, de mettre en évidence un nouvel acteur potentiellement
impliqué dans la rupture des membranes foetales a terme, a savoir I'inflammasome NLRP7. Il
s’agit de la premiere étude sur les inflammasomes dans I'équipe du Pr. Vincent SAPIN. Ainsi,
en plus des résultats obtenus, ce travail a également permis de tester et mettre au point des
outils et technigues permettant une analyse plus approfondie de I'inflammasome NLRP7, mais
aussi des autres inflammasomes NLRP. Ceci permettra de mieux caractériser les
phénoménes inflammatoires ayant lieu au sein des membranes fcetales dans des contextes
physiologiques et pathologiques, dans le but, in fine, de développer des thérapies préventives

ou curatives de pathologies obstétricales.
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Congres du Groupe de la Francophonie Placentaire (GFP)
A Grenoble (France)

Présentation d’un poster
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Congrés du Groupe de la Francophonie Placentaire (GFP)
A Paris (France)

Communication orale

12 et 16 mars 2019 (troisieme année de Thése) :

Congres de la Society For Reproductive Investigation (SRI)
A Paris (France)

Présentation d’un poster
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PARTICIPATIONS A DES
PUBLICATIONS

Au cours de ces trois années de these, j'ai eu I'occasion d’accompagner au niveau
technique différents membres de I'équipe du Pr. Vincent SAPIN dans leurs travaux de

recherche, ce qui m'a permis d’étre co-auteur des publications suivantes :

ARTICLE 1:

Titre de l'article : RAGE inhibition reduces acute lung injury in mice.

Auteurs : Blondonnet R, Audard J, Belville C, Clairefond G, Lutz J, Bouvier D, Roszyk L, Gross
C, Lavergne M, Fournet M, Blanchon L, Vachias C, Damon-Soubeyrand C, Sapin V,
Constantin JM, Jabaudon M.

Journal : Scientific Reports
Date de publication : 03/08/2017
DOI : 10.1038/s41598-017-07638-2

Résumé : The receptor for advanced glycation end-products (RAGE) is involved in
inflammatory response during acute respiratory distress syndrome (ARDS). Growing body of
evidence support strategies of RAGE inhibition in experimental lung injury, but its modalities
and effects remain underinvestigated. Anesthetised C57BL/6JRj mice were divided in four
groups; three of them underwent orotracheal instillation of acid and were treated with anti-
RAGE monoclonal antibody (mAb) or recombinant soluble RAGE (sRAGE), acting as a decoy
receptor. The fourth group served as a control. Lung injury was assessed by the analysis of
blood gases, alveolar permeability, histology, AFC, and cytokines. Lung expression and
distribution epithelial channels ENaC, Na,K-ATPase, and aquaporin (AQP)-5 were assessed.
Treatment with either anti-RAGE mAb or sSRAGE improved lung injury, arterial oxygenation
and decreased alveolar inflammation in acid-injured animals. Anti-RAGE therapies were
associated with restored AFC and increased lung expression of AQP-5 in alveolar cell.
Blocking RAGE had potential therapeutic effects in a translational mouse model of ARDS,
possibly through a decrease in alveolar type 1 epithelial cell injury as shown by restored AFC
and lung AQP-5 expression. Further mechanistic studies are warranted to describe
intracellular pathways that may control such effects of RAGE on lung epithelial injury and
repair.
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ARTICLE 2 :

Titre de l'article : Inhibition of the Receptor for Advanced Glycation End-Products in Acute
Respiratory Distress Syndrome: A Randomised Laboratory Trial in Piglets.

Auteurs : Audard J, Godet T, Blondonnet R, Joffredo J, Paquette B, Belville C, Lavergne M ,
Gross C, Pasteur J, Bouvier D, Blanchon L, Sapin V, Pereira B, Constantin JM, Jabaudon M.

Journal : Scientific Reports
Date de publication : 25/06/2019
DOI : 10.1038/s41598-019-45798-5

Résumé : The receptor for advanced glycation end-products (RAGE) modulates the
pathogenesis of acute respiratory distress syndrome (ARDS). RAGE inhibition attenuated lung
injury and restored alveolar fluid clearance (AFC) in a mouse model of ARDS. However, clinical
translation will require assessment of this strategy in larger animals. Forty-eight anaesthetised
Landrace piglets were randomised into a control group and three treatment groups. Animals
allocated to treatment groups underwent orotracheal instillation of hydrochloric acid (i) alone;
(i) in combination with intravenous administration of a RAGE antagonist peptide (RAP), or (iii)
recombinant soluble (s)RAGE. The primary outcome was net AFC at 4 h. Arterial oxygenation
was assessed hourly and alveolar-capillary permeability, alveolar inflammation and lung
histology were assessed at 4 h. Treatment with either RAP or sRAGE improved net AFC
(median [interquartile range], 21.2 [18.8-21.7] and 19.5 [17.1-21.5] %/h, respectively, versus
12.6 [3.2-18.8] %/h in injured, untreated controls), oxygenation and decreased alveolar
inflammation and histological evidence of tissue injury after ARDS. These findings suggest that
RAGE inhibition restored AFC and attenuated lung injury in a piglet model of acid-induced
ARDS.

ARTICLE 3 (en preparation) :

Titre de l'article : Advanced glycation end products and receptor (RAGE) promote wound
healing of human corneal epithelial cells

Auteurs : Gross C, Belville C, Lavergne M, Jabaudon M, Blondonnet R, Constantin JM,
Chiambarreta F, Blanchon L, Sapin V.

Journal de soumission : Investigative Ophthalmology & Visual Science
Date de soumission : septembre 2019

Résumé : Purpose: We used a human corneal epithelial cell (HCE) line to determine the
involvement of the advanced glycation end products (AGEs) / receptor for AGEs (RAGE)
couple in corneal epithelium wound healing.

Methods: After wounding, HCE cells were exposed to two major RAGE ligands (HMGB1 and
AGESs), and wound healing was evaluated using the in vitro scratch assay. Following wound
healing, the HCE cells were used to study the influence of the RAGE ligands on HCE
proliferation, invasion, and migration. Activation of the NF-kB signaling pathway by the
AGES/RAGE couple was tested using a luciferase reporter assay. Functional transcriptional
regulation by this pathway was confirmed by quantification of expression of the connexin 43
target gene. For each experiment, specific RAGE involvement was confirmed by siRNA
treatments.
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Results: AGEs treatment at a dose of 100 pg/mL significantly improved the wound healing
process in a RAGE-dependent manner by promoting cell migration, whereas HMGB1 had no
effect. No significant influence of the AGES/RAGE couple was observed on cell proliferation
and invasion. However, this treatment induced an early activation of the NF-kB pathway and
positively regulated the expression of the target gene, connexin 43, at both the mRNA and
protein levels.

Conclusion: Our results demonstrate that the RAGE pathway is activated by AGEs treatment
and is involved in the promotion of corneal epithelial wound healing. This positive action is
observed only during the early stages of wound healing, as illustrated by the quick activation
of the NF-kB pathway and induction of connexin 43 expression.

ARTICLE 4 (en preparation) :

Titre de l'article : Keratoconus and Receptor for Advanced Glycation End Products (RAGE):
news findings in inflammatory pathway

Auteurs : Navel V, Malecaze J, Blanchon L, Lavergne M, Choltus H, Bruet S, Dutheil F,
Malecaze F, Fournie P, Belville C, Chiambaretta F, Sapin V.

Résumé : Purpose: We aimed to analyse the implication of Receptor for Advanced Glycation
End Products (RAGE) in keratoconus (KC). We described a genomic and proteomic analyse
of RAGE-pathway in corneal tissues and tears of KC and healthy patient.

Method: In a multicentric prospective case-control study, corneas, corneal epitheliums and
tears of KC and healthy subjects were recruited thanks to corneal grafting, exenteration,
corneal collagen cross-linking, photorefractive keratectomy (PKR) and micropipettes in usual
consultation, respectfully. Quantitative reverse transcription (RT-gPCR), Western-Blotting and
Immunohistochemistry were performed to analyse RAGE isoforms expression in corneal
tissues and tears.

Results: A total of 108 patients were followed up successfully for 13 months, 57 KC (1 cornea,
25 corneal epithelium and 31 tears) and 51 healthy subjects (1 cornea, 25 corneal epithelium
and 25 tears). RAGE, HMGB1 and S100 family ligands were quantified by RT-qPCR and we
identified statistically higher expression of RAGE and HMGBL1 in normal group than KC group,
P = 0.03 and 0.04 respectively. Western Blotting showed statistically higher fl-RAGE
expression in KC corneal epithelium than control, P < 0.001; and lower s-RAGE expression in
KC tears than control, P = 0.04. Immunofluorescence Assay of RAGE stained positive in
normal and KC epithelium.

Conclusion: We described the first study concerning RAGE-pathway in corneal tissues and
tears samples of KC and controls. RT-qPCR, Western Blotting and Immunofluorescence
Assay results suggested that activation RAGE-pathway was up-regulated in KC compared to
healthy subjects, suggesting inflammatory process in KC pathophysiology.
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