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Avant-propos

Un organe avec une durée de vie déterminée, objet de plusieurs rites, seul organe unissant
deux individus et surtout un organe indispensable a la création de la vie, le placenta et ses
membranes foetales gardent encore plein de secrets a révéler. Autrefois vendue pour
guelgues piéces d’or a des avocats comme amulette, la poche des eaux n’est pas un simple
sac qui abrite le bébé lors de ces neuf mois de grossesse. Si je ne m’étais jamais réellement
posée la question avant d’intégrer I’équipe du Pr Vincent SAPIN, maintenant au bout de
ces 3 ans de these, j’en suis convaincue. Plus généralement, je reste impressionnée par la
subtilité de I'organisation biologique d’un étre humain. Si notre occupation quotidienne a
nous, chercheurs, est de constamment mettre en ceuvre des techniques, des démarches
expérimentales en vue d’expliquer un mécanisme cellulaire, moléculaire, a souhaiter le
détailler le plus possible, nous sommes tous au fond conscients d’une chose : Il y aura
toujours un détail qui nous échappera, toujours un acteur inconnu, un timing a préciser,
une régulation mystérieuse. Mais c’est la que réside la beauté de notre métier, méme si
ce constat peut sembler angoissant, frustrant, il signifie surtout que nous aurons toujours
matiére a chercher, une énigme a résoudre.






RESUME

La rupture prématurée des membranes foetales (RPM) représente une complication obstétricale
responsable d’un tiers des naissances prématurées. Cette pathologie semble de plus en plus découler de
I’emballement précoce d’un processus impliqué dans la rupture physiologique a terme, I'inflammation stérile.
Ce phénomene est basé sur la reconnaissance de molécules spécifiques, les alarmines (ou DAMPs), par une
famille de récepteurs dénommés PRR pour « Pattern Recognition Receptors ». Cette interaction conduit a une
réponse inflammatoire stérile participant a la fragilisation physiopathologique des MF. Cependant, il n’a toujours
pas été décrit comment fonctionne exactement cette activation de I'inflammation au sein des MF, quel(s) PRR(s)
est(sont) a I'origine de la transduction de ce signal, a moduler de fagon a ce que la rupture physiologique n’ait
pas lieu avant 37 semaines. Au cours de ma thése, nous nous sommes focalisés sur un récepteur de la famille des
PRR : RAGE (Receptor of Advanced Glycation Endproducts ; récepteur aux produits avancés de glycation).

Apres avoir étudié I'ontogénese de I’axe RAGE au sein des MF, notre premier objectif a été d’étudier I'activation
de RAGE dans un contexte physiologique en exposant des explants d’amnios et de chorion a deux alarmines
phares : HMGB1 et les AGEs. Nous avons alors mis en évidence un profil d’expression différentiel des acteurs de
I’axe RAGE au sein des différentes zones des MF, notamment une surexpression de RAGE au sein de la zone de
rupture. Par ailleurs, ce travail a révélé une réponse pro-inflammatoire en réponse a HMGB1 ou aux AGEs, au
sein des deux feuillets des MF, qui est dépendante de RAGE. Par ailleurs, cette thése s’est intéressée a |'activation
de RAGE dans un contexte plus pathologique : le tabagisme maternel, facteur de risque trés connu de la RPM.
Nous avons pu démontrer in vitro I'implication de RAGE dans la réponse pro-inflammatoire induite par un
condensé de fumée de cigarette au sein des cellules épithéliales de I'amnios.

Globalement, I'ensemble de ce travail soutient fortement le réle de RAGE dans la fragilisation
physiopathologique des MF. Ces données pourront potentiellement aider au développement futur de nouveaux
outils de diagnostic et de thérapeutique pour lutter contre la RPM.

THESIS ABSTRACT

Preterm premature rupture of membranes is a pregnancy complication responsible for 30% of all
preterm births. This pathology seems more and more to be the consequence of an early process runaway
activation usually implicated in the physiologic rupture at term called sterile inflammation. This phenomenon is
dependent on some specific molecules called “alarmins” or “Damage-Associated Molecular Patterns” (DAMPs)
recognized by Pattern Recognition Receptors (PRRs) leading to a microbial-free inflammatory response.
However, it remains unclear how exactly this activation works, and which receptor translates this sterile
inflammatory signaling in fetal membranes (FM) to manage a successful physiological rupture not before 37
weeks. In this context, we focused our work on one actor of the sterile inflammation (member of PRR family),
the Receptor for Advanced End-Glycation products (RAGE).

Following the realization of the RAGE axis members’ ontogenesis into FM, our first objective was to to evaluate
the implication of RAGE axis in the arising of fetal membranes inflammation in a physiological context. Here, we
revealed differential expression profile of RAGE axis actors in the different zones of the FM, especially an
overexpression of RAGE inside the rupture zone. This work demonstrated also that alarmins HMGB1 and AGEs
led to an inflammatory response in FM involving RAGE pathway.Then, we focused on the RAGE activation in a
pathological context: the maternal tobacco smoking, a well-described risk factor of the pPROM. Our results have
demonstrated the RAGE implications in the pro-inflammatory response in amniotic epithelial cells exposed to a

Cigarette Smoke Condensate.

All this work strongly supports the role of RAGE in FM physiopathological weakening. These data could help to
the future development of news strategies of diagnosis and therapeutics to fight against pPROM.
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PARP Poly (ADP-Ribose) Polymérase

PGE2 Prostaglandine E2

PGF2a Prostaglandine F2a

PI3K Phosphoinositide 3-kinase

pPROM preterm Prelabor Rupture Of Membranes = Rupture avant travail et avant terme
PR Progesterone Receptor

PROM Prelabor Rupture Of Membranes = Rupture avant travail
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Pattern-Recognition Receptor = récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires

Receptor of Advanced Glycation End products = Récepteur aux produits avancés
de glycation

Regulated upon Activation, Normal T Cell Expressed and Presumably Secreted
Ras related protein 1

Retard de Croissance Intra-Utérin

Récepteur Couplé a une Protéine G

Ras homolog family member A

Retinoic acid-inducible gene-I

Rupture Prématurée des Membranes foetales

Protéines fixant le calcium, solubles dans du sulfate d’ammonium Saturé a 100% a
pH neutre = calnugralines

Semaine d’aménorrhée

Senescence-Associated Secretory Phenotype = Phénotype Sécrétoire Associé a la
Sénescence

Serine Protease Inhibitor Family H Member 1 = Membre 1 de la famille des
Inhibiteurs de Protéase a Sérine

Secretory Leukocyte Protease Inhibitor = Inhibiteur de Protéases Sécrétées par
des Leucocytes

Single Nucleotide Polymorphism

Specificity protein 1

Forme soluble de RAGE clivée a partir de la forme totale membranaire

Steroid Receptor Coactivator

Signal Transducer and Activator of transcription

Transition épithélio-mésenchymateuse

Transforming Growth Factor B

Tissue Inhibitor of Metalloproteinase

TIR adaptator protein

Toll-Like Receptor

Tumor Necrosis Factor






VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
ZAM Zone de Morphologie Altérée

ZIM Zone de Morphologie Intacte
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Figure 1 : La cavité utérine chez la femme enceinte au cours du 92™¢ mois de grossesse

Le placenta est ancré a la partie supérieure de I'utérus tandis que les membranes foetales sont
rattachées au placenta, recouvrant la cavité amniotique dans laquelle se trouve le feetus.
(Adapté de https://www.babyspace.fr)



https://www.babyspace.fr/

CHAPITRE | : PARTURITION HUMAINE ET MEMBRANES FCETALES

Lors des neuf mois de grossesse, le corps humain est le siege d’'une multitude de
bouleversements anatomiques et physiologiques. Afin d’assurer la croissance du feetus, de lui
garantir un développement optimal, tout en permettant 'adaptation de la mére a cet état
gravidique, plusieurs modifications ont lieu. Parmi les paramétres impactés, il est essentiel de
citer ici (de maniére non exhaustive), le métabolisme (augmentation globale, résistance a
I'insuline, augmentation du cholestérol, ...), les systémes cardio-vasculaire et respiratoire
(augmentation du travail cardiaque, du débit sanguin pulmonaire, ...) mais aussi rénal,
hépatique et digestif. A la base de ces changements, les hormones jouent un réle majeur,
notamment les cestrogenes et la progestérone sécrétées par les ovaires et le placenta,
I’ocytocine et la prolactine sécrétées par I’hypophyse, ou encore le cortisol par les surrénales.
Enfin (en lien avec ce travail), a lieu la création d’un organe transitoire mais essentiel au bon

déroulement de la grossesse : le placenta et ses membranes fcetales.

Primordiaux pour la grossesse, le placenta et ses membranes foetales sont des tissus
transitoires d’origine extra-embryonnaire qui seront expulsés lors de la délivrance. A terme,
le placenta constitue un disque d’environ 20 cm de diametre et de 3 cm d’épaisseur pesant
aux alentours de 500 g. Il est ancré a la partie supérieure de I'utérus tandis que les membranes
foetales, plus connues sous le nom de « poche des eaux », sont attachées au placenta et
recouvrent la paroi interne de la cavité amniotique qui contient le foetus et le liquide
amniotique (LA) (Figure 1). D’une surface d’environ 1500 cm? et d’une épaisseur située entre
200 et 300 um a terme, elles interagissent par leur surface avec le placenta (a 30%) et avec la
décidue maternelle (a 70%). Ensemble, placenta et membranes fcetales vont assurer les
intéractions materno-foetales, constituant une réelle interface entre la mére et son enfant
tout au long de la grossesse. Avant de discuter des différents réles des membranes foetales,
commencons par quelques rappels sur la formation de ces tissus (Standring, 2016; Poirier et

al, 1993; Larsen et al, 2017; Benirschke et al, 2006).
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Figure 2 : Formation des cavités amniotique et choriale

(A) Au stade blastocyste (5°™¢ jour), I'ceuf est composé d’un bouton embryonnaire et d’une
cavité limitée par le trophoblaste, le blastocele.

(B) Au 8%™¢ jour, 'embryon est composé de deux feuillets accolés, I'épiblaste et I'hypoblaste.
(C) Dans I'épaisseur de I'épiblaste, s’"accumule du liquide creusant la cavité amniotique. Des
cellules épiblastiques se différencient en amnioblastes qui vont progressivement recouvrir
I’ensemble de la cavité amniotique.

(D) Entre la vésicule vitelline et le cytotrophoblaste apparait la membrane de Heuser.

(E) Le réticulum extra-embryonnaire, produit par la membrane de Heuser et le
cytotrophoblaste, s’accumule entre la vésicule vitelline et le cytotrophoblaste. Ce tissu
conjonctif donne progressivement la cavité choriale.

(F) L'accroissement du volume de liquide amniotique méne a I'expansion de la cavité
amniotique qui repousse I'amnios contre le chorion (Adapté de www.embryology.ch)



http://www.embryology.ch/

1) Genése des membranes foetales

Les membranes feetales sont constituées de deux feuillets histologiquement distincts :
I’'amnios (couche interne) et le chorion (couche externe). Leur formation s’initie de maniére
concomitante lors de la quatrieme semaine d’aménorrhée (SA), c’est-a-dire au cours de la
deuxiéme semaine du développement embryonnaire. Au stade blastocyste (5¢™¢ jour du
développement), I'ceuf est composé du bouton embryonnaire (qui donnera I'embryon) et
d’une cavité limitée par le trophoblaste (le blastocéle) (Figure 2A). Au 8™ jour, 'embryon est
un disque didermique composé de deux feuillets accolés : épiblaste et hypoblaste (Figure 2B)

(Pasquier & Doret, 2008; Carlson, 2018).

a- Formation de la cavité amniotigue

Au sein de I'épiblaste, s’accumule du liquide creusant la cavité amniotique. Des cellules
épiblastiques se différencient en amnioblastes qui tapissent progressivement I'ensemble de
la cavité amniotique (Figure 2C). Au cours de la 6°™¢ SA, le volume de LA augmente
considérablement, repoussant les parois de I'amnios qui englobe alors complétement

I’embryon, ne respectant que le cordon ombilical.

b- Formation de la cavité choriale

De l'autre c6té, I'hypoblaste prolifere et forme la vésicule vitelline qui recouvre la cavité
limitée par le cytotrophoblaste. Il y alors formation d’une membrane basale, nommée
membrane de Heuser, entre la vésicule vitelline et le cytotrophoblaste. Ces structures vont
produire le réticulum extra-embryonnaire, tissu conjonctif lache et acellulaire. Ce tissu
conjonctif est progressivement circonscrit par les cellules mésoblastiques, puis des lacunes se
forment en son sein donnant lieu a I'apparition de la cavité choriale, liée a la plaque choriale

qui est composée de mésoderme extra-embryonnaire et de trophoblastes (Figure 2D-E).

c- Accolement des feuillets

A la fin du 1°" trimestre, la croissance conséquente de la cavité amniotique provoque sa mise
en contact avec la cavité choriale, qui disparait, permettant I'accolement des deux feuillets

(Figure 2F). Leur fusion est compléte lors de la 14%™Me SA, Enfin, le chorion s’accole également
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Figure 3 : Structure des membranes feetales humaines a terme

Les membranes foetales comprennent deux feuillets : 'amnios et le chorion ; eux-mémes
composés de plusieurs couches. Ainsi, la couche la plus superficielle, I’épithélium amniotique,
est en contact direct avec le liquide. Quant a la couche la plus profonde, composée de
trophoblastes chorioniques, elle interagit avec la décidue maternelle. La coupe de membranes
apposée est une coloration a I’éosine-hématoxyline (x200) (Pasquier & Doret, 2008; Menon &
Richardson, 2017a).



a la décidue maternelle, les trophoblastes chorioniques envahissant la décidue pariétale sous-

jacente.

2)

a_

Structure des feuillets des membranes feetales a terme

L’amnios

L’amnios est un tissu translucide situé du coté feetal, en contact direct avec le LA. D’une

épaisseur d’environ 100um, il est composé de cing couches, qui sont de la cavité amniotique

vers le chorion (Figure 3) (Bourne, 1960; Parry & Strauss, 1998):

X/
°

b-

L’épithélium amniotique : correspondant a une monocouche de cellules épithéliales
cuboides, pourvues de microvillosités apicales, donnant un aspect en brosse au
contact du LA. Ces cellules sont riches en canaux transmembranaires ce qui permet
une communication optimisée avec le milieu extracellulaire.

La membrane basale amniotique : composée de fibres de collagenes de type lll, IV, V
et de glycoprotéines (laminines, fibronectine).

La couche compacte : également dépourvue de cellules, elle contient des collagénes
(types | et 1ll) qui font d’elle le squelette fibreux principal de 'amnios et lui assure sa
forte résistance a I’étirement au cours de la grossesse.

La couche fibroblastique : il s’agit de la couche la plus épaisse de I'amnios, composée
de fibroblastes encastrés dans une matrice extracellulaire formée de collagenes et de
molécules non-collagéniques.

La couche intermédiaire ou spongieuse : en contact avec le chorion, cette couche est
aujourd’hui d’avantage considérée comme une zone intermédiaire amnio-
chorionique. Contenant quelques fibroblastes, elle constitue un maillage de collagénes
et de protéoglycanes qui lui conferent une forte hydratation. Cette propriété

biophysique permet a 'amnios de glisser sur le chorion sous-jacent.

Le chorion

Accolé a la décidue maternelle, le chorion est un tissu plus opaque environ quatre fois plus

épais que son voisin (400um) mais pourtant moins résistant aux forces de tension. Il est, quant

a lui composé de trois couches, décrites comme suit, du versant fecetal vers le versant

maternel :






X/

% La couche réticulaire : est la couche la plus épaisse du chorion, elle est riche en
collagenes et protéoglycanes et contient quelques fibroblastes.

% La membrane basale choriale : adhére fermement a la couche précédente et constitue
un support pour la couche sous-jacente de par sa composition en collagenes de type
IV, laminines et fibronectine.

** La couche trophoblastique : strate cellulaire comprenant 2 a 10 couches de cellules

trophoblastiques, apparentées aux trophoblastes placentaires.

Les membranes feetales sont des tissus qui ne sont ni innervés ni vascularisés. Ainsi, I’oxygéne
et les nutriments leur sont apportés par diffusion depuis le LA et la choriodécidue pour
I'amnios, tandis que le chorion est uniquement nourri et oxygéné grace aux vaisseaux sanguins

de la décidue maternelle.

c- Cellules immunitaires présentes au sein des membranes foetales

Les cellules immunitaires ne représentent qu’une proportion mineure des cellules totales des
membranes foetales, mais elles ne sont pas a négliger. Récemment, les travaux de Sarah O.
Jacobs ont apporté une caractérisation plus précise des populations de cellules immunitaires
présentes au sein des membranes fcetales. Cette étude met notamment I'accent sur les
neutrophiles, les leucocytes augmentant dans ces tissus lors du travail, mais aussi sur les
cellules NK, représentant 25 a 34% des leucocytes des membranes foetales (Jacobs et al,
2020).

Par ailleurs, il a été retrouvé des macrophages d’origine foetale, nommées cellules de
Hofbauer, au sein des couches fibroblastique et spongieuse de I'amnios. Elles seraient ici
impliquées dans I’élimination du méconium, contenu intestinal du foetus déversé dans le LA.
Elles ont été également décrites dans les couches réticulaire et trophoblastique du chorion.
Au niveau de la plaque choriale, elles joueraient non seulement un réle dans la morphogéneése
et I'angiogenése placentaire, mais aussi dans la réponse immune, 'homéostasie et le

transport ionique a travers la barriére materno-foetale (Reyes et al, 2017).






3) Propriétés et fonctions

Les membranes feetales constituent ainsi une interface tissulaire complexe entre la mere
et le foetus, comparables a un réservoir biologique ajustable a l'intérieur duquel le futur

nouveau-né peut se développer, croitre, bouger : commencer a exister.

a- Mais jusqgu’ou peuvent-elles s’étirer ?

Elles font front a I'augmentation du volume du LA (environ 800 ml a terme), a la croissance
considérable du bébé parfois agité (un coup de pied d’un foetus de cing mois peut déplacer
les membranes fcetales de 7 mm), aux tensions de I'utérus semi-rigide grandissant lui aussi et
pourtant elles résistent jusqu’a la fin de leur contrat : I'accouchement. Mais quelles propriétés
leur conférent cette impressionnante résistance ? La réponse se trouve dans la composition
des matrices extracellulaires de ces tissus. En effet, dés 1977, Lavery et Miller ont établi la
nature viscoélastique de ces tissus en réponse a une déformation (Lavery & Miller, 1977). Plus
précisément, la forte teneur en collagénes, notamment celle de la couche compacte de
I'amnios en collagéne de type | permet aux tissus de s’allonger, de s’affiner, dans une certaine
limite intrinséque bien évidemment. L'amnios a d’ailleurs été décrit comme plus résistant aux
forces de tension que le chorion grace a I'existence de ponts de collagénes (types IV et V) qui
relient la membrane basale aux couches plus profondes de I'amnios, et a la présence de
molécules d’eau emprisonnées dans la couche spongieuse qui permettent une meilleure
absorption des chocs physiques (Oyen et al, 2006; Verbruggen et al, 2017). Cependant, méme
si ces propriétés biophysiques des membranes feetales sont essentielles a la sauvegarde du
foetus, elles ne garantissent évidemment pas une protection systématique contre tous les
traumatismes extérieurs (chutes, accidents, coups, ...), qui sont a l'origine de complications
pour 6 a 7% des grossesses, conduisant potentiellement a des atteintes placentaires, utérines,
a des avortements spontanés, ou des naissances prématurées (travail pré terme, rupture

prématurée des membranes foetales) (Connolly et al, 1997; Pearce & Martin, 2016).

b- L'équilibre des fluides : homéostasie du liguide amniotique

C’est a partir du 8®™ jour post-fécondation, que commence la sécrétion de ce fluide

potentiellement par les amnioblastes, mais cela n’a pas encore été clairement démontré.
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Figure 4 : Homéostasie du liquide amniotique

Plusieurs acteurs collaborent a la formation et a I'élimination du liquide amniotique. Les deux
principales sources sont la diurése foetale et les sécrétions pulmonaires, tandis que les deux
principales voies de réabsorption sont la déglutition foetale et la voie intra-membranaire (peau
du feetus et amnios recouvrant le cordon et la plague choriale). Une autre voie de
réabsorption est la voie trans-membranaire). (https://clemedicine.com/2-regulation-du-
liquide-amniotique/)



https://clemedicine.com/2-regulation-du-liquide-amniotique/
https://clemedicine.com/2-regulation-du-liquide-amniotique/

Parallélement, les sécrétions utérines s’associent a la composition du LA (Burton et al, 2002).
Puis lors de la seconde moitié de la grossesse, il est principalement composé des sécrétions
pulmonaires (200-300 ml/jour a terme) et de 'urine (600ml/jour a terme) feetales tandis que
les deux principales voies de réabsorption sont la déglutition feetale et la voie intra-
membranaire. Cette derniére consiste a I'absorption des solutés par la peau du feetus et par
I'amnios recouvrant le cordon ombilical et la plague choriale. Ces deux voies concernent
chacune 200 a 500 ml échangés par jour a terme (Brace, 1997) (Figure 4). Cependant bien
gu’encore peu décrite, il existe une voie transmembranaire échangeant environ 10 ml par
jour. En effet, les membranes fcetales sont des tissus perméables a I'eau et a d’autres
molécules (glycérol, urée) et présentent notamment des protéines transmembranaires, les
aquaporines, impliquées dans cette régulation du volume (Prat et al, 2012; Kobayashi & Yasui,
2010; Wang et al, 2001). Par ailleurs, une transcytose vacuolaire (mécanisme de transport des
molécules d’un pole a I'autre d’une cellule via des vacuoles) participe a cette diffusion, ce
mécanisme serait régulé par le facteur de croissance VEGF (Facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire), comme démontré sur modele ovin (Cheung et al, 2010; Bogic et al,

2001).

Ainsi, une régulation fine du LA (volume, composition, renouvellement) durant la grossesse
est essentielle au bon développement du feetus. Une dysrégulation pourra donner lieu a des
pathologies obstétricales graves telles que I'oligohydramnios (quantité trop faible de LA) ou
le polyhydramnios (quantité trop importante). En effet, un oligohydramnios augmente le
risque de fausse couche, de détresse foetale ou encore de retard de croissance intra-utérin
(RCIU) (Khatun et a/, 2017). Quant au polyhydramnios, il peut étre associé a des cas de rupture
prématurée des membranes foetales, de travail prématuré ou d’hémorragie post-partum

(Hamza et al, 2013).

c- Bouclier immunitaire au service de I'’enfant-roi

Au cours de la grossesse, des bactéries, virus, champignons peuvent pénétrer la cavité
amniotique empruntant diverses voies (hématogéne, placentaire, vaginale) et causer une
infection intra-amniotique, menacant l'intégrité du foetus (Nadeau et al, 2016; Stirling et al,
2016; Vinturache et al, 2016). Ainsi, il se trouve que pour limiter ces risques, les membranes

foetales, non seulement représentent une barriére physique (certes imparfaite), mais elles



Figure 5 : Propriétés antimicrobiennes des membranes foetales

Les membranes amniotiques assurent un réle de défense immunitaire lors de la grossesse. En
effet, elles sont a I'origine de la sécrétion de plusieurs composés antimicrobiens. Ainsi, comme
illustré ci-dessus, le simple fait de déposer des explants de membranes sur une culture
bactérienne (ici de Bacillus cereus) provoque la formation de zone d’inhibition de croissance
bactérienne (Zare-Bidaki et al, 2017).



assurent aussi la maintenance d’un environnement stérile en réponse a des stimuli pro-
inflammatoires. En effet, le chorion comme I'amnios ont été décrits pour avoir des capacités
antibactériennes en inhibant la croissance de différentes familles de souches bactériennes
(Colibacilles, Lactobacilles, Staphylocoques, Streptocoques, ...) (Figure 5) (Kjaergaard et al,
2001; Zare-Bidaki et al, 2017). De nombreux travaux ont pu expliquer cette précieuse faculté
par la présence de molécules antimicrobiennes et anti-inflammatoires telles que Ia
lactoferrine ou I’acide hyaluronique, ce dernier permettant I'adhésion de lymphocytes au sein
du stroma amniotique (Kanyshkova et al, 2001; Higa et al, 2005). Par ailleurs, il a également
été décrit la production de molécules antivirales et antibactériennes comme les B-défensines
1, 2, 3 mais aussi l'identification d’élafine, autre peptide antimicrobien, au sein de I'épithélium
amniotique ou des trophoblastes chorioniques. Il est bon de noter ici que I'expression des
transcrits codant ces deux types de molécules est stimulée par des signaux pro-inflammatoires
comme, par exemple, interleukine 1 béta / IL1B (Buhimschi et al, 2004; King et al, 2007,
Szukiewicz et al, 2016). Dans la méme logique, il a été démontré que des cellules épithéliales
amniotiques traitées avec des cytokines telles que I'lL-1a, I'lL-1B ou le Facteur de Nécrose
Tumorale a (TNFa) conduisaient a une augmentation de la transcription de I'Inhibiteur de
Protéases Sécrétées par les Leucocytes (SLPI), molécule impliquée dans la protection des
tissus épithéliaux en cas d’inflammation (Zhang et al, 2001).

Enfin, I'utilisation généralisée notamment du feuillet amniotique en médecine régénérative,
allant de la chirurgie ophtalmique lors d’altérations cornéennes, a la chirurgie dentaire pour
traiter des déchaussements, en passant par la dermatologie pour le soin des brllures ou
I'ulcere du pied diabétique, illustre parfaitement la force des propriétés antimicrobiennes des
membranes foetales (Bhide & Tenenbaum, 2020; Krysik et al, 2020; Su et al, 2020; Muraine et
al, 2006).

d- Fin du contrat : participation a la parturition

Aprés ces neuf mois a temps plein, le moment survient pour les membranes foetales
d’accomplir leur ultime tache : rompre. En effet, la rupture de la poche des eaux a terme (soit
aprés 37 SA) constitue un élément majeur de I'accouchement. Cette rupture est le fruit d’une

préparation progressive complexe faisant intervenir de nombreux processus moléculaires et
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Figure 6 : Etapes majeures de la parturition

La parturition humaine comprend trois phases majeures incluant la maturation du cervix (dilatation et
effacement) associée a la rupture des membranes fcetales, les contractions du myométre et la
délivrance (expulsion du placenta). (Adapté de http://www.brainkart.com/article/Parturition 22007)



http://www.brainkart.com/article/Parturition_22007

cellulaires visant a fragiliser les MF qui seront plus spécifiguement décrits dans le chapitre
suivant. Car avant de décrire plus précisément ce phénomene, il ne faut pas oublier qu’il n’est
pas le seul a s’inscrire dans la préparation de cet événement encore plus considérable qu’est
la parturition. Elle aussi, est un parfait exemple de synergie de plusieurs signaux biologiques
provenant de plusieurs acteurs qui vont sonner I’heure de ce dénouement tant attendu, la

naissance de I’enfant.

Au bout de 37 SA, lorsque le foetus est physiologiquement préparé a devenir un nouveau-
né, arrive le temps de la naissance. La parturition humaine comprend trois phases incluant la
maturation du col (dilatation et effacement), les contractions du myometre et la délivrance
(expulsion du placenta) (Figure 6). Ainsi, des modifications physiologiques, moléculaires,

anatomiques et cellulaires surviennent a la fois chez la mere et le foetus.

1) Les hormones s’emballent pour réveiller le myometre et effacer le cervix

Durant la grossesse, il existe une balance dynamique entre les forces utéro-toniques et les
forces a I'origine de la quiescence utérine e.g les forces qui maintiennent le cervix fermé
s’opposant a celles qui vont permettre sa dilatation. Ainsi, le myomeétre demeure quiescent
et le col de 'utérus scellé tout au long de la grossesse, pour a terme (entre 37 et 42 SA) que
I’'un se réveille et entre en travail et que 'autre finisse par s’effacer et laisser la voie. Il va donc
survenir la répétition réguliere de contactions utérines avec une fréquence et une
intensité croissante qui vont permettre I'expulsion du feetus hors de son logement a travers
cette porte du cervix désormais ouverte. Brievement, il faut savoir que la contractilité du
myometre est controlée par des potentiels d’action attribués a I'activation de canaux ioniques
notamment calciques (Sanborn, 2000). La phase de quiescence se déroule sous le joug de la
progestérone, en forte expression. Mais a I'approche du terme, une chute de I'activité de la
progestérone s’observe, et les cestrogénes prennent le relais, augmentant I'expression des
récepteurs utérins a I'ocytocine. Les signaux hormonaux jouant dans cette balance sont a la

fois maternels mais aussi foetaux (Kota et al, 2013; Weiss, 2000).
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Figure 7 : Controle hormonal lors de la grossesse et la parturition humaine.

Durant la grossesse, il y a mise en place d’une balance dynamique entre les effets de la
progestérone, favorisant la quiescence utérine, contre ceux exercés par les cestrogénes,
activant la contractilité utérine. (Kota et al, 2013)

J Progestérone -+
v
Synthése prostaglandines Dégradation prostaglandines
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Figure 8 : Activités de la progestérone favorisant la quiescence utérine.

La progestérone est une des hormones principales intervenant dans la grossesse.
Globalement, elle inhibe les acteurs favorisant la contractilité utérine (prostaglandines,
oestrogenes, ocytocine, CRH, jonctions GAP et canaux calciques). L'induction de I'expression
de la NO synthétase contribue également au maintien de la quiescence utérine. D’autre part,
elle préserve le cervix de la collagénolyse en stimulant I'expression d’inhibiteurs des
métalloprotéases (TIMP-1) (Adapté de (Vannuccini et al, 2016)).
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a- Progestérone

Tout d’abord d’ou provient la progestérone durant la grossesse ? Il est connu que la source
premiére correspond au corps jaune jusqu’a la 7-98™¢ semaine de gestation pour donner le
relais au placenta. Et s’il y bien un duel hormonal lors de la grossesse pour imposer sa loi sur
le territoire du myometre, il s’agit de cette balance dynamique entre la progestérone et les

cestrogenes (Figure 7).

Mais par quelles voies la progestérone a-t-elle maintenu le myométre relativement endormi ?
(Figure 8). Tout d’abord il a été décrit in vitro que cette hormone inhibe la formation des
jonctions gap, (a l'inverse des oestrogénes), mais stimule I'expression utérine de la NO
synthétase, enzyme impliqué dans la quiescence utérine. Par ailleurs, la progestérone diminue
non seulement I'expression des canaux calciques et des récepteurs a I'ocytocine, mais aussi la

production des prostaglandines (Vannuccini et al, 2016; Kota et al, 2013).

Concernant maintenant la maturation cervicale, elle est freinée par la progestérone qui
stimule I'expression cervicale d’inhibiteurs de métalloprotéases (TIMP-1) afin de préserver le

cervix de la dégradation des collagénes (Leppert, 1992).

Mais pourquoi la balance progestérone/cestrogénes s’inverse- t-elle a terme ? On pourra ici
citer deux explications de facon non exhaustive. D’une part, un acteur se range aux cotés des
cestrogenes : les membranes feetales. Ces derniéres vont en effet connaitre une hausse de
I'activité d’une enzyme impliquée dans la stéroidogéneése : la 17B/20a- hydroxystéroide
déshydrogénase. Cette enzyme permet la formation du 17B-cestradiol (cestrogenique connu
pour étre le plus puissant) et celle du 20a-dihydroprogestérone (le plus faible progestatif),

menant ainsi a une altération du ratio de I’activité progestérone/ocestrogenes.

Quant a la diminution de I'expression des récepteurs utérins a la progestérone (PR), plusieurs
mécanismes ont été proposés, il s’agirait notamment d'un switch d’isoforme produite
(augmentation du ratio PR-A/PR-B) (Mesiano et al, 2002, 2011) et d’'une baisse des niveaux de
co-facteurs nécessaires a l'activité des PR (chute d’expression de I’AMPc-CBP, SRC2 et 3)

(Condon et al, 2003).

b- (Estrogenes
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Figure 9 : Activités des cestrogénes lors de la parturition.

Les cestrogénes agissent d’'une part sur le myomeétre en stimulant la production des
prostaglandines PGE2 et PGF2a et de leurs récepteurs, mais aussi celle des récepteurs a
I’ocytocine. De plus, ils permettent la synthése de connexines (connexine 43) et jonctions gap
permettant la transmission du signal contractile au sein du myomeétre. Au niveau du cervix, ils
sont a l'origine d’un réarrangement de la matrice extracellulaire provoquant une dilation du
col. (Vannuccini et al, 2016)
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La grossesse peut se définir comme un état hyper-cestrogénique, avec une augmentation
croissante d’cestrogénes circulants suivant I'age gestationnel (Goodwin, 1999; Weiss, 2000).
Le placenta constitue l'usine principale de production de ces hormones. Cependant, il lui
manque un acteur majeur dans la chaine de production, I'enzyme CYP17, permettant la
fabrication de I'cestradiol a partir de la matiére premiere nécessaire, la progestérone. Le

placenta compense donc en produisant une autre forme d’cestrogenes, la forme majeure

circulante au cours de la grossesse, I'cestriol, en aromatisant le DHEAS (déhydro-épi-andro-
sténédione sulfate) préalablement hydroxylé par le foie. En effet, contrairement aux périodes
ou la femme n’est pas enceinte, I'ovaire est une source mineure d’cestrogénes durant la

grossesse.

Ainsi, les cestrogenes agissent sur le myomeétre en stimulant d’'une part la production des
prostaglandines PGE2 et PGF2a et I'expression de leurs récepteurs, mais aussi celle des
récepteurs a I'ocytocine. D’autre part, ils induisent I’expression d’enzymes impliquées dans la
contraction musculaire (calmoduline, myosine kinase) et augmentent la synthése de
connexines (connexine 43) et jonctions gap permettant la transmission du signal contractile
au sein du myometre. L'ensemble de ces modifications conduit a la formation de contractions
utérines coordonnées. Par ailleurs, les cestrogéenes agissent sur le cervix en induisant
I’expression de collagénases et élastases qui vont conduire au réarrangement des collagénes
et élastine et in fine a la dilatation du col utérin (Figure 9) (Andersson et al, 2008; Chibbar et

al, 1995; Mesiano et al, 2002).

c- L’axe corticotrope ou HPA (hypothalamo-pituitaire-adrénalien)

Une des voies endocrines commune a probablement tous les vivipares est |'axe corticotrope,
dit aussi HPA (Challis JRG et al, 2000). Cette cascade conduit a I’activation et a la stimulation
du myometre par I'augmentation de la production d’agonistes utéro-toniques tels que
I'ocytocine et prostaglandines. En fait, la corticolibérine ou CRH (Corticotropin Releasing
Hormone), peptide sécrété par I'hypothalamus, est également exprimé par le placenta, les
trophoblastes chorioniques, I'amnios et la décidue (le placenta est d’ailleurs la source majeure
de CRH dés le 2™ trimestre de la grossesse). La CRH va stimuler I’"hypophyse qui va a son tour
produire une hormone, ’ACTH (Adreno CorticoTropic Hormone) excitant quant a elle les

glandes surrénales qui vont dés I’heure libérer du cortisol. Ainsi cette activation maternelle et
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foetale de I’axe HPA conduit a une augmentation progressive des taux circulants de cortisol a
partir de la moitié de la gestation. Premierement, un des effets de I’ACTH est d’activer au sein
des surrénales foetales, la sécrétion du DHEAS, un précurseur d’cestrogenes, converti ensuite
par le foie du foetus en 16-hydroxy DHEAS qui va alors migrer vers le placenta ou il sera
métabolisé en estradiol (E2), estrone (E1) et cestriol (E3). Par ailleurs, I'importance de I'axe
HPA est accentuée par I'action du cortisol sur la maturation pulmonaire du feetus dont il aura
besoin pour la vie extra-utérine. De plus, le cortisol va promouvoir I'expression de nombreux
génes placentaires incluant ceux codant pour I'ocytocine et les prostaglandines (notamment
PGE2). La production des prostaglandines est également stimulée au sein des membranes
foetales et de la décidue maternelle, prostaglandines qui effectuent un rétrocontrole positif
sur la sécrétion de CRH dans ces mémes tissus. De plus, la CRH est aussi stimulée par des
cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, cet axe endocrinien conduit a la vasodilatation utérine,

foetale et placentaire et a la contraction des muscles lisses (Figure 10).

d- Ocytocine

L’ocytocine est un neuropeptide synthétisé par I’hypothalamus et joue un role primordial dans
la parturition humaine en lien direct avec ses récepteurs (OT et OTR) (Blanks & Thornton,
2003). Historiquement, elle avait été décrite comme le facteur initiateur de la parturition,
puisqu’une simple administration clinique d’ocytocine déclenche le travail. De nos jours, il est
désormais connu que le processus de parturition est plus complexe. Toutefois, il a été en effet
décrit, lors du travail spontané, un pic de libération d’ocytocine par la neurohypophyse,
accompagné d’une hausse d’expression de ses récepteurs et de leur affinité au sein du
myometre (Blanks et al, 2003). Par ailleurs, il existe également une production locale
d’ocytocine qui n’est pas moindre. Les tissus gestationnels, qu’il s’agisse des membranes
foetales ou de la décidue, expriment des ARN messagers codant pour |'ocytocine, dont la
transcription est d’ailleurs stimulée par les cestrogenes lors du travail (Chibbar et al, 1993,

1995).

Les effets pro-contractiles de I'ocytocine sont doubles, ainsi dans le myometre elle va agir
directement sur la contractilité en augmentant la mobilisation intracellulaire de Ca?*, et dans
la décidue, elle va stimuler la synthése de prostaglandines (PGF2a notamment), conduisant

indirectement |a encore a I'activation du myometre (Fuchs et al, 1982, 1991). La
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prostaglandine PGF2a induit en retour I'expression des récepteurs a l'ocytocine et la

formation de jonctions gap (Husslein, 1984) (Figure 11).

a- Prostaglandines

Il faut savoir que le précurseur majeur des prostaglandines est I'acide arachidonique, et que
ce composé est lui-méme formé a partir de glycérophospholipides, recelés en fortes quantités
au sein des membranes foetales (phosphatidylinositol et phosphatidyléthanolamine). Ces
guantités augmentent plus I'dge gestationnel avance, conséquence des taux croissants
d’cestrogénes. Grossierement, la conversion de I'acide arachidonique en prostaglandines E2,
F2a, PG12, PGD2 fait intervenir en premier lieu des cyclo-oxygénases (COX), puis en second

lieu des synthases spécifiques (Challis et al, 2002).

Les prostaglandines jouent un réle central dans la parturition en participant a la fois au réveil
du myometre mais également sur I'effacement du col. En effet, les concentrations de PGE2 et
PGF2a augmentent dans le LA avant le travail, mais aussi au sein de I'utérus et des membranes
foetales (Romero et al, 1996; Phillips et al, 2014). Des études ont mis en évidence
qgu’administrer cliniquement des prostaglandines provoque des contractions utérines tandis
que des inhibiteurs de prostaglandines induisent un délai de I’entrée en travail (Mitchell et al,
1995). D’un autre c6té, I'administration vaginale de PGE2 est utilisée cliniquement pour

induire la dilatation cervicale (Hiersch et al, 2017; McLaughlin & Devoe, 2017).

b- Relaxine
La relaxine, hormone peptidique de petite taille (6kDa), présente de nombreuses propriétés
impliquées dans le systeme reproducteur notamment dans I'effacement du cervix. La relaxine
circulante est produite au sein des ovaires par le corps jaune. Cependant, il est a noter que
des travaux ont démontré le r6le non essentiel de cette relaxine circulante dans la dilatation
cervicale (Eddie et al, 1990). De plus, cette hormone peptidique est également générée par le
placenta et la décidue, exercant alors une action plus localisée, de par la production de
collagénases (MMP1, 2) et I'inhibition de TIMP1, un inhibiteur de métalloprotéases (Palejwala

etal, 2001).

2) La décidue s’enflamme.

Directement sous-jacente au chorion, se trouve la décidue maternelle, tissu dérivé de

I’endometre. Chez la femme, le début de vie de la décidue prend lieu lors de la pré-
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décidualisation périvasculaire juste avant I'implantation de I'’embryon (Muter et al, 2015). La
décidue représente le tissu maternel le plus proche de I'’ensemble foeto-placentaire et dispose
d’un acces direct au sang maternel. Cet organe est composé de cellules stromales (fibroblastes
et mésenchymales), et est fortement infiltré par des cellules immunitaires maternelles, dont
la concentration varie au cours de la grossesse (Vacca et al, 2015; Vince et al, 1990). Parmi ces
cellules, et de maniere non exhaustive, ont tout d’abord été retrouvées les cellules NK (Natural
Killer), a I'origine de la production de cytokines jouant un réle critique dans le remodelage
vasculaire de l'interface mere-foetus (Zhang et al, 2011). Mais aussi, des neutrophiles en
abondance, constamment disponibles en cas d’infection locale, telle qu’une infection intra-
amniotique. Les mastocytes présents, quant a eux, stimulent I'angiogénése de par la
production de facteurs de croissance comme le VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor)
(Gomez-Lopez et al, 2018; Amsalem et al, 2014). Enfin, parmi les phagocytes mononucléaires,
les macrophages constituent le type majeur des cellules immunitaires présentes au sein de la
décidue notamment en début de grossesse. lls exercent plusieurs réles, requis pour le
remodelage tissulaire et le maintien d’'une homéostasie en participant a la clairance des débris
cellulaires et des cellules apoptotiques, et ils sont bien évidemment impliqués dans la
régulation de la réponse immune (Faas & De Vos, 2018). Des cellules dendritiques et
lymphocytes T sont également retrouvés dans cet organe, qui peut sans aucun doute étre
qualifié d’immunitaire.

Ainsi, la décidue constitue un médiateur des signaux inflammatoires « activateurs » de Ila
parturition en contrélant le type et la fonction de ses cellules immunitaires résidentes
(Norwitz et al, 2015). En effet, les cellules stromales de la décidue exercent une action
immuno-modulatrice en sécrétant des facteurs impliqués dans la vasodilation (kynurénine) et
le chimiotactisme (CCL5, , CCL1, CXCL5, MCP1) et en supportant la différenciation et le trafic
des cellules immunitaires (Vacca et al, 2015; Engert et al, 2007). A terme, les leucocytes de la
décidue exposent de cette maniére un phénotype inflammatoire boosté, incluant une forte
expression de molécules pro-inflammatoires (IL6, TNFa, IL1, IL4) (Galazka et al, 2009; Castillo-
Castrejon et al, 2014). Enfin, I'étirement provoqué par la croissance du foetus induit
I’expression déciduale de la métalloprotéase 1, et des chimiokines IL8 et GRO-a (Zhao et al,
2013).

En fait, progressivement, les signaux inflammatoires vont conduire a la sénescence des

cellules déciduales. Il s’agit d’'un processus physiologique de vieillissement cellulaire se
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traduisant tout d’abord par un arrét irréversible du cycle cellulaire. Les cellules endommagées
acquierent alors un Phénotype Sécrétoire Associé a la Sénescence (SASP). Cette signature
spécifique de la sénescence correspond a la sécrétion de facteurs capables de recruter les
cellules immunitaires et de modifier la matrice extracellulaire ce qui permet in fine le
repeuplement du tissu par des cellules progénitrices (Hernandez-Segura et al, 2018; McHugh
& Gil, 2018a). Il existe deux types de sénescence : (i) réplicative, qui résulte de la capacité de
prolifération limitée d’une cellule, dépendant de la réduction de la longueur des télomeéres au
fur et a mesure des cycles cellulaires ; (ii) induite par un stress en réponse a divers facteurs
(de Magalhaes & Passos, 2018).

Des travaux ont prouvé que cette sénescence déciduale provoquait une augmentation de la
production des prostaglandines qui, comme décrit précédemment, participent au réveil du
myometre et a I'effacement du col utérin (Hirota et al, 2010). Par ailleurs, ce processus de
sénescence et d’inflammation déciduales conduit a une répression de I'expression des
récepteurs a la progestérone, ce qui pourrait contribuer localement au déclin du régne
gestationnel de la progestérone et donc la encore a la fin de la quiescence utérine (Guzeloglu-
Kayisli et al, 2015). Enfin, il a été décrit que la sénescence était associée a la sécrétion de
métalloprotéases, ce qui participe a n’en pas douter a la fragilisation des membranes fcetales

et donc a leur rupture a terme (Ulug et al, 2001).

3) Les membranes fcetales cedent.

La rupture des deux feuillets des membranes foetales accompagnée par la perte « des eaux »
(eg. LA), constitue a terme et comme évoqué précédemment un des évenements majeurs
permettant la naissance de I'enfant. La préparation de cette étape cruciale est détaillée ci-

dessous.
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Figure 12 : Chronologie de la rupture des membranes foetales a terme

La rupture des membranes foetales comprend plusieurs étapes successives. Lors de la
grossesse, les deux feuillets sont accolés et le col utérin fermé (A). Plus tard, elles se
distendent, engendrant une séparation de I'amnios et du chorion. Le chorion, moins résistant,
rompt en premier (B), tandis que I'amnios fait hernie dans la bréche du chorion avant de
rompre a son tour (C). (Adaptée de (Méhats et al, 2011)

Figure 13 : Différences histologiques entre les zones ZIM et ZAM

Ces coupes histologiques de la Zone Intacte des Membranes (ZIM) (A) et de la Zone Altérée
des Membranes (ZAM) (B) montrent, au sein de ZAM, un épithélium amniotique (EA) plus fin
et formant des invaginations. Les couches sous-jacentes de tissu conjonctif (TC), de
trophoblastes (T) sont également plus épaisses dans la zone ZIM. On peut également noter un
amincissement de la décidue (D) dans ZAM. (Coloration hématoxyline-éosine, échelle
=100um) (MclLaren et al, 1999).
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CHAPITRE Il : LA RUPTURE DES MEMBRANES FCETALES OU
L’IMPORTANCE D’ETRE SYNCHRONISE

1) Chronologie de la rupture

La rupture des membranes foetales, amnios et chorion, survient la plupart du temps
au début du travail a terme. Cependant, il a été observé que chez 8 a 10% des femmes
accouchant a terme, la rupture pouvait avoir lieu spontanément avant méme le
commencement du travail, prouvant ainsi que la rupture des membranes fcetales n’est pas la

simple conséquence des contractions utérines.

La rupture des membranes peut étre décomposée en plusieurs étapes successives ; tout
d’abord elles vont se distendre, puis I'amnios et le chorion se dissocient au niveau de Ila
couche spongieuse. Le chorion, moins résistant, rompt en premier, entrainant une évagination
de I'amnios dans la bréche formée, finissant par céder a son tour (Figure 12) (Arikat et al,

2006; Méhats et al, 2011).

Point important, cette rupture prend place logiquement au niveau des tissus en regard du col
utérin or des travaux ont démontré des différences structurelles de cette zone, en fin de
grossesse, comparée au reste des membranes foetales. En effet, il a été démontré I'existence
d’une « zone de morphologie altérée » (ZAM) située le long de la ligne de rupture sur des
échantillons récupérés a terme suite a des naissances par voie basse, a opposer aux tissus en
dehors de cet espace, la « zone de morphologie intacte » (ZIM). Histologiquement parlant, la
ZAM présente une structure plus fine que la ZIM, d{ a une couche trophoblastique amincie,
mais aussi a une décidue plus fine voir disparue. L’épithélium amniotique est lui aussi moins
épais, et présente des invaginations dans les couches sous-jacentes de tissu conjonctif, lui-
méme désorganisé alors qu’il est plus dense et compact au sein de la ZIM (Figure 13) (Malak
& Bell, 1994; Mclaren et al, 1999; El Khwad et al, 2005). Mieux, cette ZAM s’est révélée étre

déja formée avant le travail, suggérant qu’elle n’est pas générée par I'action des contractions
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utérines mais que sa fragilisation est initiée en amont du travail. Mais quels sont ces

mécanismes a |'origine de la création de cette ZAM, véritable porte d’entrée sur la vie ?

2) Meécanismes cellulaires et moléculaires de la rupture

Globalement, deux facteurs sont impliqués dans I'étiologie de la rupture des membranes
foetales a terme. Premierement, diverses modifications cellulaires et biochimiques mises en
place au sein de ces tissus gestationnels, se concordent de facon programmée, fragilisant les
membranes. D’autre part, la croissance continue du foetus provoque un étirement progressif
des tissus qui s’amincissent au fur et a mesure. A terme, au bout de ce processus complexe,

les membranes, affaiblies, ne peuvent que céder aux contractions utérines.

a- Sécrétions hormonales

Comme évoqué plus précisément en amont, les hormones jouent un réle crucial dans la
parturition et donc dans le phénomene de fragilisation progressive des membranes foetales.
Par exemple, la relaxine libérée par le placenta et la décidue maternelle a été décrite pour
stimuler d’une part I'activité collagénase (induction de I’expression de métalloprotéases) et la
sécrétion de plasminogéne au sein de I'amnios et du chorion in vitro (Koay et al, 1983). D’autre
part, la relaxine stimule la libération d’interleukines pro-inflammatoires (IL6, IL8) par les
cytotrophoblastes chorioniques et il a été démontré in vivo chez le singe qu’une infusion intra-
amniotique de relaxine conduisait a une sécrétion de ces cytokines (Bryant-Greenwood et al,
2007, 2009). Ainsi, au global, par cette dégradation de la matrice extracellulaire, la relaxine
diminue la résistance des membranes fcetales aux tensions comme démontré bio-
mécaniquement dans les travaux de Petersen (Petersen et al, 1994).

Un autre participant s'impose dans ce processus de fragilisation, la CRH, elle aussi abordée
précédemment. Cette hormone exprimée dans les tissus foeto-maternels, et dont les niveaux
augmentent a terme, induit également |'expression de la gélatinase MMP9 au sein du chorion
(Li & Challis, 2005).

Pour finir, il est connu gu’en fin de gestation, I'épithélium amniotique est une source de
production de prostaglandine E2 (Moore et al, 1988). Or ce médiateur inflammatoire est bien
décrit pour participer également a I'affaiblissement des membranes fcetales en induisant une
réponse inflammatoire stérile qui sera traitée plus tard mais aussi en impactant sur les
jonctions serrées amniotiques (Kobayashi et al, 2010). Enfin, la encore, des études ont

démontré les propriétés collagénolytiques de la PGE2 qui joue sur I'expression des
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métalloprotéases et de leurs inhibiteurs (TIMPs) et sur la formation de novo de collagéne et

de protéoglycanes (DiBattista et al, 1995; Tjugum & Norstrom, 1985).

b- Stress oxydant

Le stress oxydant est causé par I'augmentation d’Espéces Réactives de I'Oxygéne (ERO) (mais
également de I'azote), dérivant en radicaux libres qui ne sont pas suffisamment dégradés par
les systemes antioxydants. Ces radicaux libres représentent une menace cellulaire. En effet ils
oxydent les lipides, les protéines et les acides nucléiques des cellules conduisant au final a la
mort cellulaire. Or, durant la grossesse, une augmentation progressive d’ERO a lieu dans la
cavité utérine, pour étre culminant a terme. Cette amplification est due notamment la
demande métabolique croissante du feetus s’opposant a un apport maternel de substrats
inchangé (Agarwal et al, 2005; Menon, 2019). Ainsi, ces ERO contenus dans le LA vont
directement agir sur les membranes foetales environnantes et participer a leur fragilisation
notamment au niveau de la ZAM qui possedent une activité d’enzymes antioxydantes moindre
comparée a la ZIM. Ainsi la ZAM, moins défendue, est plus sensible aux effets des ERO comme
démontré par une étude ayant observé qu’elle libérait plus de 8-isoprostane, un marqueur de
peroxydation des lipides (Chai et al, 2012).
c- Apoptose

Plusieurs études se sont penchées sur I'implication de I'apoptose dans la formation de la ZAM,
cette zone supra-cervicale qui présente une désorganisation tissulaire et une résistance plus
gu’amoindrie. L'apoptose est une mort cellulaire programmée, nécessaire a ’lhoméostasie
tissulaire. Ainsi, il a été démontré par plusieurs équipes la mise en place d’apoptose au sein
des membranes foetales a terme. Par exemple Runic et al. ont en effet révélé la présence de
corps apoptotiques, de chromatine condensée autour du noyau cellulaire et I'expression d’un
médiateur spécifique de cette mort cellulaire, le récepteur Fas (FS-7 associated surface
antigen, CD95) (Runié et al, 1998) au sein de celles-ci. Par ailleurs, I'index apoptotique au sein
du chorion a été décrit comme plus important a terme, soutenant ainsi I’"hypothése d’une
augmentation de mort par apoptose au cours de la gestation. Mais surtout, il a été clairement
prouvé que I'apoptose était accentuée au niveau de la zone de rupture. En effet, Reti et al ou
encore Chai et al ont démontré la surexpression de marqueurs pro-apoptotiques (caspases 3
et 9, Fas, FasL, Bax, Smac) et la sous-expression de Bcl-2, protéine anti-apoptotique, résultats

soutenus par les travaux de El Khwad qui ont identifié une plus forte quantité des formes
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Figure 14 : Sénescence durant la grossesse

Lorsqu’une cellule acquiére un Phénotype Sécrétoire Associé a la Sénescence (SASP), plusieurs
conséquences surviennent. Ces molécules sécrétées induisent un recrutement de cellules
immunitaires afin de procéder a la phagocytose des cellules sénescentes. Elles permettent
aussi un remodelage tissulaire de par la sécrétion de métalloprotéases ou de facteurs comme
le VEGF qui stimule I'angiogenése. Cette sénescence est renforcée de fagon autocrine mais
aussi paracrine par la sécrétion de TGFB (Adaptée de McHugh & Gil, 2018).
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Figure 15 : Raccourcissement des télomeéres durant la grossesse

L'analyse des télomeres des leucocytes foetaux a révélé une diminution progressive de leur
longueur au cours de la grossesse chez I'lhumain. Cette réduction est un indicateur de la
sénescence prenant place dans les membranes fcetales (Menon et al, 2016b).
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clivées de PARP-1 (ce clivage annihilant sa capacité a réparer 'ADN) au niveau de ZAM la
encore (Chai et al, 2013; El Khwad et al, 2005; Reti et al, 2007). Appuyant encore le rble
primordial de I'apoptose dans la fragilisation de ZAM, I'équipe de Lappas a mis en évidence
au sein de cette région, une plus forte expression des facteurs de transcription FoxO1 acétylé,
FoxO3 et 4, facteurs impliqués dans le phénomeéene d’apoptose (Lappas et al, 2010, 2009;
Kokkinos, 2009). Enfin, plusieurs travaux démontrent que les marqueurs de I'apoptose sont
plus fortement exprimés a terme, et notamment aprés le travail, au sein de I'amnios et du
chorion (Kumagai et al, 2001; Harirah et al, 2012).

L'ensemble de ces données confortent I'existence d’'un programme de fragilisation des
membranes initié avant la parturition, avec I'apoptose comme composante parmi d’autres.

d- Sénescence

Déja évoquée au sujet du réle de la décidue dans la parturition, la sénescence est également
présente au sein des membranes foetales. Des études ont effectivement démontré que le
travail a terme est associé a une expression des marqueurs impliqué dans ce phénotype SASP,
caractéristique de cette mort cellulaire. Ces molécules SASP permettent de recruter les
cellules immunitaires qui phagocyteront les cellules sénescentes. La sécrétion de
métalloprotéases et de facteurs tels que le VEGF active quant a elle un remodelage tissulaire
a travers la dégradation de la matrice extracellulaire et une angiogenése accrue. Par ailleurs,
un renforcement de la sénescence se fait de facon autocrine mais aussi paracrine par la
sécrétion de TGFB (Figure 14) (McHugh & Gil, 2018a). Non seulement, la présence de -
galactosidase (enzyme spécifiqguement activée en cas de sénescence) a été observée mais il a
été démontré que la longueur des télomeres des cellules des membranes diminue avec I'age
gestationnel, soulignant I'éphémérité programmée de cet organe (Figure 15) (Menon et al,
2012; Colatto et al, 2020). Parmi les facteurs impliqués dans la diminution des téloméres,
prend place le stress oxydant. Celui-ci en effet augmente dans la cavité intra-utérine au cours
de la gestation, or les répétitions en guanine contenues en 3’ des télomeéres sont
particulierement sensibles au stress oxydant, conduisant a des lésions ADN (Stewart et al,
2003). D’ailleurs, les télomeres sont moins courts dans I'amnios que dans le chorion a terme,
laissant entendre que le chorion aurait une durée de vie plus courte, en accord avec la
chronologie de la rupture (Jones et al, 2017). Ainsi produits par les tissus environnants, une
plus forte concentration de marqueurs de la sénescence (cytokines et chimiokines pro-

inflammatoires) a été mesurée dans le LA prélevé apres travail, comparé a avant travail
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Figure 16 : Réponses inflammatoires microbienne versus stérile

Il existe deux grands types d’inflammation. Tout d’abord, une inflammation peut étre qualifiée
de microbienne (ou septique) lorsqu’il y a une infection par un pathogéene. Dans ce cas, des
molécules dérivées du pathogéne, nommées PAMPs, sont reconnues par plusieurs cellules a
I'aide d’'une famille de récepteurs, les PRR. Cette reconnaissance induit une réponse
inflammatoire (recrutement des cellules immunitaires, sécrétion de de molécules pro-
inflammatoires, ...). Cependant, cette réponse peut également avoir lieu en I'absence de
pathogéne, elle est dite stérile. En effet, lorsque des cellules sont en danger (stress, mort),
elles relarguent des DAMPs, aussi nommés alarmines, puisqu’elles activent également les PRR,
et provoquent en aval une réponse inflammatoire.
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(Behnia et al, 2015; Menon et al, 2016a). Enfin, il a été observé davantage de facteurs associés
a la sénescence (B-galactosidase) aprées travail a terme dans la zone supra-cervicale des
membranes foetales comparé au reste des membranes fecetales, évoquant la encore une
sénescence accrue au niveau de la ZAM comparativement a la ZIM (Menon et al, 2016b).

e- Inflammation

Nous I'avons vu, I'inflammation présente un réle central dans la préparation de la parturition.
Son amplification au sein des membranes foetales avec le travail a terme ouvre la voie a I'étude
de son implication dans la rupture des membranes fcetales. Le processus d’inflammation
représente une réaction de défense de I'organisme qui fait suite a la reconnaissance d’un
signal de danger. Si I'origine de ce signal est pathogénique (PAMP : Pathogen-Associated
Molecular Pattern), I'inflammation est dite septique, a I'inverse si la molécule est endogéene
(DAMP : Damage-Associated Molecular Pattern), I'inflammation est qualifiée de stérile. Quel
que soit le signal reconnu, la réaction inflammatoire sera similaire comprenant le recrutement
de cellules immunitaires afin d’éliminer la source de l'inflammation (Figure 16). Les
membranes fcetales sénescentes libérent des signaux inflammatoires endogénes
originellement intracellulaires, les DAMPs, également nommés alarmines, qui seront décrites
plus précisément par la suite. Pour l'instant, il faut savoir que la présence de plusieurs types
de DAMPs (HMGB1, HSP70...) a été reportée au sein des tissus gestationnels durant le travail,
responsable de I'activation de diverses voies pro-inflammatoires comme par exemple la voie

p38 MAPK (Bredeson et al, 2014).

Plusieurs études ont pu mettre en évidence des phénomeénes inflammatoires plus importants
au niveau de la zone ZAM. Ainsi, il a été découvert qu’a terme, les trophoblastes chorioniques
changeaient de phénotype, provoquant une activation des cellules NK maternelles et un déclin
de I'immuno-tolérance des macrophages installée au cours de la grossesse (Marcellin et al,
2017). Par ailleurs, le transcriptome réalisé par le groupe de Nhan-Chang a révélé une
expression différentielle de plusieurs génes entre la ZAM et la ZIM chorionique dont des génes

impliqués dans I'inflammation (Nhan-Chang et al, 2010).

Plus globalement, la littérature relate que les concentrations de plusieurs cytokines (IL1B, IL6,
TNFa) augmentent au sein du LA a I'approche du travail a terme (Cox et al, 1997; Maymon et

al, 1999). Ces cytokines pro-inflammatoires provoquent en aval une baisse de I’expression
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Figure 17 : Transition épithélio-mésenchymateuse

Ce schéma illustre les changements cellulaires ayant lieu lors de la TEM. Sur la gauche, des
cellules épithéliales sont quiescentes, elles sont cohésives et accolées a une membrane basale
intégre. Suite a des stimuli nocifs, certaines cellules épithéliales peuvent activer des voies
moléculaires les engageant vers une TEM, conduisant a dégradation de la membrane basale,
a une perte de cohésion, a un changement de forme cellulaire pour enfin aboutir a un
détachement de la cellule de I'épithélium, qui devient alors fibroblastique. (Adapté de
(Guarino et al, 2009)
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protéique de TIMP-3 mais une hausse des gélatinases MMP-2 et 9 dans les cellules de
I’'amnios, participant ainsi a la dégradation de la MEC et donc a la fragilisation des MF. Par
ailleurs, cette boucle d’inflammation est maintenue et amplifiée de par un rétrocontrole
positif des cytokines sur la production d’autres cytokines. En effet, IL1 et TNFa stimulent la
production de plusieurs chimiokines (IL8, CXCL1, CCL2) recrutant des leucocytes au sein de

I'amnios et du chorion (Ito et al, 1994; Trautman et al, 1992; Lim et al, 2017).

En plus de s’amplifier elle-méme et d’induire la dégradation de la MEC, I'inflammation est
également étroitement liée aux phénomeénes d’apoptose et de sénescence. Ainsi tandis que
la sécrétion de TNFa induit de I'apoptose au sein des MF (Menon et al, 2002), les DAMPs
entretiennent a la fois I'infammation et la sénescence. lls se propagent dans I'ensemble des
tissus adjacents encapsulés dans de petites vésicules extracellulaires, nommées les exosomes.
Il a d’ailleurs été démontré qu’une augmentation progressive du nombre d’exosomes
contenant des acteurs pro-inflammatoires avait lieu au cours de la gestation murine (Sheller-

Miller et al, 2019).

L'inflammation constitue donc une composante importante du processus de fragilisation des
membranes foetales ce qui a conduit a I'’étude de l'utilisation de nombreuses interleukines
comme potentiels biomarqueurs de la rupture prématurée des membranes (Raba et al, 2021;

Seliger et al, 2021; Li et al, 2020).

f- Transition épithélio-mésenchymateuse (TEM)

Des travaux récents ont étudié I'implication de la transition épithélio-mésenchymateuse dans
la fragilisation des membranes foetales. Ce mécanisme, notamment retrouvé dans le
phénomeéne de métastase, est caractérisé par la perte des marques épithéliales (E-cadhérine,
cytokératine) au profit de marqueurs mésenchymateux (fibronectine, vimentine, N-
cadhérine), conduisant a un détachement des cellules (Figure 17). La TEM est également
associée a une désorganisation du cytosquelette, une perturbation des jonctions
intercellulaires, et une dégradation de la matrice extracellulaire constituant in fine des
modifications cellulaires qui pourraient participer a la fragilisation des membranes foetales
(Guarino et al, 2009; Janzen et al, 2017). En effet, Janzen et al. ont mis en évidence un lien
entre le travail et la TEM amniotique : le ratio des cellules mésenchymateuses sur les cellules

épithéliales est multiplié par six dans des échantillons prélevés apres travail. Parallelement,
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cette étude récente a démontré in vitro qu’une induction de la TEM provoquait une plus faible
résistance de I'amnios aux forces de pression. Enfin, plusieurs articles ont généralement fait
état d’une association positive entre taux de métalloprotéases et TEM dans différents tissus
(Zhang et al, 2018; Duong & Erickson, 2004; Radisky & Radisky, 2010), or, nous I'avons vu
précédemment, la production de certaines MMPs augmente a terme au sein des membranes
foetales. Ainsi, I’'ensemble de ces données semble offrir une place de choix a la TEM sur le
vaste tableau des mécanismes moléculaires a I'origine de I'affaiblissement de I'amnios et du
chorion a terme.

g- Etirement

Pour terminer, I'étirement progressif des membranes fcetales di a la croissance de I'enfant
constitue également un facteur (logique) de I'amincissement de ces tissus. Moléculairement,
il a été démontré que I'étirement physique d’explants de membranes provoquait non
seulement une induction de I'expression des MMPs 1 et 9 et de I'interleukine 8 mais aussi une
hausse de I'activité collagénase (Maradny et al, 1996; Maehara et al, 1996; Uchide et al, 2000).
Par ailleurs, I’étirement des membranes amniotiques a aussi été démontré comme inducteur
de I'expression de COX-2 et de la sécrétion de prostaglandine PGE2, deux acteurs connus du
travail et décrit précédemment (Chowdhury et al, 2014). Ainsi, I'étirement stimule des

changements biochimiques au sein des membranes feetales contribant a leur fragilisation.

Car « Tout est poison, rien n’est poison. La dose seule fait que quelque chose n’est pas un
poison » (Paracelse), ces mécanismes biochimiques, cellulaires et physiques coordonnés et
impliqués dans la rupture physiologique des membranes ne doivent pas s’emballer au risque

de fragiliser précocement les membranes qui ne pourront tenir jusqu’au terme.



PLACENTA NORMAL DECOLLEMENT DU PLACENTA

Saignements

Figure 18 : Décollement du placenta, une complication possible suite a une RPM

En temps normal, le placenta est accolé a la paroi utérine, cependant en cas de RPM, le volume
utérin diminue rapidement et peut provoquer un décollement placentaire, associé a des
saignements.

(https://www.aboutkidshealth.ca/fr/article?contentid=354&language=french)



https://www.aboutkidshealth.ca/fr/article?contentid=354&language=french

23

1) La rupture prématurée, pathologie des membranes feetales : quels impacts ?

a- Définition

En obstétrique, la rupture prématurée des membranes foetales (RPM) est définie comme
étant une rupture des membranes avant le début du travail. Elle peut avoir lieu a tout age
gestationnel. On parle, dans la littérature, soit de « Rupture des Membranes fcetales Avant
travail» (PROM : Prelabor Rupture Of Membranes), soit de « Rupture des Membranes feetales
Avant travail et avant terme» (pPROM : preterm Prelabor Rupture Of Membranes).

Dans 8 a 10% des grossesses a terme, les femmes présentent une PROM. Dans ce cas,
I'accouchement a bien lieu a l'issue des neuf mois de grossesse, mais la rupture des
membranes foetales se produit avant le début du travail. Cependant, le travail débute 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. Les pPROM concernent, quant a elles, 2 a 4% des grossesses singletons et 7 a 20%
des grossesses gémellaires. Par exemple, en France, elle touche pres de 25 000 a 30 000
patientes par an (Blanchon et al, 2013). Aprés cette RPM avant terme (soit avant 37SA), la
durée de latence avant les naissances varie, 57% des méres accouchant dans la semaine alors
que 22% peuvent accoucher dans le mois. Ces derniéeres sont responsables d’environ un tiers
des naissances prématurées et de 20% de la mortalité périnatale, associées a des taux élevés
de mortalité et morbidité maternelles, en faisant dés lors un probleme majeur de santé

publique (Caughey et al, 2008; Mercer, 2003; Moutquin, 2003; Menon & Richardson, 2017b).

b- Impacts surla mére

Du c6té maternel, la rupture prématurée des membranes foetales est associée a un risque de
décollement placentaire (hématome rétroplacentaire) c’est-a-dire un détachement du
placenta de 'utérus avant la naissance du bébé, ceci pouvant entrainer une hémorragie
extériorisée ou parfois non-extériorisée (Figure 18) (Holmgren & Olofsson, 1997; Ananth et

al, 2004).



Cordon ombilical

Figure 19 : Prolapsus du cordon ombilical

L’oligohydramnios provoqué par la RPM peut engendrer un prolapsus du cordon ombilical,
c’est-a-dire une descente de celui-ci avant le foetus, dont le poids va exercer une compression

sur le cordon et bloquer les apports de sang.
(https://medicalguidelines.msf.org/viewport/ONC/latest/5-4-procidence-du-cordon-51416995.html)

Trés grande prématurité

_ <28SA
Grande prématurité
o9 [28-325A]
10%
85%
Prématurité moyenne
[32-375A]
B Trés grande prématurité B Grande prématurité Prématurité moyenne

Figure 20 : Naissance prématurée, trois niveaux de prématurité

Un enfant est considéré prématuré s’il nait avant 37 SA, soit 8 mois et demi de grossesse. |l
faut distinguer trois niveaux de prématurité qui feront que les conséquences pour le foetus
seront plus ou moins considérables : trés grande, grande et moyenne prématurité.


https://medicalguidelines.msf.org/viewport/ONC/latest/5-4-procidence-du-cordon-51416995.html
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De plus, chez les femmes ayant subi une pPROM, une inflammation de I'’endométre peut avoir
lieu apres la naissance de I’enfant, cette complication fréquente correspond a I'endométrite
post-partum (Furman et al, 2000).

Mais le risque majoritaire de la RPM pour la mere est la chorioamniotite correspondant en
une inflammation du placenta et des membranes fcetales. Cette pathologie peut étre causée
par I'ascension de germes génitaux ou par contamination suite a des actes médicaux invasifs
(toucher vaginal, monitoring interne de la fréquence cardiaque du fecetus...) (Newton et al,
1989; Seo et al, 1992; Newton, 2005). 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. Plus la période de latence est longue, plus le risque de
développer une chorioamniotite est élevé. En effet, il a été démontré que le risque d’infection
maternelle (endométrite et/ou chorioamniotite), faisant suite a une RPM, diminue si la
période de latence est réduite par I'induction du travail (Middleton et al, 2017). Cependant, la
période de latence est inversement proportionnelle a I’dge gestationnel auquel la RPM a eu
lieu (Dale et al, 1989). Le but est de retarder au maximum la naissance en cas de rupture avant
terme, mais en surveillant que le risque infectieux ne devienne pas trop important. Il faut
noter que la chorioamniotite peut aussi étre la cause de RPM dont I'explication sera détaillée

dans le suite du manuscrit.

c- Impacts sur le nouveau-né

La rupture prématurée des membranes entraine une diminution du volume de LA
(oligohydramnios) qui risque de provoquer le prolapsus du cordon ombilical (Figure 19) (Usta
et al, 1999). Or si celui-ci est comprimé, il ne peut plus assurer l'irrigation du foetus en oxygéne
notamment, déclenchant ainsi des souffrances feetales aux graves conséquences, allant des
troubles neurologiques au déces par asphyxie (Murphy & MacKenzie, 1995; Sayed Ahmed &
Hamdy, 2018).

Par ailleurs, la RPM est associée a un risque d’infection néonatale et comme pour la meére, ce
risque est plus important si la période de latence est longue (Ocviyanti & Wahono, 2018;

Middleton et al, 2017).
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Mais surtout, la naissance prématurée demeure la complication majeure de la pPROM. |l faut
distinguer trois niveaux de prématurité : la prématurité moyenne (naissance entre la 32¢™m¢ et
37¢me SA), la grande prématurité (naissance entre la 28%™M¢ et 32°™Me SA) et la trés grande
prématurité (naissance avant 28 SA) (Figure 20) (Torchin & Ancel, 2016). Ainsi, les
conséquences sur le nouveau-né et le futur enfant varient 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), mais également les organes sensoriels (rétinopathie du prématuré, myopie,
hypermétropie, surdité), et le systeme nerveux-moteur (paralysie cérébrale, épilepsie,

troubles cognitifs, dyspraxie, déficit de I'attention) (Platt, 2014).

2) Prise en charge clinique de la rupture prématurée des membranes

Tout d’abord, le diagnostic est évident dans 80% des cas par I'observation d’un écoulement
continu, liquide, clair et abondant survenant de maniere soudaine en dehors du travail.
Cependant, des tests complémentaires permettent de confirmer I'origine de cet écoulement
au sein du cul de sac vaginal : alcalinisation du pH du a la présence de LA (Amnicator®) ou
recherche du facteur de croissance de l'insuline IGFBP1 (Actim® PROM) ou de la protéine

PAMG-1 (AmniSure®), composés fortement présents dans le LA.

Une fois confirmée, la prise en charge de la rupture prématurée des membranes dépend
notamment de I'dge gestationnel auquel elle survient. Ainsi en cas de rupture précoce (avant
24 SA), I'objectif majeur est de lutter contre la prématurité en cherchant a différer la naissance
si les bien-étre maternel et foetal le permettent. En absence de travail, le traitement initial
comportera une hospitalisation avec mise au repos, accompagnée d’une antibiothérapie de
courte durée et d’une corticothérapie (permettant notamment de diminuer le risque de

détresse respiratoire et décés néonatal).

A l'inverse, si la RPM a lieu au-dela de 37 SA, il n’est pas nécessaire d’adopter cette intention
d’expectative. Aprés 34 SA, le risque infectieux est supérieur au risque de morbidité liée a la
prématurité. En général, 80-90% des meéres entrent en travail dans les 24h, et en I'absence de
travail spontané, la préférence se fera envers un déclenchement sans délai en raison d’une

réduction du risque de chorioamniotite (Naef et al, 1998; Blanchon et al, 2013).
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3) Facteurs de risque

a- Facteurs maternels

Tout d’abord, I'histoire obstétricale de la mére peut étre associée aux risques de RPM. En
effet, des antécédents de rupture ou d’accouchement prématurés sont souvent a l'origine
d’un risque accru de survenue d’'une RPM (Getahun et al, 2010; Torchin & Ancel, 2016). Par
ailleurs, aucun lien significatif n’a été démontré avec un historique d’avortements spontanés,
en revanche, des études ont rapporté une augmentation des RPM chez les femmes ayant eu
plusieurs avortements induits (Linn et al, 1983; Guinn et al, 1995). Par ailleurs, il a été établi
récemment que les grossesses chez les adolescentes (13-19 ans) présentaient plus de risque
de RPM (Markovi¢ et al, 2020).

D’autre part, des facteurs comportementaux tels que le tabagisme ou 'usage de drogues
durant la grossesse apparaissent étre en lien avec le risque de RPM (England et al, 2013; Myles
et al, 1998; Nabet et al, 2007; Neerhof et al, 1989). La consommation de tabac représente un
risque majeur, en effet environ 15-20% des femmes sont fumeuses durant leur grossesse, ce
qui serait responsable de 15% des RPM globales, sans parler d’'une augmentation de 150% des
risques de mortalité périnatale (Andres & Day, 2000).

Des équipes ont également étudié I'impact de I'aspect nutritionnel maternel sur I'étiologie de
la RPM. Ainsi, un indice de masse corporelle (IMC : poids/taille?) trop faible ou trop important,
des carences en vitamine C, zinc ou cuivre joueraient un réle dans la survenue de la RPM
(Santos et al, 2019; Parry & Strauss, 1998; Scholl et al, 1993). En effet, des concentrations
plasmatiques et amniotiques réduites en vitamine C ont été observées chez les femmes ayant
eu une RPM (Hadley et al, 1990). De plus, il a été démontré que le fait de supplémenter la
femme enceinte en cette vitamine réduisait I'incidence de cette pathologie (Casanueva et al,
2005). Mais méme si la vitamine C est connue pour sa participation au maintien du collagéne
(Moores, 2013; Levine & Violet, 2017; Vadillo Ortega et al, 1995), ou le zinc et le cuivre pour
leur action bactériostatique (Vargas-Reus et al, 2012; Cheknev et al, 2015), il n’est pas encore
clairement établi que ces déficits sont en lien direct avec la fragilisation précoce des
membranes ou qu’ils soient des marqueurs d’autres anomalies, elles, a I'origine de la RPM.
Enfin, I'ethnicité a été reportée également comme jouant sur le risque de développer une
RPM. Il a ainsi été démontré que la population afro-américaine présente un taux de RPM plus

élevé que les meres caucasiennes (Shen et al, 2008). Cette observation s’explique par
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I’existence de polymorphismes au sein de genes impliqués dans I'immunité innée et la défense
anti-microbienne (Modi et al, 2018, 2017) ou encore la synthése de collagene (MMP 1-8-9,
SERPINH1) (Wang et al, 2006; Ferrand et al, 2002; Wang et al, 2004; Fujimoto et al, 2002).

b- Facteurs foeto-utéro-placentaires

Pour commencer, des études ont permis de mettre en évidence I'impact d’'une grossesse
multiple sur le sort des membranes fcetales de par i) la sur-distension utérine et ii) la quantité
multiple d’ADN libre au sein du LA engendrant une plus forte inflammation intra-amniotique,
portant le risque a environ 7,4% contre 3,7 % en grossesse simple (Kibel et al, 2017; Mercer et
al, 1993).

De facon non exhaustive, il est ensuite bien connu qu’une entrée en travail prématurée (par
les contractions), un polyhydramnios (par la distension excessive) peuvent fragiliser les
membranes et donc augmenter le risque de RPM (Silverman & Wojtowycz, 1998; Lallar et al,
2015).

En outre, il est surtout nécessaire de noter la chorioamniotite comme une cause majeure de
RPM (Naeye & Peters, 1980). Cette inflammation du placenta et des membranes est le plus
fréequemment due a l'ascension de pathogénes vaginaux tels que les mycoplasmes,
(chorioamniotite infectieuse) bien qu’elle puisse aussi étre diagnostiquée en absence d’agents

microbiens (chorioamniotite non infectieuse) (Romero et al, 2014a).

c- Facteurs médicaux

La rupture prématurée iatrogéne est une complication majeure des procédures chirurgicales
invasives. Ainsi, 'amniocentése ou la foetoscopie, qui consistent en I'insertion d’un instrument
chirurgical durant la grossesse a travers la poche des eaux, créent une bréeche et entrainent
un risque plus ou moins élevé en fonction du diametre de I'instrument utilisé et le nombre de
sites d’insertion (Beck et al, 2012; Chang et al, 2006; Borgida et al, 2000).

D’autre part, le cerclage cervical est lui aussi rapporté comme facteur de risque de pPROM
(Chen et al, 2019). Cette technique, visant a fermer le col utérin en cas d’incompétence

cervicale, peut faciliter I'apparition d’'une infection (Charles & Edwards, 1981).
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d- Facteurs environnementaux

Afin d’achever ce catalogue de ces nombreuses causes de la RPM, nous allons discuter de
facteurs environnementaux puisqu’ils sont dans « I'air » du temps.

De plus en plus d’études démontrent que I'exposition a des métaux lourds (plomb, vanadium,
chrome) ou encore a des gaz (oxyde d’azote, monoxyde de carbone, oxyde de soufre) ou
méme aux particules fines peut étre a I'origine de désastreuses conséquences sur la grossesse,
y compris la rupture prématurée des membranes. Cette exposition conduit généralement a
des taux plus élevés de ces métabolites au sein du plasma, urines ou méme tissus placentaires
qui pourraient agir négativement (par imprégnation placentaire ou des membranes foetales)
sur le maintien d’une grossesse harmonieuse. (Vigeh et al, 2010; Baghurst et al, 1991; Wallace

et al, 2016; Sorkun et al, 2007; Jin et al, 2018b; Huang et al, 2017; Pereira et al, 2014).

Globalement, nous avons pu relever la diversité et la profusion des facteurs impliqués dans la
pathogénése de la rupture prématurée des membranes fcetales. Toutefois, il est essentiel de
prendre en compte que la majorité de ces études épidémiologiques sont souvent réalisées au
sein d’une cohorte localisée dans une ville ou un pays sur des périodes variables. Maintenant
que les causes de cette pathologie des membranes ont été décrites, cela n’explique pas
comment ces facteurs agissent sur les mécanismes moléculaires et cellulaires pouvant

engendrer une fragilisation précoce de nos chers tissus éphéméres.

4) Physiopathologie de la RPM

La rupture des membranes est le résultat d'une chaine complexe et multifactorielle
conduisant a une fragilisation progressive de ces tissus. La rupture prématurée résulte de
cette méme chaine mais de facon exacerbée et/ou accélérée. Les membranes foetales vont
suivre la méme route sinueuse dans tous les cas, passant par les étapes « Inflammation »,
« Stress oxydant » et « Sénescence », mais tandis que celles des méres chanceuses prennent
le temps de vivre sur la voie des véhicules lents, celles des meéres subissant une RPM brilent
les limitations de vitesse arrivant beaucoup trop en avance a la destination finale : leur

dépérissement.
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Pour commencer, le stress oxydant est une cause de RPM. Une grossesse sans complication
est caractérisée par une balance équilibrée entre antioxydants et espéces réactives de
I'oxygene (ERO). Les ERO proviennent de deux sources majeures : i) la chaine respiratoire
mitochondriale et ii) le relargage des cellules immunitaires lors de la phagocytose. Or lorsque
les demandes énergétiques de 'unité foeto-placentaire sont hautes, de par des déficiences
nutritionnelles, des problémes micro-vasculaires, une adaptation fonctionnelle du placenta a
lieu conduisant a une augmentation de son activité mitochondriale et in fine du stress oxydatif
(Myatt, 2010). De plus, certains facteurs de risques comportementaux associés a la RPM tels
que le tabagisme, l'usage de drogues ou des carences alimentaires génerent des ERO
(superoxyde, peroxyde d’hydrogene, ...) (Dietrich et al, 2003; Menon et al, 2011). Ainsi, le
stress oxydant mis en place physiologiquement est retrouvé augmenté en cas de RPM (Menon
et al, 2014; Dutta et al, 2016). Des études ont souligné une élévation de la concentration d’un
marqueur de peroxydation les lipides, le F2-isoprostane, au sein du LA en cas de RPM, ceci
corroboré par d’autres travaux qui ont identifié une capacité anti-oxydante diminuée dans le
sang du cordon ombilical en cas de RPM (Longini et al, 2007; Musilova et al, 2016). Autre
exemple, la 3-nitrotyrosine, marqueur d’oxydation des protéines, est également davantage
produite dans les membranes fcetales en cas de pPROM (Dutta et al, 2016; Menon &
Richardson, 2017b). Toutefois, il n’a pas été démontré, jusqu’alors, de corrélation entre stress
oxydant et invasion microbienne intra-amniotiqgue ou chorioamniotite histologique

(Kacerovsky et al, 2015b; Martin et al, 2017).

Il est intéressant de noter qu’une des premiéres cibles des ERO est le collagéne, ce composant
si essentiel a la résistance des tissus. En effet le superoxyde, une ERO majeure, induit in vitro
le clivage des fibres de collagéne en 4-hydroxyproline (Monboisse et al, 1983). A l'inverse,
toujours in vitro, des composés anti-oxydants comme la N-acetyl-cystéine inhibent I'activité
d’enzymes collagénolytiques (MMP9) au sein des membranes feetales (Lappas et al, 2003). Or
nous savons désormais que la dégradation de la matrice extracellulaire est un élément clé de
la fragilisation des membranes foetales conduisant a leur rupture, normalement a terme. Ce
processus est notamment modulé par le ratio des MMPs/TIMPs, et effectivement plusieurs
travaux se sont penchés sur leur role dans la physiopathologie de la RPM. Il a ainsi été révélé,
au sein du LA, des taux d’activation plus forts des MMPs 2 et 9 chez les femmes ayant subi

une RPM (Fortunato et al, 1999) tandis que MMP3 est augmentée en
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cas d’infection intra-amniotique (Park et al, 2003). Notons que la sécrétion de MMP9 est
également induite dans des trophoblastes chorioniques par du LPS (Li et al, 2007). Cette
dégradation de la MEC est d’autant plus prononcée chez les individus exprimant des
polymorphismes des MMPs, facteur de risque associé a la RPM (Wang et al, 2004, 2008).
Méme observation en cas d’infection microbienne, de plus forts taux de métalloprotéases

sont retrouvés au sein du LA (Maymon et al, 2000b, 2000a, 2001).

Autre conséquence du stress oxydant : la sénescence. Les dommages oxydatifs sont trés
vastes, touchant les protéines, les lipides, les acides nucléiques et donc ayant des
conséquences considérables. Le stress oxydant provoque I’activation de voies de signalisation
comme la voie p38 MAPK, conduisant a un arrét du cycle cellulaire et donc a de la sénescence.
Une augmentation des marqueurs (perte de lamine B1, présence de SA-B-galactosidase,
phosphorylation p38 MAPK) de cette mort cellulaire a été rapportée dans les membranes
foetales en cas de pPROM (Dutta et al, 2016; Behnia et al, 2015). Les travaux de Menon ont
d’ailleurs établi in vitro que I'exposition a un extrait de fumée de cigarette induisait en aval du
stress oxydant la sénescence des cellules amniotiques (Menon et al, 2013). Dans cette méme
optique, des études se sont demandées si la taille des téloméres des tissus gestationnels
pouvait étre un signe de sénescence prématurée (Ferrari et al, 2016; Polettini et al, 2015;
Marrs et al, 2018). Néanmoins, méme si la taille des télomeéres des leucocytes foetaux (sang
du cordon ombilical) et du placenta est réduite en cas de pPROM comparé a des membranes
foetales issues de naissances prématurées avec membranes intactes, les données actuelles
n’ont pas démontré de différence significative entre pPROM et naissance a terme (Menon et
al, 2012). A ce jour, le lien entre réduction des télomeres, suggérant un vieillissement

intrinseque précoce, avec la pPROM reste a éclaircir.

Autre mort cellulaire impliquée dans la pathogénése de la RPM : I'apoptose. Il a été démontré
I'induction des génes pro-apoptotiques p53 et bax et la sous-expression de leur rival anti-
apoptotique bcl-2 au sein de I'amnios et du chorion (cellules amniotiques épithéliales,
chorioniques, fibroblastes) en cas de pPROM (Sagol et al, 2002; Fortunato et al, 2000). Des
évenements de fragmentation d’ADN plus importants ont été également décelés dans les
membranes foetales provenant de pPROM, ce qui pourrait d’ailleurs étre causé par du stress

oxydant (Behnia et al, 2016; Vadillo Ortega et al, 1998; Canzoneri et al, 2013). D’autre part,
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les patientes ayant une chorioamniotite, facteur fréquemment associé a la RPM, montrent
une plus forte prévalence de I'apoptose au niveau du chorion (Murtha et al, 2002; George et
al, 2008). Récemment, Richardson et al. ont découvert la présence de micro-fractures dans les
membranes foetales, c’est-a-dire des altérations structurales, héritage d’'un remodelage
tissulaire durant la grossesse. Ainsi, en cas de pPROM, le nombre de ces micro-fractures se
trouve augmenté et I'exposition des tissus in vitro a du stress oxydatif (fumée de cigarette)
conduit a une hausse de leur nombre (Richardson et al, 2017). Cette étude suggére que ces
régions sont associées a la dégradation du collagéne, et que persistantes, elles pourraient
servir de canaux pour le LA ou une infiltration de cellules inflammatoires, qui résulterait en

une perméabilité diminuée et des tissus fragilisés.

Enfin, des phénomenes d’inflammation peuvent étre impliqués dans la fragilisation précoce
des membranes foetales. Stérile ou microbienne, I'inflammation des membranes foetales, la
chorioamniotite, est souvent suggérée comme présente lors de la pathogénése de la pPROM,
notamment quand elle survient toét dans la grossesse. De nombreux marqueurs de
I'inflammation (interleukines 1B, 6, 8, 12, 16, 18, TNFa ...) ont été retrouvés augmentés en cas
de pPROM autant dans le placenta, que dans le sérum maternel, le LA, les sécrétions vaginales
ou dans les membranes feetales en fonction des études (Weiyuan & Li, 1998; El-Shazly et al,
2004; Dorfeuille et al, 2016; Menon et al, 2001; Shobokshi & Shaarawy, 2002; Zhang et al,
2000; Athayde et al, 2000). Ainsi, il a été établi qu’en dessous de 2,6 ng/ml de IL6 dans le LA,
il y avait absence d’inflammation intra-amniotique (Romero et al, 2015; Galaz et al, 2020). Ces
taux plus importants de cytokines pro-inflammatoires ont été corrélés a un recrutement plus
important de leucocytes (neutrophiles, monocytes, macrophages) et de lymphocytes T au sein
du LA en cas de pPROM mise en parrallele avec culture bactérienne positive (Galaz et al, 2020;
Gomez-Lopez et al, 2019). A inverse, des taux plus élevés de cytokines anti-inflammatoires
(ILIRA) sont associés a une latence plus longue (>7 jours) avant I'accouchement chez les
femmes avec pPROM (Ronzoni et al, 2019). S'il est bien connu qu’une stimulation infectieuse
provoque une réponse inflammatoire, notamment au niveau du chorion, cible premiére des
pathogéenes vaginaux, d’autres équipes ont commencé a étudier I'inflammation stérile dans le
cadre de la pPROM (Zaga et al, 2004; Zaga-Clavellina et al, 2007). En effet, son role n’est pas
négligeable puisqu’ une étude a démontré que 58% des patientes ayant une inflammation

intra-amniotique stérile sont atteintes de chorioamniotite histologique (infiltration de
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polynucléaires au niveau des membranes foetales) (Romero et al, 2014b). Il a été retrouvé des
concentrations plus élevées d’alarmines telle que HMGB1, S100B, HSP70 au sein du LA, du
sang maternel ou méme encore dans les tissus gestationnels (placenta, membranes foetales)
en cas de pPROM (Baumbusch et al, 2016, 1; Yan et al, 2018, 1; Chaiworapongsa et al, 2008;
Friel et al, 2007). Ces quantités augmentées de DAMPs, menant a une stimulation
inflammatoire stérile, pourraient étre la conséquence de stress oxydatif ou de sénescence

(Menon et al, 2016a).

Pour conclure, ce chapitre permet de comprendre la complexité du phénoméne de rupture des
membranes, qu’elle ait lieu a terme ou non. Cette composante multi-factorielle implique
I’existence de nombreux acteurs cellulaires et moléculaires. Méme si certaines des voies de
signalisation cellulaires impliquées ont déja été décrites et étudiés, le tableau reste lacunaire
et ouvre donc la voie a de nombreuses études complémentaires. Dans le cadre de ce domaine
d’étude, mon travail de thése s’est basé sur la volonté d’éclaircir un des mécanismes pouvant
participer a la fragilisation physiologique et pathologique des membranes fcetales :
I'inflammation stérile. Avant d’attaquer sur la voie de signalisation précise étudiée durant ces

trois années, une description plus précise de I'inflammation stérile est nécessaire.
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CHAPITRE Il : INFLAMMATION STERILE ET ALARMINES

1) Notion de danger : historique

Durant des décennies, les immunologistes ont basé leurs théories et leurs travaux sur la
croyance fondamentale que le systéme immunitaire distinguait le soi et le non-soi et que si ce
systeme était parfait, tout non-soi était reconnu comme une menace et attaqué alors que le
soi de chacun était laissé « en paix ». Des avancées ont permis de dessiner en 1994 un autre
modele que ce soi versus non-soi: le modeéle du danger, développé par Polly Matzinger,
chercheuse iconique au parcours riche en rebondissements (Matzinger, 1994). Assistée de sa
fidele chienne lévrier afghan, elle définit la notion révolutionnaire de « danger », reposant sur
I'idée que la force du systeme immunitaire n’est pas le besoin de reconnaitre le non-soi mais
de reconnaitre le danger qui peut conduire a un stress ou a une destruction potentielle.
L’activation des cellules dendritiques, étape en amont de linitiation de la réponse
immunitaire, peut ainsi étre induite par des signaux endogénes de danger, relargués en cas de
stress et dommages cellulaires ou de mort cellulaire anormale, comme elle peut I'étre par des
signaux exogenes provenant de pathogenes. Il est alors essentiel suite a cette description de
distinguer ici les DAMPs, provenant des dommages cellulaires, des PAMPs présents sur les
organismes pathogénes tels que les lipopolysaccharides (LPS) et peptidoglycanes bactériens,

mannanes fongiques ou acides nucléiques viraux.

Les DAMPs présentent plusieurs caractéristiques : i) ils sont rapidement libérés suite a une
mort cellulaire non programmée mais pas en cas d’apoptose par exemple, et ce par le
réticulum endoplasmique ; ii) les cellules immunitaires peuvent aussi en produire sans pour
autant subir une mort cellulaire ; iii) ils promeuvent une réponse immunitaire une fois
reconnus par des PRRs, récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern-
Recognition Receptor) (Bianchi, 2007; Matzinger, 2002). Cinq classes de PRRs ont été
actuellement décrites : i) les récepteurs de surface ou endosomaux Toll-like Receptors (TLRs),
ii) les cytoplasmiques NOD-like Receptors (NLRs) et inflamasome, iii) les intracellulaires RIG-I
(Retinoic acid-inducible gene-l) like receptors, iv) les transmembranaires C-type lectin

receptors et enfin v) les AIM2 (absent in melanoma 2) — like receptors) (Chen & Nufiez, 2010).
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Quant aux DAMPs, aussi nommés alarmines, ils présentent une diversité considérable, avec

des compartiments cellulaires d’origine distincts (Schaefer, 2014).

2) Des alarmines a foison

a- Origine : matrice extracellulaire (MEC)

De plus en plus d’études démontrent qu’une série de molécules normalement séquestrées
dans la matrice extracellulaire peuvent étre relarguées en cas de dommages tissulaires et agir
en tant que DAMPs sous leur nouvelle forme soluble (Frey et al, 2013; Hsieh et al, 2014).
D’ailleurs, pour mettre un terme a l'inflammation conséquente, une synthése de novo de
composés de la MEC va étre mise en place (Zeng-Brouwers et al, 2014; R et al, 2011; Moreth
et al, 2010). Les protéoglycanes sont un de ces (MEC)-DAMPs les plus caractérisés. lls sont
relargués de la MEC a travers |'action d’enzymes protéolytiques comme les MMPs (2, 3, 13)
ou le granzyme B. Leur structure riche en chaines variées de glycosaminoglycanes leur permet
d’intéragir avec certains PRRs tels que TLR2 et 4 pour la décorine et le biglycane. Par exemple,
la fixation de ce dernier avec TLR2/4 résulte en la synthése et la maturation de I'lL1B via
I'activation de I'inflammasome NLRP3 et de la caspase 1 (Babelova et al, 2009; Nastase et al,
2012; Schaefer et al, 2005). De ce fait, il est courant que les DAMPs soient des biomarqueurs
pour diverses pathologies inflammatoires, ici les biglycanes, et ont en effet été décrits comme
des marqueurs plasmatiques d’inflammation rénale chronique (Hsieh et al, 2014). Quant au
versicane, protéoglycane associé aux parois des vaisseauy, il est reconnu par I’'hétérodimere

TLR2/6 et son adaptateur CD14, stimulant la métastase de carcinomes (Kim et al, 2009).

b- Origine : cytosol

Dans cette catégorie, les principaux représentants sont I’acide urique, les protéines S100 ou
encore les protéines HSP (Heat Shock Protein).

L’acide urique est le produit final du catabolisme des purines par I'’enzyme xantine oxido-
réductase. A l'inverse de la plupart des alarmines, I'acide urique est soluble a I'intérieur de la
cellule, mais une fois extracellulaire, il précipite en formant des microcristaux de monosodium

d’urate (MSU). Facteur étiologique de la goutte, les cristaux de MSU sont reconnus par NLRP3
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et conduisent a la maturation des cellules dendritiques, a la maturation de I'lL1B et de I'lL18
entretenant un syndrome auto-inflammatoire (Martinon et al, 2006).

La famille des protéines S100 (calgranulines) est composée d’une vingtaine de membres
impliqués dans diverses fonctions dont I’homéostasie du calcium, la prolifération, la migration
et la différenciation. Certaines dont S100A8, S100A9, S100A12 peuvent agir comme alarmines
une fois libérées dans le domaine extracellulaire. Plusieurs récepteurs ont été rapportés dans
la reconnaissance des S100 : TLR4, RAGE, CD147 ; menant a une réponse pro-apoptotique et
inflammatoire via les voies de signalisation ERK, NFkB ou AP-1 (Padron et al, 2020). Sécrétées
aux sites d’inflammation par les phagocytes, elles augmentent la perméabilité vasculaire et
ont un effet pro-thrombique (Bianchi, 2007).

Enfin, les HSP sont une famille de protéines chaperonnes aidant au repliement correct des
protéines. Par exemple, HSP70, a coté de ses fonctions classiques de chaperonne, protege
également I’ADN et exerce des fonctions cryoprotectrices et anti-inflammatoires lorsqu’elle
est intracellulaire. Par contre, une fois libérée, elle agit comme DAMP. Les HSP peuvent en
effet étre sécrétées activement dans des exosomes ou passivement en cas de nécrose et
interagir avec des récepteurs comme les TLR2/4 activant NFkB via le recrutement de MyD88
(Shen et al, 2017). Les HSP sont impliquées dans la pathogénése de plusieurs maladies rénales,
de néphropathie diabétique ou encore de troubles neurodégénératifs comme Alzheimer ou

Parkinson (Leak, 2014; Chebotareva et al, 2017).

c- Origine : mitochondrie

Lorsque de la mort cellulaire survient, I'organite majeur a 'origine de relargage de divers
DAMPs est la mitochondrie. Parmi ces alarmines libérées, il a notamment été rapporté I’ADN
mitochondrial (ADNmt), ’ATP (adénosine tri-phosphate) ou le cytochrome C. La mitochondrie
elle-méme libérée en cas de nécrose peut étre reconnue par les macrophages et induire la
production de cytokines pro-inflammatoires (TNFa) (Maeda & Fadeel, 2014).

Brievement, ’ADNmt est reconnu par TLR9 et conduit a I'induction des voies de signalisation
p38 MAPK et NFKkB et permet I'activation des neutrophiles et macrophages (Zhang et al, 2010;
Krysko et al, 2011).

L'ATP, quant a lui, procure en temps normal I'énergie nécessaire pour tout processus

moléculaire. Il se lie aux récepteurs purinergiques P2X et P2Y, impliqués dans de nombreuses
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réponses cellulaires : vasoconstriction, inflammation, activation endothéliale. Cette liaison
peut provoquer 'attraction des macrophages grace a |’activation de I'inflammasome NLRP3,
ce qui en modeéle murin, a été démontré comme pouvant causer une inflammation
pulmonaire évoluant en fibrose (Vénéreau et al, 2015; Riteau et al, 2010). Enfin, des études
ont également décrit 'ATP comme un biomarqueur potentiel de syndrome inflammatoire

intestinal (Boyapati et al, 2018).

d- Origine : noyau

La translocation de diverses molécules nucléaires telles que HMGB1, les histones ou I’ADN,
conduit elle aussi a la métamorphose en DAMPs durant des phénomeénes d’inflammation ou
de mort cellulaire (Pisetsky, 2014).

HMGB1 (ou amphotérine), alarmine modeéle présente dans la plupart des cellules, est une
protéine non-histone qui se lie au nucléosome et participe a la condensation et a la réparation
de I’ADN. Elle est d’ailleurs considérée comme la protéine non-histone de liaison a I’ADN la
plus abondante. En cas de mort cellulaire non programmée ou de sécrétion active par
certaines cellules, cette protéine est acétylée et libérée dans le milieu extracellulaire ou elle
va interagir avec différents PRRs : différents TLRs dont TLR2/4 ou RAGE. Toutefois méme si
I’'apoptose ne donne pas lieu a la sécrétion d’"HMGB1, des données récentes ont noté que la
phagocytose de ces cellules apoptotiques provoquait la sécrétion d’HMGB1 par les
macrophages concernés (Qin et al, 2006; Bianchi, 2007). HMGB1 posseéde une activité de
chimiotactisme envers les monocytes, macrophages, neutrophiles et cellules dendritiques ou
méme entérocytes et cellules endothéliales. Elle exerce également des activités pro-
angiogéniques, immunostimulatrices, parfois prolifératives parfois apoptotiques en fonction
de son statut d’oxydoréduction (Scaffidi et al, 2002; Kazama et al, 2008). Grace a ses actions
diverses, HMGB1 représente une cible thérapeutique d’envergure dans de nombreuses
pathologies immunitaires, neurodégénératives, métaboliques ou cancers (Andersson et al,
2018; Kang et al, 2014).

Les histones, elles aussi protéines nucléaires impliquées dans la formation de la chromatine,
peuvent agir en tant qu’alarmines. Elles sont notamment reconnues par TLR9 enclenchant

entre autres 'activation de I'inflammasome NLRP3 ou de la voie inflammatoire NFkB
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Figure 21 : Les trois voies de formation des AGEs

Les AGEs correspondent aux produits avancés (finaux) de glycation, dite réaction de Maillard.
Plus récemment, la glycoxydation et la voie des polyols ont été décrites comme participant
aussi a la formation des AGEs (Boulanger et al, 2002).
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(Huang et al, 2011, 2013). Ainsi leur relargage en cas de sepsis accentue la dysfonction
endothéliale, la défaillance des organes et la mort cellulaire (Xu et al, 2009).

Pareillement, suite a un épisode de mort cellulaire, 'ADN ou ARN cellulaire libre en
extracellulaire se comporte en alarmine, reconnu notamment par TLR9. Il va alors stimuler des
voies pro-inflammatoires comme celle des facteurs NFkB et AP-1 (Tran et al, 2008; Padron et
al, 2020). Les acides nucléiques libres ont été décrits dans la pathogénése de plusieurs
maladies inflammatoires, cardiovasculaires ou méme dans la thrombose artérielle (Preissner

& Herwald, 2017).

e- Un cas un peu particulier : les produits de glycation avancée (AGEs)

Alarmine un peu a part, les produits avancés de glycation (AGEs pour Advanced-Glycation
End-products) n’ont pas aujourd’hui de fonction physiologique connue. L'origine de ces
composés, considérés comme des glycotoxines, peut étre a la fois endogene et exogéne.

lIs sont dérivés de la glycation, une réaction non enzymatique, dite de Maillard, entre un sucre
et le groupement amine (lysine, arginine) d’une protéine, d’un acide nucléique ou d’un lipide.
Cette réaction comprend plusieurs étapes intermédiaires, réversibles ou non, avant de donner
les AGEs au bout de plusieurs semaines. La premiére étape est courte (quelques heures) et
permet la condensation d’un groupement aminé et d’un groupement carbonyl donnant une
base de Schiff. Ce composé deviendra au bout de quelques jours un produit d’Amadori qui,
suite a quelques réarrangements, sera converti en produits de glycation intermédiaires puis
finaux, les AGEs (Thorpe & Baynes, 2003).

Deux autres voies de production ont été identifiées, la glycoxydation et la voie des polyols. Au
cours de la glycoxydation, I'auto-oxydation du glucose forme du glyoxal ou méthylglycoxal qui
réagissent avec les groupements amines libres pour donner des AGEs. La voie des polyols, elle,
fait intervenir des enzymes telles que I'aldose-réductase ou la sorbitol-déshydrogénase pour
produire du 3-déoxyglycosone a partir du glucose (Figure 21) (Boulanger et al, 2002).

D’autre part, ils pourraient en effet provenir de divers produits alimentaires et surtout du
tabagisme (Nicholl & Bucala, 1998; Nicholl et al, 1998; Tessier & Niquet, 2007). Leur part reste
cependant mineure, ils représenteraient 10% des AGEs totaux plasmatiques, en sachant qu’un
tiers des AGEs exogenes sont éliminés par voie urinaire (Boulanger et al, 2002). Les AGEs sont
ainsi un vaste groupe hétérogeéne de molécules, possédant des caractéristiques différentes en

fonction du composé glyqué.
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Figure 22 : Libération d’alarmines (DAMPs) durant une grossesse pathologique

Plusieurs causes de stress cellulaires peuvent affecter la viabilité cellulaire et mener a la
sécrétion de DAMPs par le placenta et les membranes feetales. Ces derniers déclenchent une
réponse inflammatoire stérile dans les tissus gestationnels contribuant au développement de
plusieurs complications obstétricales (Nadeau-Vallée et al, 2016).
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Les groupements de glycation majeurs sont la pentosidine, retrouvée surtout au niveau de la
MEC et la CML (Ne-carboxyméthyl-lysine), elle a prédominance sérique. Mais pourquoi classer
les AGEs dans les alarmines ? Tout d’abord, ils sont le signe d’une dysfonction. lls sont en effet
accumulés dans les tissus au cours du vieillissement, du diabéte, d’insuffisance rénale ou lors
de forts stress oxydatifs. Ensuite, ils sont reconnus par un PRR : RAGE. La transduction du
signal, conséquence de cette fixation, fait intervenir des mécanismes oxydatifs en stimulant la
voie de la NADPH-oxydase mais active aussi la voie pro-inflammatoire NFkB (Wautier et al,
2001; Bongarzone et al, 2017a). De nombreuses réponses cellulaires sont provoquées par les
AGEs : inflammation avec synthése d’interleukines, oxydation, augmentation de Ia
perméabilité endothéliale. Ces caractéristiques font au final des AGEs de véritables alarmines
associées a la pathogénése ou complications de nombreuses maladies, telles que la
rétinopathie ou sclérose vasculaire au cours du diabéte et de I'insuffisance rénale (Fishman et
al, 2018; Farhan & Hussain, 2019; Singh et al, 2001).

Il est a noter que RAGE n’est pas le seul récepteur des AGEs. Toutefois, il s’agit plutét de
récepteurs scavengers impliqués dans |'épuration de ces composés, limitant leurs effets
nocifs. Par exemple, 'ensemble AGE-R1, R2 et R3, correspondant a I'association du complexe
OST-48 (oligosacharyl-transferase), avec la protéine kinase 80-KH et la galectine-3, va
permettre la reconnaissance des AGEs a la surface des macrophages et par la suite leur

endocytose (Vlassara et al, 1995, 1985).

Cet immense panel d’alarmines permet de démontrer qu’un excés d’alarmines est souvent
signe de complications pathologiques mais qu’en est-il de leurs implications potentielles dans

les complications obstétricales ?

Le r6le émergent de l'inflammation stérile dans la parturition a provoqué I'apparition de
nombreuses études posant la question des alarmines comme potentiel biomarqueur de
diverses pathologies. En effet un relargage de DAMPs au sein des tissus gestationnels peut
avoir lieu dans plusieurs conditions (trauma, hypoxie ischémique, dysfonction vasculaire,

stress oxydatif, alcool, malnutrition, stress chronique, tabagisme, ...) (Figure 22).
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Durant une grossesse normale, les niveaux sériques maternels d’acide urique chutent de 25-
35% durant le 1° trimestre suite aux adaptations physiologiques mises en place
(augmentation du volume sanguin et de la filtration glomérulaire, action uricosurique des
cestrogénes, ...). Plus tard, les niveaux ré-augmentent et ceci est expliqué par la forte
production placentaire de purines (Santillan et al, 2018). Cependant, une hyperucémie est
souvent corrélée au développement de pré-éclampsie, hypertension artérielle apparaissant
durant la grossesse souvent liée a de la prématurité (Bainbridge & Roberts, 2008; Michalczyk
et al, 2020). Il a en effet été démontré que I'acide urique altére I'invasion des trophoblastes,
essentielle a un remodelage correct des artéres spiralées et affecte les apports du placenta en
acides aminés en stimulant |’activité de la NADPH oxydase. D’autres expériences in vitro ont
démontré que I'acide urique induisait le relargage de cytokines pro-inflammatoires par les
trophoblastes et 'apoptose des cytotrophoblastes (Bainbridge et al, 2009a, 2009b; Nadeau-
Vallée et al, 2016).

Les protéines S100 sont associées a des complications de la grossesse. Par exemple, la
concentration amniotique de S100A12 est augmentée en cas de chorioamniotite et de pré-
éclampsie (Brien et al, 2019; Zhao et al, 2015) tandis que S100pB est retrouvée en plus fortes
concentrations dans le LA en cas d’inflammation intra-amniotique et de travail prématuré
mais aussi lors de défauts foetaux du tube neural et de retard de croissance intra-utérin
(RCIU) (Friel et al, 2007; Marinoni et al, 2010; Gazzolo et al, 2006). S100A8 est, elle,
surexprimée lors du cycle menstruel chez les femmes subissant des fausses couches
récurrentes (Nair et al, 2013), et augmentée dans le sérum au 3™ trimestre de la grossesse

(combinée a S100A9) lors de pré-éclampsie (Pergialiotis et al, 2016).

Des niveaux sanguins d’HSP70 plus élevés sont décrits en cas de plusieurs complications
obstétricales (pré-éclampsie, diabéte gestationnel, naissance prématurée) (Garamvolgyi et
al, 2015; Molvarec et al, 2010). Dans le cadre de la pré-éclampsie, la aussi, des niveaux d’ATP
plus importants ont été mesurés dans le plasma maternel comparés aux grossesses sans
complication (Bakker et al, 2007) tandis que des taux circulants accentués d’ADNmt sont

observés lors de RCIU (Colleoni et al, 2010).
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Par ailleurs, il a été décrit qu'une exposition de trophoblastes a HMGB1 menait a une
inflammation avec une sécrétion de cytokines et chimiokines (IL6, IL8, MCP1) (Shirasuna et al,
2016). HMGB1 a ainsi été rapporté plus élevé dans le LA en cas d’infection intra-amniotique
(Baumbusch et al, 2016). Mais surtout, Yan et al. ont découvert une surexpression d’HMGB1
dans le sérum et les placentas des meéres subissant une rupture prématurée des membranes

foetales (Yan et al, 2018).

Les niveaux d’ADN libre augmentent tout au long de la grossesse pour culminer a la fin du 3¢me
trimestre et chuter rapidement aprés la délivrance (Ariga et al, 2001). Cependant, des niveaux
élevés d’ADN cellulaire libre ont été retrouvés dans les grossesses a complications que ce soit
lors de naissance prématurée (van Boeckel et al, 2018), pré-éclampsie (Sarzynska-Nowacka et
al, 2019; Lazar et al, 2009; Yu et al, 2013), de diabéte gestationnel (Thurik et al/, 2016) ou de
réductions des mouvements du feetus, ici associés également a des taux sériques accentués

d’acide urique et d’HMGB1 (Girard et al, 2014).

Pour finir, de nombreux travaux ont aussi prouvé I'implication des AGEs dans la pré-éclampsie.
Harsem et al. ont rapporté des taux sériques d’AGEs plus élevés chez les femmes atteintes de
cette pathologie, corroborés par les travaux de Yan et al. qui ont fait la méme observation
dans le placenta et le sang du cordon ombilical (Yan & Jiang, 2015; Harsem et al, 2008). lls
contribueraient aux modifications vasculaires du lit placentaire menant a la pré-éclampsie
(Guedes-Martins et al, 2013). Si les AGEs ont effectivement été remarqués au sein des
syncytiotrophoblastes, des cellules endothéliales et des macrophages placentaires, un
marquage plus intense était dénoté lors de pré-éclampsie (Chekir et al, 2006). lls induisent
d’ailleurs la sécrétion de chimiokines (RANTES, MIPla/B) et I'apoptose au sein des
trophoblastes de 1°" trimestre (Konishi, 2004). Les AGEs ont aussi été rapportés comme
associés au diabéte gestationnel (Li & Yang, 2019). Enfin, une étude préliminaire supporte
I'idée d’utiliser les AGEs comme un marqueur sérique précoce de travail et rupture des

membranes prématurés (Kansu-Celik et al, 2019).

Nous avons présenté ici les alarmines majeures étudiées dans les complications obstétricales
notamment dans la pathogénése de la pré-éclampsie, du RCIU, des inflammations intra-

amniotiques, du travail prématuré, des pertes récurrentes de grossesse et de la pPROM. Pour






41

exercer leur fonction, ces DAMPs vont interagir avec leurs PRRs, qui sont abondamment
exprimés dans les tissus gestationnels. Mon travail de thése s’est focalisé sur un PRR en
particulier pouvant fixer diverses alarmines dont HMGB1 et AGEs, surexprimés en cas de
PPROM. Ce récepteur, RAGE mérite donc, dans I'environnement de ce travail de théese, que

nous fassions un peu plus connaissance avec celui-ci dans le chapitre suivant.
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représentées les séquences exoniques codant RAGE intégral (fl-RAGE) et la position des
domaines V, C1/C2 puis ses différents variants (Ct-tronqués, Nt-tronqués) (Barbezier et al,
2014).
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CHAPITRE IV ; LE RECEPTEUR AUX PRODUITS DE GLYCATION AVANCES
(RAGE) OU LE JANUS DES RECEPTEURS.

1992 : élection de Bill Clinton aux présidentielles des Etats-Unis, création de I’'Union
Européenne, assassinat du célebre juge anti-mafia Giovanni Falcone, mais surtout premiere
caractérisation du récepteur aux produits de glycation avancés (RAGE) par Michael Neeper en
Pennsylvanie. Neeper et al. ont mené des expériences isolant une protéine présente a la
surface des cellules endothéliales liant sélectivement et de maniéere saturante les AGEs. Leur
travail a consisté ensuite a cloner ’ADN complémentaire dont RAGE est issu. lls ont ainsi
identifi¢ RAGE, un récepteur transmembranaire de type | (longue partie N-terminale
extracellulaire/ courte portion C-terminale intracellulaire), nouveau membre de Ia

superfamille des immunoglobulines (Neeper et al, 1992; Schmidt et al, 1996).

1) Expression de RAGE et transcrits

Le géne codant RAGE (ou AGER), d’environ 1400 pb, comprend 11 exons et est localisé sur
le chromosome 6, a proximité de la région majeure d’histocompatibilité (CMH) de classe llI,
et aux environs des genes codant TNFa et B. Il s’agit d’un géne trés conservé. L'existence de
plusieurs variants de RAGE a été démontré avec mention d’au moins 19 transcrits RAGE (v1 a
v19). En effet, plusieurs sites d’initiation de la transcription et de poly-adénylation ont été
caractérisés sur le gene RAGE (Hudson et al, 2008a). Cependant, une partie des transcrits ne
code pas de protéine et ceux traduits ne sont pas tous fonctionnels. Ainsi, les formes les plus
transcrites sont : la forme intégrale de RAGE donnant une protéine de 404 AA (full-lenght
RAGE), les formes de RAGE tronquées en C-terminal (Ct-RAGE) et en N-terminal (Nt-RAGE).
Ct-RAGE est obtenu a partir de I'épissage alternatif de fI-RAGE. Nt-RAGE est issu de la
transcription de RAGE a partir de I'exon 3, se finissant au sein d’un intron (Figure 23). Ces trois
transcrits représentent 90% des transcrits détectés dans les tissus pulmonaires et du muscle
lisse aortique. L'expression de RAGE est en effet tissu-spécifique ce qui suppose une régulation
transcriptionnelle tissu-spécifique. Par ailleurs, il a été observé une fenétre de forte

expression de RAGE durant le développement embryonnaire notamment dans le cerveau.
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Figure 24 : Structure du récepteur membranaire RAGE
RAGE est un récepteur membranaire composé de trois domaines majeurs : extracellulaire,
transmembranaire, intracellulaire. Le domaine extracellulaire est subdivisé en 3 sous-
domaines (variable V, constants C1 et C2) qui permettent la fixation de ligands différents.
Quant a l'intracellulaire, il permet la transduction d’un signal.
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Cependant, a I'age adulte la majorité des tissus présentent des taux d’expression basale
faibles de RAGE excepté dans les poumons, les cellules endothéliales et immunitaires
(macrophages, neutrophiles, lymphocytes T, monocytes) mais également neuronales et
musculaires (Brett et al, 1993; Kalea et al, 2009; Schmidt et al, 1993).

Enfin, il est intéressant de relever les polymorphismes existants de RAGE. Concernant les SNP
(single nucleotide polymorphism), les plus étudiés sont situés au niveau du promoteur et ont
pour conséquence une activité transcriptionnelle doublée voire triplée (Hudson et al, 2001).
Des équipes de recherche se sont penchées sur les potentiels liens entre ces polymorphismes,
auto-immunité et pathologies. Par exemple, certains SNP sont plus prévalents en cas de lupus
érythémateux ou associés a une mortalité aggravée dans le cadre de cancer du sein, tandis
que d’autres joueraient un role protecteur contre la survenue de sclérose (Tesarova et al,

2017; Giannakou et al, 2017).

2) Structure protéique de RAGE

Structurellement, la forme prédominante de RAGE, de 404 acides aminés et d’environ 50kDa,
est composée de trois domaines majeurs : extracellulaire, transmembranaire, intracellulaire

(Figure 24) (Bongarzone et al, 2017b; Xie et al, 2013).

a- Un domaine extracellulaire

Le domaine extracellulaire, permettant la fixation du ligand (alarmines), comprend le peptide
signal (1-22AA) et trois sous-domaines homologues aux immunoglobulines, V, le domaine
variable (23-116AA), et les constants C1 (124-221AA) et C2 (227-317AA). Brievement, la
structure du domaine V est formée a I'aide de deux feuillets B reliés par des ponts disulfures.
L’ensemble V/C1 présente une cavité hydrophobique et des régions chargées positivement.
Les liaisons hydrogenes entre V et C1 font d’eux une unité structurale fixe impliquée dans
I'intéraction avec divers ligands a caractére acidique (chargés négativement) tels que les AGEs,
les protéines S100, HMGB1, des fibrilles B-amyloides. Quant a la partie C2, elle est reliée a C1
de maniere flexible par 12 acides aminés. De méme que pour le domaine V, elle est composée
de deux feuillets B stabilisés par des ponts disulfures, impliqués dans la dimérisation de RAGE

(Yatime & Andersen, 2013; Wei et al, 2012; Bongarzone et al, 2017b; Dattilo et al, 2007).
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Figure 25 : RAGE et ses isoformes
Outre la forme complete capable de transduire un signal, d’autres isoformes ont été décrites.
Parmi elles, Nt-RAGE ne posséde pas de domaine variable et ne peut donc lier les ligands
correspondants. Les autres formes ne possédent pas de domaine intracellulaire et permettent
un rétrocontréle de I'activité de RAGE. L'une d’elles (DN-RAGE) est membranaire tandis que
les 2 autres sont des formes solubles : esRAGE, directement sécrétée et sSRAGE libérée aprés
clivage enzymatique de fl-RAGE.
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b- Un domaine transmembranaire

Peu de choses sont décrites a propos de ce domaine transmembranaire hydrophobe et chargé
négativement (343-363AA). Il est connu qu’il possede une structure en hélice a suspectée de

promouvoir I'oligodimérisation de RAGE (Yatime & Andersen, 2013).

c- Un domaine intracellulaire

Ce dernier domaine, plutét court (334-404AA) peut étre subdivisé en trois fractions. La
premiere, proche de la membrane, est riche en acides aminés basiques (arginine et
glutamate). La suivante est une région de phosphorylation composée de sérines. Enfin la
derniére fraction correspond a 8 acides aminés non structurés. Au global, cette queue
terminale cytosolique, chargée négativement, permet la liaison avec des adaptateurs
intracellulaires (qui seront détaillés plus loin) et est ainsi impliquée et essentielle a la

transduction du signal intracellulaire (Yatime & Andersen, 2013; Bongarzone et al, 2017b)

3) RAGE et ses isoformes

Il est a noter que la protéine RAGE c plusieurs isoformes (Figure 25). Ce récepteur peut en
effet exister sous des formes plus ou moins tronquées. Tout d’abord, les protéines issues des
divers transcrits cités ci-dessus présentent des propriétés différentes, tandis le fl-RAGE
conduit a la protéine capable de transduction, le Ct-RAGE est a I'origine d’une forme soluble
esRAGE (endogenous secretory RAGE) amputée de ses domaines transmembranaire et
intracellulaire. Quant au Nt-RAGE, privé du domaine V, il ne peut se lier aux ligands habituels.
Une autre forme soluble autre que esRAGE a été découverte : SRAGE (soluble RAGE). Cette
derniére est obtenue a partir du clivage enzymatique de la forme membranaire intégrale par
des protéases telles que MMP9 et ADAM-10 (A disintegrin and metalloprotease 10). Ces
enzymes vont cliver RAGE au niveau du domaine transmembranaire, tandis que le fragment
clivé est pris en charge par une sécrétase y, esRAGE de 342AA nouvellement formé est sécrété
(Raucci et al, 2008; Zhang et al, 2008). Fonctionnellement parlant, les deux formes solubles
contrecarrent I'action du RAGE intégral en agissant comme récepteur leurre pour les ligands

circulants. La possibilité de détecter ces isoformes solubles circulantes par des anticorps en
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Figure 26 : Diversité des ligands de RAGE
Grace a son domaine extracellulaire, RAGE a la capacité d’intéragir avec de nombreux ligands
(Bongarzone et al, 2017a).
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fait des marqueurs potentiels de pathologies associées a RAGE (Kalea et al, 2009). Il a aussi
été décrit I'isoforme DN-RAGE, RAGE dominant-négatif, exempt du domaine cytosolique, il
est situé a la membrane et peut fixer les ligands mais est incapable de toute transduction de

signal (Barbezier et al, 2014).

4) Ligands de RAGE

Grace a ces domaines extracellulaires multiples (V, C1, C2), RAGE est capable d’intéragir avec
un panel considérable de ligands a I'image d’'un PRR, mais principalement axé sur des ligands
endogenes accumulés dans les tissus au cours du vieillissement, de I'inflammation et autres
stress : les DAMPs (Figure 26) (Teissier & Boulanger, 2019; Bongarzone et al, 2017b; Schmidt
et al, 2000).

Il en porte le nom; les premiers ligands de RAGE découverts sont les AGEs, décrits
précédemment, tels que les peptides CML ou CEL (Ne-carboxy-ethyl-lysine) (Kd variant du nM
au UM selon les études) ou le MG-H1 (Mac-1) (Kd=40nM), fortement accumulés en cas de
diabete, qui sont reconnus par le domaine V (Xue et al, 2014, 2011; Xie et al, 2008; Neeper et
al, 1992; Schmidt et al, 1992). Des analyses in silico ont mis en évidence que les AGEs
pentosidine, argypirimidine, imidazole et pyrraline peuvent étre capables de fixer RAGE au
niveau du domaine C1 (Fatchiyah et al, 2015). Il est a noter que les produits de glycation
« précoces » ne sont pas reconnus par RAGE (Xie et al, 2008).

RAGE intéragit également avec d’autres molécules comme HMGB1 qui, a caractére acide, se
lie au niveau de V/C1 avec une affinité de I'ordre du nM (Kd = 6-10nM) ce qui en fait un des
ligands les plus affins de RAGE (Hori et al, 1995). Des travaux ont révélé qu’HMGB1 avait la
capacité de booster la liaison de RAGE avec d’autres ligands comme l'intégrine Mac-1
(Macrophage-adhesion ligand-1) (Orlova et al, 2007; Pullerits et al, 2006; Chavakis et al,
2003b).

Il a aussi été démontré que la majorité des 21 membres de la famille des protéines S100
intéragissent avec le domaine extracellulaire de RAGE (V, C1 et parfois méme C2). L’affinité de
RAGE pour les S100 varie avec un Kd allant de I'ordre du uM au nM et qui est augmentée en
cas d’oligomérisation des S100 (Leclerc et al, 2009; Hsieh et al, 2004; Donato, 2007; Rani et al,
2014). D’ailleurs, la liaison des S100, dont S100B, est fortement influencée par les taux de Ca®*

et les changement conformationnels qu’ils induisent (Park et al, 2010).
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Plus brievement, RAGE compte parmi ses ligands les peptides B-amyloides (Kd = 70-80nM,
accumulés dans la maladie d’Alzheimer), I'acide quinolinique (Kd=43nM), métabolite
neurotoxique retrouvé dans des troubles neurodégénératifs (maladie d’Huntington), ou la
protéine chaperonne HSP70 (lannuzzi et al, 2014; Serratos et al, 2015; Somensi et al, 2017).
Bien que peu étudié, le LPS a également été démontré comme ligand de RAGE au niveau du
domaine V, avec une haute affinité (Kd=2-35nM) (Yamamoto et al, 2011). Enfin, RAGE est aussi
capable d’intéragir avec ’ADN et ARN double brin (Ruan et al, 2010; Park et al, 2010).

Pour conclure, se pose la question de comment tant de composés peuvent étre reconnus par
un seul récepteur ? Xie et al. en résume assez bien les raisons : i) importante plasticité
structurelle de I'ensemble V/C1 procurant une forte adaptation de liaison, ii) nombreuses
régions extracellulaires chargées positivement attirant des ligands en grande majorité a
caractére acidique, iii) capacité d’oligomérisation de RAGE augmentant |'énergie de liaison

(Xie et al, 2008).

5) Réqulations de I'activité de RAGE

Outre I’épissage alternatif et I'existence de formes tronquées de RAGE, d’autres éléments
jouent sur la régulation de I'activité de RAGE. Evidemment, I'activité est dépendante du type
cellulaire et du type de ligand fixé, voire de sa concentration a la membrane ou de son état
d’oxydation comme c’est le cas pour HMGB1 (Raucci et al, 2019; Sorci et al, 2013b). Sa
régulation peut aussi se faire au niveau transcriptionnel par des facteurs de transcription
comme NFkB ou Sp1 (specificity protein 1) stimulant I'expression de RAGE, notamment en
réponse a la fixation d’un ligand.

Au niveau post-traductionnel, plusieurs modifications ont été décrites. Tout d’abord, deux
sites de RAGE, au niveau du domaine V, peuvent étre soumis a de la glycosylation,
modification post-traductionnelle consistant en I'ajout d’'un ou plusieurs sucres, ceci
permettant de promouvoir la liaison au ligand comme démontrée pour HMGB1 et S100A12
(Srikrishna et al, 2002, 2010). D’autre part, RAGE peut étre phosphorylé au niveau du
domaine intracellulaire par la protéine kinase C suite a la fixation du ligand ce qui permettrait
le recrutement des protéines adaptatrices nécessaires a la transduction du signal.
L’adaptateur recruté aura lui aussi un impact sur la réponse cellulaire (Sakaguchi et al, 2011).

En effet, RAGE n’ayant pas lui-méme d’activité enzymatique, sa capacité a transduire un signal
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Figure 27 : Voies de signalisation et réponses cellulaires activées par RAGE

L’activation de RAGE par ses ligands peut induire de nombreuses voies de signalisation,
différant selon de nombreux parametres (type de ligand et concentration, adaptateur recruté,
type cellulaire, ...). Ainsi, RAGE est globalement impliqué dans l'induction de plusieurs
réponses cellulaires telles que I'apoptose, I'inflammation ou encore la différenciation, la
prolifération et la migration cellulaires (Adapté de Sorci et al, 2013).
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repose sur son interaction avec une protéine adaptatrice intracellulaire au niveau de son
domaine cytosolique. La littérature en décrit trois majeurs : Dia-1 (Diaphanous-1), puis TIRAP
(TIR adaptator protein) et MyD88 (Myeloid differenciation primary response protein 88)
partagés eux avec les récepteurs TLR2/4. Ainsi Hudson et al. ont mis en évidence que
I'intéraction avec Dia-1 conduit plutét a une réponse de migration cellulaire. Quant au
couplage avec TIRAP et MyD88, il est impliqué dans I'induction de cytokines et chimiokines
inflammatoires (Sakaguchi et al, 2011; Hudson et al, 2008b).

De facon plus anecdotique, DOCK7 (dedicator of cytokinesis protein 7) a également été
identifié par Yamamoto et al. comme adaptateur intracellulaire de RAGE impliqué dans des
réponses de migration cellulaire a I'image de Dia-1 (Yamamoto et al, 2013).

Enfin, cela a déja été effleuré précédemment, RAGE a la capacité de s’oligomériser suite a la
fixation du ligand, grace au domaine V, notamment lorsqu’il est stimulé par de fortes
concentrations en ligands. Cette oligomérisation a tendance a favoriser I'activation de la PKCC
et a induire une réponse apoptotique. Cela dit, RAGE peut s’hétéro-dimériser avec d’autres
partenaires. Bien que peu décrits, deux ont été identifiés : DAP10 (DNAX-Activating Proteine
10) (Wilson et al, 2000; Sakaguchi et al, 2014) et le récepteur BLT1, couplé a une protéine G
(leukotriene B4 receptor 1) (Ichiki et al, 2016). Il semblerait que le dimére RAGE-DAP10
engendre une réponse de survie cellulaire tandis que le couple RAGE-BLT1 induit une réponse

pro-inflammatoire bien que cette derniere piste nécessite des études complémentaires.

Toutes ces données sur les ligands, les modifications et les partenaires de RAGE donne un

apercu de la complexité de ce récepteur sur son activité. Dans la partie ci-dessous, une synthese

des diverses réponses cellulaires induites par RAGE va étre effectuée.

1) Réponses cellulaires activées par RAGE

La liaison de ligands a RAGE provoque l'activation de nombreuses voies de signalisation :
les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases),
JNK (c-Jun N-terminal Kinases), p38; ou JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducer and
Activator of transcription) ; les voies PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) et Akt ou les Rho

GTPases, qui vont impliquer a leur tour des facteurs de transcription comme NFkB, CREB (C-
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AMP Responses Element-binding protein), AP-1 (Activator Protein 1), STAT3, NFAT (Nuclear
Factor of Activated T-cells) ou la myogénine (Figure 27). In fine, ces voies peuvent permettre
la régulation de la transcription de molécules d’adhésion, de métalloprotéases, de
constituants du cytosquelette ou impliqués dans divers processus cellulaires (prolifération,
migration, survie, différenciation, autophagie). Mais surtout ces signaux sont souvent a
I’origine de la stimulation de la transcription de cytokines et chimiokines et de leurs récepteurs

pouvant déclencher a terme une réponse infllammatoire.

a- Migration cellulaire

Le role de RAGE dans la migration cellulaire a été décrit dans divers types cellulaires (cellules
immunitaires, astrocytes, cellules des muscles lisses vasculaires, endothéliales, chondrocytes,
mésengium rénal, microglie). Plusieurs données expérimentales démontrent par exemple que
I'intéraction de RAGE avec HMGB1 conduit a I'activation des voies Racl/Cdc42, MAPK,
PI3K/Akt provoquant des processus de migration voire de croissance tumorale et métastase

en conditions pathologiques (Chen et al, 2014b; Taguchi et al, 2000; Chou et al, 2004). Entre

autres, la fixation des AGEs stimule elle aussi des phénomeénes de migration impliqués dans la
carcinogéneése a travers la voie ERK1/2, ou lors de processus de cicatrisation des cellules
cornéennes par la voie NFkB, tout comme I'axe S100A4/RAGE/ERK est décrit dans le cancer
colorectal (Ko et al, 2014; Dahlmann et al, 2014; Gross et al, 2020). Toutefois, des effets
inverses de RAGE ont été observés dans les myoblastes ou I'inactivation de RAGE augmente
la prolifération et promeut la formation tumorale in vivo, alors que I’expression de RAGE
diminue la migration au cours d’un rhabdomyosarcome, tumeur maligne musculaire (Riuzzi et

al, 2006, 2007).

b- Survie, prolifération et mort cellulaire

La encore, RAGE présente des effets dichotomiques entre apoptose et survie en fonction de
divers parameétres. Tout d’abord, il a été démontré que des doses de I'ordre du nM de S1008
stimulent I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et donc la survie cellulaire de
neuroblastomes et gliomes. A linverse, des doses plus fortes de S100B (uM) induisent
I’apoptose (Huttunen et al, 2000; Sorci et al, 2013a). Par ailleurs, le statut d’oxydo-réduction
d’"HMGB1 impacte sur la réponse induite. En effet, la forme totalement réduite est associée a

la survie et |a prolifération des cellules cancéreuses en induisant la protéine Beclin-1 alors que
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la forme oxydée est responsable d’apoptose (via I'activation des caspases 3 et 9) et de nécrose
(Tang et al, 2010c, 2010a). Quant aux AGEs, des travaux ont démontré leur effet pro-
apoptotique a travers la stimulation de TGFB au sein d’ostéocytes (Notsu et al, 2017). Dans le
méme theme, RAGE est aussi lié a 'autophagie, ce processus catabolique ou des autolysomes
phagocytent des éléments indésirables tels que des organites ou protéines endommagées. Il
a été découvert que I'activité de mTOR, protéine inductrice majeure de I'autophagie, est
inhibée dans des cellules tumorales RAGE-/-, et qu'HMGB1 est requis pour la liaison de Beclin-
1, autre protéine autophagique impliquée dans la formation du phagosome (Kang et al, 2010;
Tang et al, 2010b). Cette stimulation de I'autophagie conduit en général a une survie cellulaire

et limite I'apoptose.

c- Inflammation

Finissons avec le role originel assigné a RAGE : sa participation a la réponse inflammatoire. Ce
constat est basé sur deux découvertes. D’'une part, RAGE présente de hauts niveaux
d’expression lors de lésions inflammatoires associées a de nombreux types de pathologies.
D’autre part, le blocage de RAGE retarde la réponse inflammatoire (Hofmann et al, 1999). Par
exemple, les souris RAGE-/- se montrent plus protégées envers des troubles inflammatoires
(sepsis, inflammation pulmonaire due au tabac) (Xie et al, 2013; Liliensiek et al, 2004). Sans
oublier le fait que RAGE est exprimé dans de nombreuses cellules immunitaires comme décrit
précédemment et qu’une accumulation de ses ligands est souvent observée au niveau des

sites d’inflammation (Chen et al, 2008; Collison et al, 2002; Chuah et al, 2013).

En effet, la stimulation de RAGE est désormais bien connue pour enclencher diverses voies
pro-inflammatoires. Ainsi, la voie NFkB a été le premier signal de transduction décrit comme
activé par les AGEs (Yan et al, 1994). Ce facteur de transcription régule ensuite |’expression de
plusieurs génes dont des médiateurs pro-inflammatoires (TNFa, IL1B, IL6, cyclo-oxygénase 2
par exemple) et RAGE lui-méme, amplifiant par conséquence cette inflammation la plupart du
temps chronique (Li & Schmidt, 1997). L'activation de RAGE par ses ligands peut conduire
également a l'induction des cascades de signalisation des MAP kinases comme ERK ou p38-

MAPK. Enfin, il a été démontré I'activation de la MAPK JNK par la protéine S100B, conduisant
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Figure 28 : Résolution de I'inflammation par RAGE

L'infection de cellules épithéliales bronchiques par Aspergillus fumigatis provoque I’activation
de TLR2 et ainsi une réponse inflammatoire. De plus, cette activation a pour résultat une
augmentation de la sécrétion de S100B, qui va intéragir avec RAGE, exprimé a la surface des
neutrophiles recrutés, régulant I'activité de TLR2 et donc diminuant I'inflammation TLR2-
dépendante (Adapté de Sorci et al, 2013).
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Figure 29 : Parameétres impactant sur I'affinité de RAGE pour ses ligands
L'affinité du ligand pour RAGE est une hypothése émise pour expliquer le role de RAGE parfois
dans linflammation aigue ou parfois chronique. Il a été souligné que les ligands
homodimériques présentent une plus forte affinité pour RAGE que les monomériques.
Pareillement, les ligands endogénes sont plus affins que les ligands exogénes de RAGE (Adapté
de Lin et al, 2009).
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a l'activation du facteur de transcription AP-1 régulant I'expression de genes pro-
inflammatoires a 'image de NFkB (Xie et al, 2013; Bianchi et al, 2007). Par ailleurs, plusieurs
études in vitro et in vivo ont révélé I'implication de RAGE dans le recrutement des cellules
inflammatoires. RAGE a effectivement la capacité d’agir comme un récepteur endothélial
d’adhésion attirant les leucocytes (Chavakis et al, 2003a). D’autre part, les travaux de
Manfredi et al. ont démontré que I'expression de RAGE était essentielle a la migration des

cellules dendritiques jusqu’aux ganglions lymphatiques (Manfredi et al, 2008).

Paradoxalement, des données suggerent également un réle de RAGE dans I'atténuation de
I'inflammation aigué. Par exemple, au niveau du poumon, il a été observé que I'activation de
RAGE par S100B menait a la résolution de l'inflammation provoquée par le champignon
Aspergillus fumigatis. Ce résultat est expliqué par le fait que I'infection fongique provoque
I'activation de TLR2, et le relargage de S1008 qui va agir de maniéere paracrine en se fixant sur
RAGE, réduisant 'activation de TLR2 et donc permettant la réduction de I'inflammation. Par
contre, en présence de doses exacerbées de S100B, l'inflammation pulmonaire due au
champignon est accentuée (Figure 28) (Sorci et al, 2011). Dans la méme logique, il a aussi été
démontré en modele murin que RAGE facilite la défense de I'h6te lors d’un sepsis du a

Escherichia coli en limitant I'inflammation au niveau abdominal (van Zoelen et al, 2009).

Bien qu’il est certain que RAGE est impliqué dans I'inflammation chronique et aigue, il reste
un flou sur le mécanisme de régulation décisionnel de la participation de RAGE chronique
versus aigue. Herold et al. ont émis une premiére hypotheése : le statut d’oligomérisation des
ligands de RAGE. Les ligands oligomériques présentent une plus forte affinité et sont
responsables de la mise en place d’une inflammation chronique. A l'inverse, les ligands
monomériques affichent des affinités plus faibles et peuvent seulement provoquer une
réponse aigue (Herold et al, 2007). Toujours question d’affinité, d’autres travaux proposent
une seconde hypothése : I'origine des ligands. Les ligands endogénes, présentant une plus
forte affinité, sont en effet initiateurs d’une inflammation chronique, en opposition aux
ligands exogenes qui contribuent a une réponse aigue. Il a aussi été suggéré une collaboration
entre TLRs et RAGE dans la génération d’une inflammation aigue afin de procéder a la

clairance rapide du pathogene (Figure 29) (Lin et al, 2009; Tian et al, 2007).
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2) Fonctions biologiques de RAGE et pathologies

Il est a noter que la fonction physiologique de RAGE n’est pas encore clarifiée.
L'invalidation génétique de RAGE en modele murin ne s’est pas révélée létale toutefois
certains phénotypes ont été observés (Xie et al, 2013). En plus d’'une protection envers des
troubles inflammatoires citée plus tét, une hyperactivité et une sensibilité auditive accrue ont
de méme été notés, suggérant un role de RAGE au niveau des signaux neuronaux (Sakatani et
al, 2009). RAGE apparait comme bénéfique pour la régénération du systeme nerveux
périphérique aprés une blessure (Rong et al, 2004a, 2004b). Par ailleurs, le remodelage osseux
est affecté chez les KO RAGE, il semblerait en effet que RAGE permette la maturation des
ostéoclastes (Zhou et al, 2006). Enfin, la forte expression de RAGE au niveau pulmonaire serait
associée a son role dans le maintien de I'homéostasie, par exemple le blocage de RAGE

perturbe les contacts cellule-matrice extracellulaire au sein du poumon (Queisser et al, 2008).

Cependant, les études menées sur RAGE ont plutét permis de mettre en évidence le lien entre
la pathogénicité de RAGE et sa surexpression. Plus précisément, ces pathologies résultent
d’une longue durée d’exposition des cellules aux ligands de RAGE en fonction de I'état
physiopathologique, cause directe de la production accentuée des ligands. Par exemple,
I"augmentation de la concentration sérique des AGEs retrouvée dans le cadre du diabéte (Il
ou gestationnel) ou lors du vieillissement, provoque des effets connexes tels que la glycation
et oxydation des lipoprotéines LDL, un dysfonctionnement endothélial et une baisse de la
vasodilatation ains qu’une altération des protéines de la matrice extracellulaire comme les
collagenes (Barbezier et al, 2014; Zieman & Kass, 2004; Gautieri et al, 2017). La teneur élevée
des ligands de RAGE (AGEs en cas de diabéte, vieillissement ; HMGB1 et les S100 en cas de
syndrome coronaire, de syndromes de détresse respiratoire aiglie, de septicémie ou de
cancers ; peptide B-amyéloides pour Alzheimer, ...) initie le rétrocontrole positif de RAGE,
conduisant a la mise en place d’une inflammation chronique ou a I'altération des vaisseaux
sanguins. Ainsi, une surexpression de RAGE a été mise en évidence dans les complications
vasculaires et neurologiques du diabete (rétinopathie, neuropathie, néphropathie,
athérosclérose), la maladie d’Alzheimer, le syndrome métabolique, des troubles
neurodégénératifs, des lésions pulmonaires, certains types de cancer (poumon, sein,
pancréas, ovaire) et du psoriasis (Jangde et al, 2020; Chhipa et al, 2019; Cai et al, 2016; Lei et
al, 2017; Selejan et al, 2018; Blondonnet et al, 2017; Lorenz et al, 2008; Andersson et al, 2020).
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Nous venons ainsi d’apprendre que I'action pathologique de RAGE passe notamment par
I'accumulation excessive de ses ligands, les alarmines, dans les tissus. Or nous I'avons vu en
amont, il arrive que ces DAMPs soient justement surexprimés dans plusieurs complications
obstétricales dont la pPPROM. Rappelons les travaux de Yan et al. et de Baumbush et al. qui
démontraient une surexpression de HMGB1 lors d’infection intra-amniotique, de rupture et
naissance prématurées au sein du placenta, du sérum ou LA (Yan et al, 2018; Baumbusch et
al, 2016). Rappelons également I'accumulation pathologique des AGEs décrite chez les
patientes atteintes de pré-éclampsie ou de RPM (Oliver et al, 2011; Kansu-Celik et al, 2019).

Mais qu’en est-il des connaissances sur RAGE dans la sphere obstétricale ?

En réalité, méme si I'implication de RAGE a été décrite dans de nombreuses pathologies a
composante inflammatoire, les données concernant les pathologies de la grossesse restent
lacunaires. La majorité des études se limitent au dosage des formes solubles de RAGE (sRAGE
et esRAGE), contrant I'action de RAGE par compétition. Ainsi, Oliver et al. ont démontré non
seulement une diminution de la concentration sérique de sRAGE chez les femmes enceintes
comparées aux femmes non enceintes, mais aussi une élévation sérique et amniotique de
SRAGE-esRAGE associée a une augmentation de la concentration de RAGE dans les
membranes foetales chez les meéres atteintes de pré-éclampsie sévére, observation
corroborée par Germanova et al. (Oliver et al, 2011; Germanova et al, 2010). Ota et al. quant
a eux ont démontré une augmentation des niveaux sériques de sRAGE associés a la hausse
d’expression de marqueurs pro-inflammatoires (TNFa) dans le cadre de perte récurrente de
grossesse. L’hypotheése des auteurs serait que I’axe RAGE impacterait les flux sanguins utérins,
provoquant une ischémie fcetale via des phénomeénes d’inflammation et de thrombose (Ota
et al, 2014). Avec la méme démarche, Romero et al. ont mis en évidence des taux amniotiques
de sRAGE et esRAGE plus élevés en cas d’inflammation et d’infection intra-amniotique
(Romero et al, 2008). Toutefois, une autre étude démontre dans les mémes conditions que
ces taux ne sont pas influencés par la présence d’inflammation/infection intra-amniotique
mais révele bien I'expression de RAGE au sein de I'amnios et du chorion (Buhimschi et al,

2007).
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Concernant la prématurité, les données sont contradictoires la encore. En 2008, Hajek et al.
soutient que les taux sériques de sRAGE sont accentués en cas naissance prématurée associée
a du travail prématuré (Hajek et al, 2008). Plus tard en 2012, Bastek et al. affirment que les
patientes avec des taux sériques de SRAGE plus élevés semblent moins susceptibles de souffrir
de naissance prématurée et de septicémie néonatale (Bastek et al, 2012). Enfin, une
augmentation des taux plasmatiques de esRAGE et des taux placentaires de RAGE a aussi été
observée en cas de rupture prématurée des membranes (Rzepka et al, 2015; Yan et al, 2018).
Cependant, plus récemment en 2020, une autre étude n’a pas révélé de différence
significative des taux plasmatiques de sSRAGE entre RPM et naissances a terme (Bouvier et al,

2020).

Pour conclure ce chapitre sur RAGE, méme si la bibliographie semble présenter des résultats
divergents, I’ensemble des données appuient I’hypothése d’une implication de la voie RAGE
dans la fragilisation physiopathologique des membranes feetales. RAGE apparait ainsi comme
un candidat potentiel de la transduction du signal d’inflammation stérile engendrée par la
libération physiologique ou pathologique d’alarmines au cours de la grossesse dans le LA et au
sein des MF. Ainsi, ce travail de thése a eu pour objectif de répondre a la question : Quel est le

réle de RAGE dans la mise en place de la rupture physiopathologique des membranes fcetales.
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Nous I'avons compris tout est notion d’équilibre. Ce travail de these s’est donc divisé
en deux axes majeurs : i) étudier I'activation de la voie RAGE dans un contexte physiologique
de rupture ; ii) étudier son activation lors d’un contexte pathologique engendré par un facteur

de risque de la RPM, le tabagisme.

Les travaux suivants vont d’abord concerner le premier axe. Dans ce cadre, |'objectif a
été double. D’une part, il était nécessaire de procéder a 'ontogénése de I'axe RAGE au sein
des membranes foetales. En effet, méme si nous avons pu voir dans la littérature que
I’expression de RAGE a déja été établie dans les membranes feetales (ceci uniquement par
immunomarqguage), aucune donnée n’existait a propos de I'expression de ses adaptateurs
dans ces tissus, pourtant essentiels a I'activité de signalisation de RAGE. Par ailleurs, nous
avons souhaité comparé I'expression des acteurs de I’axe RAGE entre les deux feuillets, mais
aussi entre la zone de rupture ZAM et ZIM. D’autre part, le second but de ce travail a été de
déterminer si la réponse inflammatoire provoquée par I'exposition de I'amnios et du chorion
a des alarmines libérées physiologiguement au cours de la grossesse (AGEs, HMGB1)

dépendait de I'activation de RAGE.
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Context: Sterile inflammation has been shown to play a key role in the rupture of the
fetal membranes (FMs). Moreover, an early and exacerbated runaway inflammation can
evolve into a preterm premature rupture of membranes and lead to potential preterm
birth. In this context, we investigated the receptor for advanced glycation end products
(RAGE), an axis implied in physiological sterile inflammation, in conjunction with two
major ligands: AGEs and High-Mobility Group Box 1 (HMGBH1). Our first objective was
to determine the spatiotemporal expression profiles of the different actors of the RAGE-
signaling axis in human FMs, including its intracellular adaptors Diaphanous-1 and
Myd88. Our second goal was to evaluate the functionality of RAGE signaling in terms of
FMs inflamsmmation.

Methods: The presence of the actors (RAGE, HMGB1, Myd88, and Diaphanous-1) at
the mRNA level was investigated by reverse transcription quantitative polymerase chain
reaction (RT-gPCR) in the human amnion and choriodecidua at the three trimesters
and at term. Measurements were conducted at two distinct zones: the zone of
intact morphology (ZIM) and the zone of altered morphology (ZAM). Then, proteins
were quantified using Western blot analysis, and their localization was evaluated by
immunofluorescence in term tissues. In addition, pro-inflammatory cytokine secretion
was quantified using a Multiplex assay after the treatment of amnion and choriodecidua
explants with two RAGE ligands (AGEs and HMGB1) in the absence or presence of a
RAGE inhibitor (SAGEs).

Results: The FMs expressed the RAGE-signaling actors throughout pregnancy. At
term, RNA and protein overexpression of the RAGE, HMGB1, and Diaphanous-1
were found in the amnion when compared to the choriodecidua, and the RAGE was
overexpressed in the ZAM when compared to the ZIM. The two RAGE ligands (AGEs
and HMGB1) induced differential cytokine production (IL18 and TNFa) in the amnion
and choriodecidua.

Conclusion: Considered together, these results indicate that RAGE signaling is present
and functional in human FMs. Our work opens the way to a better understanding of FMs
weakening dependent on a RAGE-based sterile inflammation.

Keywords: fetal membranes, RAGE, alarmins, sterile inflammation, rupture of fetal membranes
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INTRODUCTION

Fetal membranes are an essential actor in human parturition;
if they do not achieve their missions, the childbirth can be
impacted (Naeye and Peters, 1980; Romero et al., 2006; Menon,
2016; Menon and Richardson, 2017). These fetal tissues consist
of two layers: the amnion, which is the innermost layer directly
in contact with the amniotic fluid (AF), and the chorion,
which adheres to the maternal decidua. This 9-month organ
participates in the correct development of the fetus by providing
AF homeostasis as well as physical and microbial barriers during
pregnancy; however, they also play a role in parturition by
their programmed rupture at term (after 37 weeks gestation)
(Buhimschi et al., 2004; Moore et al., 2006; King et al., 2007; Prat
et al.,, 2012). In this way, FMs undergo progressive weakening
leading to this physiologic rupture of membranes (ROM)
thanks to several mechanisms, such as apoptosis, senescence, or
inflammation (Parry and Strauss, 1998; Menon et al., 2019).

Recently, an increasing number of studies have shown the
implication of one key phenomenon in the FMs weakening:
sterile inflammation (Girard et al., 2014; Romero et al., 2014,
2015). This concept is dependent on specific molecules called
alarmins or “damage-associated molecular patterns” (DAMPs),
which are released and recognized by pattern recognition
receptors (PRRs) leading to a microbial-free inflammatory
response or a “sterile” inflammation. Examples of DAMPs
include high-mobility group box 1 (HMGBI1) protein, the S100
protein family, uric acid, cell-free DNA, and advanced glycation
end-products (AGEs), and examples of PRRs include toll-like
receptors, scavenger receptors, NOD-like receptors, and the
receptor for AGEs (Taglauer et al., 2014; Nadeau-Vallée et al.,
20165 Brien et al., 2019). It has been determined that AF contains
many of these alarmins, which induce pro-inflammatory cytokine
release by activating various cellular pathways (Holmlund et al.,
2007; Jakobsen et al., 2012; Bredeson et al., 2014; Menon and
Moore, 2020). Lappas and colleagues demonstrated an induction
of cytokine release (IL1f, IL6, IL8, TNFa) by FMs in response to
AGE:s (Lappas et al., 2007).

However, it still remains unclear how this phenomenon
works exactly or which receptor translates this inflammatory
signaling to the FMs to prepare for a successful ROM that
does not occur before 37 weeks. In the case of early activation,
preterm prelabor rupture of the membranes (pPROM) can
occur. pPROM affects 3-4% of all pregnancies and leads to
30-40% of all preterm births. Yearly, there are about 15
million cases of preterm birth worldwide. It is important
to note that this problem is associated with the rise of
perinatal mortality, morbidity, and developmental troubles
(Schreiber and Benedetti, 1980; Silverman and Wojtowycz,
1998; Fujimoto et al., 2002; England et al., 2013; Lorthe, 2018;
Bouvier et al., 2019; Shigiao et al., 2019). Thus, it is essential
to better understand the ROM to improve pPROM diagnostics
and clinical care.

In this study, we decided to investigate the implication of one
actor: RAGE (Neeper et al., 1992; Brett et al., 1993). Originally
discovered in 1992 as a new member of the immunoglobulin
superfamily of receptors, the RAGE is a 55 kDa cell surface
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receptor that interacts with several ligands (including AGEs and
HMGBI) implicated in the pathogenesis of many inflammatory
diseases (Kierdorf and Fritz, 2013; Ray et al., 2016; Hudson
and Lippman, 2018). Indeed, the RAGE is known to activate
pro-inflammatory pathways and the release of cytokines and
has been described as participating in the weakening of FMs
(Rzepka et al.,, 2015). Plus, lower concentrations of a soluble
RAGE, a competitive RAGE isoform lacking the intracellular
domain, has been discovered in the maternal serum of patients
suffering from pPROM (Hijek et al., 2008). Furthermore, even if
the expression of the RAGE has been outlined in the placental
sphere, little is known about the RAGE in FMs and even
less on the action and physiopathology of the RAGE in terms
of the ROM (Yan et al., 2018). Plus, it is well known that
RAGE signaling activity relies on its interaction with intracellular
adaptors proteins such as Diaphanous-1, Myd88, and TIR
adaptor protein (TIRAP) (Hudson et al., 2008; Sakaguchi et al.,
2011). Thus, this study intends to provide more information
about the RAGE axis actors in the FMs and determine if a
RAGE-dependent inflammatory response can specifically occur
in the amnion or choriodecidua when exposed to alarmins such
as HMGBI1 and AGEs.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

HMGBI1 (SRP6265, 10 pg/mL in phosphate-buffered saline
1X) was purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-
Fallavier, France) and AGE-bovine serum albumin (10 mg/mL,
ab51995) from Abcam (Paris, France). Semi-synthetic
glycosaminoglycan ethers (SAGEs) (GM-1111, 10 mg/mL
in water), used for the RAGE inhibition, were kindly gifted by
GlycoMira Therapeutics (Salt Lake City, UT, United States)
(Zhang et al, 2011). Cell culture medium and antibiotics
(streptomycin, penicillin, amphotericin B) were obtained from
Fisher Scientific (Illkirch-Graffenstaden, France). Fetal bovine
serum (FBS) was purchased from Eurobio Scientific (Les Ulis,
France). Collagen I was obtained from Stemcell Technologies
(Grenoble, France). Superscript IV first-strand-synthesis
system, Taq DNA polymerase recombinant (10342020), and
Pierce BCA protein assay kit (23225) were obtained from
Fisher Scientific.

Tissue Collection

Full-term FMs were collected from non-smoking women with
healthy pregnancies from vaginal or scheduled cesarean deliveries
(breech presentation, scarred wombs) (Centre Hospitalier
Universitaire Estaing, Clermont-Ferrand, France) after obtaining
informed consent. Gestational ages were 39.08 £ 0.11 weeks,
mean maternal ages were 35.30 & 0.94 years, and maternal body
mass index (BMI) was 26.64 + 6.65. The selected FMs were
collected from singleton pregnant women who had no underlying
diseases and no gestational diabetes or clinical chorioamnionitis
(defined by maternal fever, uterine tenderness, and/or purulent
amniotic fluid). The research protocol was approved by the
institutional regional ethics committee (DC-2008-558). The
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amnion was dissociated from the choriodecidua. The zone of
altered morphology (ZAM, with the thread) and the zone of
intact morphology (ZIM, away from the thread) were also
distinguished. Indeed a suture sewn placed onto the FMs (from
cesarean deliveries) in front of the cervix by the midwife allowed
us to identify ZAM; then, a 4-cm-diameter circle was cut and
considered as ZAM, and explants localized places away from
circle boundary were considered as ZIM.

Concerning samples used for RAGE axis actor exploration
throughout the pregnancy, first-trimester membranes (N = 3)
were obtained following aspiration after voluntary termination
of pregnancy. Second-trimester membranes were harvested after
medical termination of pregnancy (N = 3). Eligible cases
corresponded to lethal fetal anomalies that had no impact on
the FMs (e.g., severe cardiac anomalies or brain damage). Then,
preterm third-trimester membranes (N = 3) were collected from
pregnancies after cesarean births. The amnion was dissociated
from the choriodecidua except for trimester 1 samples.

Tissue Culture

Explants (dissociated) of the amnion and choriodecidua were
cultivated (5% CO,, 95% humidified air, 37°C) in Dulbecco’s
modified eagle medium/nutrient mixture F-12 (DMEM-
F12- GlutaMAX) supplemented with 10% FBS, 100 pg/ml
of streptomycin, 100 U/ml of ampicillin, and 25 pg/ml
amphotericin B. Explants were 2 cm? in size, obtained 2 cm away
from the pre-placental edge and prepared by dissection. Tissue
fragments were transferred (in duplicate) to 24-well culture plates
and incubated in cell media at 37°C for 1 h before treatment.

Tissue Explant Treatment

Explants were treated with AGEs (150, 250, and 500 pg/ml) or
HMGBI (100, 200, and 300 ng/ml) in the absence or presence of
SAGE:s (500 jLg/ml) for 18 h (cell medium collection for cytokine
release assay). In addition, an internal control was performed by
treating explants with a combination of lipopolysaccharide (LPS)
(10 pg/ml) and TNFa (100 ng/ml) to validate inflammatory
reactivity of FMs samples used. FMs were validated when there
was a release response of at least one cytokine.

RT-PCR and Quantitative RT-PCR

After the disruption step with Precellys homogenizer (Bertin
Technologies, Montigny-le-Bretonneux, France) using ceramic
beads (KT03961, Ozyme, Saint-Cyr-I'Ecole, France), total RNAs
were extracted from human amnion or choriodecidua using
RNAzol® RT (RN190, Molecular Research Center, Cincinnati,
OH, United States). The reverse transcription was made from
1 pg of RNA using a Superscript IV first-strand-synthesis system
for reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR).
PCR experiments were performed using specific oligonucleotides
(Table 1). Results were analyzed on a 2% agarose gel and
verified by DNA sequencing. RAGE, HMGBI1, Myd88, and
Diaphanous-1 expression was assessed by quantitative RT-PCR
(RT-qPCR) performed using LightCycler® 480 SYBR Green I
Master (Roche, Meylan, France). Transcript quantification was
performed twice on at least four independent experiments.
Results were normalized to the geometric mean of the human
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housekeeping genes RPLO (36b4) and RPS17 (acidic ribosomal
phosphoprotein PO and ribosomal protein S17, respectively) as
recommended by the MIQE guidelines (Bustin et al., 2009).

Western Blot Analysis

After the preliminary tissue homogenization previously
described, total proteins were extracted from human amnion and
choriodecidua (total, ZIM, or ZAM) with a plasma membrane
protein extraction kit (BioVision, Lyon, France), and protein
sample concentrations were measured using a Pierce BCA
protein assay kit. For Western blot analysis, proteins were
resolved on a 4-15% Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™
Precast Gel (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) to perform
total protein normalization (Gilda and Gomes, 2013). Before
transfer, stain-free imaging was completed. This technology
utilizes a proprietary trihalo compound to enhance natural
protein fluorescence by covalently binding to tryptophan
residues with a brief UV activation (Bio-Rad). Then, the transfer
was performed on nitrocellulose membrane (Bio-Rad) and
saturated over 1 h 30 min with 5% skimmed milk in tris-buffered
saline (TBS) 1X. Antibody against the RAGE (1/1000, AF1179,
R&D Systems, Noyal-Chatillon-sur-Seiche, France), HMGBI1
(1/10000, ab79823, Abcam), Myd88 (1/1000, ab133739, Abcam),
and Diaphanous-1 (1/5000, ab1173, Abcam) were diluted in
5% skimmed milk-TBS 1X-TWEEN® 20 0.1% and incubated
overnight at 4°C. The next day, the membrane was washed
three times with TBS 1X/TWEEN® 20 0.1% and incubated
at room temperature with a horseradish peroxidase coupled
secondary antibody anti-goat or anti-rabbit (1/5000 or 1/10,000,
respectively, BI 2403 or BI 2407, Abliance, Compiegne, France)
for 1 h 30 min. The revelation was completed using an ECL
clarity kit for Western blot on the ChemiDoc™ imaging
system (Bio-Rad). Image Lab Software (Bio-Rad) was used for
quantification. Results are expressed as a mean of at least three
independent experiments.

Supernatant Protein Concentration

Before the Multiplex assays were completed, the supernatants of
the treated explants were concentrated into 2 kDa centrifugal
filter units (Vivacon® 500, Sartorius, Aubagne, France)
for protein concentration and purification, following the
manufacturer’s instructions.

Cytokine Multiplex Assay
The release of TNFa, IL1fB, IL6,
culture media was tested using a
Human  Cytokine/Chemokine = Magnetic
Milliplex® MAP  Kit (Merck  Millipore,
France) based on the Luminex® xMAP® technology,
according to the manufacturer’s instructions (Biosource
International).  Finally, cytokine concentrations were
normalized to total protein concentration, and the ratio
“treated/untreated” was reported.

and IL8 in the
MILLIPLEX MAP
Bead  Panel

Molsheim,

Cellular Distress Determination
For the evaluation of the treatment impact on cell suffering,
the release of the intracellular enzyme lactate dehydrogenase
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TABLE 1 | Forward and reverse primer sequences used for RT-PCR and RT-gPCR amplification of human genes.

Gene Sequence 5’-3' (F: forward, R: reverse) Product size (bp) Hybridation temperature (°C)
hsRAGE F:-TGTGCTGATCCTCCCTGAGA R: CGAGGAGGGGCCAACTGCA 139 61
hsRPL0/36B4 F: AGGCTTTAGGTATCACCACT R: GCAGAGTTTCCTCTGTGATA 219 61
hsRSP17 F: TGCGAGGAGATCGCCATTATC R: AAGGCTGAGACCTCAGGAAC 169 61
hsMyd88 F: GCAGGAGGAGGCTGAGAAGC R: CGGATCATCTCCTGCACAAACT 167 63
hsDia-1 F: AGAGCCACACTTCCTTTCCATC R: TCAATCTCAATCTGGAGGTGCC 167 61
hsHMGBI F: ACCTATATCCCTCCCAAAGGG R: TTTTTGGGCGATACTCAGAGCA 109 61

(LDH) into the cell media was quantified on a machine
automate (Siemens Vista, Paris, France) using an enzymatic assay,
following the manufacturer’s reccommendations.

Immunofluorescence

After permeabilization in PBS 1X/FBS 10%/Triton 0.1%
over 1 h 30 min, the primary antibody against the RAGE
(1/100, ab37647, Abcam) was applied on the FM sections
overnight at 4°C. After three washes in permeabilization
buffer, secondary antibody anti-rabbit Alexa Fluor 488
(1/1000, A21206, Life Technologies) was incubated for 2 h
at room temperature. Slides were washed three times in
TWEEN® PBS 1X and incubated with Hoechst (15 min,
dilution in PBS 1X 1/10,000; bisBenzimide H, 33258, Sigma-
Aldrich). Finally, slides were mounted with CitiFluor™
Tris-MWL 4-88 (Electron Microscopy Science) and examined
under an Apotome Zeiss Imager microscope (magnification
%200). For negative controls, incubation without the primary
antibody was performed.

Statistical Analysis

The data expressed as mean =+ standard error of the mean
(SEM) are an average of duplicates or triplicates of at
least three independent experiments. The comparison of
means was performed by non-parametric test (Kruskal-
Wallis one-way ANOVA test followed by a Dunn’s
post-test for comparison of more than two conditions),
or a Wilcoxon signed-rank test (comparing a fold
change to one) using PRISM software 5.02 (GraphPad
Software Inc.). For all studies, values were considered
significantly different at p < 0.05(*), p < 0.01(**),
and p < 0.001(***).

RESULTS

Are RAGE Axis Actors Expressed in Fetal

Membranes During Pregnancy?

We investigated the mRNA expression profile of the
RAGE, its adaptors and one ligand (HMGB1) in FMs on
amnion and choriodecidua samples throughout pregnancy
(first trimester: 1 to 13 weeks of gestation (WG); second
trimester: 14-26 WG; third trimester: 27-37 WG; at
term: 38-40 WG, by cesarean or vaginal delivery). RT-
PCR experiments revealed that FMs expressed the RAGE,
HMGBI1, Myd88, and Diaphanous-1 in both layers, the
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amnion and choriodecidua in each of the stages considered
(Figure 1A). No significant difference in RAGE expression
was revealed by RT-qPCR between trimesters (data not
shown). Plus, RAGE protein expression was also demonstrated
in both layers obtained after vaginal delivery or caesarean
section with the separate consideration of the ZIM and
ZAM (Figure 1B).

Is the RAGE Axis Actor Expression

Layer- or Zone-Dependent at Term?

Based on RT-qPCR analysis at term, we revealed an
overexpression of RAGE (Figure 2A, left panel) and
HMGBI1 (Figure 2A, right panel) in the amnion compared
to the choriodecidua in consideration of the ZAM.
Moreover, RAGE expression was also area-dependent:
it was found to be significantly more expressed in the
rupture zone (ZAM) than in the ZIM. These results
were confirmed at the protein level for both using
western  blot analysis (Figure 2B, upper panel for
representative experiment and Figure 2B, lower panel
for quantification).

Furthermore, considering that the RAGE requires
intracellular adaptor binding to induce a cellular response,
we also investigated the expression of Diaphanous-
1, Myd88, and TIR adaptator protein (TIRAP). First,
TIRAP was found at very low levels for mRNA and
not detected by immunoblot in both layers (data not
shown). Furthermore, we revealed that Diaphanous-1 is
overexpressed in the amnion for mRNA (only in ZAM)
and protein level in both zones (Figures 3A,B, left panels).
Plus, we found a Myd88 protein overexpression in the
choriodecidua in comparison to the amnion in the ZAM
(Figures 3A,B, right panels).

Are the Amnion or Choriodecidua Able to
Trigger an Inflammatory Response to

Alarmins?

Before further investigation, cell toxicity that may have been
caused by the induction of AGEs and HMGBI treatments
in the amnion and choriodecidua explants was checked. This
was done using LDH release measurements in the culture
media after 18 h of alarmin treatment and revealed no cell
toxicity for each condition (three concentrations tested for
each one; Figure 4). Then, we performed a dose response
effect of AGEs and HMGBI1 on cytokine release after 18 h
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FIGURE 1 | Expression of RAGE-signaling actors in human fetal membranes. (A) RNA expression of the RAGE, Myd88, Diaphanous-1, and HMGB1 was detected
by RT-PCR on the amnion and choriodecidua (Cd) samples from the different trimesters (T1, T2, and T3), caesarean (CS), or vaginal (VD) delivery at term. Negative
controls were performed in the absence of cDNA. (B) RAGE protein localization in human fetal membranes at term was investigated by immunofluorescence (green
staining, Alexa488) on sections from vaginal delivery (VD) or caesarean (ZIM and ZAM) at magnification x200. Cyan arrows indicate amniotic epithelium and yellow
designate choriodecidua. Nuclei were counterstained with Hoechst (blue). Negative controls consisted of primary antibody-free incubation.
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FIGURE 2 | Quantification of RAGE and HMGB1 expression in human fetal membranes at term in the ZIM and ZAM. RAGE and HMGB1 expression were quantified
by RT-gPCR (N = 14) (A) and Western blot (respectively, N = 11 and N = 8) (B) on the amnion and choriodecidua (Cd) at term in the ZIM and ZAM. To highlight an
area (ZAM vs. ZIM) or tissue (Amnion vs. Choriodecidua) effect, ZAM is reported on ZIM (ZAM/ZIM in left panel) in both amnion and choriodecidua, and amnion is
reported on choriodecidua (amnion/choriodecidua in right panel) in both ZIM and ZAM. Statistical fold change analysis was performed by a Wilcoxon signed-rank
test comparing to one. * means p < 0.05, ** means p < 0.01, ** means p < 0.001. Results are presented in Tukey boxes, and means are indicated by “+.”
Representative Western blot membranes indicate the band that was quantified proteins (RAGE: 50 kDa and HMGBH1 at 25 kDa).

of treatment on both the amnion and choriodecidua. First, and IL1f (more at 150 than 500 pg/ml). Finally, we found
in the amnion (Figure 5, upper left panel), we observed that that AGEs also induced IL6 release at 150 jg/ml. For the
AGEs did not stimulate IL8 release, but increased TNFa in  choriodecidua (Figure 5, upper right panel), the same responses
the same way for all concentrations (150, 250, and 500 pwg/ml) as the amnion were found for IL8 and TNFa, and ILIB was
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increased regardless of the dose (more with 500 pg/ml). By lower panel) stimulated TNFa release in both tissues (at 200
contrast, induction was not relevant for IL6 at any concentration. and 300 ng/ml) and IL1P at the same doses but only in
A second time, we demonstrated that HMGB1 (Figure 5, the amnion. Any significant induction could be reported by
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HMGBI treatment for IL8 and IL6. Regarding our results, and
in accordance with those already described in previous articles
(Lappas et al., 2007; Plazyo et al.,, 2016), 500 pug/ml of AGEs
and 200 ng/ml of HMGBI1 were kept for the following SAGEs
blocking experiments.

Does Blocking the RAGE Modulate the
Inflammatory Response Induced by

Alarmins in Fetal Membranes?

Finally, to investigate whether AGEs and HMGBI alarmins
induce a RAGE-dependent inflammatory response, we
measured pro-inflammatory cytokine release in the amnion
and choriodecidua co-treated with or without SAGEs (a RAGE
inhibitor) for 18 h. Results demonstrated a significant lower
TNFa release induction by AGEs (Figure 6, upper panel) and
HMGBI (Figure 6, lower panel) when the RAGE was inhibited
by SAGEs in the amnion and choriodecidua. Plus, we noticed
that AGEs and HMGBI stimulated IL1f secretion in both layers,
but in the presence of SAGEs, this induction was not any more
significant for HMGBI1. Finally, we found no impact on either
IL8 or IL6.

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org

DISCUSSION

Since these last years, more and more studies have underlined the
importance of sterile inflammation in the weakening of FMs as
a key event of the ROM (hopefully after 37 weeks of gestation).
It is now considered that AF is a source of specific molecules
called alarmins (or DAMPs), which are endogenously expressed
and produced when cells are suffering. For example, HMGBI is
normally a nuclear protein implicated in DNA reparation, but
when cells are in danger, HMGBI is released and becomes an
alarmin, triggering an inflammatory cascade. As another kind
of DAMPs, AGEs are formed by the non-enzymatic Maillard
reaction, between sugars and proteins, lipids, or nucleic acids
(John and Lamb, 1993), and many inflammatory diseases are
linked to an accumulation of these AGEs in tissues (Kang et al.,
2012; Guedes-Martins et al., 2013; Wautier et al., 2014). Above
all, both AGEs and HMGBI1 have been described as activating
inflammatory response in gestational tissues (placenta, FMs,
umbilical cord) and were found to be increased in cases of
pPROM. Indeed, HMGBI has been found to be more elevated
in the AF due to a release caused by damaged FMs occurring
during intra-amniotic inflammation found during preterm birth
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(Bredeson et al., 2014; Baumbusch et al., 2016). This could
be an exacerbation of inflammatory processes mediated by
HMGBI, a major player in labor events (Stephen et al., 2015).
In addition, AGEs levels in maternal plasma were described as
more important during the first trimester for pregnancies with
preterm labor or pPROM (Kansu-Celik et al., 2019). However,
there is still a lack of knowledge about which receptor recognizes
these alarmins and causes inflammation in the FMs. Some studies
have described an overexpression of the RAGE in the placenta
and maternal serum in cases of pPROM and also a progressive
increase of the soluble isoform of RAGE (sRAGE), acting as
a decoy, during pregnancy and then finally decreasing at term
(Romero et al., 2008; Yan et al., 2018). Moreover, plasmatic
sRAGE levels were found to be lower in patients with pPROM,
suggesting an over-activation of the RAGE pathway (Hajek et al.,
2008). In this way, our work aimed to enlighten the implication
of the RAGE in sterile inflammation in FMs.

The expression of the RAGE in FMs has already been
described at term but had not been described during the
different trimesters of pregnancy. Presently, we conducted a
global exploration of the RAGE axis in both FMs layers (amnion
and choriodecidua). First, we proved that FMs not only expressed
the RAGE and HMGBI during all three trimesters of pregnancy,
but it also expressed Diaphanous-1 and Myd88, two intracellular
adaptors required for inflammatory activity of the RAGE. After
that, we observed the presence of the RAGE protein in the
amniotic epithelium, the layer directly exposed to AF alarmins
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and also in all choriodecidua. Thus, we found a differential
RNA and protein expression between not only the amnion and
choriodecidua and also between the ZAM and the rest of the FMs,
the ZIM. Indeed, we showed the overexpression of the RAGE in
the amnion compared to the choriodecidua and, above all, in the
ZAM compared to the ZIM. These findings strengthen the idea
of RAGE participation and importance in the ROM process as
previously suggested (Rzepka et al., 2015). Plus, we demonstrated
HMGBI levels to be more important in the amnion. This
was not very surprising; indeed, literature already described an
increase in sterile inflammation linked with HMGBI on the fetal
side of the FMs, more precisely, in the amnion epithelial cells
(Romero et al,, 2011). But our work brings the first data on
RAGE adaptors in fetal membranes and this is not negligible.
In fact, it is currently well known that the RAGE is deficient
in intrinsic tyrosine kinase activity and requires intracellular
adaptors to induce cell signaling cascades. In this way, a yeast-
two-hybrid experiment was achieved and identified a binding
partner of RAGE cytosolic domain, the protein Diaphanous-1.
Meanwhile, there is no proof that Diaphanous-1 is required for
all RAGE induced-transduction cascades; however, some studies
reported its implication in protein/signal pathway stimulation
triggered by RAGE ligands (Xu et al., 2010; Touré et al., 2012).
Hudson et al. (2008) also demonstrated that downregulation of
Diaphanous-1 expression by RNA interference inhibited RAGE-
mediated activation of Rac-1 and Cdc42 and, in parallel, RAGE
ligand-stimulated inflammatory, vascular, and cell migration
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responses. Diaphanous-1 aside, the RAGE owns other adaptor
proteins, such as TIRAP or MyD88, shared with the toll-like
receptors TLR2 and TLR4. The Sakaguchi group revealed that
ligand binding leads to phosphorylation of the RAGE cytoplasmic
domain by protein kinase C¢ (pSer391), promoting TIRAP and
MyD88 interaction. Furthermore, blocking TIRAP and MyD88
considerably abolished ligand-activated RAGE inflammatory
signaling (Akt, p38 MAP kinase, NFkB) (Sakaguchi et al.,
2011). In our study, we demonstrated an overexpression of
Diaphanous-1 in the amnion, unlike Myd88, which was found to
be expressed more in the choriodecidua. These data may suggest
a layer-specific signaling couple, RAGE/Diaphanous-1 in the
amnion and RAGE/Myd88 in the choriodecidua. Additionally,
considering that RAGE and TLR2/4 partly share an intracellular
signaling pathway, including MyD88 binding, we could suppose
cooperation between RAGE and TLRs in immune response
in choriodecidua, explaining why MyD88 was overexpressed
in this layer, closer to the genito-urinary microbiota. Indeed,
fetal membranes are already known to respond to different
types of bacteria by modifications of TLR expression patterns
(Abrahams et al., 2013).

As previously stated, AGEs or HMGBI have been described as
inducing cytokine release (IL6, IL8, TNFa, IL1B) in the FMs but
without making a distinction between both layers. To investigate
a possible differential response to ligands between the amnion
and choriodecidua, we decided to perform our treatments with
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a dissociation of these two sheets using either AGEs or HMGBI.
First, we confirmed results from previous studies with TNFa
and IL1P release in response to AGEs and HMGBI in both the
amnion and choriodecidua (Lappas et al., 2007; Bredeson et al.,
20145 Plazyo et al., 2016). In addition to such results, we did not
find the same results for IL8 and IL6 with their release not being
stimulated by any dose except for IL6 in the amnion by AGEs at
150 pg/ml. This contrast with previous results can be explained
by the use of different concentrations of alarmins. For example,
the Lappas group used concentrations of 1 mg/ml of AGEs, and
those used for HMGBI1 were between 10 ng and 50 pg/ml for
Plazyo and colleagues and 1 and 50 ng/ml by the Bredeson team.
Then, in our study, for IL6 release, we dissociated layers and
could, therefore, hypothesize that only the amnion produces such
interleukin in response to AGEs or to HMGBI.

Finally, the major finding of this study was that RAGE
inhibition by SAGEs decreased or aborted the TNFu release
for both alarmins, indicating that RAGE is required for FMs
to initiate this cytokine production. However, contrary to
choriodecidua, in amnion, it seems RAGE is not the only
actor needed in TNFa release induction because the induction
was diminished and not aborted. Globally, this result is of
primary importance, as TNFa could activate NFkB complex
and the production of the granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), which is described to be the critical
intermediate for FMs weakening by the intervention of specific
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proteases (Kumar et al, 2014). The release of IL1f was only
inhibited by SAGEs when tissues were treated by HMGB1 and
not by AGEs. Considered together, the results obtained in our
work proved for the first time that the RAGE is directly implied
in the inflammatory response in human FMs in a ligand and
layer-dependent manner.

Our study constitutes the direct evidence of RAGE action
in FMs weakening, which is an essential process for the ROM,
adding a feature of the pathophysiological partition of the RAGE
in the story of childbirth. Further studies are required to elucidate
which intracellular pathway, among NFkB and MAPK kinases,
for example, leads to this RAGE-dependent cytokine release
in FMs, but also which cellular type inside the amnion or
choriodecidua has the ability to react to the presence of alarmins.
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Les pages suivantes permettent de présenter les résultats concernant I'étude de
I'activation de RAGE dans un contexte pathologique de rupture des membranes modélisé par
le tabagisme. Il est ici nécessaire d’aborder quelques points bibliographiques afin de justifier

notre choix du tabagisme.

Tout d’abord, il faut savoir que le nombre de fumeurs s’éleve environ a 1,3 milliard de
personnes dans le monde et il est prévu que ce taux continue d’augmenter et donc avec lui le
nombre de fumeurs passifs (OMS, Mai 2020). Pourtant, le tabagisme est un des facteurs de
risques primordiaux a l'origine d’une multitude de pathologies comme des maladies
respiratoires (maladie pulmonaire obstructive chronique), les cancers (poumons, cesophage,
larynx, ...) ou les troubles cardiovasculaires. De maniére globale, le tabac engendre au total 8
millions de décés par an dont 1,2 million sont la conséquence d’un tabagisme passif
(exposition involontaire et/ou par les proches). Le colt annuel de ce seul polluant est
approximativement de 500 milliards de dollars pour les systemes de santé (Ekpu & Brown,

2015).

Concernant la grossesse, il est considéré que 15-20% des femmes enceintes sont fumeuses
alors que le tabac engendre aussi bien des atteintes développementales du foetus (défauts
congénitaux, retard de croissance intra-utérin, faible poids de naissance, RPM et naissance
prématurée) que des pathologies maternelles de la grossesse telles que la pré-éclampsie
(Lewis et al, 2017a; Wrzesniak et al, 2016; Witt et al, 2018; Rogers, 2009; Giinther et al, 2020).
Les effets néfastes du tabagisme maternel empruntent divers mécanismes, que ce soit direct
a travers un transfert placentaire ou indirect en affectant les tissus gestationnels (placenta,
membranes foetales, artére ombilicale). Plus de 4000 substances chimiques sont contenues
dans le tabac telles que la nicotine, le monoxyde de carbone (CO), du goudron, du benzéne ou

encore des métaux lourds (plomb, cadmium) (Shea & Steiner, 2008).

Or, nombreuses sont les substances traversant le placenta. En effet toute molécule au

caractere lipophile a la capacité de franchir les membranes biologiques. Ainsi, il existe de forts
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Figure 30 : lllustration des composés toxiques contenus dans la cigarette
Il est bien connu que la cigarette contient de nombreuses substances chimiques. Ce schéma
en rapporte une partie reconnue comme toxiques, certaines identifiées comme cancérigenes,
d’autres pro-inflammatoires ou liées a I'effet d’addiction.
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Figure 31 : CSC et CSE, deux produits pour modéliser I’effet du tabagisme
Le « Cigarette Smoke Condensate » (CSC) et le « Cigarette Smoke Extract » (CSE) sont deux
alternatives de traitement possibles pour étudier I'effet du tabagisme in vitro. Des cigarettes
de référence sont fumées en continu a I'aide d’'une pompe a vide, le passage de la phase
gazeuse dans du liquide permet d’obtenir du CSE, alors que l'extraction des particules
contenues dans le filtre permet I'obtention de CSC plus proche de la réalité d’une exposition
tabagique (Ticha & Wright, 2016).
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phénomeénes de concentration de la substance au sein du LA, espace ou leur biodisponibilité
est importante puisque la concentration protéique amniotique est faible. Par exemple, la
nicotine et le CO sont capables d’engendrer une vasoconstriction au niveau placentaire mais
aussi de traverser la barriére placentaire et de pénétrer les tissus foetaux grace a sa solubilité
lipidique. Les mesures des taux de nicotine au sein du LA révelent que le foetus se retrouve
exposé a des concentrations plus fortes que la mere fumeuse (Luck et al, 1985). Parmi les
autres composés, une grande partie est connue pour générer des états inflammatoires (Figure
30) (Lee et al, 2012; Rogers, 2009). Par exemple, il a été établi que la combustion des
composés du tabac provoque la formation d’AGEs capables de se lier a RAGE, récepteur dont
I'implication a déja été décrite dans I'apparition de pathologies identiques a celles engendrées
par une exposition au tabac (maladies respiratoires, cancer, pathologies placentaires, ...) (van
Waateringe et al, 2017). De plus, plusieurs travaux ont prouvé que I’exposition au tabac
engendre dans divers tissus/types cellulaires (macrophages alvéolaires, cellules épithéliales
pulmonaires, placenta, cellules gingivales, ...) une augmentation de |'expression de RAGE
(Lewis et al, 2017a, 201; Reynolds et al, 2008; Sanders et al, 2017; Robinson et al, 2012;
Chapman et al, 2017). Il apparait donc d’un point de vue mécanistique, que RAGE et ses voies
de transduction émergent comme une des cascades préférentielles empruntées par les
dérivés du tabac pour déclencher des réponses néfastes au sein de divers tissus et organes.
D’ores et déja, plusieurs études ont commencé a clarifier le lien entre tabac, RAGE et
inflammation notamment en utilisant un mimétique appelé CSE pour « Cigarette Smoke
Extract ». Bien qu’étant a I’heure actuelle le plus utilisé pour étudier I'effet du tabagisme in
vitro (particulierement pour générer un stress oxydant) comme détaillé ci-dessous, il existe
une autre méthode d’extraction permettant d’obtenir du CSC (« Cigarette Smoke Condensate
») (Figure 31). Ce second produit est plus proche de I'action réelle de I’exposition au tabac
chez un fumeur « actif ou « passif ». Ainsi, Reynolds et al ont établi que le KO de RAGE en
modeéle murin ou l'inhibition de ce récepteur dans des cellules épithéliales pulmonaires
annulait I'action pro-inflammatoire d’'une exposition au CSE qui active normalement la voie
NFkB et conduit a une sécrétion des cytokines IL-1B, ou CCL-5 (Reynolds et al, 2011). Le méme
mode d’action a aussi été retrouvé dans des cellules gingivales par Sanders et al, ou un
traitement au CSE induit la voie inflammatoire NFkB et la sécrétion des cytokines IL-1J et II-6
dépendamment de RAGE (Sanders et al, 2017). Concernant la sphére placentaire, il a été

démontré en modéle murin que I'inhibition de RAGE permet de prévenir le développement
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de RCIU dépendant du tabac. En effet, cette étude établit qu’une exposition passive au tabac
stimule les voies de signalisation MAPK p38, JNK,ERK1/2 et |a sécrétion de TNFa, IL-1B menant
ainsi a une réaction inflammatoire au sein du placenta, réaction révélée comme RAGE-
dépendante (Lewis et al, 2017b). A c6té du RCIU touchant directement le développement
foetal, des données préliminaires ont permis de démontrer que la RPM était elle-aussi
fortement corrélée a une consommation maternelle de tabac ou a une exposition passive de
celle-ci (England et al, 2013; Bouvier et al, 2019). Néanmoins, les mécanismes
physiopathologiques a I'origine de I'impact négatif du tabac sur I'intégrité des MF restaient,
la encore, a éclaircir. En regard de I'ensemble des études citées auparavant, établissant un
lien entre RAGE et action inflammatoire délétére du tabac au sein de divers modeles,
I'implication de RAGE dans la fragilisation physiopathologique des MF par la génération d’un

environnement inflammatoire constitue le cceur dela deuxiéme partie de ce travail.
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Abstract: Maternal smoking is a risk factor of preterm prelabor rupture of the fetal membranes
(pPROM), which is responsible for 30% of preterm births worldwide. Cigarettes induce oxidative
stress and inflammation, mechanisms both implicated in fetal membranes (FM) weakening. We
hypothesized that the receptor for advanced glycation end-products (RAGE) and its ligands can result
in cigarette-dependent inflammation. FM explants and amniotic epithelial cells (AECs) were treated
with cigarette smoke condensate (CSC), combined or not with RAGE antagonist peptide (RAP), an
inhibitor of RAGE. Cell suffering was evaluated by measuring lactate dehydrogenase (LDH) medium-
release. Extracellular HMGBI (a RAGE ligand) release by amnion and choriodecidua explants were
checked by western blot. NF-«kB pathway induction was determined by a luciferase gene reporter
assay, and inflammation was evaluated by cytokine RT-qPCR and protein quantification. Gelatinase
activity was assessed using a specific assay. CSC induced cell suffering and HMGBI1 secretion only in
the amnion, which is directly associated with a RAGE-dependent response. CSC also affected AECs
by inducing inflammation (cytokine release and NFkB activation) and gelatinase activity through
RAGE engagement, which was linked to an increase in extracellular matrix degradation. This RAGE
dependent CSC-induced inflammation associated with an increase of gelatinase activity could explain
a pathological FM weakening directly linked to pPROM.

Keywords: maternal smoking; fetal membranes; RAGE; pPROM

1. Introduction

Worldwide, between 15 and 20% of pregnant women still smoke, even though smoking
cigarettes is a well-known risk factor for preterm prelabor rupture of fetal membranes
(pPROM). This obstetrical complication can lead to disaster for both the mother and
her baby, such as chorioamnionitis or oligohydramnios, and it is responsible for 30%
of preterm births [1-5]. How does maternal smoking induce pPROM? Current data
support the hypothesis that pPROM is caused most often by the exacerbation of the same
cellular and molecular mechanisms that lead to term rupture: apoptosis, oxidative stress,
extracellular matrix degradation, senescence, and sterile inflammation. In vitro studies
offer different possibilities for tabagism modelling. First, some studies use a specific
component of cigarettes; for example, nicotine. A recent study highlighted the dose-
dependent impact of nicotine on maternal and fetal inflammatory responses in pregnant
rats [6]. Moreover, two products allow the testing of cigarette smoke’s impact regarding its
whole composition [7]. The first, which samples the water-soluble compounds, is cigarette
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smoke extract (CSE), which is used primarily as an inducer of oxidative stress (OS) [8-13].
The second, cigarette smoke condensate (CSC), is obtained from a particular part of cigarette
smoke. CSE has already shown that cigarette smoke induces OS, senescence, and apoptosis,
and also activates a p38 MAPK inflammatory cell pathway in FM cells, mechanisms that
are implicated in tissue weakening [9,13]. Bredeson et al. also demonstrated that CSE
induces high-mobility group Bl (HMGBI) release, a protein that acts as an alarmin when
it becomes extracellular and activates sterile inflammation [10]. Moreover, in vivo, CSE
injections also induce senescence and inflammation (the release of interleukin in amniotic
fluid) in mice [8]. CSC demonstrated that it can dysregulate gene expression (for example,
those targeted by a retinoid pathway) in amniotic cells [14], but the available studies on
CSC implications remain scarce.

To date, the signaling actors and pathways activated in these tissues by cigarette
smoke exposure are poorly understood. Nevertheless, mounting evidence supports the
role of the receptor for advanced glycation end-products (RAGE) in inflammatory diseases
associated with tabagism. Tobacco smoke has been shown to initiate the non-enzymatic
Maillard reaction, leading to the formation of advanced glycation end-products (AGEs),
which are one of the main ligands of RAGE. Moreover, cigarette smoke exposure has
also been associated in vivo with the release or overexpression of HMGB1 or 5100 pro-
teins (A6, A9) in lungs [15-19]. Most of all, the abortion of RAGE activity in mice and
humans has been described as being associated with a decrease of cigarette smoke-induced
inflammation in different tissues. This is the case at the pulmonary level [20-22], in car-
diovascular diseases [23], and for intrauterine growth restriction (IUGR) syndrome in the
obstetrical sphere [24]. RAGE is a 50 kDa cell membrane receptor that is implicated in
many cell responses, including inflammation from its interaction with alarmins (HMGB1
and AGEs). Following its engagement through ligand fixation, RAGE can activate many
pro-inflammatory cell-signaling pathways, such as NFkB or MAPK [25,26]. All previous
data led to our hypothesis that cigarette smoking, modeled by CSC use and focusing on
RAGE activation, induces FM weakening by increasing sterile inflammation.

2. Results
2.1. Cigarette-Smoke Condensate Induces a Danger Response in the Fetal Amnion and Its Cells

The impact of CSC treatment on cell toxicity was evaluated in FM explants (dissociated
amnion and choriodecidua) by measuring LDH release in culture media (Figure 1A). Here,
CSC provoked significant cell toxicity (ratio of 2.9) only in the amnion layer. Further, the
release of the alarmin HMGB1 was investigated, and here again, we noted the induction of
such a release only in the amnion layer (ratio of 6.6) but not in the choriodecidua layer (ratio
of 0.9) (Figure 1B). Considering these results, further investigation of what happens in the
amnion after CSC exposure was conducted by focusing on amniotic epithelial cells (AECs),
which are in direct contact with the amniotic fluid that contains cigarette metabolites.
Therefore, for the entire amnion layer, we demonstrated that CSC induced amniotic cell
LDH release (ratio of 2.0) (Figure 1C) and provoked the nuclear toward cytosolic HMGB1
translocation. Indeed, whereas the control (DMSO, dimethylsulfoxyde) exhibited classical
HMGBI nuclear localization, CSC-treated cells showed a cytosolic HMGBI1 cloud, a key
step in subsequent extracellular release (Figure 1D).

2.2. RAGE Axis Actors Are Expressed in Primary Ammniotic Epithelial Cells (pAECS)

HMGBI is a well-known ligand of RAGE, implicated both in pro-inflammatory pro-
cesses. It was necessary to confirm the expression of RAGE axis actors, including RAGE
itself, as well as three other proteins: TIR adaptor protein (TIRAP), Myeloid differentiation
primary response 88 (MyD88), and Diaphanous-1. In fact, many studies have established
that RAGE requires one of these intracellular adaptors to induce a cell signal [27-29]. As
shown in Figure 2, the RT-PCR demonstrated the expression of RAGE and its three adap-
tors in pAECs (2A). Then, immunocytochemistry experiments (2B) confirmed the protein
expression of these RAGE axis actors. Further, we can observe that RAGE is localized in the
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nuclei and at the cell membrane of pAECs, in accordance with its functions as a membrane
receptor and as a regulator of DNA repair [25,30].
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Figure 1. CSC treatment induces a cell danger response into amnion. (A) Cell toxicity was evaluated by measuring
LDH release in a supernatant culture after a 24 h treatment with CSC in amnion and choriodecidua (1 = 6). (B) HMGB1
release in a supernatant culture after a 48 h treatment with CSC was quantified by the western blot method in amnion and
chori-odecidua; the results are reported in the histogram (1 = 5). (C) Toxicity was evaluated by LDH release measurement
in primary amniocytes (pAECs) cell-culture supernatants after a 48 h treatment with CSC (100 pg/mL) (1 = 6). (D) HMGB1
nuclear toward cytosolic translocation was investigated by immunocytochemistry on pAECs after 7 h treatment with CSC
(yellow staining; Alexa488). Nuclei were counterstained with Hoechst (red). Scales bars: 50 uM (magnification x200).
Negative control was realized without primary antibody hybridization. White arrows indicate the cytosolic cloud of
HMGB1. Comparison with the control (DMSO) was realized by a Mann-Whitney f-test. *** means p <0.001, and “ns” means

“not significant”. Results are presented in Tukey boxes; means are indicated by “+

”

2.3. Cigarette Smoke Condensate Induces RAGE Signaling Cascade in pAECs

The pAECs were treated for 48 h with either only CSC or with a RAGE competitive
inhibitor, RAP. RT-qPCR was performed on pAECs to quantify RAGE axis members’ ex-
pression. The results revealed no impact on RAGE, Dia-1, or TIRAP expression. However,
CSC significantly increased the Myd88 transcription level (ratio of 1.6), and this augmen-
tation was lower in the case of co-treatment with RAP (ratio of 1.3) (Figure 3A). Yet, the
NF«B luciferase reporter assay demonstrated that pAECs exposed to CSC activated the
pro-inflammatory NFkB cell signaling (ratio of 2.4), which was aborted in the presence of
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RAP (ratio of 1.7) (Figure 3B). Furthermore, the immunofluorescence of p65 NF«kB protein
supported the idea that CSC activates this pathway by passing through the RAGE receptor.
As described in the literature, control cells exhibited p65 localization mainly in cytosol (a
cell compartment where p65 is mainly sequestered when there is no activation). Linked
to the signal transduction by RAGE (blocked by RAP), the CSC treatment affected this
localization with an addressing of p65 from the cytosol to the perinuclei/nuclei, which
attests NF«kB activation (Figure 3C).
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Figure 2. Amniotic epithelial cells expressed a functional RAGE axis. (A) RNA expressions of RAGE, TIRAP, Myd88, and
Diaphanous-1 were detected by RT-PCR in pAECS. Negative controls were performed in the absence of a cDNA template.
(B) The RAGE receptor and its adaptors, Diaphanous-1, MyD88, and TIRAP (green staining, Alexa488), were detected
by immunocytochemistry on primary amniocytes (pAECs). Nuclei were counterstained with Hoechst (blue). Scales bars:
50 uM (magnification x200). Negative control was realized without primary antibody hybridization.

2.4. Cigarette Smoke Condensate Induces Pro-Inflammatory Response in pAECs

As CSC engages the RAGE pathway, one of the most well-known consequences of
RAGE activation to study is the increasing production of pro-inflammatory mediators,
such as cytokines. In fact, transcription quantification of pro-inflammatory cytokines
demonstrated a significant fold change induction of IL1 (ratio of 10.13), IL8 (ratio of
904.3), and IL6 (ratio of 291.10%), but not TNF«x (data not shown), after CSC treatment.
Above all, RAGE inhibition by RAP led to an abortion of IL8 induction (ratio of 45.1) and a
smaller increase of IL6 expression (ratio of 142.10%), but it had no impact on the IL1p fold
change (ratio of 13.33) (Figure 4A). The cytokines released by pAECs were investigated
after 48 or 72 h of CSC treatment, using ELLA assays (Figure 4B). First, we observed that
CSC provoked a release of IL1p (ratio of 2.0 at 48 h), IL8 (ratio of 4.3 at 48 h and 13.6 at
72 h), and IL6 (ratio of 2.7 at 72 h). Second, these results confirmed the inhibitory effect of
RAP on CSC inflammatory action (as obtained before) for IL8 (ratio of 6.1) and IL6 (ratio of
1.6) release at 72 h, but also for IL1 at 48 h (ratio of 1.8).
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Figure 3. Activation of RAGE axis by CSC-response in pAECs. (A) Quantification of RAGE and its signaling adaptors
(Diapahnous-1, Myd88, and TIRAP) transcription by RT-qPCR following 48 h of CSC (100 ug/mL) +/— RAP (12.7 pug/mL)
treatment of pAECs (1 = 7). (B) NFkB luciferase reporter assay was performed after 48 h of CSC treatment (100 ug/mL),
whether combined or not with RAP (12.7 pug/mL) (n = 4). (C) p65-NFkB relocalization was investigated by immunocyto-
chemistry on pAECs, whether treated or not with CSC for 48 h (yellow staining; Alexa488). Nuclei were counterstained
with Hoechst (red). Scales bars: 50 uM (magnification x200). Negative controls were realized without primary antibody
hybridization. White arrows indicate perinuclear /nuclear relocalization of the p65 protein. A comparison of conditions was
realized by a Kruskal-Wallis one-way ANOVA test, followed by a Dunn’s post-test. ** means p < 0.01, *** means p < 0.001,
and “ns” means “not significant”. Results are presented in Tukey boxes, and means are indicated by “+".

FM integrity relies on an extracellular matrix (ECM) structure. Some proteins, such
as the metalloproteases 2 and 9, exercise gelatinase activity, leading to ECM degradation.
We investigated whether CSC treatment could have an impact on this by first modulating
the transcription of MMP2 and MMP9, and then increasing gelatinase activity. The RT-
qPCR experiment revealed a significant induction of MMP9 expression (ratio of 8.5) by
CSC at 48 h, but no impact on the MMP2 expression level (ratio of 0.7) (Figure 5A). We
also observed that RAP decreased MMP9 induction (ratio of 4.8) and diminished MMP2
expression compared to the control (ratio of 0.6). Then, the measurement of gelatinase
activity after 48 or 72 h of CSC treatment, whether or not it was combined with RAP,
revealed the induction of gelatinase activity at 72 h, compared to the control (ratio of 1.14);
this induction was suppressed in the presence of the RAGE inhibitor RAP (ratio of 0.94)
(Figure 5B).
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Figure 4. RAGE is implicated in CSC-induced pro-inflammatory cytokine production in pAECs. (A) Quantification of
cytokine mRNA expression by RT-qPCR following 48 h of CSC (100 pg/mL) +/— RAP (12.7 pg/mL) treatment of pAECs
(n = 6). (B) Pro-inflammatory cytokine (IL8, IL6, IL1p) secretion was quantified by ELLA technology after 48 and 72 h
(with 48 h re-treatment) of CSC treatment (1 = 4). A comparison of conditions was realized by a Kruskal-Wallis one-way
ANOVA test, followed by a Dunn’s post-test. * means p < 0.05, ** means p <0.01, ** means p < 0.001, and “ns” means “not
significant”. Cigarette Smoke Condensate Enhances Gelatinase Activity in pAECs through the RAGE Pathway.
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Figure 5. CSC exposure stimulates gelatinase activity in pAECs through the RAGE pathway. (A) Transcription of MMP2 and
MMP9 gelatinases were measured by RT-qPCR into pAECS after 48 h of CSC treatment (100 pg/mL), whether combined or
not with RAP (12.7 pg/mL) (1 = 8). (B) Gelatinase activity was studied by a zymography kit assay on pAECs cell media
after 48 and 72 h (with 48 h re-treatment) of CSC treatment (1 = 5). Statistical analysis was performed using a Kruskal-Wallis
one-way ANOVA test, followed by a Dunn’s post-test. * means p < 0.05, ** means p < 0.01, *** means p < 0.001, and “ns”
means “not significant”. Results are presented in Tukey boxes, and means are indicated by “+”. Black dots indicate values
outside of the Tukey boxes.
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3. Discussion

Many pathologies are caused by cigarette-induced sterile inflammation, which can
lead to lung impairments (e.g., chronic obstructive pulmonary disease), cancer mecha-
nisms (in lung, larynx, and pancreas), cardiometabolic abnormalities (e.g., atherosclerosis,
dyslipidemia, hyperinsulinemia, and cardiomyopathy), as well as joint (osteoarthritis) or
maternal-fetal disorders [2]. More and more studies highlight the implication of RAGE sig-
naling in the establishment of sterile inflammatory diseases that are linked with exposure
to primary and secondhand cigarette smoke. For many decades, it has been well known
that cigarette smoking has deleterious effects on pregnancy outcomes, such as preterm
births and pPROM [31-33]. The involvement of RAGE has already been described in [UGR
development, and it is also well known that inflammation is implicated in physiopatho-
logical FM weakening. Surprisingly, only a few studies have investigated the cellular
signaling actors responsible for cigarette-induced inflammation in pPROM pathogenesis.
Nevertheless, it is important to underline that this inflammation is of a “sterile type”,
involving the release of alarmins, which could be recognized by the RAGE receptor. From
this initial evidence, our work consisted of investigating whether RAGE was implied in
FM weakening and whether this is a new link between maternal smoking and premature
sterile inflammation.

Human FM are composed of two layers: the amnion and the choriodecidua. Our
in vitro experiments identified a different response to CSC from each of these tissues. In-
deed, we noticed a significant induction of cell toxicity and an induction of HMGBI release
only in the amnion. The choriodecidua did not seem to be sensitive to CSC treatment. This
could be explained by the fact that in vivo cigarette compounds are classically accumulated
in amniotic fluid and in direct contact with the amnion (particularly its epithelial cells), but
this is not the case for the choriodecidua. Our work aimed to more precisely describe the
inflammatory response activated by CSC at the cellular amniotic level. We demonstrated
that cigarette smoke compounds induce cell toxicity and provoke a release of alarmins
(HMGB1), which is associated with sterile inflammation in pAECs. The release of DAMPs
has already been identified in other models (e.g., chronic obstructive pulmonary disease),
where it is well established that cigarette smoke exposure can induce necrotic death in
airway epithelial cells, provoking DAMP (HMGB1, AGEs, S100, HSP70, and dsDNA)
accumulation in the extracellular space [18,34-36]. These DAMPs are recognized by pattern
recognition receptors (PRRs), such as RAGE. The engagement of these receptors can lead
to an inflammatory response through the activation of pro-inflammatory pathways, such
as NFkB. RAGE expression has already been identified in human FM. Our team already
reported that RAGE is overexpressed, not only in the amnion compared to choriodecidua,
but also in the rupture zone compared to the intact one. In parallel, a previous study
demonstrated that FM are sensitive to RAGE ligands: the AGEs and HMGBI1 [37]. This
preferential expression of RAGE in the amnion could be exacerbated by contact with
smoking compounds, explaining such amniotic susceptibility to CSC.

RAGE is a transmembrane receptor implicated in many cell responses (e.g., apoptosis,
proliferation, inflammation, and cell migration), but cannot act alone [25]. Indeed, RAGE is
deficient in intrinsic activity and requires intracellular adaptors to induce cell-signaling
cascades. In the literature, we found three major adaptor proteins that interacted with the
RAGE cytosolic domain and were described in the inflammatory signal: TIRAP, MyD88
shared with the toll-like receptors TLR2 and TLR4, and Diaphanous-1 [28,29]. For the
first time, RAGE and its three adaptors were identified in AECs. Interestingly, our work
additionally revealed a significant overexpression of MyD88, a RAGE intracellular adap-
tor whose expression was decreased by RAGE inhibition. Some studies have already
investigated the role of Myd88 regarding cellular consequences of smoking. For exam-
ple, Myd88-dependent signaling regulates, at least partially, CS-induced inflammation
in bronchial epithelial cells, supporting the role of RAGE [34]. Moreover, the Filipovich
group demonstrated that knockout mice for MyD88 were protected against Escherichia
coli-induced preterm delivery, proving the essential role of Myd88 in septic preterm de-
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livery, which allowed us to suppose that it could also be implicated in sterile cases of
preterm birth [38]. Then, our work demonstrated that RAGE is required for the activation
of NF-kB, which is a pro-inflammatory pathway well-known for inducing the production
of pro-inflammatory mediators, such as cytokines. NF-«kB was already known to be implied
in childbirth, since human labor is associated with a constant increase of NF-«kB activity
in the amnion [39]. Moreover, Sheller-Miller et al. demonstrated that the in vivo injection
of an NF-«kB inhibitor delays LPS-induced preterm delivery [40]. Thus, by its impact on
this cell pathway, it seems that maternal smoking could provoke preterm birth by affecting
other events of parturition (preterm labor) in addition to pPROM.

Finally, our work illustrated the downstream effects of this RAGE activation by
CSC in pAECs following NF-kB activation. In this way, this study highlighted that CSC-
treated pAECs exhibit higher levels of pro-inflammatory cytokine transcription and release
(IL6, IL8, and IL1p3). In addition, RAGE inhibition led to the decrease of IL13 and the
cessation of IL8 and IL6 release. This directly proves that cigarette smoke (CS) can induce
inflammation through a RAGE pathway. However, the absence of a total abortion for
IL1B release could suggest the intervention of other actors, such as the well-known TLR4,
which can also interact with alarmins. For example, it was found that nicotine modulates
the expression of TLR2/4 into cord blood mononuclear cells [41]. Cheng et al. also
demonstrated that HMGBI translocation can mediate CS-induced pulmonary inflammation
through the TLR4/MyD88 pathway [42]. However, Allam et al. demonstrated that RAGE
and TLR4 differentially regulate airway responsiveness to cigarette smoke (CS). Indeed, the
authors used RAGE and TLR4 knockout mice and found that only RAGE deletion procured
protection against CS-induced neutrophils and airway responsiveness [43]. In our amniotic
context, we tested at the beginning of the project the impact of CSC on TLR4 expression
and found that there is no induction (ratio 1.1 by qRT-PCR, Supplementary Data S1, See
Supplementary Files) excluding the TLR4 hypothesis. Nevertheless, further studies are
required to explore the potential cooperation between these two PRRs concerning sterile
inflammation in FM.

Sterile inflammation is clearly associated with extracellular matrix (ECM) degrada-
tion, which is also a recurrent phenomenon that destructures tissue integrity, in fine, the
FM weakening. The major actors in this ECM deterioration are enzymes called metal-
loproteinases. Two major groups comprise this family: gelatinases (MMP2 and 9) and
collagenases (MMP1, 7, 8, and 13). Amniotic epithelium express MMP1, 2, and 9. Our work
demonstrated that CSC stimulates MMP9 transcription in amniotic epithelial cells but has
no impact on MMP2 and MMP1 (data not shown for MMP1). Moreover, the RAGE block-
ade led to a decrease in CSC-induced MMP9 expression and the physiological expression of
MMP2. We also investigated gelatinase activity on cell supernatants by zymography assay.
Here, we revealed an induction of gelatinase activity by CSC at 72 h, and this induction
was aborted by RAP treatment. In the literature, RAGE was implicated in CS-induced
MMP expression and/or activity (MMP2, 9, and 14) in the respiratory tree [44]. Moreover,
MMP9 was revealed to be increased in amniotic fluid and fetal plasma in the case of
pPROM,; thus, it is considered a potential biomarker of pPROM [45,46]. Polymorphism in
the MMP9 promoter is associated with an increased risk of pPPROM [47]. Finally, many
studies have described the implication of NFkB pathway in MMP9 upregulation in the
case of inflammation [48-51]. Our results revealed a new way in which CSC weakens FM
through RAGE and is in total accordance with the results obtained in other tissues.

In conclusion, our work makes clear a way that cigarette smoking (CSC) can induce
FM weakening and, in fine, a pPROM, as summarized in our RAGE-dependent model of
action (Figure 6).

Indeed, we proved that CSC provokes a sterile inflammatory response in amnion
epithelial cells by activating the RAGE pathway. This increase in inflammation may
accelerate the physiological weakening of FM. Due to the complexity of the molecules,
as well as the gas released during cigarette smoking, it would be interesting to compare
the effects of CSC (the particular phase) to the effects of CSE (sampling the water-soluble
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compounds) and to check the activation and implication of RAGE pathways in such a
mixed exposure case. Nevertheless, this study still supports a cellular explanation for the
negative effects of tobacco smoke on pregnant women and paves the way for developing
new preventive strategies to protect smoking mothers from pPROM by targeting the
RAGE pathway.
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was used to create the figure.

4. Materials and Methods
4.1. Chemicals

CSC (20 mg/mL in dimethylsulfoxyde (DMSO)) was purchased from Kentucky To-
bacco & Research Development Center (Lexington, KY, USA), and DMSO was purchased
from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). RAGE Antagonist Peptide (RAP)
(Cat N°553031, Calbiochem®, 5 mg/mL in water) was obtained from Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin-Fallavier, France). The cell culture medium and antibiotics (streptomycin, peni-
cillin, and amphotericin B) were obtained from Fisher Scientific'™ (Illkirch-Graffenstaden,
France), and fetal bovine serum was purchased from Eurobio Scientific (Les Ulis, France).
Collagen I (3 mg/mL) was obtained from Stemcell Technologies (Grenoble, France). Su-
perscript IV First-Strand-Synthesis System, Taq DNA polymerase recombinant (10342020),
and Pierce BCA Protein Assay Kit (23225) were obtained from Fisher Scientific™ (Illkirch-
Graffenstaden, France) and SYBR Green from Roche (Meylan, France).

4.2. Tissue Collection

Full-term FMs were collected from non-smoking women with healthy pregnancies
from vaginal or scheduled cesarean deliveries (e.g., breech presentation or scarred wombs)
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(Centre Hospitalier Universitaire Estaing, Clermont-Ferrand, France) after obtaining in-
formed consent. Gestational ages were 39.04 + 0.38 weeks, the mean maternal ages were
31.26 4 3.79 years, and the maternal body mass index was 26.33 &+ 4.14. The selected FMs
were collected from singleton pregnant women who had no underlying diseases, gesta-
tional diabetes, or clinical chorioamnionitis (defined by maternal fever, uterine tenderness,
and /or purulent amniotic fluid). The research protocol was approved by the institutional
regional ethics committee (DC-2008-558).

4.3. Tissue and Cell Culture

Explants (dissociated) of the amnion and choriodecidua were cultivated (5% CO»;
95% humidified air; 37 °C) in Dulbecco’s modified eagle medium/nutrient mixture F-12
(DMEMF12- GlutaMAX, Gibco™, Illkirch-Graffenstaden, France), supplemented with 10%
FBS, 100 mg/mL of streptomycin, 100 U/mL of ampicillin, and 25 mg/mL amphotericin
B (Gibco™, Illkirch-Graffenstaden, France). Explants were 2 cm? in size, cut 2 cm away
from the preplacental edge, and prepared by dissection. Tissue fragments were transferred
(in duplicate) to 24-well culture plates and incubated in the cell media at 37 °C for 1 h
before treatment.

pAECs were cultivated under standard conditions (5% CO,; 95% humidified air; 37 °C)
in Dulbecco’s Modified Eagle Medium F-12 nutrient mixture (DMEM-F12- GlutaMAX)
supplemented with 10% FBS, 100 pg/mL/mL of streptomycin, 100 U/mL of ampicillin,
and 25 pg/mL amphotericin B. As previously validated, the isolation of pAECs was
conducted in three trypsinization steps (10, 20, and 30 min), followed by the scraping
of the amnion [52]. Cells were filtered to remove the collagen, centrifuged for 5 min at
1000 rpm, and grown on culture dishes coated with collagen I (1/50 dilution in PBS 1X) in
complete media.

4.4. Tissue and Cell Treatment

Cells or explants were treated with DMSO or CSC (respectively 100 or 500 ug/mL) in
the absence or presence of RAP (12.7 or 63.6 ug/mL) for 24 h, 48 h, or 72 h (with treatment
renewal at 48 h).

4.5. Global Cellular Distress Determination

To evaluate the impact of treatment on global cell suffering, the release of the intra-
cellular enzyme lactate dehydrogenase (LDH) into the cell media was quantified on an
automate (Siemens Vista, Paris, France) using an enzymatic assay, following the manufac-
turer’s recommendations.

4.6. Western Blot Analysis of HMGB1 Release

First, the supernatants of the treated explants were concentrated into 2 kDa centrifu-
gal filter units (Vivacon®500, Sartorius, Aubagne, France) for protein concentration and
purification, following the manufacturer’s instructions. Then, the proteins were resolved
on a 4-15% Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Precast Gel (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France) to perform total protein normalization [53]. Before the transfer, stain-free imag-
ing was completed. This technology utilizes a proprietary trihalo compound to enhance
natural protein fluorescence by covalently binding to tryptophan residues with brief UV
activation (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Then, the transfer was performed on a
nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) and saturated for more
than 90 min with 5% skimmed milk in a Tris-Buffered Saline (TBS) 1X. HMGB1 primary
antibody (1/10000, ab79823, Abcam, Paris, France) was diluted in 5% skimmed milk-TBS
1X-TWEEN®20 0.1% and incubated overnight at 4 °C. The next day, the membrane was
washed three times with TBS/ TWEEN®20 0.1% and incubated at room temperature with a
horseradish peroxidase coupled with a secondary antibody anti-rabbit (1/10000, BI 2407,
Abliance, Compiégne, France) for 90 min. The revelation was completed using an ECL
Clarity kit for a western blot on the ChemiDoc™ imaging system (Bio-Rad, Marnes-la-
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Coquette, France). Image Lab Software (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) was used for
quantification. Results are expressed as a mean of at least three independent experiments.

4.7. RT-PCR and Quantitative RT-PCR on Explants and Cells

After the disruption step with a Precellys homogenizer (Bertin Technologies, Montigny-
le-Bretonneux, France) using ceramic beads (KT03961, Ozyme, Saint-Cyr-l’Ecole, France),
the total number of RNAs were extracted from the explants using RNAzol® RT (RN190,
Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA). For the cells, RNA extraction was
performed with NucleoSpin RNA (REF 740955.50, Macherey-Nagel, Hoerdt, France), fol-
lowing the manufacturer’s instructions. Reverse transcription was realized on 1 ug of RNA
using a Superscript IV First-Strand-Synthesis System for reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR). PCR experiments were performed using specific oligonucleotides
(Table 1).

Table 1. Forward and reverse primer sequences used for RT-PCR and RT-qPCR amplification of
human genes.

Annealing

!l (1. .
Gene Sequence 5'-3’ (F: Forward, r: Reverse)  Product Size (bp) Teiperatirre (°C)

F: TGTGCTGATCCTCCCTGAGA

hsRAGE R: TGCAGTTGGCCCCTCCTCG 139 61
F: AGGCTTTAGGTATCACCACT
hs36B4 R: GCAGAGTTTCCTCTGTGATA 219 61
F: TGCGAGGAGATCGCCATTATC
hsRSP17 R AAGGCTGAGACCTCAGGAAC 169 61
psypss T GCAGGAGGAGGCTGAGAAGE - %
! R: CGGATCATCTCCTGCACAAACT
F: AAGTACCAGATGCTGCAGGCC
hsTIRAP  R. AGTGTCAACTGAGTGTCTGCAG 200 66
- F: AGAGCCACACTTCCTTTCCATC
hsDia-1 . TCAATCTCAATCTGGAGGTGCC ok 65
F: AATGAGGAGACTTGCCTGGTG
hsIL6 R: AGGAACTGGATCAGGACTTTTG 143 61
F: TGATTTCTGCAGCTCTGTGTG
hsIL8 R: TCTGTGTTGGCGCAGTGTGG 154 ol
F: AATCTCCGACCACCACTACAG
BILIB R TCCCATGTGTCGAAGAAGATAG 174 62
F: ATTGACGACGCCTTTGCCCG
hsMMP9 R: ATGGGCGTCTCCCTGAATGC 201 61
F: AGCTCATCGCAGATGCCTGG
hsMMP?2 R: AAGGGCCTGTGGGAGCCAG 199 61

The results were analyzed on a 2% agarose gel. Gene expression was assessed by
quantitative RT-PCR (RT-qPCR), which was performed using LightCycler®480 SYBR Green
I Master (Roche, Meylan, France). Transcript quantification was performed in duplicate on
at least four independent experiments. Standard curves were used to quantify the amount
of amplified transcripts. Results were normalized to the geometric mean of the human
housekeeping genes RPLO (36b4) and RPS17 (acidic ribosomal phosphoprotein PO and
ribosomal protein S17, respectively), as recommended by the MIQE guidelines [54].

4.8. Cytokine Release Assay

The release of IL1§3, IL6, and IL8 in the culture media was quantified after 48 h of
CSC treatment using automated multiplex immunoassays on Ella™ (San Jose, CA, USA).
Finally, cytokine concentrations were normalized to total protein concentration, and the
fold change “treated /control” was reported.
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4.9. Immunofluorescence

PAECs grown on collagen type I-coated coverslips in six-well plates were washed with
PBS 1X before fixation with 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences, 15710;
can be stored at —80 °C). After permeabilization in PBS 1X/FBS 10%/Triton 0.1% for more
than 90 min, the primary antibody against RAGE (1/1000, ab37647, Abcam, Paris, France),
HMGBI1 (1/400, ab79823, Abcam, Paris, France), Myd88 (1/250, ab133739, Abcam, Paris,
France), TIRAP (1/100, ab17218, Abcam, Paris, France), Diaphanous-1 (1/400, ab11173,
Abcam, Paris, France), and p65 NF-«kB (1/400, 8242, Cell signaling, Saint-Cyr-L'Ecole,
France) was applied overnight at 4 °C. After three washes in the permeabilization buffer,
the secondary antibody, anti-rabbit Alexa Fluor® 488 (1,/1000, A21206, Life Technologies,
Villebon-Sur-Yvette, France), was incubated for 2 h at room temperature. Slides were
washed three times in PBS 1X and incubated with Hoescht (15 min, dilution in PBS
1X 1/10,000; bisBenzimide H, 33258, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France).
Finally, slides were mounted with CitiFluor™ Tris-MWL 4-88 (Electron Microscopy Science,
Hatfield, PA, USA) and examined under a Zeiss LSM800 Airyscan for cells. For the negative
controls, incubation without the primary antibody was performed.

4.10. NFxB Gene Reporter Luciferase Assay

PAECs grown at 80% confluence in six-well plates were co-transfected with 500 ng of
pNF-kB-Firefly Luciferase plasmid (Agilent) expressing luciferase under control of NF-kB
responsive elements and 50 ng of pRL-TK-Renilla-Luciferase expression vector (Promega,
Charbonniéres-les-Bains, France), which allowed the normalization of the transfection
efficiency. Transfections were performed using 3.75 uL of Lipofectamine 3000 (Fisher Scien-
tific, lllkirch-Graffenstaden, France) and 2 uL of reagent P3000 (Fisher Scientific, Illkirch-
Graffenstaden, France) per well. Cells were treated with DMSO or CSC (100 pg/mL),
whether combined or not with RAP (12.7 pg/mL), 24 h after the transfection for 48 h. Fire-
fly and Renilla luciferase activities were then measured with a FB12 luminometer (Berthold,
Thoiry, France) in the cellular extracts using the dual-luciferase reporter assay system
(Promega, Charbonniéres-les-Bains, France), according to the manufacturer’s instructions.
This experiment was repeated three times (each condition in duplicate).

4.11. Gelatinase Activity Measurement

Gelatinase activity was measured on a cell culture media (1/500 diluted) using a
gelatinase activity assay kit (M AK348, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MI, USA), following
the manufacturer’s instructions. Fluorescence was measured in kinetic mode at 37 °C for
two hours on a FlexStation microplate reader (Molecular devices, San Jose, CA, USA).

4.12. Statistical Analysis

The data expressed as the mean + standard error of the mean are an average of
duplicates or triplicates of at least three independent experiments. Since the results did not
follow normal distribution (consequence of the small N), the comparison of means was
performed by non-parametric tests (Mann-Whitney t-test or one-way ANOVA Kruskal-
Wallis test, followed by multiple comparison with Dunn'’s correction for the comparison of
more than two groups) using PRISM software 5.02 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA). For all studies, values were considered significantly different at p < 0.05 (*¥),
p<0.01 (**), and p < 0.001 (***). Mean ratio (treated/control groups) values are indicated
in the results part.

Supplementary Materials: The following are available online at https: / /www.mdpi.com /article/
10.3390 /ijms22158345/s1.
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Cette thése a été également I'occasion de réaliser un état des lieux de la littérature de
par "écriture d’une revue, soulignant I'implication de nouveaux acteurs de I'inflammation au
sein des membranes foetales humaines. Les travaux réalisés durant ces trois ans, mais
également les travaux précédents de Marilyne Lavergne, ont permis I'arrivée de deux acteurs
de l'inflammation sur la scéne des membranes fcetales : RAGE et I'inflammasome NLRP7. ||
était ainsi important de faire une mise a jour des données sur rupture des membranes fcetales

et voies de I'inflammation.
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Abstract: Preterm prelabor ruptures of fetal membranes (pPROM) are a pregnancy complication
responsible for 30% of all preterm births. This pathology currently appears more as a consequence
of early and uncontrolled process runaway activation, which is usually implicated in the physio-
logic rupture at term: inflammation. This phenomenon can be septic but also sterile. In this latter
case, the inflammation depends on some specific molecules called “alarmins” or “damage-associ-
ated molecular patterns” (DAMPs) that are recognized by pattern recognition receptors (PRRs),
leading to a microbial-free inflammatory response. Recent data clarify how this activation works
and which receptor translates this inflammatory signaling into fetal membranes (FM) to manage a
successful rupture after 37 weeks of gestation. In this context, this review focused on two PRRs: the
receptor for advanced glycation end-products (RAGE) and the NLRP7 inflammasome.

Keywords: fetal membranes; inflammation; PRR; RAGE; inflammasome; NLRP

1. Fetal membranes: a human barrier essential to childbirth

During pregnancy, the fetus must be in a peaceful and homeostatic environment, hence
being protected against external aggression so that it can grow. Fetal membranes (FM), an
adjustable biological barrier, are essential to this protection.

1.1. Structure of fetal membranes

The FM, like the placenta, are extra-embryonic transient tissues expelled during deliv-
ery. The placenta is located on the surface of the uterus wall, while the FMs are attached
to the placenta and cover the inner wall of the amniotic cavity containing the fetus and
amniotic fluid (AF). With a surface area of around 1500 cm? and a thickness between 200
and 300 pm at term, FM interact with the placenta and maternal decidua. Together, the
placenta and FM ensure materno-fetal interactions, constituting a real interface and com-
plex barrier between the mother and her future child throughout pregnancy. Fetal mem-
branes are composed of two layers: the amnion, which is directly in contact with the AF,
and the chorion, which is attached to the maternal decidua [1-4].

1.2. A multifunctional barrier: different biological roles of FM during pregnancy
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FM accomplishes several important physiological functions throughout pregnancy un-
til parturition. First, thanks to their elastic resistance strength, they constitute a physical
barrier. This is an absolute requirement for maintaining the integrity of the amniotic cavity
in the semirigid uterus, while the movements of the AF, which are caused by the devel-
opment of the fetus, exert permanent pressure in all directions. This resistance and elas-
ticity of the FM are conferred mainly by the extracellular matrix of the amnion [5-7].

In addition, FMs are also involved in the regulation of AF volume and homeostasis.
Indeed, they allow for bidirectional transfers of AF between the amniotic cavity and ma-
ternal circulation thanks, for example, to aquaporins [8-10].

They also constitute a barrier against infections and toxins by releasing some antimicro-
bial molecules (defensins, lactoferrin, elafin, etc.) [11-13]. Furthermore, it has been also
described that amniotic tight junctions decrease the spread of microbes in pregnancy,
whereas inflammatory mediators can disrupt this barrier, especially in the case of chori-
oamnionitis [14,15].

At the end of this nine-month period, this barrier breaks, and the parturition starts,
opening the way for the fetus. This phenomenon, called FM rupture, is complex and re-
quires the involvement of many molecular and cellular mechanisms, leading to progres-
sive FM weakening (Figure 1).

Fetal Membranes Barrier functions
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Figure 1. Physiological functions of the FM barrier. FMs are a nine-month organ required for the
progress of the pregnancy. Indeed, they exercise different essential functions. First, they constitute
an adjustable tank resisting internal and external pressure where the fetus can move and grow. FM
also allows the amniotic fluid (AF) to achieve homeostasis by letting ions, water, and other com-
pounds pass, notably through aquaporins. On the other hand, they physically and chemically limit
the ascension of microbial agents. Finally, they are implicated in parturition by their planned and
controlled rupture at term. SMART Servier Medical Art device was used from the creation of the
figure.
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2. Inflammation or how does the FM rupture occur right on time or too early? 68
2.1 Happy ending: well-balanced inflammation for a well-prepared rupture of the FM at term 69

Most of the time, FM rupture occurs at the beginning of labor. However, in 10% of term 70
deliveries, it happens before labor, meaning that a rupture is not limited to only being a 71
consequence of labor contractions [16,17]. Most of time, this breakage takes place in a par- 72
ticular zone of the FM facing the cervix called the “zone of altered morphology” (ZAM), 73
which is in opposition to the “zone of intact morphology” (ZIM) (we have to note that 74
sometimes the rupture site is aside the ZAM) [18]. Anatomically, the ZAM presents athin- 75
ner structure than the ZIM because of the combination of exacerbated mechanisms in this 76
zone, such as oxidative stress, hormone production, apoptosis, senescence, epithelio-mes- 77
enchymal transition, inflammation, and extracellular matrix (ECM) degradation [3,18-22]. 78
In addition, these mechanisms are associated with stretching and the appearance of mi- 79
crofractures of the barrier, which become weaker throughout pregnancy [4,23]. 80

Recently, more and more studies have particularly focused on the establishment and 81
implication of the inflammation process. Indeed, several results have highlighted a higher
inflammation phenomenon in the ZAM. For example, at term, chorion-derived tropho-
blasts from the ZAM modify their phenotype, inducing maternal immune cell activation.
In addition, a transcriptome realized by the Nhan-Chang group revealed a differential
expression of inflammatory genes between chorionic ZAM and ZIM [24,25]. More gener-
ally, in parallel with this ZAM tissue-specific inflammation, the AF levels of cytokines, 87
such as IL1{, IL6, and TNFq, are increased during labor [26,27]. Furthermore, the release 88
of TNFa induces apoptosis in FM, and IL13 and TNF« lead to downstream chemokine 89
production (IL8, CXCL1, CCL2) associated with the recruitment of leukocytes toward the 90
amnion and chorion [28]. In addition, these pro-inflammatory mediators increase the 91
gelatinase (metalloproteases 2, 9) activity, leading to the degradation of the ECM in the 92
FM (via the nuclear factor-kappa B (NFxB) pathway) [22,29-32]. 93

R RB

Thus, inflammation appears to be central in the physiological weakening of FM, and 94
this response is set up sequentially during pregnancy. Furthermore, this end-of-preg- 95
nancy inflammation is mainly microbial free and, thus, is called sterile and results from 9
the recognition of some specific molecules, the alarmins, or DAMPs (damage-associated 97
molecular patterns). Several types of DAMPs (high-mobility group box 1 (HMGBI), uric 98
acid, cell-free DNA, etc.) are released by senescent FM cells the closer the pregnancy 99
comes to term; they spread throughout adjacent tissues as a consequence of cell apoptosis 100
or are encapsulated in small extracellular vesicles called exosomes, amplifying both in- 101
flammation and senescence. In fact, for example, a gradual increase in the maternal 102
plasma exosomes containing pro-inflammatory agents was discovered during mouse ges- 103
tation [33]. They have been reported in gestational tissues during labor and described as 104
responsible for the activation of various pro-inflammatory pathways, such as the p38 105
MAPK or NF«B pathways [34,35]. To act as “inflammation promoters,” DAMPs are rec- 106
ognized by the receptors of innate immunity: the PRRs (pattern recognition receptors). It 107
is worth noting that PAMPs/MAMPs (pathogen-associated molecular patterns/micro-or- 108
ganism associated molecular patterns) are recognized by the same receptors in the case of 109
a microbial response. Two classes of PRRs have been described: the membrane PRRs and 110
cytosolic PRRs, allowing for a recognition of a danger signal outside and inside the target 111
cells, respectively. Among the membrane-bound PRRs are the CLRs (C-type Lectinrecep- 112
tors), TLRs (toll-like receptors), and, more recently, RAGE (receptor for advanced gly- 113
cation end products). Alternatively, NLRs (nucleotide-binding and oligomerization do- 114
main (NOD)-like receptors), RLRs (retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-like receptors), 115
ALRs (absent-in-melanoma (AIM)-like receptors), and the pyrins are cytosolic PRRs 116
[36,37] (Figure 2). 117
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Figure 2. Two types of inflammation. This figure distinguishes the two types of inflammation: i)
the septic one implies the recognition of PAMPs/MAMPs derived from micro-organisms (viruses,
bacteria, or fungi); ii) the sterile one is triggered by the recognition of DAMPs by the members of
both PRRs (cytosolic or membrane-addressed). Both the recognition of PAMPs/MAMPs and
DAMPs lead to a pro-inflammatory response.

As mentioned above, inflammation is an essential component of the physiological pro-
cess of FM weakening. Nevertheless, as Paracelsus said, “The dose makes the poison” (or
should we say, DAMPs make the way out). Indeed, even if this physiological well-bal-
anced inflammation leads to a healthy birth right on time, when it is overly exacerbated
or not well-regulated, it can result in preterm prelabor rupture of the FM and an unfortu-
nate preterm birth.

2.2. preterm prelabor rupture of fetal membranes (pPROM)
221 Definition and consequences of the pPROM

In obstetrics, pPROM is defined as a rupture of the FM before the onset of labor. It can
happen at any gestational age. pPROM affects 2-4% of singleton pregnancies and 7-20%
of twin pregnancies [16]. This complication is responsible for one-third of preterm births
(PTB) and is associated with an elevation of perinatal and maternal mortality [16,38,39].
Indeed, pPROM increases the risk of placental abruption, postpartum endometritis, and
chorioamnionitis [40,41]. Such early inflammation of the placenta and FM can be caused
by the rise of genital germs or by contamination following invasive medical procedures.
The incidence of chorioamnionitis is directly related to the duration of the latency period
between FM rupture and childbirth [42,43]. Finally, pPROM leads to a decrease in AF
volume, which is potentially associated with umbilical cord prolapses or compressions.
PPROM can also lead to neonatal infection, though its main outcome is PTB, whose con-
sequences vary depending on the gestational age (developmental disorders of lungs, in-
testines, sensorial organs, nervous system, etc.) [44].

222  Pathophysiology of pPROM and inflammation
As previously described, membrane rupture results from a complex and multifactorial

chain, leading to a progressive weakening of the FM. pPROM results from this same chain
but in an earlier and accelerated way. We can imagine that while the FM normally takes
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the time on the slow lane, those of mothers undergoing a pPROM burn the speed limits, 149
arriving too early at the final destination: their decay. This pathology is described as being 150
the consequence of a myriad of risk factors whose origin can be maternal (smoking, drug 151
consumption, ethnic polymorphisms, nutrition), feto-utero-placental (multiple pregnan- 152
cies, infection, premature labor), environmental (pollutants, lead, etc.), or iatrogenic (am- 153
niocentesis, etc.) [45-47]. 154

Indeed, sterile or septic inflammation is considered essential in the pathogenesis of 155
pPROM. Several inflammatory markers have been found to increase in AF, maternal 156
blood, the placenta, and the FM in cases of pPROM [48-53]. These higher levels of pro- 157
inflammatory cytokines have been correlated with the recruitment of leukocytes (neutro- 158
phils, monocytes, macrophages, T cells) within the AF of pPROM patients, especially 159
those with a positive bacterial culture [49,54]. Conversely, higher levels of anti-inflamma- 160
tory cytokines (ILIRA) are associated with alonger latency (>7 days) to deliveryin women 161
with pPROM [55]. Thus, many interleukins have been studied as the potential biomarkers 162
of pPROM, such as IL6 [56-58]. If it is well known that an infectious stimulation provokes 163
an inflammatory response, in particular at the chorion level (first target of vaginal patho- 164
gens); here, some teams have started to study sterile inflammation (potentially caused by 165
smoking, nutritional deficiencies, pollutants, etc.) in the context of pPROM [59,60]. In- 166
deed, its role is not negligible. A study showed that 58% of patients with sterile intra- 167
amniotic inflammation have histological chorioamnionitis features (infiltration of polynu- 168
clears at the level of the fetal membranes) [61]. Moreover, higher concentrations of alarm- 169
ins such as HMGB1, S10083, heat shock protein 70, cell-free DNA, and S100 proteins have 170
been found within AF, maternal blood, or even gestational tissues (placenta, FM) in cases 171
of pPROM or chorioamnionitis [62-69]; these increased amounts of DAMPs, which can 172
lead to an inflammatory stimulation by interacting with PRRs, might be the consequence 173
of oxidative stress or senescence [70,71]. Finally, a study revealed that the in vivo inhibition 174
(in a murine model) of the inflammatory pathway NF«B causes delays in lipopolysaccha- 175
ride (LPS)-induced PTB, clearly showing the importance of inflammation in parturition 176
[72]. 177

In the following parts of this review, special attention will be paid to the importance of 178
the RAGE membrane receptor and to an intracytoplasmic receptor family that can form 179

an inflammatory platform: the inflammasome. 180
3. The Receptor for Advanced Glycation End Products (RAGE) 181
3.1. RAGE protein structure 182

Discovered in 1992 by Michael Neeper, the RAGE protein (molecular weight of about 183
46 kDa) is a membrane receptor belonging to the immunoglobulin superfamily and in- 184
duces downstream different intracellular signals. Globally, it is expressed at low levelsin 185
all human tissue, except in the lungs, where its expression is more important [73,74]. Struc- 186
turally, the full-length RAGE (fl-RAGE) is composed of three domains: an extracellular 187
domain (itself subdivided into three parts involved in ligand recognition: V, C1, and C2), 188
a transmembrane domain, and a cytoplasmic portion required for signal transductionby 189
its interaction with adaptor proteins (Myeloid differentiation primary response 88 190
(MyD88), Diaphanous-1 (Dia-1), and the Toll-interleukin 1 Receptor (TIR) domain con- 191
taining adaptor protein (TIRAP)) [75-78]. 192

RAGE also exists in truncated forms. Two of them are soluble: SRAGE (soluble RAGE), 193
which is derived from a proteolytic cleavage of fl-RAGE by specific metalloproteases, and 194
esRAGE (endogenous secretory RAGE), which is derived from one specific splicing tran- 195
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script [79,80]. Functionally, these two forms, which lack the transmembrane and intracel- 196
lular domains, act as inhibitors of signal transduction by capturing RAGE ligands in the 197
extracellular environment before their recognition by the functional fl-RAGE. Thereisalso 198
an isoform named DN-RAGE (dominant negative), which is addressed to the membrane 199
but does not have an intracellular domain. Finally, Nt-RAGE (N-terminal truncated), re- 200
sulting from alternative splicing, is V-domain lacking, so it cannot bind to the usual lig- 201
ands (Figure 3) [74]. 202

203

Soluble RAGE

Extracellular

Y\ Cell membrane

Intracellular domain Cyrasol

204
205

Figure 3. RAGE and its isoforms. This figure illustrates the different protein isoforms of RAGE. 206
Only the full-length (fl-RAGE) version can exercise a complete signal transduction by firstinteract- 207
ing with ligands with its extracellular domain (V: variable; C: constant) similar to immunoglobulins 208
and then recruiting protein adaptors using its intracellular domain. Other isoforms, especially sol- 209
uble ones (esRAGE, directly translated from a transcript, and SRAGE, resulting from an enzymatic 210
cleavage of f-RAGE), are implicated in the negative feedback of RAGE activity by competition. Fi- 211
nally, Nt-RAGE and DN-RAGE have also been briefly described in the literature. 212

3.2. RAGE, ligands, and signaling 213

Thanks to its multiple extracellular domains (V, C1, C2), RAGE can interact with a con- 214
siderable panel of ligands, mainly endogenous ligands that are accumulated in tissues 215
during aging, inflammation, and other stresses: the DAMPs are also called alarmins 216
[81,82]. Among these ligands, RAGE can interact with the HMGB1, an S100 protein family, 217
advanced glycation end-products (AGEs) derived from the Maillard reaction of glycation, 218
cell-free DNA and RNA, uric acid... This diversity of ligands, which is associated with 219
other factors such as cell type, ligand, or receptor concentration at the membrane or type 220
of adaptors, allows RAGE to induce numerous signaling pathways, leading to various cell 221
responses. For example, RAGE has been described in cell migration and proliferation but 222
also in apoptosis [83,84]. A recent study also demonstrated that RAGE can induce autoph- 223
agy [85]. Finally, one of the main roles of RAGE is its ability to initiate an inflammatory 224
response [75]. 225

3.3. RAGE and inflammation 226

In the literature, RAGE exhibits high levels of expression in the inflammatory lesions 227
associated with many types of pathologies. On the other hand, blocking RAGE delays the 228
inflammatory response [86]. For example, RAGE knockout mice are protected againstin- 229
flammatory disorders (sepsis, smoking-induced lung inflammation, etc.) [87,88]. In addi- 230
tion, RAGE is expressed in many immune cells, and an accumulation of its ligands is often 231
observed at inflammation sites [89-91]. The stimulation of RAGE initiates various pro- 232
inflammatory pathways. For example, the NF«B pathway was the first signal described 233
as activated by AGEs [92]. This transcription factor regulates the expression of several 234
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genes, including pro-inflammatory mediators (TNFa, IL13, IL6, cyclooxygenase 2, etc.) 235
and RAGE itself, amplifying chronic inflammation [93]. Activation of RAGE by itsligands 236
can also lead to the induction of MAP kinase signaling cascades, such as ERK, JNK, or 237
p38-MAPK (Figure 4) [94,95]. 238
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RAGE DNA/RNA, uric acid
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Q00000000
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239

Figure 4. RAGE signaling pathway. Following the binding of its ligands, RAGE can induce differ- 240
ent proinflammatory pathways, implicating some adaptor intracellular proteins (TIRAP, MyD88, 241
Dia-1). This activation results in the induction of proinflammatory gene transcription (TNFq, cy- 242
clooxygenase 2, IL1, IL6, IL8), thus maintaining the inflammation phenomenon. 243

3.4. RAGE and fetal membranes ruptiure 244

Despite the well-described role of RAGE in inflammatory pathologies, only a few stud- 245
ies have investigated its potential implication in FM inflammation and their subsequent 246
rupture. Romero et al. demonstrated higher AF levels of SRAGE and esRAGE in the pres- 247
ence of intra-amnioticinflammation and infection [96]. Nevertheless, under the same con- 248
ditions, another study demonstrated that these levels are not impacted by the presence of 249
intra-amniotic inflammation/infection, instead revealing the expression of RAGE within 250
the amnion and chorion [97]. Later, other studies reported an increase in plasmatic 251
esRAGE levels in pPROM but also in placental RAGE levels [63,98]. However, more re- 252
cently, in 2020, another study found no significant difference in plasmatic SRAGE levels 253
between pPROM and term rupture [99]. 254

Concerning its ligands, DAMPs are found in AF and gestational tissues and are often 255
dysregulated in cases of pregnancy pathologies such as pPROM. For example, overex- 256
pression of HMGBI in the sera and placentas of mothers undergoing pPROM has been 257
described [63,100]. In addition, a preliminary study supported the idea of using AGEs as 258
an early (first trimester) serum marker of preterm labor and pPROM [101]. Furthermore, 259
a direct link was demonstrated between the risk factors of pPPROM (e.g., smoking) and the 260
release or production of alarmins; for example, it has been well described that smoking 261
induces alarmin release [102]. 262
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Nevertheless, a recent study clarified the implication of RAGE in FM weakening be- 263
cause of sterile inflammation [103]. Indeed, the ontogeny of the RAGE axis in FM obtained 264
from nonpathological deliveries at term by cesarean produced the first data about the ex- 265
pression of its adaptors in these tissues, which is essential to RAGE activity. It was eluci- 266
dated that the FM expressed RAGE and HMGB1 but also two intracellular adaptors (Dia- 267
1 and MyD88) during the three trimesters of human pregnancy. Furthermore, the RAGE 268
protein was identified in the amniotic epithelium, the first cells in contact with AF alarm- 269
ins, and in the chorion too [103]. A comparison of the RAGE actors’ expressions between 270
the two layers of FM, but also between the ZAM (rupture zone, the weaker) and ZIM, 271
revealed that RAGE and HMGBI1 expression is significantly higher in the amnion com- 272
pared with chorion. Even better, an overexpression of RAGE was found in the ZAM com- 273
pared with the ZIM for the amnion (layer considered the stronger in FM) [103]. This sug- 274
gests an overactivation of RAGE in the amnion around the zone of rupture, whichis prob- 275
ably involved in its weakening. Romero et al. described an HMGBIl-associated sterile in- 276
flammation on the fetal side of the FM [66]. Moreover, the overexpression of Dia-1 was 277
revealed in amnion, whereas MyD88 was found overexpressed in chorion [103]. These 278
differences could be considered a clue for layer-specific signaling, here depending on the 279
recruited adaptor. Such consideration is supported by the fact that it is already well 280
known that MyD88 is shared with TLR2/4 and TLR4 is highly expressed in the FM as well, 281
opening the way to study the hypothesis of cooperation between RAGE and TLR4 in FM 282
weakening [104]. 283

In parallel, AGEs and HMGBI1, which are both alarmins found to be increased in the 284
case of pPROM, can induce the sterile inflammation of FM. Indeed, some studies have 285
demonstrated that they induce cytokine release (IL8, IL6, TNEa, IL1() in the FM without 286
a distinction between amnion and chorion [35,105]. Later, these first data were comple- 287
mented by revealing that amnion and choriodecidua did not respond in the same way to 288
the stimuli from alarmins. Both layers respond to alarmins by the release of TNFa and 289
IL1B, but only the amnion produced IL6 following the treatment. Above all, RAGE was 290
found to be required in the FM layers to induce a pro-inflammatory signal after AGEs or 291
HMGBI exposure. Indeed, a total abortion of HMGBIl-induced inflammation by the 292
RAGE inhibitor was observed, but only partially decreased AGEs-induced inflammation 293
[103]. These differences remind us of the complexity of RAGE activity, depending on the 294
ligand type and ligand concentration. To conclude, recent data support the importance of 295
RAGE engagement in FM sterile inflammation because of alarmins. Obviously, further 296
studies are required to describe this RAGE activation in the FM, the adaptor recruitment 297
and specificity of actions, here investigating downstream cell pathways (MAPK, NF«B?), 298
the type of cell responding in the tissue, and possible cooperation with other inflammation 299

actors, such as the inflammasome platforms described below. 300

301
4. Inflammasomes 302
4.1. What are inflanimasomes? 303

The first inflammasome was discovered in 2002 by the biochemist Jiirg Tschopp [106]. 304
This molecular platform can recognize, as a PRR, the DAMPs and PAMPs and induce 305
inflammatory processes, especially pyroptosis, which is a recently described inflamma- 306
tion-specitic cell death [107,108]. In fact, an inflammasome is an intracellular complex 307
composed of three actors: a sensor, an effector (the pro-caspase 1), and an adaptor between 308
the two previous parts. These inflammasomes are formed by cytosolic PRRs, such as 309
NLRs; however, membrane PRR activation can stimulate the downstream formation of 310
inflammasomes [109,110]. In this review, we focus on one subfamily of NLRs, the NLRPs 311
(NLR and Pyrin domain containing), which includes 14 members: NLRP1 to NLRP14. 312
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411  The NLRP inflammasome: the trio NLRP/ASC/pro-caspase 1 313

For this group, the inflammasome includes one NLRP as a sensor linked to the pro- 314
caspase 1, here thanks to the ASC adaptor (apoptosis-associated speck-like protein con- 315
taining a caspase recruitment domain (CARD)). More precisely, a NLRP (except for 316
NLRP1 and 10) is generally composed of these domains: a pyrin domain (PYD) followed 317
by a central domain NACHT (NAIP, CIITA, HET-E, TP1 proteins) involved in oligomeri- 318
zation; a domain associated with NACHT (NAD); and, finally, a carboxy terminal domain 319
made of Leucine-rich repeats (LRR) [111-113]. During the assembly of the inflammasome, 320
the NLRP interacts with the adaptor ASC because of the PYD domain of each actor. the 321
ASC also contains a CARD domain that binds the CARD domain of pro-caspase 1 322
[114,115]. Caspases are divided into two classes: pro-apoptotic and pro-inflammatory 323
caspases. Caspase 1 belongs to the second one and is included in the inflammasome as a 324
pro-caspase 1 protein composed of three domains: CARD, p20, and p10 (Figure 5). Fol- 325
lowing such an association, inflammasomes assemble together, leading to the formation 326
of a specific structure called specks [116-118]. 327

LRR

‘ ‘ NAD
= = — Sensor: NLRP

NACHT

PYD

PYD

- Adaptor: ASC
CARD
O CARD

p20 Pro-caspase 1

o

NLRP inflammasome
328

Figure 5. NLRP inflammasome structure. A NLRP inflammasome is composed of three major ele- 329
ments. First, there is a sensor, the receptor NLRP, which itself is generally composed of different 330
domains: PYD (Pyrin domain), NACHT (acronym for NAIP, CIITA, HET-E, TP1), NAD (NACHT- 331
associated domain), and LRR (Leucine-rich repeats). This LRR domain allows for an interacionwith ~ 332
the adaptor ASC by the PYD domains. Then, ASC can recruit pro-caspase 1 thanks to the CARD 333
(caspase recruitment domain) of each actor. In addition, pro-caspase 1 also contains a central p20 334
domain (including the catalytic site) and a p10 domain. 335

4.1.2 NLRP inflammasome activation 336

Based on studies about NLRP3, two activation pathways have been described. To form 337
a functional NLRP inflammasome, the canonical pathway requires two steps: i) a priming 338
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pro-inflammatory actor recruitment or transcription, here following DAMP/PAMP recog- 339
nition by aPRR, and ii) induction of the assembly of an active multiprotein complex. Prim- 340
ing can allow for the transcription of NLRPs, ASC, pro-caspase 1, and pro-interleukins 18 341
and 1. Furthermore, non-transcriptional priming can occur and modulate the post-trans- 342
lational modifications required for inflammasome availability [119-122]. Once the inflam- 343
masome is assembled, the pro-caspase 1is maturated in caspase 1, which cleaves pro-IL18 344
and pro-IL1f in active forms (triggering inflammation), and a protein named gasdermin 345
D leads to the generation of an active N-terminal portion. Such final active portions as- 346
semble to form pores at the cell membrane, inducing pyroptosis (i.e., cell lysis) and in- 347
flammation through the consequent release of intracellular contents, including IL18, IL13, 348
and inflammasomes specks, provoking an amplification of the inflammatory signal and 349
immune cell recruitment [123-125] (Figure 6). 350

PAMPs/DAMPs

‘ Priming
\ ) A

’ 1ssembly
&

I‘ * Pro-Caspasc 1

Activation

N-ter Gasdermin D

Caspase 1

351

Figure 6. NLRP inflammasome activation. Following the priming step (transcriptional and/or not), ~ 352
the activated NLRP can form the inflammasome with ASC and pro-caspase 1. This functional NLRP 353
inflammasome leads to the autolytic cleavage of pro-caspase 1 into caspase-1, which is the active = 354
enzyme. Downstream, caspase-1 activates the interleukins IL18 and IL1p but also releases the N- 355
terminal fragment of the gasdermin D from the inhibitory C-terminal fragment. Finally, a formation ~ 356
of pores by the N-terminal gasdermin D at the plasma membrane induces pyroptosis and propaga- 357
tion of the inflammatory signal [124,126,127]. 358

Thus, regarding their inflammatory action, NLRP inflammasomes are already implicated 359
in different pathogeneses, as is the case more often in pathological pregnancies [128-134]. 360

4.2 NLRP Inflammasomes, FM diseases, and pPROM 361

Studies on the pathological implication of NLRP inflammasomes (especially NLRP3) 362
have focused on preeclampsia, an obstetrical disease where the uric acid levels are partic- 363
ularly increased in the blood [128,135,136]. Indeed, uric acid has been found to provoke 364
an ASC-dependent activation of caspase 1 and IL1p release in vitro, which is associated 365
with an overexpression of NLRP3 in human first trimester trophoblasts [137,138]. 366

Furthermore, in the case of chorioamnionitis, a risk factor of pPROM, EM exhibits higher 367
expression of inflammasome actors. In addition, one study demonstrated that AF from 368
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mothers with intra-amniotic inflammation (IAI) or infection contains more important ASC 369
levels [139,140]. These data implicate NLRP inflammasomes in septic or sterile inflamma- 370
tion occurring during chorioamnionitis, a disease affecting FM barrier integrity. 371

In preterm labor, the concentration of caspase-1 in the AF is higher if labor is associated 372
with infection and/or IAI when compared with a situation of preterm labor without infec- 373
tion and/or inflammation [141]. Gasdermin D has also been detected in the AF and FM in 374
preterm labor, suggesting that pyroptosis may be involved in preterm labor and PTB 375
[142]. Therefore, preterm labor seems to involve inflammasomes, especially in the case of 376
infection or TAI [143]. In addition, Motomura et al. demonstrated in vivo that IL1a induces 377
PTB through the NLRP3 inflammasome [144]. This NLRP3 implication is confirmed by 378
Faro’s team, who induced PTB in an animal model by LPS-induced IAI, a phenomenon 379
that was reduced by the use of a specific inhibitor of NLRP3 [145]. 380

Finally, one study shows that in pPROM, the expression of transcripts and proteins re- 381
lated to the inflammasome signaling pathway (Nucleotide-binding oligomerization do- 382
main-containing protein 1 (NOD1) and NF«B) are increased in the placenta and FM [146]. 383
In addition, Theis et al. examined the AF in mothers undergoing pPROM. The results re- 384
vealed a positive correlation between microbial burden and ASC and IL6 concentrations 385
[147]. Recently, another study highlighted higher expression levels of NLRP3, NLRP1 in- 386
flammasomes, IL18, and IL1{ into the placenta and FM in the case of pPROM [148]. To 387
conclude, all of these data demonstrate a clear link between NLRP inflammasomes and 388

pPROM. 389
390
4.3 Focus on NLRP7 391

As detailed before, the NLRP family is composed of 14 members. Personal unpublished 392
dataidentified the NLRP members expressed in the human amnion and chorion (collected 393

at term) but also the inflammasome actors ASC and caspase-1 (Table 1). 394
Transcripts NLRPs
: ASC Caspase-1
Tissues 1 2 8 I INSE NG N7 R SOS| ST FEL 1245 213 14
Term amnion + + + 0 0 + + 0 + + 0 0 0 + + +
Term chorion + + + 0 9 + + @6 + + O + 6 + + +

395
396

Table 1. Expression of the NRLP family in human FM. The mRNA expression of the 14 NLRPs, 397
ASC, and caspase-1 was investigated by RT-qPCR in terms of human amnion and chorion. “+” in- 398
dicates the presence of the transcripts, and “©” indicates the absence of RINA expression. 399

In the obstetrical sphere, studies have been more focused on NLRP3, sometimes NLRP1, 400
but some new data have recently emerged on NLRP7. In a more functional view, the 401
NLRP7 inflammasome has been described as being involved in the activation of caspase- 402
1 and IL1 release following infection of THP-1 cells (monocytes cell line) by Mycobacte- 403
rium bowvis. This activation of the NLRP7 inflammasome induced cell death, which the au- 404
thors suggested to be pyroptosis [149]. Another team focused on the post-translational 405
modifications regulating NLRP7. Indeed, the NLRP7 protein is constitutively ubiqui- 406
tinated and recruited to the endolysosome to be degraded. Upon stimulation by a pro- 407
inflammatory ligand, the STAMBP (Signal transducing adaptor molecule binding protein) 408
enzyme deubiquitinates NLRP7, preventing its degradation and allowing the formation 409
of an active inflammasome that activates IL1@ [150]. Finally, Abi Nahed et al. recently 410
demonstrated that the activation of the NLRP7 inflammasome in a trophoblastic cell line 411
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induced the secretion of IL1{3 but not IL18 [151]. Numerous studies have described the 412
involvement of the NLRP7 inflammasome in some obstetrical complications, such as the 413
recurrent hydatidiform mole (a disease characterized by an excessive trophoblastic pro- 414
liferation without embryonic development), especially those related to mutations of 415
NLRP7 [152-156]. In addition, the NLRP7 inflammasome is highly expressed by placental 416
trophoblast cells and is deregulated in fetal growth restrictions, a disorder importantly 417
related to abnormal placental development [151]. In addition, Tsai et al. demonstrated that 418
NLRP?7 relates to decidualization and macrophage differentiation, supporting their hy- 419
pothesis of a multitasking gene implicated in endometrial hemostasis and reproductive 420
success [157]. 21

To conclude, NLRP7 seems important for inflammation response and pregnancy suc- 422
cess. This is why, in the last part of this review, special emphasis will be placed on the 423
emerging data about its implication in FM inflammation establishment. 424

4.4 Does NLRP7 play a role in FM rupture? 425

The presence of the three NLRP7 inflammasome actors (ASC, caspase 1, and NLRP7) 426
has been characterized in the amnion and chorion but also in primary amniotic epithelial 427
cells (AECs) that were collected from the FM of women with term deliveries. It suggests 428
that this NLRP7 inflammasome can assemble in the FM at all stages of pregnancy [158]. 429
According to the literature, only one ligand is known and has been used to specifically 430
activate the NLRP7 inflammasome: fibroblast stimulating lipopeptide (FSL-1) [159]. FSL- 431
1 is a synthetic lipopeptide derived from the lipoprotein of Mycoplasma salivarium, repre- 432
senting the N-terminal portion of the LP-44 lipoprotein of this mycoplasma [160]. It is 433
strongly similar to another lipopeptide, MALP-2 (Macrophage-activating lipopeptide-2), 434
which is derived from the lipoprotein of Mycoplasma fermentans [161]. Numerous studies 435
have used FSL-1 on FM, amnion cells, or myometrial cells [22,162-171]; they allowed for 436
the characterization of the signaling pathway induced by FSL-1, and they demonstrated 437
an induction of the synthesis of pro-inflammatory mediators. The NLRP7 inflammasome, 438
though specitically activated by this ligand, has been studied in the FM context in only 439
one study [158]. 440

Thus, Lavergne et al. demonstrated that AECs can form a functional NLRP7 inflam- 441
masome. More interestingly, the quantification of the expression of these three actors in 442
the FM revealed an overexpression of ASC (in both layers of FM) at term with labor com- 443
pared with term FM without labor [158]. This observation confirms the study of Gomez- 444
Lopez et al., who described an increase of ASC/Caspase-1 complexes in the FM with labor 445
[139]. No difference was found for NLRP7, whereas Romero et al. demonstrated an over- 446
expression of NLRP3 protein in the FM with labor [172]. 447

Furthermore, as previously mentioned, NLRP7 is activated by FSL-1, which is derived 448
from M. salivarium, and similar to a lipoprotein from M. fermentans. Mycoplasmas have 449
been studied extensively for their involvement in pPROM pathogenesis. Numerous my- 450
coplasmas have been identified in the genital tract (M. genitalium, M. hominis, M. fer- 451
mentans, M. penetrans, Ureaplasma spp., etc.), and some of them have been found to be re- 452
lated to pPROM or chorioamnionitis [173-180]. Moreover, Lavergne et al. found the pres- 453
ence of M. fermentans and M. salivarium in healthy human FM after vaginal deliveries but 454
also after cesarean deliveries, proving that bacteria detection was not because of contam- 455
ination after crossing the genital tract. These observations imply a genital tract ascension, 456
eveninhealthy carriers. However, it can be supposed that overproliferation mightlead to 457
a pathological outcome, like for the other mycoplasmas described in the literature. 458
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In the aforementioned study, the M. salivarium-derived lipopeptide FSL-1 not only in-
duced the expression of NLRP7 and caspase-1 in the AECs but also allowed the colocali-
zation of ASC and NLRP7 around the nuclei, proving inflammasome assembly. In paral-
lel, FSL-1 leads to an increase of IL1f transcription but not IL18, bringing to the fore the
study of Abi Nahed et al. on trophoblasts, where only an induction of IL1p was found in
response to NLRP7 inflammasome [151]. In addition, FSL-1 induces the cleavage of
gasdermin D into its pyroptotic fragment. These experiments prove the importance of the
NLRP family members, which are directly linked to cell death, inflammation, and DAMP
release, all of which are mechanisms involved in FM rupture.

5. Conclusion

This review has summarized recent data about the implication of inflammation in FM
weakening. Furthermore, two new actors seem particularly interesting to explore for their
inflammatory ability: RAGE and NLRP7. Both might be overactivated in risk contexts
(smoking, germs rising in excess, chorioamnionitis) and be involved in pPROM pathogen-
esis. More studies are required to know in detail the implication of RAGE and its adaptors,
but also of NLRP inflammasome pathophysiological weakening of FM to elucidate the
link between the materno-fetal exposome, the PAMP/D AMPome and pPROM.
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Figure 32 : Structure des chimiokines
Il existe quatre sous-familles de chimiokines. Les deux premiéres se distinguent
structurellement par la présence ou I'absence d’un acide aminé X entre les deux résidus
cystéine en N-terminal. Les deux autres sous-familles sont les CX3CL qui comportent 3 acides
aminés entre leurs deux résidus CC, puis les CL qui possédent uniquement une cystéine
(Garcia-Velasco & Arici, 1999).
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Un dernier projet a été initié lors de mon travail de thése, mais n’a pas pu faire I'objet
jusqu’alors de la soumission d’une publication. Malgré, pour linstant, I'absence de
valorisation de ce travail, voici ici présentés les résultats préliminaires obtenus. Ce dernier
projet a eu pour objectif de faire le lien entre I'accumulation pathologique des AGEs et la
chimiokine (ou cytokine chimio-attractante) RANTES. Nous I'avons vu, nombreuses sont les
études a avoir démontré une augmentation des taux sériques d’AGEs lors de plusieurs
complications obstétricales telles que la prééclampsie, la RPM, et le diabete, lui-méme facteur
de risque décrit de la RPM. L'action des AGEs comporte notamment une composante
inflammatoire au sein des membranes foetales comme nous avons pu le voir avec les travaux
précédents. Parallélement, la surexpression de RANTES a elle aussi été remarquée lors de la
prééclampsie, I'endométriose, le travail prématuré ou encore lors de chorioamniotite
aiguillant ainsi I'idée d’une « relation fonctionnelle » possible entre tous ces acteurs au sein

des MF (Athayde et al, 1999).

l. Quelques notions sur les chimiokines, ces molécules qui attirent

a- Une grande famille

RANTES appartient a la grande famille des chimiokines, petites protéines solubles (8-10kDa)
présentant une structure commune maintenue par deux ponts disulfure et sécrétées par
divers types de cellules (cellules endothéliales et épithéliales, leucocytes, neurones).
Actuellement, plus de 50 chimiokines ont été découvertes, suite a la caractérisation chimio-
attractante de IL8 (CXL8) en 1989 (Van Damme et al, 1989). Quatre sous- familles de
chimiokines sont décrites en fonction du nombre et de I'espacement des deux premiers
résidus cystéine : CXC, CC, CX3C, XC (Figure 32). Ces molécules exercent une action de
chimiotactisme, e.g elles permettent de guider, d’orienter les différentes populations de

cellules immunitaires (neutrophiles, éosinophiles, lyphocytes, basophiles, monocytes, cellules
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Figure 33 : La grande famille des chimiokines et de leurs récepteurs

Les chimiokines constituent une grande famille divisée en quatre sous-familles en fonction de
leur motif C-C : CCL, CXC, CXCL, XCL. Elles sont reconnues par des récepteurs (CCR) qui sont
en fait des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG). La
plupart du temps, ces CCR sont partagés entre plusieurs chimiokines, cependant il en existe
quelques spécifiques. Parallélement, il est a noter que les chimiokines peuvent aussi étre
détectées par des récepteurs viraux. Quant a Duffy et D6, il s’agit plutét de « deceptors »,
puisque ne possédant pas d’activité de signalisation, ils provoquent par conséquent un
rétrocontréle négatif (Balkwill, 2004).
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dendritiques) sur un site de Iésion en fonction de ce qui est nommé un gradient chimiotactique
(Combadiere et al, 2007). L’activité des chimiokines nécessite leur reconnaissance par des
récepteurs cellulaires qui sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux
protéines G (RCPG) nommés selon la sous-famille de chimiokines reconnue. Ces récepteurs,
les CCR, ne sont pas la plupart du temps spécifique a une seule chimiokine (Mantovani, 1999).
En effet, les chimiokines et leurs récepteurs forment un réseau d’une grande complexité. En
plus d’une redondance fonctionnelle, les récepteurs peuvent former des homodiméres ou des
hétérodimeres, modifiant potentiellement leurs propriétés (Percherancier et al, 2005; El-
Asmar et al, 2005; Springael et al, 2005). Concernant RANTES, il est reconnu par les récepteurs

CCR1, CCR3 et CCR5, qui peuvent intéragir chacun avec d’autres chimiokines (Figure 33).

b- Chimiokines et guidage cellulaire

Suite a cette liaison, comme tous les ligands de RCPG, la chimiokine va induire diverses voies
intracellulaires, provoquant principalement la réponse chimiotactique mais aussi celles
associées d’activation des intégrines et de diapédeése. Brievement, ces deux fonctions font
partie du processus global de recrutement leucocytaire, comportant 4 étapes: i)
ralentissement de la vitesse du leucocyte dans la circulation sanguine grace aux intéractions
(faibles) des sélectines leucocytaires ou endothéliales avec leurs ligands = phase de
roulement ; ii) activation des intégrines engendrant I'arrét total du leucocyte qui adhére
fortement a I'endothélium ; iii) diapédese endothéliale = passage intercellulaire des
leucocytes entre les cellules endothéliales des capillaires sanguins; iv) migration des
leucocytes jusqu’au site d’inflammation a I'aide du gradient interstitiel de chimiotactisme

(Figure 34) (Luster et al, 2005; Rot & von Andrian, 2004).

Il est a noter qu’il n’y a pas de signalisation cellulaire spécifique a une chimiokine, cependant
quelques voies générales ont été décrites comme impliquées dans ces trois fonctions telles
gue les protéines G monomériques RhoA (Ras homolog family member A) et Rapl (Ras-
related protein 1), la protéine G hétérotrimérique Gi (o et B), les voies PI3K, MAPK,
phospholipase C ou encore des protéines liant le cytosquelette (FAK : Focal Adhesion Kinase).
Il est méme parfois problable que la chimiokine exerce une action sans se fixer a un CCR mais
en se liant directement a des composés glycosylés présents sur la surface des endothélium et

dans la MEC : les glycosaminoglycanes (GAG) (Thelen, 2001).
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Figure 34 : Etapes majeures du recrutement leucocytaire

Lors d’une réponse inflammatoire, les cellules immunitaires se retrouvent a migrer jusqu’au
site inflammatoire. Ce processus complexe comprend plusieurs étapes. Tout d’abord, le
leucocyte est « capturé », e.g d’une part les CCR présents a la surface du leucocyte
reconnaissent les chimiokines présentes sur I’endothélium, d’autre part (de la méme fagon),
les sélectines intéragissent avec les mucines. Ces intéractions permettent une adhésion faible
du leucocyte d’ou découle son ralentissement, roulement. Ensuite, des intéractions
supplémentaires plus fortes ont lieu permettant I'arrét du leucocyte : les intégrines sont
activées a l'aide des chimiokines et reconnaissent a leur tour des immunoglobulines de
I’endothélium (I-CAM, V-CAM). Enfin, a lieu la diapédese, phase de transmigration du
leucocyte a travers I'endothélium, guidée par le gradient de chimiokines sécrétées sur le site
de l'inflammation (Adapté de https://www.cours-pharmacie.com/immunologie/limmunite-
innee.html ).



https://www.cours-pharmacie.com/immunologie/limmunite-innee.html
https://www.cours-pharmacie.com/immunologie/limmunite-innee.html
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Pour finir, a I'image de leurs parentes les cytokines, les chimiokines ont aussi un impact sur la
différenciation fonctionnelle des leucocytes, par exemple pour les lymphocytes T CD4 et CDS,

mais aussi pour les cellules NK, les monocytes et les cellules dendritiques.

c- Physiophatologie des chimiokines

Comme c’est le cas pour les phénomenes mis en jeu dans la préparation des membranes
foetales a la rupture, le recrutement des chimiokines doit avoir lieu au bon moment, au bon
endroit, et dans leur cas, concerner les « bonnes » cellules. Les chimiokines ont été décrites
dans la pathogénese de plusieurs maladies inflammatoires tel que I'asthme, le diabéte ou
d’autres encore affectant autant la peau (psoriasis, eczema, dermatite), que les intestins
(maladie de Crohn, colite), le systeme nerveux central (sclérose, Alzheimer). Ainsi, par
exemple, la dermatite et I'asthme mettent en jeu une infiltration de lymphocytes Th2
(respectivement vers I'épiderme ou épithélium alvéolaire) tandis la maladie de Crohn
implique des Th1l et des polynucléaires au niveau de l'intestin (Berghi et al, 2020; Luster et al,
2005). De plus, il est connu que le systeme des chimiokines peut étre détourné par des virus,
comme c’est le cas pour le virus d'immunodéficience humaine (VIH) qui interagit avec les CCR5
et CXCR4 afin d’infecter les lymphocytes T4 (Murphy, 2001). Enfin, par leur capacité a recruter
des leucocytes (et donc a provoquer des modifcations structurelles), les chimiokines sont
impliquées dans plusieurs processus reliés a la reproduction humaine tels que le cycle
ovulatoire, I'implantation ou la parturiton (maturation du col et travail) (Garcia-Velasco &
Arici, 1999; Ito et al, 1987). Méme si la chimiokine la plus étudiée a ce jour dans ces

phénomeénes demeure IL8, certaines équipes se sont intéressées a RANTES.

1. RANTES et parturition

L'expression de RANTES a été établie dans plusieurs compartiments gestationnels : lait
maternel, sécrétions vaginales, LA et membranes foetales. D’ailleurs, I’étude de Atahyde et al.
a permis plusieurs observations (Athayde et al, 1999). Premiérement, les concentrations de
RANTES au sein du LA diminuent au cours de la gestation pour finalement réaugmenter avec
I’entrée en travail. Par ailleurs, fait intéressant, ces travaux démontrent que les taux
amniotiques de RANTES sont plus importants en cas de naissance prématurée. Ces travaux

suggérent ainsi une implication de RANTES dans le travail, en effet RANTES permet le
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Figure 35 : Expression de RANTES et de ses récepteurs au sein des feuillets des MF
L’expression de RANTES et de ses récepteurs CCR1, 3 et 5 a été caractérisée par RT-PCR sur
des échantillons d’amnios et de chorion, obtenus suite a des accouchements par césarienne a
terme (A) (A = Amnios ; C= Chorion; TN = Témoin Négatif). Sur ces mémes échantillons,
I’expression de RANTES a été quantifiée par RT-qPCR en distinguant I'amnios et le chorion
(N=13) (B). L’analyse statistique a été réalisée a I'aide d’un T-test : ** : p<0.01.
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recrutement de plusieurs leucocytes dont les basophiles. Ces derniers peuvent étre a I’origine
de sécrétions d’histamine, molécule connue pour augmenter la libération déciduale de
prostaglandines et stimuler les contractions utérines. D’autre part, en cas d’invasion
microbienne de la cavité amniotique, les concentrations de RANTES sont également plus
fortes et ceci est en accord avec I'augmentation de sécrétion de RANTES retrouvée lors de

traitements d’explants de membranes foetales avec du LPS (Nuiez-Sanchez et al).

1. Objectif du projet

Il existe d’ores et déja des évidences du rbéle de RANTES dans le travail, et dans
I'inflammation septique pouvant avoir lieu au sein des membranes foetales, pouvant
potentiellement causer des naissances prématurées. Cependant, nous I’avons vu, une rupture
prématurée peut avoir lieu en absence d’invasion microbienne et découler d’'une réponse
inflammatoire stérile. Dans ce contexte, il est bon de rappeler que le diabéte demeure une
problématique importante durant la grossesse. En lien avec cette pathologie, les études
apparaissent contradictoires, tandis que certaines démontrent une sous-expression de
RANTES en cas de de diabete de type | dans le sang maternel, d’autres décrivent une
surexpression (toujours en cas de type |) au sein du cordon ombilical alors que d’autres ne
mettent en évidence aucune différence d’expression de RANTES en cas de diabéete
gestationnel (Teler et al, 2017; Wender-Ozegowska et al, 2008; Han et al, 2019). Cependant,
il est bien connu que le diabete est associé a une accumulation d’AGEs, et qu’il constitue un
risque courant de pré-éclampsie et de RPM (Sisay et al, 2020). Par ailleurs, il a été démontré
in vitro que les AGEs induisent la sécrétion de chimiokines dont RANTES au sein de
trophoblastes (Konishi, 2004). Ainsi, est ce que la surexpression pathologique d’AGEs
impliquée dans des complications obstétricales régule I'action de RANTES dans les MF ? Et si
tel est le cas, est ce que cette modulation passe par la voie RAGE, elle-méme décrite dans la

pathogéneése du diabete ?

IV. Résultats préliminaires & perspectives

La premiére étape a été de caractériser I'expression de RANTES et des ses récepteurs
(CCR1, 3, 5) au sein de I'amnios et du chorion. Dans ce cadre, des expériences de RT-PCR ont
tout d’abord été menées sur des échantillons de membranes feetales issues de césarienne a

terme (Figure 35A). De cette fagon, I'expression de RANTES dans I'amnios et le chorion a été



Témoin Type 1 Type 2 DG

Age gestationnel (semaines) 394+1,0 37,1+ 1,5 (**%) 37,511 (*¥*%) 39,4+1,3 (ns)
Poids naissance enfant (g) 3336,1+265,8 3365,6+398,7 (ns) 3353,3+401,2(ns) 3297,9+618,4 (ns)
IMC mére 21,7+£2,8 24,8 £ 4,3 (ns) 32,9+5,9 (**%) 24,5+ 4,6 (ns)

Tableau 1 : Données cliniques de la cohorte de membranes foetales a terme

La cohorte de membranes fcetales analysées a été divisée en quatre groupes : témoin (N=16,
meéres non diabétiques), diabete de type | (N=16), diabéte de type Il (N=15), diabéte
gestationnel (N=16, DG). L’analyse statistique des données cliniques ci-dessus a été réalisée
par un test ANOVA, les résultats notés sur le tableau sont les comparaisons envers le groupe
témoin. *** : p<0,001.
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Figure 36 : Comparaison de I’expression de RANTES dans les MF selon les différents types
de diabeéte

(A) L'expression de RANTES a été quantifiée par RT-qPCR sur une cohorte de membranes
foetales issues de meres témoins, de meéres ayant développé un diabéte gesationnel, de méres
avec un diabéete de type | ou Il. (B) Les taux de d’hémoglobine glyquée ont été mesurés dans
les trois groupes de diabete. L'analyse statistique des données cliniques ci-dessus a été
réalisée par un test ANOVA. * : p<0,05 ; *** : p<0,001.




119

révélée mais aussi celle de CCR1 et CCR5 au sein du chorion, et celle de CCR3 au sein de
I'amnios et du chorion. Par la suite, il a été établi par RT-qPCR, une surexpression significative
de RANTES au sein du chorion par rapport a I’'amnios (Figure 35B).Dans un second temps, nous
nous sommes intéressés a savoir si I'expression de RANTES était modifiée chez des méres
diabétiques. Pour cela, nous avons quantifié I'expression de RANTES par RT-qPCR sur une
cohorte divisée en quatre groupes de meéres : témoin (non diabétique) (N=16), diabete de type
| (N=16), diabéte de type Il (N=15), diabéte gestationnel (DG) (N=16) (Tableau 1, Figure 36).
Brievement, le diabéte de type 1 (ou insulinodépendant), représentant 5 a 15 % des cas de
diabete et il est diagnostiqué chez les enfants ou les jeunes adultes. Il est d( a un défaut de
production d’insuline. Quant au type 2 (85 a 95% des diabétes), se déclarant chez des
personnes plus agées, il provient d’'une résistance a l'insuline, provoquant une carence
insulinique. Enfin, le diabéte gestationnel apparait durant la grossesse et disparait
généralement au terme de celle-ci. Il résulte également d’une résistance a l'insuline,
engendrée ici par les bouleversements hormonaux de la grossesse. Les données obtenues ont
révélé une surexpression significative de RANTES uniquement au sein des MF issues de meéres
atteintes de diabéte de type 1 comparé au groupe témoin (Figure 36A). Parallellement,
I’analyse statistique des données cliniques ont permis de mettre en évidence que les méres
atteintes de diabéte « chronique » de type | ou Il accouchaient plus t6t que le groupe témoin
et DG (environ 2 semaines d’écart) (Tableau 1). Par ailleurs, comme décrit classiquement pour
le diabete, le taux d’hémoglobine glyquée Alc, indicateur biologique reflet de la glycémie
(normalement entre 4 et 6%), a été retrouvé plus élevé en cas de diabete de type | comparé
aux type Il et aux DG (Figure 36B). Une étude récente a démontré que RAGE présentait la
capacité d’intéragir avec I’'héme et pourrait promouvoir un signal pro-inflammatoire (May et
al, 2020). Ainsi, la surexpression de RANTES retrouvée dans le diabete de type |, diabéte
associé aux valeurs de glycémie les plus élevées pourrait suggérer un lien entre AGEs, RAGE

et RANTES.

La question suivante a été de savoir si les AGEs induisent la sécrétion de RANTES par les MF
dépendamment de RAGE ou non. Pour cela, des explants d’amnios et de chorion dissociés ont
été traités durant 4h30 et 24h avec 500 pg/ml d’AGEs ou 200 ng/ml d’"HMGB1, une autre
alarmine, combiné ou non avec un traitement inhibiteur de RAGE, les SAGEs (500ug/ml). Un

controle positif de la réactivité inflammatoire des membranes foetales utilisées a été réalisé a
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Figure 37 : Etude in vitro de I'effet d‘une exposition des membranes foetales aux AGEs

(A-B) Des explants d’amnios et de chorion issus de césarienne a terme de meéres non
diabétiques ont été récupérés et traités 4h30 ou 24h avec des AGEs (500ug/ml), du HMGB1
(200ng/ml), du LPS (contrdle +, 10ug/ml) ; combiné ou non avec un inhibiteur de RAGE, des
SAGEs (500ug/ml). (C-D) De méme, des cultures primaires d’amniocytes ont été exposées a
des AGEs (100ug/ml) +/- des SAGEs (100ug/ml). Aprés 4h30 de traitement, une quantification
des transcrits de RANTES a été réalisée par RT-gPCR (A-C). Puis post-24h de traitement, la
sécrétion de RANTES par les explants a été dosée par technologie Luminex (B-D). L’analyse
statistique a été effectuée a I'aide du logiciel GraphPad Prism, en utilisant un test ANOVA (A-
B-D) ou un t-test (C). ns : non significatif ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001.
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I'aide d’un traitement par LPS (10ug/ml). A lissue du traitement, une quantification de
I'expression de RANTES (post 4h30) a été réalisée par RT-qPCR ainsi qu’'une mesure du
relargage de la chimiokine (post 24h) par les explants vers le milieu de culture par technologie
Luminex (MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel Milliplex MAP Kit
(Merck Millipore, Molsheim, France) (Figure 37). Une normalisation a été effectuée par un
rapport aux protéines totales, puis la condition traitée a été rapportée sur le non traité. Les
résultats obtenus ont démontré que seulement les AGEs (et pas HMGB1, alarmine moins
décrite dans le diabéete) provoquaient une induction de la transcription de RANTES et ce
uniquement dans I'amnios et non dans le chorion. Par ailleurs, les dosages de RANTES ont
permis d’établir Ia encore uniguement un effet inducteur pour les AGEs, aussi bien au sein de
I'amnios que du chorion. Cependant, I'action inhibitrice de la voie RAGE par les SAGEs ne s’est
révélée que pour lI'amnios, ou l'induction de sécrétion de RANTES par les AGEs est
complétement abrogée par les SAGEs. Ces résultats démontrent une probable réponse
différentielle des deux feuillets et tendrait a prouver que les AGEs stimulent la production de
RANTES au sein de I'amnios de facon RAGE-dépendante. Afin d’avoir une approche plus ciblée,
il était important de savoir quel type cellulaire de I'amnios répondait a cette exposition, les

amniocytes ou les fibroblastes.

En utilisant des amiocytes et similairement aux expériences sur explants, nous avons procédé
a un traitement avec des AGEs durant 4h30 ou 24h, en adaptant la concentration a 100ug/ml,
combiné |a encore aux SAGEs (100ug/ml). Tout d’abord des expériences de RT-qPCR (a 4h30)
n‘ont révélé aucun effet inducteur des AGEs sur la transcription de RANTES (Figure 38A).
Ensuite, un dosage par technologie ELLA (Protein Simple™) a permis de mesurer la libération
de RANTES a 24h par les amniocytes dans le milieu de culture. Cependant, la encore aucune
induction par les AGEs n’a été observée (Figure 38B). Ces résultats préliminaires ne confortent
pas I’hypothése que les AGEs modulent la production de RANTES par les amniocytes. Pour la
suite, il apparait essentiel de répéter ces expériences en améliorant leur désign (effet
cinétique, effet dose). Par ailleurs, I'hypothése d'un impact des AGEs ciblant
préférentiellement les fibroblastes se pose. Ainsi, j’ai pu commencer la culture de fibroblastes
primaires, issus la encore de césarienne programmeée a terme. La maitrise de ce protocole
(adapté de Diaz-Prado et al.) combinant I'utilisation de collagénase, de DNAse et de trypsine

reste a améliorer, le rendement de cellules étant trés faible (Diaz-Prado et al, 2010).
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Figure 38 : Hypothése d’action du projet Triade AGEs — RAGE — RANTES au sein de

membranes foetales

L’accumulation des AGEs chez les méres diabétiques (de type 1) conduit a une surexpression
de RANTES au sein des membranes fecetales. Les résultats préliminaires ont démontré que les
AGEs induisaient la production de RANTES, au sein de I'amnios, a travers le récepteur RAGE.
Le projet a pour objectifs complémentaires (apres I'obtention de résultats préliminaires)
d’identifier quel type cellulaire de 'amnios répond (amniocyte ou fibroblaste). Par la suite, le
but est de caractériser la voie de signalisation impliquée dans I'induction de RANTES. Enfin,
nous souhaitons décrire les effets chimiotactiques de RANTES sur le recrutement de
polynucléaires par systeme de transwell, mais aussi étudier la modulation de ses genes cibles
(intégrines et métalloprotéases) et la place de cette chimokine dans la dégradation de la MEC
(par zymographie). Au final, nous pourrons avoir un apergu global de I'activité de RANTES dans

la fragilisation des MF.
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La suite de ce projet, ciblant une utilisation des fibroblastes, cellules mésenchymateuses
stromales nécessitera donc plusieurs étapes. Il sera tout d’abord essentiel de procéder a
I'ontogénése des acteurs de I'axe RAGE (RAGE et ses adaptateurs) et de RANTES (et ses CCR)
au sein de ces cellules. Par la suite et si les résultats obtenus démontrent un impact des AGEs
sur la production de RANTES, plusieurs questions se poseraient. La premiére serait de savoir
quelle voie de signalisation induite par RAGE active le relargage de RANTES au sein de
I’'amnios. L’analyse du promoteur du géne codant RANTES (par Genomatix) révéle notamment
des éléments de réponse correspondant a ceux du facteur de transcription NFkB mais aussi
de AP-1, acteur généralement activé par les voies MAPK. Enfin, il sera judicieux d’étudier
quelle réponse cellulaire est induite par ce relargage de RANTES en réponse aux AGEs. Dans
ce cadre, il est prévu d’étudier les changements d’expression des génes cibles connus de
RANTES tels que celui de MMP9, protéine impliquée dans la dégradation de la MEC, mais aussi
ceux des intégrines, facteurs essentiels du recrutement leucocytaire. L’action de ces voies sera
aussi caractérisée par I'étude de la dégradation de la MEC par zymographie. Enfin, de par la
fonction primaire de RANTES, son pouvoir chimiotactique sera étudié par systeme de
transwell, permettant d’évaluer |'effet de milieux conditionnés (provenant de traitements
AGEs, combinées ou non avec des inhibiteurs de RAGE et de la voie de signalisation identifiée

au préalable) sur le recrutement de polynucléaires (Figure 38).
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Conclusion et perspectives
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Ce travail de these a eu pour objectif d’enrichir les connaissances disponibles sur les
mécanismes inflammatoires ayant lieu au sein des MF humaines dépendant d’un des
récepteurs de lI'immunité, RAGE. Les données obtenues sont discutées ici, ainsi que les
questions qu’elles soulévent et les investigations supplémentaires qui pourraient étre menées

pour compléter ces données.

Depuis plusieurs années, I’équipe du Pr. Sapin étudie I'acteur RAGE au sein de trois modeles
de fragilisation et d’inflammation épithéliale, que ce soit au niveau pulmonaire dans le cadre
de Syndrome de Détresse Respiratoire Aigli (SDRA), au niveau cornéen lors de blessures ou du
syndrome d’ceil sec, mais surtout dans le cadre de rupture des MF. RAGE est en effet
ubiquitairement exprimé dans Il'organisme, mais surtout ses taux d’expression sont
généralement retrouvés augmentés en cas de déséquilibre inflammatoire (Lin et al/, 2009;
Teissier & Boulanger, 2019). RAGE est rattaché a la grande famille de récepteurs de
I'immmunité innée, les PRR, capable d’enclencher une réponse pro-inflammatoire suite a la
reconnaissance de signaux de danger stériles (DAMPs) ou microbiens (PAMPs). Or, le
compartiment utéro-placentaire représente une réserve physiopathologique, croissante au
cours de la grossesse, de DAMPs voire de PAMPs (Nadeau-Vallée et al, 2016). Ainsi, ces
molécules vont continuellement étre reconnues par leurs récepteurs exprimés au sein des
tissus gestationnels, aboutissant a leur fragilisation progressive et a la formation de la ZAM
pour ce qui est des MF. Il apparaissait ainsi nécessaire de mieux comprendre quels récepteurs
pouvaient étre a I'origine de la transduction de ce signal de « danger » aussi bien dans le cas

physiologique de la rupture que dans son cas pathologique.

Contrairements aux TLRs, peu d’études se sont penchées sur la place de RAGE dans la
physiopathologie de la rupture des MF, bien que ses ligands (partagés et spécifiques) soient
retrouvés de facon augmentée et que la synthese des formes solubles antagonistes de ce
recepteur (SRAGE et esRAGE) soit modifiée en cas de RPM et autres troubles de la grossesse.
L'expression (transcriptionnelle et protéique) de RAGE avait été quantifiée dans des
échantillons de placentas (démontrant sa surexpression en cas de RPM), dans le sang du

cordon ombilical et le sang maternel (Yan et al, 2018). Mais aussi, des expériences
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d’immunomarquage avait identifié la présence de la protéine RAGE au sein de membranes
foetales saines et prééclamptiques (Baumbusch et al, 2016; Oliver et al, 2011). Plusieurs
études avaient démontré également que les taux de transcription de RAGE étaient induits au
sein des MF aprés traitement avec des DAMPs (HMGB1, S100A12) (Plazyo et al, 2016;
Buhimschi et al, 2007). Cependant, jusqu’a présent, aucune donnée n’était disponible sur les
potentielles différences d’expression de RAGE entre amnios et chorion, entre ZIM et ZAM, et
surtout aucune étude n’avait démontré I'implication de RAGE dans la réponse inflammatoire
déclenchée par les DAMPs au sein des MF. Enfin, il est désormais bien connu que I'activation
de cascades pro-inflammatoires par RAGE nécessite le recrutement de protéines
intracellulaires, les adaptateurs Dia-1, MyD88, et TIRAP. Malgré de nombreuses publications
sur MyD88 et TIRAP, la encore aucune quantification d’expression n’avait été réalisée dans les
conditions précitées. Quant a Dia-1, aucune information n’était disponible dans la sphére

placentaire.

Ce travail a ainsi permis de révéler I'expression de RAGE mais aussi de ses adaptateurs MyD88,
Dia-1 et TIRAP dans des explants humains d’amnios et de chorion dissociés, provenant du
premier, deuxieme ou troisieme trimestre, ou encore d’accouchements a terme par voie
basse ou césarienne. Par ailleurs, a I'aide d’expériences de RT-qPCR et de Western-Blot, la
premiere partie de cette thése a permis d’identifier une surexpression de RAGE au sein de
I’"amnios par rapport au chorion, mais aussi au sein de ZAM par rapport a ZIM. Ces résultats
supportent ainsi I’hypothese d’une inflammation amniotique augmentée au niveau de la zone
de rupture, découlant de la potentielle suractivité de RAGE dans cette zone. La ZAM, comme
décrit précédemment, est le siége d’'une apoptose plus importante, d’un stress oxydant moins
combattu, d’'une quantité plus importante de molécules SASP (tous sources de DAMPs) et
d’une surexpression de génes inflammatoires (Chai et al/, 2012, 2013; El Khwad et al, 2005;
Reti et al, 2007; Nhan-Chang et al, 2010; Menon et al, 2016b). Il est ainsi possible de supposer
gue la concentration des composés du LA n’est pas constamment homogéne, et qu’une
concentration plus forte se situe au niveau de la zone supra-cervicale, déja sensibilisée par un
transcriptome inflammatoire prononcé. Tout ceci s’ajoute a la surexpression de RAGE dans
son feuillet amniotique ; feuillet décrit comme le « feuillet résistant » en comparaison au

chorion, feuillet que nous pouvons imaginer comme celui ayant un réle plus décisif dans le
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timing de la rupture physiologique et prématurée des MF au vu de la chronologie des
évenements. L'implication de I'axe RAGE au niveau amniotique a été confortée par les
expressions de Dia-1 et HMGB1 plus fortes dans I'amnios comparées au chorion. Quant a la
surexpression chorionique de MyD88, il est important de souligner sa non-exclusivité par
rapport a RAGE. En effet, I'activation de TLR4 par les DAMPs/PAMPs conduit également au
recrutement de MyD88. Des données non publiées de I'équipe ont d’ailleurs identifié une
surexpression de TLR4 dans le chorion par rapport a I'amnios, ce qui pourrait laisser imaginer
(au moins) deux acteurs impliqués dans I'inflammation des MF : I'axe RAGE-Dia-1 au niveau
de I'amnios et I'axe TLR4-MyD88 au niveau du chorion dans un modele qui pourrait étre
qualifié du coup de « feuillet spécifique ». La suite des expériences menées a démontré pour
la premiere fois I'engagement de RAGE dans la réponse inflammatoire a des DAMPs (AGEs et
HMGB1) au sein de I'amnios et du chorion, menant a la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL1B). Il est a noter que cette inflammation était seulement
partiellement abolie suite a I'inhibition de RAGE, suggérant la encore la participation d’autres
acteurs moléculaires. En effet, il serait intéressant de mener d’autres investigations pour
mieux comprendre le dialogue entre TLR4 et RAGE, tous deux récepteurs membranaires
activés par des ligands communs, recrutant des adaptateurs semblables et induisant des voies
inflammatoires similaires. TLR4 est généralement décrit dans des processus inflammatoires
infectieux, tandis que RAGE, dans des contextes stériles. Pourtant, il a été décrit des affinités
similaires de RAGE pour HMGBL1 et le LPS sur son domaine V (Kd=6nM pour HMGB1 vs 2 et
35nM pour le LPS en fonction du site) (Yamamoto et al, 2011; Teissier & Boulanger, 2019). En
effet, le role de RAGE dans la réponse inflammatoire a une exposition au LPS a déja été
démontrée dans différents modeles (Nair et al, 2021; Wang et al, 2020, 2017; lzushi et al,
2016; Wang et al, 2014; Drake & Scott, 2019). A c6té de cela, HMGB1, S100A8/A9, autres
ligands partagés de TLR4 et RAGE, affichent une meilleure affinité envers RAGE que TLR4
(respectivement 5-10nM vs 1,5-22uM et = 34 nM vs 1,5-2,5.10% M). Il apparait dans la
littérature, qu’en fonction des conditions physiopathologiques (concentrations du ligand, du
récepteur, type cellulaire, ...), le ligand se fixerait prérentiellement sur un des récepteurs,
cependant le facteur permettant ce « choix » reste a ce jour inconnu (lbrahim et al, 2013). En
ce sens et pour appuyer cette hypothese, une étude récente réalisée in vitro sur des cellules
endothéliales a d’ailleurs démontré que le silencing de RAGE menait a la diminution de

I’expression de TLR4 et des adaptateurs MyD88 et TIRAP (Ramya et al, 2021). Pour conclure,






126

cette premiere partie a démontré la fonctionnalité et la capacité de RAGE a induire de
I'inflammation au sein de I'amnios et du chorion en réponse a des alarmines naturellement
présentes dans le LA, et retrouvées augmentées en cas de RPM (Yan et al, 2018; Bouvier et
al, 2020). D’autres expériences seront nécessaires pour établir les partenaires de RAGE dans
la fragilisation des MF mais également pour identifier les cascades cellulaires impliquées, en
fonction du feuillet, en fonction de I'alarmine, en fonction de I'adaptateur recruté. Par ailleurs,
il serait intéressant d’étudier les genes cibles de la voie RAGE activés au sein des membranes

foetales exposées aux alarmines par exemple en réalisant un transcriptome.

Aprés I'obtention de ces résultats en condition physiologique de la rupture, la suite de ce
travail a permis de démontrer le recrutement et I'activation de la voie RAGE dans les MF par

des composés exogeénes, facteurs de risque de la RPM : la fumée de cigarette.

Du fait de sa forte expression pulmonaire, I'implication de RAGE a souvent été étudiée
dans l'inflammation créée par le tabagisme au niveau de cet organe, par exemple dans la
physiopathologie de la BPCO (Bronchopneumopathie Chronique Obstructive) (Reynolds et al,
2011; Wolf et al, 2017; Chen et al, 2014a). En France, 24% des femmes sont fumeuses et 16%
le sont toujours au troisieme trimestre de grossesse (chiffres de 2018). Or, la composition du
tabac affiche de nombreux toxiques qui peuvent traverser la barriere placentaire et se
retrouver alors dans le LA, directement en contact avec les MF, notamment I"amnios. Nous
I’avons décrit auparavant, la fumée de cigarette va induire une réponse de danger en induisant
un relargage extracellulaire de DAMPs tel que HMGB1, mais également en accélérant les
réactions de glycation et menant a la formation d’AGEs (van Waateringe et al, 2017; Le et al,
2020; Cheng et al, 2017; Heijink et al, 2015; Bredeson et al, 2014; Pouwels et al, 2016). Il était
ainsi logique d’étudier I'activation de RAGE au sein de MF exposées a du tabac. Il est a noter
gue nous avons choisi pour ce travail de modéliser le tabagisme par du CSC, composé de la
phase particulaire de la fumée de cigarette. Il est donc important de garder a I'esprit que les
expériences réalisées durant cette thése n’ont pas pris en compte la phase volatile de la fumée
de cigarette, modélisable par le CSE. Il apparait ici essentiel d’envisager pour de futures études

de combiner les deux traitements in vitro.
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Les résultats obtenus ont permis tout d’abord d’identifier la sensibilité de I'amnios au CSC, en
opposition au chorion. En effet, le CSC induit de la souffrance cellulaire mais également une
réponse de danger via la sécrétion d’alarmines uniquement dans I'amnios. Ici, seul HMGB1 a
été étudié, car étant un des principaux ligands de RAGE et surtout dont la surexpression est
déja décrite comme associée a la RPM. Par ailleurs, sa forte expression basale nucléaire

permet une quantification protéique plus aisée.

Cependant, un screening de toutes les alarmines relarguées par les MF en réponse au tabac
serait intéressant, notamments des AGEs et du bindme S100A8/A9 (Kim et al, 2020). Ainsi,
nous avons pris le parti de focaliser ce travail sur les cellules épithéliales amniotiques (AECs),
premiere couche cellulaire en contact avec le LA pendant 9 mois et qui « baignent » donc dans
des substances potentiellement déleteres. Cependant comment expliquer I'absence de
souffrance cellulaire et de sécrétion d’HMGB1 du c6té chorion ? Une hypothése est que le
chorion relargue justement d’autres alarmines, ou que plus épais, la pénétration du tissu par
le CSC est moindre en comparaison de I'amnios. On peut cependant rappeler ici que dans les
travaux précédents de cette thése, aux mémes doses d’AGEs et HMGB1, une sécrétion de
médiateurs inflammatoires avait lieu dans les deux feuillets (Choltus et al, 2020). Par ailleurs,
des données non publiées de RT-qPCR ont quantifié la transcription de plusieurs cytokines
(IL6, IL8, IL1B, TNFa, RANTES, MCP1) au sein du chorion aprés 24h de traitement CSC
également, et n‘ont pas révélé d’induction significative, obtenue pourtant avec le controle
positif réalisé (LPS). In vivo, I'’hypothése peut étre emise que I'amnios est plus exposé aux
composés tabagiques du LA que le chorion, et que I'action délétére de ces derniers sur la
fragilisation et le timing de la rupture des MF passe par leur action sur le feuillet le plus

résistant, qui se trouve étre aussi celui plus réactif car surexprimant RAGE.

Les résultats in vitro ont non seulement permis de retrouver la souffrance cellulaire et la
translocation extracellulaire de HMGB1 dans les AECs mais aussi d’identifier |'activation de la
voie inflammatoire RAGE-NFkB par le CSC. Cette voie connue de I'inflammation est d’ailleurs
associée au déclenchement du travail mais aussi a I'induction de différentes cytokines et
chimiokines telles que IL1pB, IL6 et IL8, ces deux derniéres ayant fait I'objet d’études sur des
marqueurs prédictifs de la RPM (Lindstrom & Bennett, 2005; Li et al, 2020; Gupta et al, 2020;
Jia, 2014; Kacerovsky et al, 2015a; Jung et al, 2017; Liu et al, 2017). Or les expériences réalisées

ont démontré une induction de la transcription et de la sécrétion de ces trois cytokines suite
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a une exposition au tabac, induction diminuée pour IL1 et abolie pour IL6 et 8 en cas
d’inhibition compétitive de RAGE. Ces résultats démontrent ainsi clairement I'implication
pathologique de RAGE dans la fragilisation prématurée de MF tabagiques de part cette
augmentation de l'inflammation. Par ailleurs, ce phénoméne est aussi associé dans la
littérature a de la dégradation de la MEC. La surexpression de la gélatinase MMP9 est
couramment connue pour étre associée a la RPM, par exemple dans le plasma fcetal (Romero
et al, 2002). Par ailleurs, des polymorphismes du géne mmp9, a l'origine d’'une expression
accrue, sont associés a un risque accru de RPM dans la population afro-américaine (Ferrand
et al, 2002). Enfin, IL6 et IL8 ont déja été décrites pour induire les sécrétions de MMP9 mais
aussi de la gélatinase MMP2 au sein d’AECs (Mano et al, 2009). En accord avec la littérature,
nos derniers résultats ont révélé une induction RAGE-dépendante de la transcription de
MMP9 et de I'activité gélatinase globale par le CSC au sein des AECs (résultats qui devront étre
complétés par la réalisation de zymogrammes pour dissocier I'activité de différentes MMP
(Exemple : 2 et 9)). Pour conclure, le CSC semble conduire a la fragilisation prématurée des
MF en exacerbant les mécanismes physiologiques de la rupture a terme, comme
I'inflammation et la dégradation de la MEC, mais surtout RAGE apparait comme central dans
cette suractivation néfaste. Cette étude pourrait étre complétée en évaluant I'impact RAGE-
CSC sur les autres mécanismes de la rupture tels que le stress oxydant et la sénescence (ou le
CSE a déja été décrit comme inducteur), la sécrétions d’hormones, I'apoptose (Polettini et al,
2018; Jin et al, 2018a). Par ailleurs, la diminution partielle de la sécrétion de IL1 B trahit

I'implication d’autres récepteurs, la encore soulevant la question du partenariat TLR4-RAGE.

Plusieurs limites techniques ont été rencontrées au cours de ce travail. La premiére limite
technique concerne le nombre de membranes foetales disponibles et répondant a nos criteres
de sélection (par exemple : membranes foetales issues d’accouchements a terme par
césariennes prévues, grossesse singleton uniqguement, absence d’infection par le VIH ou les
virus de I'hépatite, pas de maladie chronique chez la meére, pas de chorioamniotite, pas de

diabéte gestationnel, pas de tabac, IMC<30). Cependant des biais persistent toujours, par
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exemple au niveau du tabagisme, est ce que la mere était fumeuse avant ? Est-ce que son
partenaire est fumeur et I'expose a du tabagisme passif ? Autre écueil, au niveau de I'IMC,
méme si nous avons fixé la limite a 30, valeur repere de I'obésité, une variabilité était tout de
méme présente au sein des patientes, or le surpoids est associé a un état inflammtoire
chronique. Enfin, nous I'avons dit, certaines ethnies expriment des polymorphismes risques
de la RPM, et aucune information n’est connue concernant ce parametre. Autres biais
possible, est ce que tous les composés du CSC sont retrouvés in vivo dans le LA, cela a été
confirmé par chromatographie gazeuse et spectrométrie de masse pour la nicotine, I'acétone,
le benzéne, toluéne, styrene, butan-2-one, composés de Maillard, tous associés au tabagisme,
mais quid des autres, et des concentrations des métabolites (Minet-Quinard et al., publication
en préparation de I'équipe). Ensuite, le CSC est produit a partir de cigarettes standardisées,
est ce que leur combustion meéne aux mémes produits que d’autres marques de cigarettes ?
Il faut ainsi garder a I'esprit que travailler sur modele humain permet une moins bonne
maitrise des parametres (d’olu I'importance d’affiner les criteres de sélection) et sera toujours
accompagné d’une variabilité plus importante que sur des lignées cellulaires commercialisées
ou sur modeéles animaux, mais reste le meilleur modéle, a mon avis, pour se rapprocher de la

réalité physiologique.

Pour conclure, ce travail a permis de révéler I'implication de RAGE dans la fragilisation
physiopathologique des MF. Cette démonstration a permis de mieux caractériser les
phénoménes inflammatoires ayant lieu au sein des MF dans des contextes physiologiques et
pathologiques, dans le but, in fine, de développer des thérapies préventives (par
I’établissement de biomarqueurs par exmple) ou curatives de pathologies obstétricales. A
I'image de I'étude de Wakabayashi et al. avec un anticorps anti-IL6, on peut imaginer la
prochaine étape en induisant une RPM in vivo par du tabagisme dans un modéle murin et
tester différents inhibiteurs spécifiques de RAGE afin d’évaluer I'effet sur le timing de la

rupture et de la naissance (Wakabayashi et al, 2013).
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Epilogue

Depuis des siecles, la naissance d’'un étre humain a toujours été source de
guestionnements, d’hypothéses et de mythes plus ou moins farfelus. Les impressionants
progres scientifiques ont permis progressivement de voir de plus en plus clair. Ici, les
travaux de cette thése, ou plus globalement I’équipe du Pr. Sapin, ont pour but de mieux
comprendre la physiopathologie de la rupture des membranes fcetales, en se focalisant
sur certains acteurs moléculaires de I'inflammation tels que RAGE, NLRP, ... Cependant,
ces travaux ne sont qu’une pierre, qui assemblée a celles existantes et aux futures,
permettra peut-étre un jour de saisir comment un évenement physiologique devient
pathologique chez certaines personnes et pas d’autres, comment |'éviter, comment le
prévoir a I'lavance, mais peut étre que ces nouvelles découvertes réveleront d’autres
questions ou que les progres futurs donneront tort a ces nouvelles découvertes. Méme si
les connaissances sont exponentielles, comme le disait Socrate, « Je ne sais qu’une chose,
c’est que je ne sais rien ». Finalement, on peut imaginer la parturition comme un immense
orchestre composé de nombreux musiciens jouant tous ensemble la méme partition en
harmonie, ni trop fort, ni trop rapide. Si I'un d’eux échoue (myometre, décidue, hormones,
placenta, membranes fcetales ou autres), le bon déroulement de la naissance est
compromis. lci, on peut imaginer que si les membranes feetales sont une harpe et
I'inflammation une des cordes, RAGE n’est qu’une fibre de cette corde. Mais pour
contredire Socrate, si au niveau individuel nous ne pouvons étre certains de rien, au niveau
collectif, avec I'ensemble des chercheurs, médecins, ingénieurs, techniciens etc nous
pouvons espérer décrire les fibres des cordes, mais aussi les musciens et la partition.

¥
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Annexes
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Participation aux congres

Ce travail de these a été présenté a la communauté scientifigue au cours des congres

internationaux, nationaux ou locaux suivants :
e 14 et 15 Octobre 2020 (deuxiéme année de Thése) :

Journées de I'Ecole Doctorale des Sciences de Vie, Santé, Agronomie et Environnement
(JEDSVSAE)

A Clermont-Ferrand (France)

Communication orale « Symphony or cacophonia of fetal membranes rupture: RAGE and

sterile inflammation »

e 5 au 9 Juillet 2021 (troisieme année de These) :

Congres de la Society For Reproductive Investigation (SRI)
A Boston (Etats-Unis)
Présentation d’un e-poster « Cigarette Smoke Condensate induces RAGE-dependent sterile

inflammation in human Amniotic Epithelial Cells »

e 6 et 7 Septembre 2021 (troisieme année de Thése) :

Groupe de la francophonie Placentaire (GfP)
A Nantes (France)
Communication orale « Cigarette & récepteur RAGE : des effets pro-inflammatoires déléteres

sur la rupture des membranes foetales »
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Participations a des publications en tant que co-auteur

Article 1 :

“Advanced Glycation End Products and Receptor (RAGE) Promote Wound Healing of

Human Corneal Epithelial Cells “

Auteurs : Christelle Gross, Corinne Belville, Marilyne Lavergne, Héléna Choltus, Matthieu
Jabaudon, Raiko Blondonnet, Jean-Michel Constantin, Frédéric Chiambaretta, Loic

Blanchon, Vincent Sapin

Publié dans Investigative ophtalmology & visual science en Mars 2020
DOI : 10.1167/iovs.61.3.14

Abstract

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 AGEs), 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 nuclear factor (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 small interfering RNA treatments.

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.
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Conclusions: 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.
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Article 2

“The receptor for advanced glycation end-products enhances lung epithelial wound repair:

An in vitro study”

Auteurs : Ruoyang Zhai, Raiko Blondonnet, Ebrahim Ebrahimi, Corinne Belville, Jules
Audard, Christelle Gross, Helena Choltus, Fanny Henrioux, Jean-Michel Constantin, Bruno

Pereira, Loic Blanchon, Vincent Sapin, Matthieu Jabaudon
Publié dans Experimental Cell Research en Juin 2020

DOI : 10.1016/j.yexcr.2020.112030

Abstract

Re-epithelialization of the alveolar surface is a key process of lung alveolar epithelial
barrier repair after acute lung injury. The receptor for advanced glycation end-products
(RAGE) pathway plays key roles in lung homeostasis, and its involvement in wound repair
has been already reported in human bronchial epithelial cells. However, its effects on lung
alveolar epithelial repair after injury remain unknown. We investigated whether RAGE
stimulation with its ligands high—mobility group box 1 protein (HMGB1) or advanced
glycation end-products (AGEs), alone or associated with RAGE inhibition using RAGE
antagonist peptide, affects in vitro wound healing in human alveolar epithelial A549 cells.
We further asked whether these effects could be associated with changes in cell
proliferation and migration. We found that treatment of A549 cells with HMGB1 or AGEs
promotes RAGE-dependent wound healing after a scratch assay. In addition, both RAGE
ligands increased cell proliferation in a RAGE-dependent manner. Treatment with HMGB1
increased migration of alveolar epithelial cells at 12 h, independently of RAGE, whereas
AGEs stimulated migration as measured 48 h after injury in a RAGE-dependent manner.
Taken together, these results suggest that RAGE pathway is involved in lung alveolar

epithelial wound repair, possibly through enhanced cell migration and proliferation.
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Article 3

“Human Amnion Epithelial Cells (AECs) Respond to the FSL-1 Lipopeptide by Engaging the

NLRP7 Inflammasome”

Marilyne Lavergne, Corinne Belville, Héléna Choltus, Christelle Gross, Régine Minet-Quinard,

Denis Gallot, Vincent Sapin and Loic Blanchon
Publié dans Frontiers in Immunology en Juillet 2020
DOI : 10.3389/fimmu.2020.01645

Abstract

Context and Objectives: Inflammation is the leading mechanism involved in both physiological

and pathological rupture of fetal membranes. Our aim was to obtain a better characterization
of the inflammasome-dependent inflammation processes in these tissues, with a particular
focus on the nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor, pyrin domain

containing protein 7 (NLRP7) inflammasome.

Methods: The presence of NLRP7 inflammasome actors [NLRP7, apoptosis-associated speck—
like protein containing a CARD domain (ASC), and caspase-1] was confirmed by reverse
transcriptase—polymerase chain reaction (RT-PCR) in human amnion and choriodecidua at the
three trimesters and at term. The protein concentrations were then determined by enzyme-
linked immunosorbent assay in term tissues, with or without labor. The presence of
Mycoplasma salivarium and Mycoplasma fermentans in human fetal membranes was
investigated using a PCR approach. Human amnion epithelial cells (AECs) were treated for 4
or 20 h with fibroblast-stimulating lipopeptide-1 (FSL-1), a M. salivarium—derived ligand.
Transcripts and proteins quantity was then measured by RT—quantitative PCR and Western
blotting, respectively. NLRP7 and ASC colocalization was confirmed by immunofluorescence.

Western blots allowed analysis of pro—caspase-1 and gasdermin D cleavage.

Results: NLRP7, ASC, and caspase-1 transcripts were expressed in both sheets of human fetal
membranes during all pregnancy stages, but only ASC protein expression was increased with
labor. In addition, M. salivarium and M. fermentans were detected for the first time in human
fetal membranes. NLRP7 and caspase-1 transcripts, as well as NLRP7, ASC, and pro—caspase-1

protein levels, were increased in FSL-1-treated AECs. The NLRP7 inflammasome assembled
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around the nucleus, and pro—caspase-1 and gasdermin D were cleaved into their mature forms

after FSL-1 stimulation.

Conclusion: Two new mycoplasmas, M. salivarium and M. fermentans, were identified in
human fetal membranes, and a lipopeptide derived from M. salivarium was found to induce

NLRP7 inflammasome formation in AECs.
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Article 4 (en soumission)

“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
Abstract

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 HMGB1 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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RESUME

La rupture prématurée des membranes fcetales (RPM) représente une complication obstétricale
responsable d’un tiers des naissances prématurées. Cette pathologie semble de plus en plus découler de
I’'emballement précoce d’un processus impliqué dans la rupture physiologique a terme, I'inflammation stérile.
Ce phénomene est basé sur la reconnaissance de molécules spécifiques, les alarmines (ou DAMPs), par une
famille de récepteurs dénommeés PRR pour « Pattern Recognition Receptors ». Cette interaction conduit a une
réponse inflammatoire stérile participant a la fragilisation physiopathologique des MF. Cependant, il n’a toujours
pas été décrit comment fonctionne exactement cette activation de I'inflammation au sein des MF, quel(s) PRR(s)
est(sont) a I'origine de la transduction de ce signal, a moduler de fagon a ce que la rupture physiologique n’ait
pas lieu avant 37 semaines. Au cours de ma thése, nous nous sommes focalisés sur un récepteur de la famille des
PRR : RAGE (Receptor of Advanced Glycation Endproducts ; récepteur aux produits avancés de glycation).

Apreés avoir étudié 'ontogénese de I'axe RAGE au sein des MF, notre premier objectif a été d’étudier I'activation
de RAGE dans un contexte physiologique en exposant des explants d’amnios et de chorion a deux alarmines
phares : HMGBL1 et les AGEs. Nous avons alors mis en évidence un profil d’expression différentiel des acteurs de
I’axe RAGE au sein des différentes zones des MF, notamment une surexpression de RAGE au sein de la zone de
rupture. Par ailleurs, ce travail a révélé une réponse pro-inflammatoire en réponse a HMGB1 ou aux AGEs, au
sein des deux feuillets des MF, qui est dépendante de RAGE. Par ailleurs, cette thése s’est intéressée a I’activation
de RAGE dans un contexte plus pathologique : le tabagisme maternel, facteur de risque trés connu de la RPM.
Nous avons pu démontrer in vitro I'implication de RAGE dans la réponse pro-inflammatoire induite par un
condensé de fumée de cigarette au sein des cellules épithéliales de 'amnios.

Globalement, I'ensemble de ce travail soutient fortement le role de RAGE dans la fragilisation
physiopathologique des MF. Ces données pourront potentiellement aider au développement futur de nouveaux
outils de diagnostic et de thérapeutique pour lutter contre la RPM.

THESIS ABSTRACT

Preterm premature rupture of membranes is a pregnancy complication responsible for 30% of all
preterm births. This pathology seems more and more to be the consequence of an early process runaway
activation usually implicated in the physiologic rupture at term called sterile inflammation. This phenomenon is
dependent on some specific molecules called “alarmins” or “Damage-Associated Molecular Patterns” (DAMPs)
recognized by Pattern Recognition Receptors (PRRs) leading to a microbial-free inflammatory response.
However, it remains unclear how exactly this activation works, and which receptor translates this sterile
inflammatory signaling in fetal membranes (FM) to manage a successful physiological rupture not before 37
weeks. In this context, we focused our work on one actor of the sterile inflammation (member of PRR family),
the Receptor for Advanced End-Glycation products (RAGE).

Following the realization of the RAGE axis members’ ontogenesis into FM, our first objective was to to evaluate
the implication of RAGE axis in the arising of fetal membranes inflammation in a physiological context. Here, we
revealed differential expression profile of RAGE axis actors in the different zones of the FM, especially an
overexpression of RAGE inside the rupture zone. This work demonstrated also that alarmins HMGB1 and AGEs
led to an inflammatory response in FM involving RAGE pathway.Then, we focused on the RAGE activation in a
pathological context: the maternal tobacco smoking, a well-described risk factor of the pPROM. Our results have
demonstrated the RAGE implications in the pro-inflammatory response in amniotic epithelial cells exposed to a

Cigarette Smoke Condensate.

All this work strongly supports the role of RAGE in FM physiopathological weakening. These data could help to
the future development of news strategies of diagnosis and therapeutics to fight against pPROM.



