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Résumé 

 La pƌĠĠĐlaŵpsie est uŶe ŵaladie fƌĠƋueŶte de la gƌossesse, ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ l͛appaƌitioŶ de 

novo d͛uŶe hǇpeƌteŶsioŶ et d͛uŶe pƌotĠiŶuƌie à paƌtiƌ de la ϮϬème
 seŵaiŶe d͛aŵĠŶoƌƌhĠe. Ces 

sǇŵptôŵes s͛aggƌaǀeŶt au loŶg de la gƌossesse, ĐoŶduisaŶt ĠǀeŶtuelleŵeŶt à la ŵoƌt ŵateƌŶelle eŶ 

l͛aďseŶĐe de  pƌise eŶ Đhaƌge ŵĠdiĐalisĠe. La thĠƌapeutiƋue dĠfiŶitiǀe l͛eǆtƌaĐtioŶ du plaĐeŶta, et 

doŶĐ du fœtus, Đe Ƌui iŶduit uŶe importante prématurité iatrogène. Les causes restent mal définies, 

ŵais il est ďieŶ adŵis Ƌue des aŶoŵalies au Ŷiǀeau de la ŵise eŶ plaĐe du plaĐeŶta soŶt au Đœuƌ de 

sa phǇsiopathologie. UŶ dĠfaut d͛iŶǀasioŶ tƌophoďlastiƋue des aƌtğƌes spiƌalĠes utĠƌiŶes semble être 

une constante de la maladie.  

Des doŶŶĠes ĠpidĠŵiologiƋues dĠŵoŶtƌeŶt Ƌu͛il eǆiste uŶe foƌte ĐoŵposaŶte gĠŶĠtiƋue 

dans la prééclampsie, et en 2005, un clonage positionnel  dans des familles hollandaises, aboutit à 

l͛ideŶtifiĐatioŶ de STOX1 comme le premier gène lié à cette maladie. STOX1 code un facteur de 

tƌaŶsĐƌiptioŶ iŶteƌǀeŶaŶt daŶs le ĐoŶtƌôle de la pƌolifĠƌatioŶ et de  l͛iŶǀasioŶ des tƌophoďlastes. DaŶs 

Ŷotƌe laďoƌatoiƌe, l͛Ġtude de STOXϭ a ĠtĠ iŶitiĠe paƌ suƌeǆpƌessioŶ daŶs des Đellules de 

ĐhoƌioĐaƌĐiŶoŵe huŵaiŶ ;ŵodğle de tƌophoďlastesͿ suiǀie d͛uŶe aŶalǇse tƌaŶsĐƌiptoŵiƋue. Celle-ci a 

ƌĠǀĠlĠ Ƌue les altĠƌatioŶs d͛eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue oďseƌǀĠes suite à la suƌeǆpƌessioŶ de STOX1 étaient 

significativement corrélées à celles trouvées dans des placentas prééclamptiques. La création de 

souris transgéniques exprimant la version humaine de STOX1 sous le ĐoŶtƌôle d͛uŶ pƌoŵoteuƌ 

ubiquitaire a alors été entreprise.  

Mes travaux de thèse ont principalement consisté à caractériser le phénotype de ces souris. 

Nous avons décidé de croiser des mâles transgéniques avec des souris sauvages afin de limiter 

l͛eǆpƌessioŶ du tƌaŶsgğŶe à l͛uŶitĠ fœto-placentaire. Ces souris sauvages développent au cours de 

leur gestation une hypertension sévère, et une protéinurie. Elles constituent donc un nouveau 

ŵodğle de pƌĠĠĐlaŵpsie. De plus, Ŷous aǀoŶs oďseƌǀĠ des aŶoŵalies Ƌue l͛oŶ tƌouǀe ĠgaleŵeŶt Đhez 

les patientes : une fibrose rénale, une élévation des taux sériques de facteurs pro-angiogéniques (le 

récepteur soluble du VEGF et l͛eŶdogliŶe soluďleͿ. Ces souƌis oŶt ĠgaleŵeŶt des ŵaƌƋueuƌs 

d͛hǇpeƌtƌophie ĐaƌdiaƋue, attestaŶt de l͛iŵpaĐt sĠǀğƌe de l͛hǇpeƌteŶsioŶ.  

Pour mieux comprendre comment STOX1 peut induire ce syndrome, nous avons étudié son 

impact dans le modèle cellulaire surexprimant STOX1 et nous avons pu montré une altération de la 

gestion du stress oxydatif et de la fonction mitochondriale.  

En conclusion, nous avons obtenu et caractérisé un modèle de prééclampsie sévère, le seul 

existant montrant un phénotype hypertensif très marqué et très précoce. Ce modèle est un outil 

puissant pour découvrir de nouvelles voies impliquées dans la physiopathologie de la prééclampsie, 

pour rechercher de potentiels marqueurs diagnostiques précoces, tester des approches 

thérapeutiques innovantes et explorer les mécanismes responsables des conséquences à long terme 

de la prééclampsie.  
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I. Généralités 

Le placenta est un organe transitoire d’échanges physiologiques entre un organisme et 

sa descendance. Le placenta existe sous des formes variées au sein des êtres vivants. Il est 

retrouvé au sein de nombreux taxons, dans le règne animal et dans le règne végétal. Ainsi, 

il est décrit chez les plantes à fleurs dans lesquelles il se définit comme la partie de la surface 

d'un carpelle sur laquelle sont insérés les ovules (Larousse.fr - Dictionnaires). Il existe 

également chez certaines espèces d’invertébrés comme les scorpions et chez des vertébrés non 

mammaliens tels que certaines espèces de requins (Sélaciens Pleurobranches Figure 1) 

(Kaufmann, 1991).  

 

Figure 1 :  L’arbre phylogénétique des vertébrés simplifié  
D’après l’institut français de l’éducation (1 : Agnathes, 2 : Chondrychtiens) 
http://acces.ens-lyon.fr/evolution/logiciels/phylogene/telechargements-enseignants/arbres-de-reference 

Chez les amniotes (Figure 1), il y a quatre membranes fœtales :  

- l’amnios, d’origine ectodermique, entoure la cavité amniotique et protège le fœtus des 

chocs mécaniques ;  

- le sac vitellin dérivé de l’endoderme et du mésoderme extra-embryonnaire constitue 

une réserve nutritive pour l’embryon, il entoure l’œuf chez les oiseaux et chez certains 

reptiles;  

http://acces.ens-lyon.fr/evolution/logiciels/phylogene/telechargements-enseignants/arbres-de-reference
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- l'allantoïde, d’origine endodermique, est une extension de la vessie embryonnaire, 

dérivant elle-même du sinus urogénital et stocke les produits d'excrétion ;  

- le chorion, formé par du mésoderme extra-embryonnaire et une couche de 

trophoblaste, est responsable des sécrétions endocrines (Figure 2). Le chorion peut fusionner 

avec le sac vitellin pour former le placenta chorio-vitellin ou avec l'allantoïde pour former le 

placenta chorio-allantoïde, suivant les espèces de mammifères et/ou les périodes de la 

gestation.  

 

Figure 2 :  L’origine des tissus primitifs chez les mammifères 
Adapté de Developmental Biology (Gilbert and Singer, 2010)  

Le placenta chorio-vitellin est un type de placenta dans lequel les villosités choriales 

sont irriguées par des vaisseaux vitellins dont l’origine est la vésicule vitelline lorsqu'elle 

entre en contact avec le chorion. C’est le type de placenta de la plupart des marsupiaux 

(Figure 3). Le placenta chorio-vitellin permet non seulement des échanges nutritifs et gazeux, 

mais également une reconnaissance maternelle (immunitaire) au cours de la grossesse et il 

sécrète en outre de nombreuses hormones (Renfree, 2010; Wildman et al., 2006). Il convient 

de noter que le blastocyste des marsupiaux n’a pas de masse cellulaire interne, et qu’on ne 

connait chez ces espèces ni les signaux, ni les gènes qui vont déterminer le devenir des 

différentes cellules (Renfree, 2010).  
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Figure 3 :  Le placenta chorio-vitellin du wallaby Macropus eugenii  
Adapté de (Renfree, 2010)  

Le placenta chorio-allantoïde est défini par la participation de l’allantoïde vascularisée 

pour l’établissement de la circulation fœto-maternelle. La vésicule allantoïdienne est une 

extension de l’intestin embryonnaire. Ce placenta est caractéristique de tous les mammifères 

euthériens (mais pas seulement, puisqu’il est également retrouvé chez les saurophidiens –dont 

les lézards et les serpents) (Ferner and Mess, 2011). En général, les placentas allantoïdiens 

envahissent plus profondément l'endomètre utérin. 

Par la suite, nous nous intéresserons plus particulièrement aux placentas chorio-

allantoïdes des mammifères euthériens. On estime l’apparition de ce type de placenta à 

environ 160 milliard d’années, au cours du Jurassique (Luo et al., 2011).  

II. Les différents types de placenta des mammifères 
euthériens 

Il existe également une grande variété de formes placentaires chez les mammifères 

euthériens. Les différents types de placenta ont ainsi été décrits selon divers critères 

morphologiques : la forme globale du placenta, l’interdigitation des tissus maternels et 

fœtaux, ou encore la profondeur de l’invasion des trophoblastes au sein du tissu maternel 

utérin.  

Ainsi, concernant la forme globale du placenta (Figure 4), on distingue les placentas 

diffus (porc, cheval) offrant une très large surface d’échange ; cotylédonaires (ruminants), 

avec des amas indépendants ; zonaires (félins) ; discoïdes (primates, souris) en forme de 

disque avec une face lisse du côté fœtal et une face irrégulière du côté maternel. On peut 

remarquer que dans le cas de l’espèce humaine, la face maternelle est creusée de sillons qui se 

croisent et délimitent des formes carrées nommées lobes placentaires (constitués d’un groupe 

de villosités séparés par des cloisons incomplètes), on dit que le placenta humain est pseudo-

cotylédoné (ces lobes n’étant pas indépendants les uns des autres).  

 

Figure 4 :  Forme globale des placentas des mammifères euthériens 
Adapté d’après Embryologie humaine (Universités de Fribourg, Lausanne et Berne, 2005)  
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La surface de contact restreinte entre la mère et l'enfant peut être augmentée par une 

interdigitation intense. L’interdigitation peut être plissée (porc), lamellaire, villeuse (homme), 

trabéculaire ou labyrinthique  (souris).  

Les mécanismes d'échange materno-fœtaux, tels que diffusion, transport de solutés et 

transport vésiculaire actif sont influencés par l'épaisseur des couches tissulaires séparant 

l'embryon de la mère. Cette barrière tissulaire sera d'autant plus mince que le trophoblaste 

pénétrera de manière invasive dans la muqueuse utérine. Elle constitue la barrière hémato-

placentaire. Il en existe 3 types histologiques : épithéliochoriale, endothéliochoriale et 

hémochoriale (Figure 4).  

 

Figure 5 :  Les différents types de barrières hémato-placentaires 
Adapté de La reproduction chez les mammifères et l'homme (Thibault and Levasseur, 

2001) 

Du côté fœtal sont invariablement présents, l'endothélium fœtal, le mésenchyme 

allantoïdien et le trophoblaste. Du côté maternel en revanche, la composition est variable. Soit 

l'épithélium utérin est intact (placenta épithéliochorial), soit seul l'endothélium des vaisseaux 

maternels est intact (placenta endothéliochorial), soit comme c'est le cas chez l'homme, les 

deux font défaut (placenta hémochorial). 

Dans le placenta hémochorial, le trophoblaste est en contact direct avec le sang 

maternel (Aplin, 1991). Et là encore, il y a une subdivision en fonction du nombre de couches 

cellulaires séparant la circulation fœtale de la circulation maternelle (Figure 5). Ainsi, dans 

l’espère humaine, on parle de placenta hémomonochorial car à la fin de la grossesse, il n’y a 

plus qu’une couche de syncytiotrophoblaste séparant les deux circulations. Chez la souris, on 

dit que le placenta est hémotrichorial  car trois couches de trophoblastes séparent les deux 

circulations.  

Dans les placentas endothéliochoriaux et hémochoriaux, il y a une invasion plus 

marquée, avec la disparition de l’épithélium de l’endomètre maternel. L’endomètre maternel 

va se modifier au niveau du site d’implantation et devenir la décidue, qui sera expulsée lors de 

la délivrance. Le placenta est alors désigné comme décidual.  
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Comme les marsupiaux ont un placenta peu invasif de type épithéliochorial, on 

pourrait penser que le placenta chorio-allantoïdien ancestral était également de 

type épithéliochorial. Cependant, une étude récente basée sur la phylogénétique moléculaire et 

la phylogénie comparative placentaire tend à montrer que le placenta de l’ancêtre commun 

aux mammifères euthériens était hémochorial, de forme discoïde et avec une interdigitation de 

type labyrinthique (Wildman et al., 2006). Ainsi, les critères morphologiques utilisés dans la 

description des placentas ne correspondent pas à des critères évolutifs et différentes 

caractéristiques semblent être apparues de manière indépendante et répétée au cours de 

l’évolution des mammifères euthériens.  

III. Le développement du placenta humain 

1. De la fécondation au blastocyste 

La fécondation proprement dite est l’ensemble des phénomènes qui résultent de la 

rencontre d’un gamète mâle (spermatozoïde) avec un gamète femelle (ovocyte II ). Cette 

rencontre est précédée de la différenciation cellulaire des cellules de la lignée germinale 

(gamétogénèse) et d’un long cheminement des gamètes dans les voies génitales (Figure 6). 

Les gamétogénèses mâle et femelle ne seront pas détaillées ici mais elles ont été bien décrites 

dans Human Reproduction (Baggott, 1997). Il est cependant important de comprendre que, 

d’une part, les spermatozoïdes subissent un ensemble de maturations dans les voies génitales 

mâles (épididyme, canal déférent, canal éjaculateur et urètre) puis femelles (col de l’utérus, 

cavité utérine, trompes) indispensables à la réussite de la fécondation, notamment grâce à un 

ensemble de mécanismes nommés « capacitation ». D’autre part, au cours de chaque cycle 

menstruel, l’organisme maternel produit un ovule (ovocyte II ayant expulsé son premier 

globule polaire, entouré d’une zone pellucide séquestrant le globule polaire et de cellules du 

cumulus) et se prépare à recevoir un potentiel embryon sous l’effet d’un taux élevé 

d’œstrogènes et une sécrétion croissante de progestérone (phases ovulatoire et lutéale). En 

effet, au niveau de la trompe, il y a une diminution de l’épaisseur de l’épithélium, une 

activation des mouvements ciliaires, une contraction des muscles lisses ainsi qu’une 

accentuation de la vascularisation (ces modifications permettent de faciliter la migration de 

l’œuf, s’il y a eu fécondation) ; il y a également des modifications de l’endomètre (voir partie 

III -2) qui le rendent propice à la nidation de l’œuf, quelques jours plus tard (Baggott, 1997).  
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Quelques centaines spermatozoïdes seulement (sur les 100 millions éjaculés environ) 

arrivent à proximité de l’ovocyte ; ceux-ci doivent tout d’abord traverser les cellules du 

cumulus et la zone pellucide qui entourent l’ovocyte convoité. Cette traversée peut être 

réalisée grâce à la réaction acrosomique, durant laquelle les spermatozoïdes libèrent 

plusieurs types d’enzymes stockées dans leurs acrosomes (situés à la tête des 

spermatozoïdes) : les hyaluronidases digèrent la matrice extracellulaire (acide hyaluronique) 

agrégeant normalement les cellules du cumulus, et des enzymes protéolytiques (telles que 

l’acrosine) fragilisent la structure de la zone pellucide. Cette réaction est accompagnée d’une 

hyperactivation des spermatozoïdes qui se traduit par une plus grande motilité grâce à une 

plus grande ampleur des mouvements latéraux du flagelle, facilitant ainsi leur passage. S’en 

suit une étape d’adhésion/fusion, pour laquelle deux protéines sont indispensables : CD9 sur 

l’ovocyte et IZUMO-1 sur le spermatozoïde (Inoue et al., 2005; Ziyyat et al., 2006). Le 

mécanisme de fusion des membranes gamétiques reste cependant un grand mystère. Suite à la 

pénétration du spermatozoïde dans l’ovocyte, une réaction corticale se produit avec une 

sécrétion vésiculaire importante, ayant comme résultat d’empêcher d’autres spermatozoïdes 

de pénétrer dans l’ovocyte (monospermie) (Ghetler et al., 1998; Sengoku et al., 1999). 

L’ovocyte va alors reprendre sa méiose puis les pronoyaux mâle et femelle vont se 

décondenser, se répliquer et fusionner. La première division de l’œuf peut alors se faire 

(environ 24h après la fusion des deux gamètes).  

 

Figure 6 :  Le trajet et la rencontre des gamètes dans les voies génitales féminines 
Adapté d’après Bio Web : cours de bio en ligne (Boseret, 2010) 

Le zygote va alors migrer dans la trompe tout en continuant à se diviser : c’est la 

segmentation. Ainsi, les 2 cellules (appelées blastomères) vont en donner 4 puis 8, 16, 32 et 

au 4ème jour de développement, on atteint les 64 cellules, c’est le stade morula.  

Entre le 4ème jour et le 5ème jour de développement, la zone pellucide va disparaitre et 

du liquide va s’infiltrer, ce qui va créer une cavité : le blastocœle. Au 6ème jour, l’embryon est 

alors au stade blastocyste. On peut alors distinguer la masse cellulaire interne qui donnera 

notamment l’embryon, des cellules en périphérie qui s'organisent en épithélium, constituant le 

trophectoderme (dont les cellules sont des trophoblastes). Le destin vers l’un ou l’autre de 

ces types cellulaires semble être sous la dépendance de facteurs transcriptionnels, dont le 

rôle et les mécanismes d’action ont été bien établis chez la souris. Chez l’homme, ces facteurs 
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ont été mis en évidence dans le trophectoderme (CDX2) ou dans la masse cellulaire interne 

(OCT4, NANOG) au niveau messager (ARN) et protéique (Adjaye et al., 2005; Niakan and 

Eggan, 2012). Toutefois, leur nécessité pour cette différenciation initiale n’est pas encore 

clairement démontrée. 

Il est important de noter que le bon déroulement de l’ensemble des étapes décrites ci-

dessus, ainsi que celles de la nidation, l’implantation et la placentation (qui seront décrites 

plus loin) est essentiel à la reproduction et qu’une anomalie dans l’une ou l’autre de ces étapes 

peut être responsable d’une hypofertilité ou d’une infertilité.  

2. L’endomètre et l’accueil du blastocyste 

À chaque cycle menstruel, l’endomètre se prépare à accueillir une éventuelle 

grossesse. Ainsi, sous l’influence de l’œstradiol (1ère partie du cycle), il y a une phase 

proliférative puis sous l’influence de la progestérone (après l’ovulation), il y a une phase 

sécrétoire (chimio-attraction de l’éventuel blastocyste). Ces modifications permettent de 

définir une « fenêtre d’implantation » qui dure environ 4 jours chez la femme (soit 6 à 10 

jours après l’ovulation). Cette fenêtre d’implantation est finement contrôlée par l’expression 

coordonnée de chimiokines, de métalloprotéases, de molécules d’adhésion, de facteurs de 

croissance et de cytokines pro-inflammatoires (Merviel et al., 2010).  

Lorsqu’il y a eu fécondation et que le blastocyste s’appose à l’endomètre, on parle de 

réaction déciduale, qui se caractérise par la transformation de l’endomètre en décidue. Cette 

transformation est la somme des modifications ayant lieu à chaque cycle menstruel, et de 

celles induites par la présence du blastocyste, leurs spécificités (en fonction de la présence ou 

de l’absence du blastocyste) n’étant pas toujours très claires. Elles sont principalement sous 

contrôle hormonal : du coté meternel, le 17-ȕ-œstradiol et la progestérone, et du coté fœtal, 

l’hormone chorionique gonadotrope sécrétée par le syncytiotrophoblaste, dérivé du 

trophectoderme. Ces modifications semblent être également influencées par l’environnement 

immunitaire , qui est fortement modifié suite à un rapport sexuel (impact du liquide séminal 

et des spermatozoïdes) (Remes Lenicov et al., 2012; Robertson, 2005; Robertson et al., 

2011; Sharkey et al., 2007, 2007, 2012). Par exemple, l’équipe de Sarah Robertson a 

démontré récemment que le plasma séminal, riche en protéines membres de la famille du 

TGF  jouait un rôle pivot dans l’activation inflammatoire du tissu utérin. De plus, une série 
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de travaux au cours des dix dernières années montre que l’activation inflammatoire  de 

l’utérus (provoquée suite à une blessure au niveau de l’endomètre, par exemple) joue un rôle 

prépondérant dans la réussite de l’implantation (revue par Almog et al., 2010; Dekel et al., 

2010; Gnainsky et al., 2010; Huang et al., 2011; Kalma et al., 2009). A noter que le 

TGF  est un acteur essentiel de la transformation des cellules T naïves en cellules T 

régulatrices (Jhunjhunwala et al., 2012; Zhang et al., 2010). 

Au niveau de l’endomètre, on observe différentes modifications : les vaisseaux de 

l’endomètre deviennent congestifs et dilatés, les glandes endométriales se développent (avec 

une sécrétion riche en glycogène et en mucus) et la paroi utérine devient localement 

œdémateuse. Il y a également une augmentation de la vascularisation locale, avec une 

spiralisation des vaisseaux. La matrice extracellulaire endométriale subit également des 

modifications qui concourent à la rendre plus perméable à l’invasion trophoblastique 

(hydratation, changement de type de collagène, apparition de protéoglycanes).  

Pendant la fenêtre d’implantation, les intégrines α1ȕ1 (récepteur au collagène), α5ȕ1 

(récepteur à la fibronectine) et αVȕγ (récepteur à la vitronectine) sont toutes les trois 

exprimées sur l’épithélium de l’endomètre. D’après des expériences in vitro, le blastocyste 

stimule l’expression de αVȕγ via l’interleukine IL-1 (Lessey et al., 1996; Simón et al., 

2000). Ces cellules épithéliales expriment également de façon importante la mucine MUC-1, 

une glycoprotéine qui aurait un rôle inhibant l’adhésion et serait d’après des expériences in 

vitro induite lors de l’apposition du blastocyste ; celui-ci serait alors capable d’inhiber MUC-

1, on le dit ainsi compétent (Meseguer et al., 2001). Ces protéines interviennent dans le 

contrôle de l’adhésion, de la migration et de l’invasion au cours de l’implantation et de la 

placentation (Staun-Ram and Shalev, 2005).  

La sécrétion de protéines par l’épithélium glandulaire, comme la glycodéline, 

participe notamment à la tolérance (Scholz et al., 2008; Soni and Karande, 2010). Les 

cellules stromales vont augmenter en taille et se différencier en volumineuses cellules 

déciduales. Elles produisent alors un grand nombre de facteurs de croissance et de 

régulateurs de ces facteurs : notamment l’Epidermal Growth Factor (EGF), le Fibroblast 

Growth Factor (FGF), le Transforming Growth Factor ȕ (TGF-ȕ) et l’Insulin-like Growth 

Factor Binding Proteins 1 (IGFBP-1). Elles sécrètent également des hormones telles que la 

prolactine et la rénine (Healy, 1991). L’ensemble de ces sécrétions participe à la prolifération 

cellulaire et à la néoangiogénèse utérine.  



 

21 

 

Pendant la fenêtre d’implantation, le tissu endométrial subit également une infiltration 

lymphoïde (macrophages, lymphocytes, cellules NK, basophiles). Une régulation des cellules 

Natural Killer utérines (uNK)  semble être essentielle à l’implantation, puisqu’un défaut ou 

un excès en uNK a été observé chez des patientes avec un échec d’implantation suite à une 

fécondation in vitro (FIV) (Sifer and Poncelet, 2011). Leurs recrutements dépendent 

notamment de la prolactine sécrétée par les cellules décidualisées (Carlino et al., 2008). Ces 

cellules de l’immunité sécrètent des cytokines qui jouent un rôle primordial dans la tolérance 

immunitaire de la grossesse, l’implantation et le contrôle de l’invasion profonde (décrite à la 

partie III-5) (Eastabrook et al., 2008).  

3. L’implantation et la mise en place des villosités choriales 

Après l’apposition du blastocyste (Figure 7, a) sur l’endomètre maternel, qui a lieu 

environ 6 jours après la fécondation dans l’espèce humaine, le trophoblaste prolifère et se 

différencie en deux types cellulaires : le syncytiotrophoblaste primitif en périphérie formant 

une couche multinucléée sans limites cellulaires distinctes (syncytium) et le cytotrophoblaste 

sous-jacent, composé de cellules mononucléées, dont la fusion alimente le 

syncytiotrophoblaste. Cette fusion est favorisée notamment par l’expression d’ERVWE1, un 

gène issu d’un rétrovirus endogène codant pour la Syncytin 1, une glycoprotéine membranaire 

(Cáceres and Thomas, 2006), dont l’interaction avec la connexine 4γ conditionne la fusion 

(Dunk et al., 2012). Aux environs de 7-8 jours, ce syncytiotrophoblaste primitif s’infiltre 

entre les cellules épithéliales de la muqueuse utérine : c’est l’implantation  (Figure 7, b). 

Cette implantation est de type interstitiel, le complexe embryonnaire pénétrant entièrement 

dans le tissu conjonctif maternel hautement vascularisé. Le syncytiotrophoblaste prolifère 

rapidement, en synthétisant des enzymes protéolytiques qui lysent les tissus endométriaux, ce 

qui permet la pénétration de l’ensemble du blastocyste dans l’épaisseur de l’endomètre 

(Figure 7, c). Cette lyse de l’endomètre va engendrer une réaction inflammatoire locale, ce 

qui va déclencher la réaction déciduale (décrite dans le paragraphe III -2).  

 

 

Figure 7 :  Le développement précoce chez l’humain 
Adapté d’après Embryologie Humaine – Le site (Rabineau et al., 2004) 

http://cvirtuel.cochin.univ-paris5.fr/embryologie/Accueil/Accueil.htm
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Au cours de la première semaine, l’embryon se nourrit par simple diffusion. Mais par 

la suite, sa croissance reposera sur la performance de la circulation utéro-placentaire, dont la 

mise en place débute à partir de 9 jours. Cette circulation repose sur l’unité structurale et 

fonctionnelle du placenta : la villosité choriale. Tout d’abord, des lacunes trophoblastiques 

commencent à se former au sein du syncytiotrophoblaste grâce à la confluence de vacuoles 

extra-cytoplasmiques : c’est le stade lacunaire (Figure 7, c). Entre 10 et 12 jours, les lacunes 

trophoblastiques vont former des réseaux intercommunicants qui forment l’ébauche des 

espaces intervilleux du placenta. Le syncytiotrophoblaste érode les capillaires du stroma 

maternel, ce qui permet une infiltration de ce réseau lacunaire (Figure 7, c). Cela crée une 

circulation utéro-placentaire primitive (il est important de noter qu’il s’agit de la 

circulation d’un infiltrat sans hématies maternelles, ce qui sera détaillé plus loin). Cette 

microcirculation permet notamment le passage de l’hormone Chorionique Gonadotrope 

(hCG) sécrétée par le syncytiotrophoblaste vers la circulation sanguine maternelle. La 

sécrétion d’hCG est aussi utilisée pour détecter la grossesse grâce à une prise de sang ou un 

test urinaire.  

Vers 13-14 jours, le cytotrophoblaste va s’infiltrer dans les travées du 

syncytiotrophoblaste, formant les villosités primaires (Figure 8, a) (Castellucci et al., 

1990). Du mésenchyme allantoïdien dérivé du mésoderme extra-embryonnaire extra 

cœlomique (Figure 7, d) va ensuite s’infiltrer dans ces villosités, qui deviennent alors 

secondaires (Figure 8, b). Au sein de ce mésenchyme, vers 17-19 jours, des angioblastes se 

différencient en tissu conjonctif mésenchymateux et en îlots vasculo-sanguins primitifs, sous 

l’effet du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), du PlGF (Placental Growth Factor) et 

de l’angiopoïétine sécrétés par les cytotrophoblastes (Zhou et al., 2003). Ces sécrétions sont 

dépendantes de l’état physiologique hypoxique (ppOβ ≈ γ%) des villosités à ce stade (Burton 

et al., 2009). Ces processus de vasculogénèse et d’angiogénèse donnent naissance aux 

premiers capillaires et aux premières cellules sanguines fœtales (érythroblastes) au sein de 

l’axe mésenchymateux nouvellement formé. Peu après, les vaisseaux sanguins 

s’anastomosent avec les vaisseaux ombilicaux de l’embryon. Les villosités contenant des 

vaisseaux sanguins différenciés sont appelées villosités tertiaires (Figure 8, c). Les 

cytotrophoblastes situés au sommet des villosités proliférèrent et referment les chambres 

intervilleuses en formant la coque cytotrophoblastique (Figure 8, c), qui sépare le 
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syncytiotrophoblaste de la muqueuse utérine. Au cours de ce développement villositaire, il y a 

une importante ramification et deux types de villosités choriales se forment : les villosités 

flottantes, qui flottent dans la chambre intervilleuse, et les villosités crampons, qui sont 

ancrées sur la caduque inter-utéro-placentaire (Figure 9, a).  

 

Figure 8 :  Le développement des villosités choriales 
Adapté d’après Embryologie Humaine – Le site (Rabineau et al., 2004) 

 

Ainsi, vers la fin de la 3ème semaine de grossesse, les villosités placentaires sont 

fonctionnelles. Elles sont constituées de leur axe de tissu conjonctif contenant les cellules 

mésenchymateuses et les vaisseaux embryonnaires. Cet axe est entouré par une couche interne 

de cytotrophoblastes villeux prolifératifs et d’une couche externe de syncytiotrophoblaste 

proliférant peu . La barrière placentaire est alors constituée de quatre couches tissulaires : 

l'endothélium capillaire des villosités, le tissu conjonctif lâche qui en occupe l'axe, les 

cytotrophoblastes villeux et le syncytiotrophoblaste (Figure 9, b : coupe de villosité choriale 

au 1er trimestre). Le système permettant la circulation utéro-placentaire proprement dite est 

ainsi mis en place (mais ne sera réellement effectif qu’à 1β semaines).  

 

Figure 9 :  Les villosités choriales au 1er trimestre de grossesse 
Adapté d’après Embryologie Humaine – Le site (Rabineau et al., 2004) 

4. L’invasion profonde (de la 3ème à la 12ème semaine de grossesse) 

Certaines cellules cytotrophoblastiques ne font pas strictement partie de l’arbre 

villositaire, ce sont les cytotrophoblastes extravilleux (CEV, Figure 10, a), ainsi retrouvés 

au sommet des villosités crampons (coques cytotrophoblastiques accolées à la muqueuse 

utérine), dans la décidue ou encore dans la paroi des vaisseaux maternels. Au sommet des 

villosités crampons, les CEV sont prolifératifs et groupés en colonne. Certains CEV vont 

progressivement perdre leur caractère prolifératif et migrer pour envahir l’endomètre maternel 

en interagissant avec les cellules déciduales et les cellules immunocompétentes intra-

déciduales, telles que les cellules uNK. Ces interactions semblent jouer un rôle clé dans 

http://cvirtuel.cochin.univ-paris5.fr/embryologie/Accueil/Accueil.htm
http://cvirtuel.cochin.univ-paris5.fr/embryologie/Accueil/Accueil.htm
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l’immunotolérance de l’hémi-allogreffe que constitue le fœtus (voir partie V-3). Les CEV 

migrent également dans la décidue et dans le premier tiers du myomètre, produisant ainsi une 

invasion particulièrement profonde. Ces CEV sont dits CEV interstitiels . Certains de ces 

CEV vont persister dans la paroi utérine et terminer leur migration en se différenciant en 

cellules géantes bi- ou tri-nucléées, dont le rôle demeure mystérieux. Ces cellules géantes 

libéreraient des vasodilatateurs (notamment oxyde nitrique, NO, et monoxyde de carbone, 

CO), agissant sur les artères utérines spiralées (Lyall, 2003, 2005). D’autres CEV migrent 

plus spécifiquement au niveau des artérioles maternelles et forment des bouchons 

intraluminaux  (Figure 10, a), ce qui créé une obstruction de la lumière artérielle. Il en 

résulte l’absence d’hématies maternelles dans la chambre intervilleuse jusqu’à la 10ème 

semaine de grossesse (la chambre intervilleuse contient alors un infiltrat sans élément figuré 

sanguin). Cet environnement hypoxique (environ 3% de pression partielle en Oxygène, 

ppO2) est considéré comme physiologique (Carbillon et al., 2001; James et al., 2006). 

Cette hypoxie est probablement nécessaire pour deux raisons principales : 1) limiter l’afflux 

d’oxygène vers l’embryon qui n’a pas encore synthétisé la machinerie permettant la 

destruction des radicaux libres de l’oxygène pour ainsi le protéger des effets tératogènes de 

ces radicaux libres pendant la phase d’organogénèse ; et 2) permettre la prolifération rapide 

des cellules trophoblastiques dont les divisions sont induites dans une situation d’hypoxie 

(Mondon et al., 2005).  

 

Figure 10 :  Les cytotrophoblastes extravilleux (CEV) 
Adapté d’après (Alsat et al., 1999) 

Cependant le maintien de cette hypoxie physiologique conduit à la désagrégation 

progressive des bouchons, et permet une augmentation progressive de la ppO2 jusqu’à 

environ 10-12% à la fin du 1er trimestre de la grossesse (Rodesch et al., 1992). Cette 

augmentation va constituer un signal de différentiation qui va rendre les CEV interstitiels et 

ceux des bouchons invasifs. Les CEV invasifs vont ainsi migrer de façon spécifique vers les 

parois des artères spiralées utérines qu’ils vont envahir par voie endo- et péri-vasculaire. Les 

CEV vont ensuite progressivement se substituer aux cellules endothéliales maternelles 

(Figure 10, b) pour se différencier en CEV endovasculaires avec des caractéristiques de 

cellules endothéliales (Aplin, 1991; Damsky and Fisher, 1998). Ceci se fait notamment 

grâce à une apoptose des cellules endothéliales induites par les CEV via des interaction 
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Fas/FasL (Ashton et al., 2005). Au cours de cette invasion, on observe également la 

disparition totale de la tunique musculaire lisse qui est remplacée par une paroi fibreuse atone 

insensible aux molécules vasoactives. Ce n’est qu’à partir de 12 semaines post-fécondation, 

que la circulation utéro-placentaire devient réellement fonctionnelle grâce à la dissolution 

des bouchons luminaux (Figure 10, b). Elle constitue alors un système d'échange très 

performant et une mise en contact intime (3 couches cellulaires : l’endothélium embryonnaire, 

les cytotrophoblastes et le syncytiotrophoblaste) des circulations sanguines maternelle et 

fœtale.  

Ainsi, les artères spiralées utérines perdent leurs capacités constrictrices 

caractéristiques, assurant un flux sanguin régulier et abondant, fondamental à la croissance 

fœtale. Cette invasion très profonde, jusqu’au premier tiers du myomètre est spécifique de 

l’espèce humaine, et pourrait être lié aux besoins particulièrement importants de la 

croissance cérébrale du fœtus, qui drainent environ 50% des besoins en oxygène contre 

environ 20% dans les autres espèces de mammifères (Robillard et al., 2002).  

5. Le contrôle de l’invasion profonde 

L’invasion profonde par les trophoblastes extravilleux, essentielle à la croissance 

fœtale et donc à la grossesse, est finement contrôlée par différents mécanismes : une 

régulation spatio-temporelle des molécules d’adhésion et des métalloprotéases, et une 

régulation par la tension en oxygène. C’est sans doute le bon fonctionnement de ces 

régulations qui font de l’invasion cytotrophoblastique un exemple unique d’invasion 

« pseudotumorale » contrôlée. Une comparaison de ce contexte et du contexte tumoral 

permettrait sans doute de déterminer certains des mécanismes menant à une invasion 

incontrôlée (pour revue, voir Louwen et al., 2012).  

La différenciation progressive des cytotrophoblastes extravilleux (CEV) en cellules à 

phénotype invasif semble dépendante de la régulation spatio-temporelle des molécules 

d'adhérence qu’ils expriment (Harris et al., 2009a), telles que les intégrines (qui participent 

à l'adhésion entre les cellules et les constituants de la matrice extra-cellulaire), les cadhérines, 

les immunoglobulines-like et les sélectines. En effet, au cours de l’invasion de la décidue et 

de ses vaisseaux, la différenciation des CEV et l’acquisition de différents phénotypes 

(prolifératif, interstitiel, invasif ou endovasculaire) se traduisent par l’expression de 
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marqueurs cytologiques spécifiques (Figure 11). Le rôle primordial des intégrines de surface 

exprimées par les CEV au cours de leur migration est bien établi (Damsky et al., 1994). 

Ainsi, les cellules prolifératives expriment les intégrines formées par les chaînes α6ȕ4 qui 

n'interagissent pas avec la muqueuse utérine alors qu’en revanche, les cellules interstitielles 

expriment les intégrines α5ȕ1 capables d’interagir avec cette muqueuse. Les CEV 

endovasculaires expriment des molécules d'adhésion de type vasculaire au contact du sang 

maternel telles que VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), PECAM-1 (platelet 

endothelial cell adhesion molecule-1) ou la VE-cadhérine (vascular endothelial-cadherin) 

comme d'authentiques cellules endothéliales (Zhou et al., 1997a). Les CEV changent 

également de récepteurs de surface au cours de leur migration et de l’évolution de leur 

phénotype. Par exemple, les CEV perdent leurs récepteurs à l’EGF au profit du récepteur à 

l’oncogène c-erbB2 à des stades plus invasifs (Jokhi et al., 1994). Au cours de la migration 

des CEV, la décidue est un partenaire indispensable, et lors de la réaction déciduale, des 

modifications essentielles de la matrice extracellulaire de l’endomètre ont lieu (voir partie 

III -2). La décidue intervient alors pour guider les CEV par des mécanismes de reconnaissance 

cellule-matrice et produit un certain nombre de facteurs diffusibles qui vont moduler cette 

invasion, tels que le facteur de croissance EGF ou le régulateur du facteur de croissance IGF-

1, l’IGFBP-1. Ce dernier peut interagir avec les CEV interstitiels grâce aux intégrines α5ȕ1 

(Jones et al., 1993). 

 

Figure 11 :  Les molécules d’adhésions exprimées par les trophoblastes à l’interface 
fœto-maternelle 

Adapté d’après (Aplin et al., 2009; Harris et al., 2009a) 
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Afin de progresser au sein de la décidue, les cytotrophoblastes sécrètent des enzymes 

protéolytiques qui solubilisent la matrice maternelle, et la rendent ainsi plus perméable. 

L’efficacité de l'invasion dépend donc de la capacité des CEV à sécréter ces facteurs (Cohen 

and Bischof, 2007). Il s'agit notamment des métalloprotéases matricielles (MMP) de type 

collagénases et gélatinases et des activateurs du plasminogène de type uPA (urokinase 

plasminogen activator) et t-PA (tissue plasminogen activator) (Multhaupt et al., 1994; 

Polette et al., 1994). Les CEV synthétisent également des inhibiteurs spécifiques de ces 

protéases, respectivement les TIMP (tissue inhibitors of metalloproteases), PAI-1 

(Plasminogen Activator Inhibitor-1 ou SERPINE1) et PAI-2 (Plasminogen Activator 

Inhibitor-2 ou SERPINB2), permettant une autorégulation du système et empêchant une 

protéolyse excessive (Eastabrook et al., 2008; Graham and Lala, 1991; Huppertz et al., 

1998). Le type de MMP synthétisées et activées par les CEV est différent suivant le stade de 

différenciation des CEV au sein de la décidue. Ainsi, la MMP-9 (gélatinase B) remplace 

progressivement la MMP-2 (gélatinase A) à des étapes plus invasives. Parallèlement, les CEV 

interagissent avec les diverses cellules intra-déciduales (cellules épithéliales, fibroblastes, 

macrophages, lymphocytes et uNK) ce qui participe à la migration des CEV, notamment du 

fait de la sécrétion de facteurs de croissance et de cytokines. De ce point de vue, les cellules 

immunitaires maternelles jouent un rôle majeur. Ces facteurs solubles, stimulant ou inhibant 

l’invasion, agissent notamment en régulant la synthèse des protéines matricielles, des 

protéases et de leurs inhibiteurs (Eastabrook et al., 2008). Des cytokines au sein de 

l’utérus jouent également un rôle dans la régulation de l’expression des MMP et de leurs 

inhibiteurs tissulaires (TIMPs). Par exemple, le TNFα régule l’expression de MMP-9 

(Bischof, 2001), l’IL-1ȕ régule positivement les MMP-2, MMP-9 et uPA, alors que le TGF-

ȕ1 régule positivement les inhibiteurs TIMP-1 et -2, PAI-1 et -2 (Karmakar and Das, 2002). 

Il a également été montré in vitro que des facteurs dérivés de cellules stromales déciduales 

augmentaient les capacités invasives de lignées cellulaires trophoblastiques et altéraient 

l’expression d’intégrines, de MMP et de TIMPs (Godbole et al., 2011).  

La migration trophoblastique et la différenciation des CEV sont également modulées 

par la tension en oxygène dans l’environnement cellulaire. L’analyse des modalités de 

l’arrivée du sang maternel a mis en évidence une hypoxie physiologique s’interrompant en 

fin de premier trimestre. Avant 10 semaines, l’observation de coupes de placenta montre du 

plasma dépourvu d’hématies circulant dans l’espace intervilleux. Cette situation induit 

localement une faible pression partielle en oxygène (ppO2 à environ 3% ou moins) qui peut 



 

28 

 

déclencher la transcription cellulaire des gènes régulés par l’hypoxie. Au-delà de 10 semaines, 

le sang circule dans l’espace intervilleux, et sa ppO2 ainsi que celle des tissus déciduaux 

s’élève (ppO2 à environ 10-12%). Cette élévation est probablement en rapport avec la 

présence d’hémoglobine et l’augmentation du débit sanguin. L’ouverture des artères utéro-

placentaires, en augmentant la ppO2 dans l’espace intervilleux, semble intervenir dans les 

processus de différenciation des CEV et l’acquisition de leurs caractéristiques phénotypiques 

(molécules de surfaces, MMP exprimées, etc.). Vraisemblablement, en condition hypoxique 

(avant 10 semaines de grossesse), c’est le phénotype non invasif qui s’exprime et les CEV 

prolifèrent . Après 10 semaines, en présence d’une ppO2 plus élevée, les CEV cessent de 

proliférer et acquièrent un phénotype invasif. En effet, des travaux montrent que des explants 

de villosités crampons extraites à 8 semaines d’aménorrhées, cultivés en présence de 2 % 

d’O2 (hypoxie), développent des excroissances produites par la prolifération du 

cytotrophoblaste. À l’inverse, en présence de β0 % d’O2 (hyperoxie), ces excroissances 

n’apparaissent pas et la prolifération cellulaire cesse. De même, in vitro, des travaux montrent 

que le profil des molécules d’adhésion exprimées par le trophoblaste est influencé par 

l’oxygène (Genbacev et al., 1992, 1997; Mondon et al., 2005). L’oxygène apparaît ainsi 

comme un facteur clé dans le mécanisme de la placentation en raison du contrôle qu’il exerce 

sur la transcription de certains gènes.  

Ce contrôle s’effectue grâce à des molécules sensibles à la ppO2. Plusieurs facteurs 

de transcription inductibles par l’hypoxie, HIF-1, -2 et -3 (Hypoxia Inducible Factor -1,-2-3) 

ont été mis en évidence. Dans le cas d’HIF-1, la sous-unité HIF- 1α est stabilisée en hypoxie 

et, après sa translocation dans le noyau, elle forme un hétérodimère avec la sous-unité HIF-1ȕ 

(également appelé ARNT, Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator). La liaison du 

dimère HIF-1 à une séquence régulatrice HRE (Hypoxia Response Element) de l’ADN avec 

d’autres cofacteurs, induit la transcription des gènes sensibles à l’hypoxie. En revanche, 

dans un contexte normoxique, les prolyl-hydroxylases (PHD) sont activées et vont 

hydroxyler les prolines du domaine carboxy-terminal d’HIF1α dès sa sortie du noyau (Lee et 

al., 2004). La forme hydroxylée fixe alors le facteur suppresseur de tumeur de von Hippel-

Lindau (pVHL), qui participe à la formation d’un complexe ayant une activité Eγ-ubiquitine-

ligase (Cockman et al., 2000). L’HIF-1α se lie alors à des ubiquitines et est dégradé par le 

protéasome (Figure 12) (Kallio et al., 1999).  
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Figure 12 :  La régulation dépendante de l’oxygène via HIF1 
Adapté d’après (Carroll and Ashcroft, 2005) 

6. Le placenta de la 4ème semaine au terme 

Au début de la grossesse, les villosités se sont développées dans toutes les directions, 

en formant la sphère choriale. Au sein de cette sphère, les villosités choriales tertiaires se 

ramifient à partir de la 4ème semaine (Figure 12, a) et dans chaque arborescence, une 

différenciation vasculaire a lieu et une unité vasculaire se forme (Figure 12, b). L’axe 

vasculaire est alors constitué d’une veine centrale (vaisseau efférent) et de deux artérioles 

para-centrales (vaisseaux afférents) reliés entre elles par un réseau capillaire sous 

trophoblastique. Ce système vasculaire est lui-même relié aux vaisseaux ombilicaux.  

 

Figure 13 :  La circulation materno-fœtale au cours de la grossesse 
Adapté d’après Embryologie Humaine – Le site (Rabineau et al., 2004) 

À partir de la fin du deuxième mois, les villosités choriales orientées vers la cavité 

utérine vont progressivement dégénérer et cela formera le chorion lisse (couche avasculaire 

constituée d’une seule couche de cytotrophoblaste et de mésenchyme extra-embryonnaire). À 

l’opposé, les villosités faisant face à la paroi utérine continuent à se développer et forment le 

placenta discoïde typique de l’espèce humaine à la fin du 3ème mois (Figure 14). Au cours du 

4ème mois, les cytotrophoblastes villeux cessent de proliférer et disparaissent des villosités 

pour ne subsister que sous la forme de quelques amas de cellules isolées sous le 

syncytiotrophoblaste (Figure 13, c). Le sang maternel n’est alors séparé des vaisseaux fœtaux 

que par une couche trophoblastique (le syncytiotrophoblaste) : le placenta hémomonochorial 

est formé. La coque trophoblastique fait, quant à elle, place à du tissu conjonctif. Des 

cytotrophoblastes confluent alors entre les chambres intervilleuses et constituent les septa 

inter-cotylédonaires qui délimitent les cotylédons apparents sur la face maternelle du placenta 

observables lors de la délivrance.  

 

Figure 14 :  Le placenta à la fin du 3ème mois 
Adapté d’après Embryologie Humaine – Le site (Rabineau et al., 2004) 

http://cvirtuel.cochin.univ-paris5.fr/embryologie/Accueil/Accueil.htm
http://cvirtuel.cochin.univ-paris5.fr/embryologie/Accueil/Accueil.htm
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À la fin de la grossesse, le placenta humain mesure environ 20 cm de diamètre et 3 

cm d’épaisseur, il pèse environ 500 g. L’ensemble des villosités représente une surface de 10 

à 14 m2 et contient un réseau sanguin capillaire de 50 km. Il y a environ 2 à 6 µm entre le 

sang fœtal et le sang maternel. Le débit sanguin maternel est évalué à 500 mL par minute dans 

le placenta.  

IV. Le développement du placenta murin 

La souris est indubitablement le modèle animal mammifère le plus utilisé, 

initialement de par sa petite taille, sa gestation relativement courte (19 jours environ) et la 

taille de ses portées (4 à 12 petits). Dès le début du 20ème siècle, on en réalise ainsi l’élevage 

et différentes lignées sont établies au milieu du siècle (avec un fond génétique stable) (Nagy, 

2003). Les études du développement précoce chez la souris commencent également vers les 

années 1950 avec les premières cultures de blastocystes in vitro (Hammond, 1949; Whitten, 

1956), alors qu’elles étaient auparavant plutôt effectuées chez le lapin (gamètes de taille 

supérieure). De plus, avec la mise au point de la transgénèse (Gordon and Ruddle, 1981; 

Gordon et al., 1980), de l’invalidation de gène (Hooper et al., 1987; Kuehn et al., 1987) 

dans les années 1980, et la disponibilité (publique) de la séquence et de l’assemblage du 

génome murin en 2001 (Lindblad-Toh et al., 2001), la souris est de loin l’outil le plus 

puissant pour déterminer le rôle fonctionnel de gènes du développement en situation 

physiologique ou physiopathologique.  

1. De la fécondation au blastocyste : le développement préimplantatoire 

Chez la souris, l’accouplement se fait normalement au cours de la nuit alors que la 

femelle est en œstrus (le cycle œstral dure environ 4 à 5 jours). Environ 50 millions de 

spermatozoïdes sont éjaculés, mais seuls 100 à 200 atteindront les ampoules des oviductes où 

sont les ovocytes (8 à 12 à chaque cycle). Les spermatozoïdes arrivés à proximité des 

ovocytes doivent tout d’abord traverser les cellules du cumulus et la zone pellucide qui 

entourent ces ovocytes, comme c’est le cas dans l’espèce humaine. De même que chez 

l’homme, la réaction acrosomique a lieu pour réaliser ce passage, et elle est également 
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accompagnée d’une hyperactivation des spermatozoïdes. Une fois cette traversée effectuée, 

des échanges entre les gamètes via la trogocytose ou des structures vésiculaires (exosome-

like) ont été décrits (Barraud-Lange et al., 2007; Miyado et al., 2008). Cependant, le rôle 

de ces échanges n’a pas encore été déterminé. S’en suit une étape d’adhésion/fusion, pour 

laquelle, comme chez l’homme, les deux protéines Cd9 et Izumo-1 sont indispensables (Inoue 

et al., 2005; Kaji et al., 2000; Miyado et al., 2000; Le Naour et al., 2000). De nombreuses 

protéines ont été décrites comme augmentant l’efficacité de l’adhésion/fusion (ADAMs, 

intégrines, Crisp, GPI-APs…), cependant les mécanismes précis contrôlant ces étapes restent 

à découvrir. Une réaction corticale se produit également après la pénétration d’un 

spermatozoïde (responsable de la monospermie) (Burkart et al., 2012). L’ovocyte va alors 

reprendre sa méiose puis les pronoyaux mâle et femelle vont se décondenser, se répliquer et 

fusionner. Chez la souris, plusieurs ovocytes sont expulsés à chaque cycle mais ni ces 

ovulations ni les fécondations qui vont s’en suivre ne sont synchrones. Ainsi, le 1er clivage 

des différents ovocytes fécondés se fait au cours de plusieurs heures, environ 24h après la 

fusion des deux gamètes. On parle alors du développement préimplantatoire.  

Il faut noter qu’il existe beaucoup d’études sur le développement préimplantatoire, 

principalement réalisées dans des conditions de cultures in vitro (Figure 15), et notamment 

des études transcriptomiques à haut débit (Hamatani et al., 2004; Wang et al., 2004; Zeng 

et al., 2004).  

 

Figure 15 :  Le développement préimplantatoire murin in vitro 
Adapté d’après (Valley et al., 2010) 

Chez la souris, suite à l’accouplement, un bouchon muqueux se forme à la sortie du 

vagin, qui permet de déterminer le début de la gestation (E0,5 pour « Embyonic day » le jour 

où ce bouchon est observé, soit environ 12h après la fécondation). In vivo, le zygote va migrer 

au sein de l’oviducte pendant environ γ jours (Figure 16) tout en continuant à se diviser : 

c’est la segmentation. Au stade 8 cellules, l’embryon se compacte : l’adhésion entre les 

cellules se fait plus marquée et les cellules s’aplatissent. La cadhérine E a été montrée 

comme essentielle pour ce phénomène (De Vries et al., 2004). Les cellules deviennent alors 

polarisées, avec un domaine apical dirigé vers l’extérieur de l’embryon (Cockburn and 

Rossant, 2010). Les divisions suivantes seront soit symétriques (si le plan de division se 

trouve sur un rayon de la sphère formé par l’embryon), soit asymétriques (si le plan de 



 

32 

 

division est dans le même sens que le bord de l’œuf). Dans le premier cas, les cellules filles 

resteront polarisées (avec un extérieur et un intérieur), et dans le second cas, la cellule fille 

extérieure sera polarisée et la cellule fille intérieure sera apolaire. Cela crée deux populations 

de cellules : les cellules polarisées à l’extérieur qui donneront le trophectoderme et les 

cellules apolaires au centre qui donneront la masse cellulaire interne. Cette compaction se 

fait à environ E2,5-E3. Au stade 32 cellules (Eγ,5), le blastocœle se forme : l’embryon est 

alors au stade blastocyste. Pendant 24h, le blastocyste va subir une maturation, pendant 

laquelle la zone pellucide disparait et la masse cellulaire interne se différencie en 

endoderme primitif  (du côté du blastocœle, qui participera à la formation des annexes extra-

embryonnaire) et en ectoderme primitif  (entre l’endoderme primitif et le trophectoderme, qui 

donnera l’embryon proprement dit). À E4,5, le blastocyste, dit alors tardif, est prêt à 

s’implanter.  

 

Figure 16 :  Le développement préimplantatoire murin in vivo  
Adapté d’après (Wang and Dey, 2006).  

Le contrôle de ces différenciations, d’abord en trophectoderme et masse cellulaire 

interne, puis de masse cellulaire interne en ectoderme et endoderme primitifs, se font 

notamment grâce à des facteurs de transcription, sous le contrôle de l’activation de certaines 

voies de signalisation, dont le rôle a été bien étudié par des expériences de reconstitution de 

blastocystes chimériques et par l’utilisation de souris invalidées (Chen et al., 2010; 

Cockburn and Rossant, 2010). Ainsi, dans les cellules situées sur l’extérieur du blastocyste, 

il existe une inhibition de la voie de signalisation Hippo, ce qui entraine la translocation de 

Yap (Yes associated protein 1) dans le noyau. Yap peut alors interagir avec Tead4 (TEA 

domain family member 4) et ensemble, ils activent l’expression de Cdx2 (Caudal type 

homeobox 2). Cdx2 inhibe ensuite Oct4 et Nanog. De plus la voie MAP kinase semble 

également participer à l’expression de Cdx2 et à l’inhibition de Nanog dans ces cellules 

externes. À l’inverse, les cellules qui sont plus au centre ont une voie Hippo activée, ce qui 

entraine la phosphorylation de Yap, et sa rétention dans le cytoplasme. L’ensemble aboutit à 

l’expression de Nanog et Oct4 qui répriment l’expression de Cdx2 (Figure 17). C’est ainsi 

que le trophectoderme et la masse cellulaire interne se différencient entre le stade 16 cellules 

et le stade blastocyste précoce (E3,5).  
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Figure 17 :  Les bases moléculaires du premier lignage au sein du blastocyste 
Réalisée d’après les données décrites dans (Chen et al., 2010). 

La masse cellulaire interne se différencie ensuite en endoderme et ectoderme primitif, 

sous le contrôle de la voie de signalisation Fgf, qui active l’expression du facteur de 

transcription Gata6, marqueur de l’endoderme primitif, tandis que les cellules de l’ectoderme 

primitif expriment Nanog. Les mécanismes contrôlant ces destins cellulaires restent 

cependant très peu connus. Ils se déroulent à partir du stade 16 ou 32 cellules et sont achevés 

au stade blastocyste tardif (E4,5).  

Eomes, codant un facteur de transcription homéotique, semble important pour 

conforter dans un second temps la différenciation du trophectoderme (Russ et al., 2000).  

Ces étapes du développement précoce dépendent également de mécanismes 

épigénétiques (modifications d’histones, méthylation de l’ADN, micro-ARN), qui pourraient 

même être en amont des mécanismes décrits ci-dessus. Les modifications épigénétiques ayant 

lieu au cours de ces étapes précoces ne seront pas décrites ici mais elles sont bien résumées 

dans la revue de (Chen et al., 2010).  

2. L’endomètre et l’accueil du blastocyste 

Pour qu’il y ait une gestation, il faut que le blastocyste puisse s’implanter au niveau de 

l’utérus maternel. Pour cela, l’endomètre utérin joue un rôle primordial. En effet, il doit être 

capable d’interagir avec le blastocyste afin d’initier son apposition et son adhésion, puis il 



 

34 

 

doit permettre l’invasion. Ces phénomènes ont lieu au cours de la phase de réceptivité (entre 

E4,0 et E5,0 chez la souris), pendant laquelle les cellules de l’endomètre se décidualisent 

(en changeant morphologiquement et fonctionnellement). Cependant, il est important de noter 

que cette phase de réceptivité a lieu à chaque cycle et qu’une partie des modifications la 

caractérisant a donc lieu en l’absence de fécondation et d’implantation. Par exemple, environ 

4 jours après l’ovulation (ce qui correspond à la phase réceptive), un œdème stromal 

généralisé de l’endomètre entraine l’obstruction de la lumière utérine, ce qui, en cas de 

fécondation, permettra un rapprochement entre le blastocyste et l’épithélium utérin. 

L’épithélium utérin dégénère ensuite de façon indépendante de la présence d’un blastocyste.  

La réceptivité de l’utérus dépend principalement de signaux moléculaires induits par 

des cytokines, des facteurs de croissance, des facteurs de transcription (dont de nombreux 

homéotiques), des protéines de signalisation (morphogènes) et des hormones. L’ensemble 

de ces signaux permettent l’expression de molécules d’adhésion assurant l’interaction entre 

le blastocyste et l’utérus (Wang and Dey, 2006).  

Les principales hormones qui contrôlent la réceptivité de l’utérus sont la progestérone 

(produite par les ovaires) et les œstrogènes. Leur action est médiée par leurs récepteurs ER 

(le récepteur de l’œstrogène) et PR (le récepteur de la progestérone), et en particulier par les 

isoformes ERα (Lubahn et al., 1993) et PR-A (Lydon et al., 1995; Mulac-Jericevic et al., 

2000). Les études de souris invalidées suggèrent qu’ERα serait indispensable pour l’adhésion 

du blastocyste, mais pas pour la décidualisation de l’utérus (Paria et al., 1999). La 

progestérone est quant à elle nécessaire à l’obstruction de la lumière utérine, comme l’atteste 

l’absence de cette obstruction en cas d’invalidation de Fkbp52, une protéine co-chaperonne 

requise pour assurer la fonction utérine optimale du PR (Tranguch et al., 2005).  

Parmi les cytokines, LIF (Leukemia Inhibitory Factor), un membre de la famille des 

interleukines 6, est crucial pour la préparation de l’utérus à l’implantation.  Le gène Lif est 

exprimé dans les glandes utérines à E4,5 puis dans les cellules stromales entourant le 

blastocyste au moment de l’adhésion. Il permet donc de préparer l’utérus à l’implantation et 

participe à l’adhésion du blastocyste. En l’absence de LIF au niveau utérin (souris femelles 

Lif-/-), le blastocyste ne s’implante pas (Song et al., 2000; Stewart et al., 1992).  

Les gènes homéotiques Hoxa10 et Hoxa11 codant des facteurs de transcription sont 

également importants pour l’implantation. Ils sont exprimés dans les cellules stromales 
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pendant la période de réceptivité et après l’implantation. L’invalidation de Hoxa10 chez les 

femelles entraine une hypofertilité avec une prolifération réduite des cellules stromales 

(Benson et al., 1996; Satokata et al., 1995), tandis que celle de Hoxa11 entraine une 

infertilité avec une absence d’expression de Lif au niveau utérin (Gendron et al., 1997). 

Hmx3, un autre membre de la famille Hox codant un facteur de transcription, semble 

également nécessaire puisque les blastocystes ne s’implantent pas dans un utérus Hmx3-/-. 

Cependant la raison de cet échec reste mystérieuse car ce gène n’est exprimé qu’au niveau du 

myomètre utérin (Wang et al., 1998). Msx1, un autre gène homéotique, semble également 

important : il est exprimé au niveau utérin au cours de la période de réceptivité, et est éteint 

lorsque le blastocyste adhère à l’épithélium utérin. Cet extinction n’a pas lieu chez les souris 

Lif-/-. Cependant, une étude plus poussée de son rôle va nécessiter la création d’une 

invalidation conditionnelle au niveau utérin, car les souriceaux n’ayant pas Msx1 meurent 

rapidement après la naissance (Daikoku et al., 2004).  

Les interactions entre l’embryon et l’utérus au cours de l’implantation activent des 

voies de signalisation semblables à celles ayant lieu au cours de l’embryogénèse. L’activation 

de ces voies se fait grâce à des morphogènes. Ainsi, les voies hedgehog (HH), Wnt et BMP 

(bone morphogentic protein) semblent jouer un rôle dans l’implantation. Les gènes codant les 

composants de la voie HH sont exprimés dans l’utérus : Ihh (Indian hedgehog), Ptc (Patched, 

le récepteur de cette voie) et les facteurs de transcription Gli1, Gli2 et Gli3 (Matsumoto et 

al., 2002; Takamoto et al., 2002). L’expression de Ihh est induite par la progestérone et 

atteint un pic à E4,5 dans les cellules épithéliales utérines, tandis que Ptc, Gli1 et Gli2 sont 

fortement exprimés dans le stroma sous-jacent. Concernant les voies Wnt et BMP, le gène 

Sfrp4, codant un antagoniste de la voie Wnt, membre de la famille des protéines sécrétées de 

type Frizzled (récepteur de la voie Wnt), et le gène Noggin, codant un anti-BMP, sont 

exprimés dans le stroma utérin au cours de la phase réceptive (Paria et al., 2001). Wnt4 et 

Bmp2 ne sont alors pas exprimés mais sont induits lors de l’adhésion du blastocyste, alors que 

l’expression des antagonistes disparaît. Ainsi, la voie HH semble intervenir dans la réceptivité 

de l’utérus, alors que les voies Wnt et BMP seraient plus impliquées dans l’adhésion du 

blastocyste et des événements post-implantatoires. De plus, Wnt7a est exprimé au niveau de 

l’épithélium utérin et son invalidation entraine une infertilité, sans doute due à la 

désorganisation importante de la structure utérine observée (absence de glandes et un 

myomètre anormal), ainsi qu’à l’absence de l’expression de Hoxa10 et Hoxa11 (Parr and 

McMahon, 1998).  
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Au cours de la phase de réceptivité, l’épithélium utérin exprime aussi des facteurs de 

croissance, tel que HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor). Ce facteur de 

croissance jouerait un rôle primordial dans l’adhésion du blastocyste grâce à l’interaction 

entre l’HB-EGF transmembranaire exprimé par l’épithélium utérin et ses récepteurs ErbB1 et 

ErbB4 exprimés par le blastocyste. De plus, cette interaction semble induire une boucle 

d’auto-induction en entrainant l’expression de HB-EGF par le blastocyste et les récepteurs au 

niveau de l’épithélium utérin (Das et al., 1994).  

Des molécules d’adhésion sont exprimées au niveau de l’épithélium utérin lors de la 

phase de réceptivité : elles sont indispensables à l’implantation. Les plus importantes sont les 

intégrines, les sélectines (qui lient les carbohydrates), les galectines (famille de lectines qui 

ont la capacité de lier le galactose), les HSPG (heparan sullfate proteoglycans), la mucin-1 et 

les cadhérines (Wang and Dey, 2006). La glycoprotéine mucine 1 (Muc-1) semble ainsi 

jouer un rôle dans la réceptivité : en effet, elle est fortement exprimée dans l’épithélium utérin 

avant la phase de réceptivité mais est éteinte à E4,0 (Braga and Gendler, 1993). Cependant, 

les souris déficientes pour Muc-1 sont fertiles, ce qui indique que son rôle n’est pas primordial 

(Spicer et al., 1995). Il faut cependant noter que certaines protéines peuvent jouer un rôle 

important, sans que leur absence soit pour autant responsable d’une infertilité, cette absence 

peut en effet causer une hypofertilité (avec une taille de portée réduite), qui n’est pas toujours 

recherchée ou signalée.  

L’adhésion puis la pénétration du blastocyste entraine au niveau utérin une 

augmentation de la perméabilité membranaire. Ce phénomène implique l’action de 

prostaglandines, qui sont synthétisées au niveau utérin par la cyclo-oxygénase PTGS2 (pour 

prostaglandin-endoperoxide synthase 2, aussi dénommée COX2), une protéine exprimée dans 

l’épithélium utérin, là où le blastocyste adhère, et dans les cellules stromales sous-jacentes. 

Les souris invalidées pour Ptgs2 sont infertiles (Lim et al., 1997a).  

Les cellules immunitaires présentes au sein de l’utérus jouent également un rôle 

crucial pour l’implantation, le développement placentaire, et l’absence de rejet de l’hémi-

allogreffe que constitue le fœtus (voir partie V-3). Ainsi, les cellules natural killer utérines 

(uNK)  seraient essentielles au remodelage des artères spiralées utérines (Charalambous et 

al., 2012). Les cellules dendritiques (DCs, pour Dendritics Cells), et en particulier les DCs 

exprimant le récepteur de chimiokine CXCR4, jouent également un rôle, notamment en 
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favorisant l’angiogénèse (Barrientos et al., 2012). De plus, les DCs influenceraient la 

prolifération et la fonction des uNK (Karsten et al., 2009).  

3. L’implantation et le développement du placenta 

L’implantation se décompose en γ phases : l’apposition, l’adhésion et la pénétration. 

Pendant l’apposition, le trophectoderme du blastocyste se rapproche fortement de 

l’épithélium bordant la lumière utérine. Au cours de l’adhésion, l’association entre le 

trophectoderme et l’épithélium utérin est suffisamment forte pour que le blastocyste résiste à 

un flux de liquide (« flush ») au niveau de la lumière utérine. Cette adhésion commence le 

soir à E4,5 et se caractérise par une augmentation de la perméabilité vasculaire localisée au 

niveau du stroma, là où le blastocyste adhère. Elle se fait au niveau du trophectoderme mural, 

c'est-à-dire à l’opposé de la masse cellulaire interne. De plus, l’adhésion du blastocyste 

entraine la formation d’une crypte (Figure 18). La pénétration implique une invasion du 

tissu utérin par l’embryon. À ces stades d’adhésion et de pénétration, la décidualisation a lieu 

de façon intensive. Il y a ainsi une perte de l’épithélium au niveau de la lumière utérine et les 

cellules « moribondes » sont phagocytées par les trophoblastes, ce qui favorise la pénétration.  

 

Figure 18 :  L’implantation chez la souris 
Adapté d’après (Nagy, 2003).  

Les cellules du trophectoderme mural (en contact avec le tissu utérin) deviennent des 

cellules trophoblastiques géantes (TGCs, pour Trophoblast Giant Cells). Ces cellules 

arrêtent de se diviser mais continuent de répliquer leur ADN (endoréplication) et deviennent 

ainsi polyploïdes. À l’opposé, les cellules du trophectoderme polaire prolifèrent dans 

plusieurs directions. Certaines cellules vont migrer autour de l’embryon ainsi que vers la 

lumière utérine, et devenir des TGCs polyploïdes (ce qui fait que l’ensemble de l’embryon est 

entouré de ces cellules géantes). La décidualisation est influencée et stimulée par les 

sécrétions de ces TGCs (Bany and Cross, 2006). La nature invasive de ces cellules 

trophoblastiques géantes semble associée à leur synthèse de l’activateur du plasminogène de 

type urokinase (uPA), ainsi qu’à la synthèse de métalloprotéases et de leurs inhibiteurs 

(Strickland and Richards, 1992). D’autres cellules du trophectoderme polaire vont proliférer 

vers le centre du blastocyste et former l’ectoderme extra-embryonnaire (diploïde), poussant 
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ainsi les dérivés de la masse cellulaire interne vers le blastocœle. Enfin, des cellules du 

trophectoderme polaire vont donner le cône ectoplacentaire (cellules diploïdes), entre 

l’ectoderme extra-embryonnaire et les cellules trophoblastiques géantes (Figure 19). Pendant 

ce temps, le sac vitellin s’est mis en place à partir de l’endoderme primitif, il s’accole aux 

trophoblastes et l’ensemble forme un placenta chorio-vitellin qui permet de récupérer des 

nutriments à partir du sang maternel. Cependant, ces échanges sont très limités, et la mise en 

place du placenta chorio-allantoïdien est nécessaire pour assurer la croissance fœtale de la mi-

gestation au terme.  

 

Figure 19 :  Le développement du placenta murin 
Adapté d’après (Cockburn and Rossant, 2010; Rossant and Cross, 2001; Watson and 

Cross, 2005). 

À E6,5-E7,5, du cône ectoplacentaire dérivent trois types de cellules : des TGCs 

particuliers, des spongiotrophoblastes, et des cellules à glycogène que l’on retrouvera dans la 

zone jonctionnelle. Il existe ainsi plusieurs types de TGCs avec des origines distinctes et des 

profils d’expression spécifiques, qui leur confèrent différents rôles (Figure 20). Certaines de 

ces TGCs (exprimant Pl2c2, codant la Proliférine) envahissent l’utérus au niveau des artères 

spiralées utérines au début de la période post-implantatoire. Ces trophoblastes 

péri/endovasculaires sont détectés à seulement 150-γ00 μm au-dessus de la couche principale 

de TGCs (Adamson et al., 2002).  

 Les cellules à glycogène dérivent de précurseurs présents dans la partie extérieure du 

cône ectoplacentaire dès E7,5. On peut les repérer grâce à leur expression spécifique de 

pcdh12 (codant la protocadhérine 12) et de Gjb3 (codant la connexine 31). Ces cellules sont 

caractérisées par la présence de vacuoles gorgées de glycogène, l’accumulation de glycogène 

s’effectuant petit à petit pour être facilement détectable à E10,5-E12,5. Entre E7,5 et E8,5, les 

cellules à glycogène sont à la bordure de l’espace sanguin maternel (en contact avec le sang), 

avec les TGCs (Tesser et al., 2010). Les cellules à glycogène ont également des capacités 

invasives. En effet, après E12,5, on détecte une invasion interstitielle de la décidue par ces 

cellules (qui expriment Tpbpa). Cela coïncide avec une dilatation des artères spiralées que 

l’on peut observer entre E10,5 et E14,5, associée à une perte de la tunique élastique et des 

cellules musculaires lisses. Ces modifications sont également visibles au niveau du triangle 

métrial (zone de l’endomètre située au-dessus du placenta, où se concentrent les artères 
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utérines), loin de l’invasion par des trophoblastes. Cependant, on ne sait pas quelle est la 

contribution des cellules à glycogène, des TGCs ou des uNK dans ce phénomène. Entre E12,5 

et E16,5, les cellules à glycogène prolifèrent énormément (x80). On les retrouve 

majoritairement dans la zone jonctionnelle, mais une partie est retrouvée au niveau de la 

décidue maternelle (comme mentionnée ci-dessus). Le(s) rôle(s) de ces cellules reste(nt) à 

définir. Une hypothèse serait qu’elles libèrent du glucose dans le sang maternel qui irrigue le 

labyrinthe à la fin de la gestation, permettant ainsi d’assurer les énormes besoins fœtaux 

durant cette période de croissance intensive (Coan et al., 2006).  

Les spongiotrophoblastes ont principalement un rôle structural (de soutien pour le 

labyrinthe) et endocrine (voir partie V-2). Leur nombre triple entre E12,5 et E16,5. Ils 

expriment de façon spécifique Prl8a8 (prolactin family 8, subfamily a, member 81). La zone 

jonctionnelle se développe ainsi jusqu’à E16,5 puis régresse jusqu’à la naissance.  

 

Figure 20 :  Les lignages trophoblastiques et l’origine des différents types de TGCs 
Adapté d’après (Simmons et al., 2007). 

 

Les vaisseaux sanguins du labyrinthe dérivent de l’allantoïde (mésoderme extra-

embryonnaire), vers E8. L’ectoderme extra-embryonnaire donnera les trophoblastes 

chorioniques qui seront présents au sein du labyrinthe . À E8,5, l’allantoïde et le chorion 

fusionnent au cours de l’attachement chorio-allantoïdien. Peu après, le chorion commence à 

former des villosités (E9,0), dans lesquelles se développent les vaisseaux allantoïdiens. Les 

trophoblastes chorioniques se différencient alors en deux types cellulaires : le 

syncytiotrophoblaste (multinucléé, dérivant de la fusion de trophoblastes), qui entoure 

l’endothélium du capillaire fœtal, et les trophoblastes mononucléés du côté du sang 

maternel. Le placenta murin est hémotrichorial  car les vaisseaux fœtaux sont entourés de β 

couches de syncytiotrophoblaste et une couche de trophoblastes mononucléés. Les villosités 

vascularisées se développent et s’entremêlent pour former le labyrinthe. Le placenta chorio-

allantoïdien est ainsi formé à E10,5. Contrairement à la zone jonctionnelle, le labyrinthe 

devient de plus en plus large et de plus en plus connecté jusqu’à la naissance (E19,5-E20,5).  

Le réseau vasculaire au sein du placenta a été bien étudié (Adamson et al., 2002). 

Ainsi, chaque artère radiale maternelle se ramifie en 5 à 10 artères spiralées dilatées que l’on 
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trouve au niveau du triangle métrial peuplé de cellules uNK et de cellules déciduales. Ces 

artères spiralées convergent au niveau de la couche de TGCs et le sang maternel est vidé 

dans des « canaux » délimités par des trophoblastes. Au sommet de ces canaux, l’endothélium 

maternel est remplacé par des TGCs. Ces canaux traversent la zone jonctionnelle et 

conduisent le sang maternel à la base du placenta (en bas du labyrinthe). Le sang maternel 

circule alors dans l’espace intervilleux du labyrinthe jusqu’au côté maternel (où il repart via 

des sinus veineux), en contre-courant par rapport au flux sanguin des capillaires fœtaux 

(Figure 21). Ce type de circulation à contre-courant permet de maximiser les échanges 

(Rossant and Cross, 2001; Watson and Cross, 2005).  

 

Figure 21 :  Les circulations sanguines maternelle et fœtale à contre-courant au cours 
de la gestation chez la souris 

Adapté d’après (Adamson et al., 2002). 

 

Les TGCs et le spongiotrophoblaste produisent des hormones (voir partie V-2), des 

facteurs angiogéniques, tels que la proliférine (codée par le gène Prl2c2) et le VEGF, et des 

facteurs de remodelage, tels que les MMPs et l’uPA (Rossant and Cross, 2001).  

4. Les gènes du développement placentaire 

L’étude de mutants a permis de trouver des gènes importants pour le développement 

placentaire. Ainsi, la différenciation des TGCs est sous la dépendance du gène Hand1 codant 

un facteur de transcription de la famille bHLH (basic Helix Loop Helix) (Riley et al., 1998).  

La différenciation du cône ectoplacentaire et de l’ectoderme extra-embryonnaire 

dépend de Fgf4 produit par les cellules de l’ectoderme primitif sous-jacent (Chai et al., 

1998).  

Concernant le remodelage des artères spiralées utérines, les TGCs et/ou les cellules à 

glycogène ont récemment été montrées comme indispensables ; en effet, induire la mort des 

cellules exprimant Tpbpa (trophoblast specific protein alpha) entraine une perte de ces 

cellules et un remodelage altéré (avec un diamètre des artères réduit) (Hu and Cross, 2011). 

Cependant le contrôle de la différenciation de ces types cellulaires reste à élucider.  
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La formation des spongiotrophoblastes nécessite l’expression d’Egfr (Epidermal 

growth factor receptor) (Threadgill et al., 1995). Le gène Ascl2 (achaete-scute complex 

homolog-like 2, aussi appelé Mash2, codant un facteur de transcription soumis à empreinte 

parentale de la famille des bHLH (beta Helix-loop-helix)) est également essentiel (Guillemot 

et al., 1994; Tanaka et al., 1997). En effet, les souris invalidées pour Ascl2 n’ont pas de 

spongiotrophoblastes. D’autres gènes semblent importants pour limiter le développement de 

la zone jonctionnelle; en effet, les souris invalidées pour Phlda2 (Pleckstrin homology domain 

family A member 2, un gène soumis à empreinte à expression maternelle) ou Csf2 (Colony 

stimulating factor 2) ont un développement accru de la zone jonctionnelle (Frank et al., 

2002; Robertson et al., 1999; Sferruzzi-Perri et al., 2009), soit en agissant plutôt sur les 

spongiotrophoblastes (Phlda2), soit plutôt sur les cellules à glycogènes (Csf2). À 

l’inverse, une transgénèse additive de Phlda2 entraine un zone jonctionnelle réduite (Tunster 

et al., 2010), sans altérer le nombre de cellules à glycogène qui se retrouve notamment dans 

le labyrinthe et dont la fonction est perturbée, ce qui semble indiquer que le 

microenvironnement joue un rôle dans leur capacité à stocker du glycogène.  

Foxf1 et la voie BMP semblent essentiels au développement de l’allantoïde. Les 

récepteurs Errβ (orphan nuclear receptor ȕ) et Fgfr2 (fibroblast growth factor receptor 2) 

sont importants pour le développement des trophoblastes chorioniques. L’attachement chorio-

allantoïdien est partiellement dépendant de Vcam1 (exprimé par l’allantoïde) et de son ligand 

l’intégrine α4 (exprimée par le chorion). Pour le développement des villosités, Gcm1 est 

crucial et il participe également à la différenciation des trophoblastes chorioniques en 

syncytiotrophoblastes (Anson-Cartwright et al., 2000). Le développement des villosités et 

leurs vascularisations font intervenir la voie Notch, comme l’attestent leurs absences dans les 

mutants de cette voie (Duarte et al., 2004; Krebs et al., 2000).  

Pour le développement du labyrinthe, de nombreux gènes ont été impliqués, avec chez 

les mutants, la description d’un labyrinthe sous-développé ou simplement « petit ». Ces 

défauts apparaissant soit très tôt au cours du développement du labyrinthe et entrainant une 

mort in utero vers E10,5-E12,5, soit plus tardivement avec une mort en fin de gestation ou 

périnatale. Cette mortalité est toujours liée à des échanges métaboliques insuffisants. La 

ressemblance entre les phénotypes des mutants d’une même voie de signalisation a permis de 

déterminer quelles voies sont essentielles au développement du labyrinthe : les voies Fgf (Xu 

et al., 1998), Egf (Threadgill et al., 1995), Notch (Krebs et al., 2000), Lif  (Ware et al., 
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1995), Pdgfb (Ohlsson et al., 1999), Wnt  (Monkley et al., 1996), et celle des MAPK  

(Mitogen-activated protein kinases : MEK, Erks). En plus de ces voies de signalisation, des 

récepteurs nucléaires sont également cruciaux : en particulier, les récepteurs X aux 

rétinoïdes (RXR) qui peuvent se dimériser avec plusieurs partenaires tels que les récepteurs 

de l’acide rétinoïque (RARs) ou le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes 

(PPAR) (Barak et al., 1999; Wendling et al., 1999). Arnt (Arylhydrocarbon receptor 

nuclear translocator, aussi appelé Hif -1β), qui se dimérise avec Hif-1α en réponse à l’hypoxie, 

est également essentiel au développement du labyrinthe (Kozak et al., 1997). Cela a permis 

de mettre en évidence le rôle déterminant de la concentration en oxygène dans le 

développement placentaire.  

Il peut également y avoir des anomalies au niveau du développement vasculaire fœtal 

(cependant, il faut noter qu’un développement anormal du labyrinthe entrainera forcément un 

développement restreint des vaisseaux qui se trouvent au sein de ces villosités peu 

développées). Dans le cas des mutants pour le gène Esx1, qui code pour un facteur de 

transcription homéotique, le développement des villosités semble normal, mais les vaisseaux 

ne s’y développent que très peu (Li et al., 1997). Pourtant, ce gène est exprimé dans les 

trophoblastes, ce qui indiquerait que les trophoblastes envoient un signal nécessaire à la 

vascularisation des villosités. Ce signal reste cependant inconnu. À noter, les placentas 

déficients pour Esx1 sont plus gros que les placentas contrôles, ce qui pourrait être un 

mécanisme de compensation permettant d’augmenter les capacités d’échanges. Des 

mécanismes de compensation de ce type pourraient être un phénomène plus général en cas 

d’anomalie du développement placentaire, puisqu’il est également observé dans d’autres 

mutants (Wu et al., 2003).  

Ces études soulignent également l'importance que revêt le développement 

placentaire pour la croissance fœtale. Par exemple, JunB (un facteur de transcription de la 

voie AP1) joue un rôle dans la régulation de gènes cibles impliqués dans l'implantation et le 

développement placentaire. La délétion homozygote de JunB chez la souris provoque la mort 

de l'embryon avec un retard de croissance important, sans modification apparente du 

potentiel prolifératif de l'embryon lui-même (Schorpp-Kistner et al., 1999). Les embryons 

déficients pour le gène JunB présentent une anomalie de la répartition des cellules 

trophoblastiques et une forte diminution de l'expression de gènes spécifiques, indispensables à 

l'implantation, tels que ceux de la Prl2c2 (proliférine), de la MMP-9 et de l'uPA. Les 
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structures vasculaires du placenta sont présentes, mais les vaisseaux n'ont pas pénétré dans le 

trophoblaste labyrinthique. En conséquence, les échanges avec le sang maternel ne se font 

pas. 

Les gènes soumis à empreinte constituent une autre catégorie de gènes 

particulièrement importants pour le développement placentaire et la croissance fœtale. Les 

gènes soumis à empreinte sont des gènes exprimés d’une manière monoallélique dépendante 

de l’origine parentale, grâce à des mécanismes épigénétiques qui éteignent soit l’allèle 

paternel, soit l’allèle maternel. Ils sont largement exprimés dans les tissus fœtaux et 

placentaires et sont essentiels pour le développement physiologique du placenta. En général, 

les gènes exprimés à partir des allèles paternels favorisent la croissance fœto-placentaire, 

tandis que les gènes exprimés à partir des allèles maternels limitent cette croissance. Les 

conséquences placentaires de défauts d’expression de ces gènes sont bien détaillées dans 

plusieurs revues (Coan et al., 2005; Fowden et al., 2006, 2011; Hemberger, 2007). 

Cependant, des approches bioinformatiques suggèrent que l’ensemble des gènes soumis à 

empreinte n’a pas encore été découvert, ni chez la souris, ni chez l’homme. Ainsi, leur 

recherche constitue un enjeu majeur dans la compréhension du développement placentaire et 

son contrôle. Une étude récente utilisant une approche à haut débit a d’ailleurs permis de 

découvrir de nouveaux gènes soumis à empreinte dans l’espèce humaine (Barbaux et al., 

2012).  

En conclusion, la mise en place du placenta murin est complexe, et contrôlée par de 

nombreux signaux issus des cellules dérivées de la masse cellulaire interne et des signaux 

issus de l’endomètre utérin. Le blastocyste fournit également des signaux qui vont notamment 

modifier les cellules déciduales, il y a donc une véritable communication entre les deux 

organismes. Le bon déroulement de ce développement est essentiel pour la génération de 

nouveaux individus. Les anomalies de ce développement peuvent avoir des conséquences 

lourdes (létalité, retard de croissance). Cependant, des mécanismes de compensation existent, 

c’est pourquoi les mutations de gènes clés n’induisent pas toujours une infertilité ou une 

létalité.  
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V. Les fonctions placentaires 

1. Assurer la croissance fœtale 

Le principal rôle du placenta est sans conteste d’assurer la croissance fœtale. Ceci se 

fait grâce à de nombreux échanges entre la circulation sanguine maternelle et la circulation 

fœtale via la barrière hémato-placentaire (Figure 22). Les mécanismes impliqués sont 

similaires entre le placenta humain et murin. La différence réside dans l’épaisseur de cette 

barrière placentaire : 4,4 µm pour le placenta murin à E18,5 (Coan et al., 2004) et 2 µm pour 

le placenta humain à terme. Cette différence est bien entendu liée aux nombre de couches 

cellulaires séparant le sang fœtal du sang maternel : 4 couches chez la souris (endothélium 

fœtal, deux couches de syncytiotrophoblaste, et une couche de trophoblastes mononuclées), 

contre β couches chez l’humain (endothélium fœtal et syncytiotrophoblaste). Ces échanges se 

font par les divers mécanismes classiques de transports membranaires. On distingue les 

échanges passifs (transport par diffusion, osmose ou transport facilité) et actifs (transport 

actif et vésiculaire), selon qu’ils nécessitent ou non un apport d’énergie.  

 

Figure 22 :  Les principaux échanges fœto-maternels 

 

Les molécules non polaires et liposolubles suivent un gradient de concentration en 

passant de la zone plus concentrée à la zone moins concentrée et ceci jusqu'à l'état d'équilibre, 
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sans consommation d'énergie : c’est le transport par diffusion. C’est ainsi que passe le 

dioxygène et le dioxyde de carbone. Le placenta joue donc le rôle de « poumon fœtal ». 

Cependant, chez l’humain, on estime qu’il est 15 fois moins efficace (à poids tissulaire 

équivalent) que le poumon réel. 

C’est l’osmose qui permet la diffusion d'un solvant à travers une membrane à 

perméabilité sélective comme la membrane plasmique. L'eau fortement polaire ne peut 

traverser la bicouche lipidique des membranes plasmiques, mais elle peut en revanche diffuser 

à travers les pores de ces membranes, formés par des aquaporines (protéines membranaires 

responsables du transport de l'eau).  

Enfin, parmi les échanges passifs, il y a également le transport facilité , c'est-à-dire 

qui nécessite la présence d’une molécule porteuse (une protéine canal sélective ou un 

transporteur). Cette protéine peut utiliser un couplage aux flux d'un type d’ion, ou simplement 

fonctionner par un changement de conformation lors de la fixation de la protéine à transporter 

(qui va entrainer la protéine de l’autre côté de la membrane plasmique). C’est ce type de 

transport qui permet au D-glucose (principale source d’énergie pour le fœtus) de passer la 

barrière placentaire. Chez l’humain, la glycémie fœtale est égale aux β/γ de la glycémie 

maternelle, aussi est-elle fonction de cette dernière. De plus, le placenta est capable de 

synthétiser et de stocker du glycogène (au niveau du trophoblaste) afin d'assurer les besoins 

locaux en glucose (par glycogénolyse). Il faut noter que des modifications importantes du 

métabolisme des hydrates de carbone surviennent au cours de la grossesse, pour satisfaire 

notamment aux besoins du fœtus et préparer à la lactation. La grossesse est ainsi dite 

« diabétogène » pour la mère en raison de la diminution de la sensibilité tissulaire à l'insuline. 

Chez l’humain, la sensibilité tissulaire à l'insuline peut être réduite jusqu'à 80% au niveau des 

tissus. Cet effet s'explique partiellement par l'accroissement d'antagonistes spécifiques de 

l'insuline, dont le plus important est l'hormone placentaire lactogène (hPL, voir le placenta 

endocrine). 

Le transport actif permet le passage de molécules à travers les membranes cellulaires 

contre leurs gradients de concentration, et ceci grâce à un apport d'énergie, généralement 

l’hydrolyse de l'adénosine triphosphate (ATP). C’est ainsi que le sodium, le calcium et le 

potassium sont apportés au fœtus. Les peptides et les acides aminés passent également par 

transport actif et permettent ainsi au fœtus d'assurer sa propre synthèse protéique.  
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Enfin, certaines macromolécules passent la barrière placentaire grâce au transport 

vésiculaire (endocytose et exocytose). Cela permet notamment le transfert de protéines 

maternelles qui pourront être dégradées et ainsi augmenter l’apport en acide aminé. 

L’endocytose peut être sélective grâce à des récepteurs spécifiques situés sur la surface des 

villosités placentaires ; c’est ainsi que le fer (via la transferrine), le cholestérol et certaines 

immunoglobulines (de type IgG) arrivent au fœtus.  

Les transferts placentaires concernent également l'élimination des déchets du 

métabolisme fœtal qui sont rejetés dans le sang maternel puis éliminés (urée, acide urique, 

créatinine). En ce sens, le placenta joue le rôle de rein pour le fœtus.  

Ces échanges se font sous l'effet d'hormones et de facteurs de croissance, tels que 

l’hormone de croissance placentaire (PLGF, pour placental Growth Factor) et le facteur de 

croissance apparenté à l'insuline IGF (pour Insuline-like Growth Factor) et ne font que 

s’accroître au cours de la grossesse, notamment grâce à l’augmentation de la surface 

d'échange placentaire, qui passe de 5 m2 à 28 semaines, à environ 12 m2 dans le placenta 

humain à terme.  

2. Rôle endocrine et sécrétoire  

Le placenta est responsable de nombreuses sécrétion d’hormones et de facteurs de 

croissance. Cependant, la nature de ces sécrétions et leur origine diffèrent entre les placentas 

humain et murin. La sécrétion hormonale peut être orientée de façon spécifique dans la 

circulation maternelle et/ou la circulation fœtale. Par des effets autocrines et/ou paracrines, 

ces hormones jouent un rôle crucial dans l'adaptation de l'organisme maternel à la grossesse, 

dans le maintien de la gestation, dans la croissance et le développement du fœtus ainsi que le 

mécanisme de déclenchement de l'accouchement à terme. Il faut rappeler que dans l’espèce 

humaine, les signaux de la parturition sont encore inconnus (ils ne seront pas développés dans 

cette thèse).  
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i. La sécrétion hormonale par le placenta humain 

Chez l’humain, c’est le syncytiotrophoblaste qui peut être assimilé à une volumineuse 

glande endocrine. Il synthétise en effet de nombreuses hormones stéroïdes et 

polypeptidiques.  

Les principales hormones polypeptidiques sont l’hCG (hormone chorionique 

gonadotrope humaine), l’hPL (hormone lactogène placentaire, aussi appelée hCS pour 

hormone chorionique somatomammotrophique) et l’hormone de croissance placentaire 

(GH placentaire). L’hCG est sécrétée très tôt au cours de la grossesse (dès 7 jours après la 

fécondation) et elle permet la transformation du corps jaune ovarien cyclique en corps jaune 

gravidique, qui assure ainsi le maintien de la sécrétion de progestérone. Elle joue également 

un rôle dans la différenciation de cytotrophoblaste en syncytiotrophoblaste (pour revue, 

Malassiné et al., 2010). L’hPL préparerait l’organisme maternel pour la lactation en 

induisant la prolifération et la différenciation des cellules de la glande mammaire. La GH 

placentaire, une isoforme de l’hormone de croissance hypophysaire spécifiquement exprimée 

au niveau placentaire, aurait un rôle majeur dans la croissance fœtale et le contrôle du 

métabolisme maternel, en particulier en modulant la sécrétion maternelle d’IGF-1. En effet, 

elle est fortement sécrétée en cas de glycémie maternelle élevée, et permet le maintien d’un 

apport énergétique au fœtus, en inhibant notamment la captation du glucose au niveau 

musculaire. Le syncytiotrophoblaste produit également de la leptine, qui est connue pour ses 

rôles dans la stimulation de la sécrétion d’insuline, la captation du glucose et l’oxydation des 

acides gras. Le taux sérique maternel de leptine augmente au cours de la grossesse ; la leptine 

jouerait ainsi un rôle pour induire la faim chez la mère, permettant ainsi un apport calorique 

suffisant au fœtus (Newbern and Freemark, 2011).  

Le syncytiotrophoblaste est également responsable de la synthèse d’hormones 

stéroïdes. Ainsi, il synthétise de la progestérone à partir du cholestérol circulant maternel, et 

ce, dès 6 semaines de grossesse, stade à partir duquel les enzymes de la stéroïdogénèse y sont 

exprimées. La progestérone joue un rôle capital dans le maintien au repos du myomètre 

(muscle lisse utérin), indispensable au bon déroulement de la grossesse et participe au 

mécanisme de la parturition (Mesiano et al., 2011; Petraglia et al., 1998; Sfakianaki and 

Norwitz, 2006). Les œstrogènes ont des fonctions diverses comme la stimulation de la 

prolifération des cellules de l'endomètre et de la différenciation des syncytiotrophoblastes. Il 

est cependant important de noter que contrairement aux autres organes stéroïdogéniques, le 
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placenta humain n’exprime pas le cytochrome P450 17A1, et ainsi ne peut convertir la 

progestérone en androgènes, substrats de la synthèse des œstrogènes. La synthèse 

d’œstrogènes par le syncytiotrophoblaste dépend donc d’un précurseur androgène, le sulfate 

de déhydroépiandrosterone (DHEAS), produit par les surrénales maternelle et fœtale.  

ii.  La sécrétion hormonale par le placenta murin 

Dans le placenta murin, ce sont les cellules trophoblastiques géantes (TGCs) et les 

spongiotrophoblastes qui sont responsables de la synthèse hormonale. Les principales 

hormones polypeptidiques produites sont les prolactines PL (aussi appelées Placental 

lactogène), et les prolactine-like PLP. Il s’agit d’une famille de gènes qui contient 23 

membres, dont 22 ne sont exprimés que dans le placenta (la 23ème étant la prolactine 

hypophysaire). Les PL sont synthétisées par les TGCs rapidement après l’implantation (PL1) 

et jusqu’au terme de la gestation (PLβ à partir de la mi-gestation). Elles ont un rôle dans le 

développement des glandes mammaires, supportent également la production de progestérone 

et favorisent la production d’insuline. Les PLP peuvent être synthétisées par les TGCs (PLP-

E) ou par les spongiotrophoblastes (PLP-F). Elles favorisent l’hématopoïèse (Hu and Cross, 

2010). Les TGCs sécrètent également la progestérone, dont le rôle dans la parturition chez la 

souris est bien établi : on observe en effet une chute de cette hormone au moment de la 

parturition. Sa présence est indispensable au maintien de la gestation ; ainsi, son 

administration retarde la mise bas alors que son antagoniste (le RU486) est suffisant pour 

induire la délivrance (Dudley et al., 1996).  

iii.  La sécrétion de facteurs de croissance et de cytokines 

Le placenta (chez la souris et chez l’humain) synthétise également un grand nombre de 

facteurs de croissance et de cytokines, qui sont impliqués dans le remodelage vasculaire 

utérin et la croissance fœto-placentaire (Hu and Cross, 2010; Murphy et al., 2006). Ainsi, le 

placenta humain produit de l’EGF, du TGF-ȕ, du VEGF, du PlGF, de l’interleukine 1 (IL-1), 

du LIF et du TNF-α (Staun-Ram and Shalev, 2005). Le placenta murin produit du TGF-ȕ 

(Wu et al., 2008) et les TGCs, en particulier, synthétisent du VEGF et du PlGF. Les TGCs 

sécrètent également des cytokines, tels que la proliférine et l’interféron Ȗ (IFNȖ) (Hu and 

Cross, 2010). 
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iv. Autres types de sécrétions 

Le placenta (humain, comme murin) produit également une autre famille de protéines : 

les Pregnancy Specific Glycoproteins (PSG), qui ont un rôle important dans le remodelage 

vasculaire et pour la fonction immunosuppressive du placenta (Snyder et al., 2001). Ainsi, la 

PSG22 produite par les TGCs a été montrée récemment comme modulant l’angiogénèse chez 

la souris (Blois et al., 2012).  

Le syncytiotrophoblaste du placenta humain, les TGCs et les spongiotrophoblastes du 

placenta murin expriment également la thrombomoduline, une protéine qui a une effet 

anticoagulant sur le sang maternel (Fazel et al., 1998; Hu and Cross, 2010).  

3. Induire une tolérance immunologique 

i. L’unité fœto-placentaire : une hémi-allogreffe 

Le fœtus et le placenta constituent pour la mère une greffe semi-allogénique, c'est-à-

dire une greffe entre deux individus de même espèce, génétiquement différents pour moitié. 

L’absence de rejet du fœtus au cours de la grossesse constitue donc un paradoxe. En effet, dès 

la naissance, la mère rejettera toute greffe tissulaire provenant de son enfant, alors qu'elle 

avait accepté cette « allogreffe naturelle » pendant plusieurs mois. Pour que le fœtus ne soit 

pas rejeté, la mère doit développer une tolérance. Cette tolérance est initiée au niveau du 

placenta puisque seules les cellules trophoblastiques sont au contact du système 

immunitaire maternel . Elle s’appuie sur deux mécanismes : la faible immunogénicité du 

placenta et une adaptation transitoire du système immunitaire maternel.  

La faible immunogénicité du placenta est établie grâce à l’expression par les 

trophoblastes d’une assez faible diversité de molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité (MHC, un complexe de gènes codant des molécules de surface cellulaire 

qui sont notamment nécessaires pour la présentation des antigènes aux cellules T, Tableau 1), 

ce qui permet une reconnaissance espèce-spécifique, mais limiterait la reconnaissance 

individu-spécifique, et donc empécherait un rejet.  
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Tableau 1 :  Les complexes majeurs d’histocompatibilité (MHC) humain et murin 
Réalisé d’après (Penn and Ilmonen, 2001; Stuart, 2001). 

ii.  La tolérance immunitaire de l’unité fœto-placentaire chez l’humain 

Les trophoblastes humains n’expriment pas de molécules HLA (HLA étant le nom 

donné au MHC humain) de classe II, ni les molécules très polymorphiques de classe I, HLA-

A et HLA-B, qui seraient susceptibles d’être reconnues comme allo-antigènes par les 

lymphocytes T CD8 maternels. Les trophoblastes humains portent uniquement des molécules 

de classe I classiques HLA-C  et non classiques (peu polymorphes) HLA-G et HLA-E  (Juch 

et al., 2012).  

Le HLA-C  (la catégorie la moins polymorphe des molécules de classe I classiques) est 

exprimé par les cytotrophoblastes extravilleux mais à un faible niveau et sa stabilité semble 

réduite, ce qui compromettrait sa reconnaissance par les lymphocytes T. De plus, les 

molécules HLA-C étant des ligands de plusieurs récepteurs inhibiteurs des cellules uNK 

(récepteurs KIR, Killer-cell immunoglobulin-like receptor), leurs présences empêcheraient les 

cellules uNK de devenir cytotoxiques (Hiby et al., 2004).  

Concernant la molécule HLA-G , un intérêt tout particulier lui a été donné et elle 

pourrait avoir plusieurs rôles fonctionnels dans la tolérance (Hunt et al., 2006). Ainsi, HLA-

G existe sous différentes isoformes : membranaires et solubles. HLA-G intervient dans le 

maintien d’un statut d’immunosuppression locale mais pourrait également contribuer à 

l’immunomodulation du système immunitaire maternel par la sécrétion de certaines formes 
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solubles dans la circulation maternelle. HLA-G est le ligand de récepteurs inhibiteurs présents 

sur les lymphocytes T CD4+ et CD8+ (cellules de la réponse immunitaire adaptative 

impliquées dans la réponse cellulaire), ainsi que sur les cellules myéloïdes et uNK (cellules de 

la réponse immunitaire innée) (Le Bouteiller and Blaschitz, 1999). L’interaction du HLA-G 

trophoblastique avec certains de ces récepteurs intervient sans doute dans l’absence de lyse 

par ces cellules effectrices (Figure 23). Il a été montré par exemple que la présence de HLA-

G sous ses différentes formes permet au trophoblaste de ne pas être identifié par les 

lymphocytes T cytotoxiques CD8+. En effet, l’interaction de la molécule HLA-G1 soluble 

avec la molécule CD8 induit l’apoptose des lymphocytes T cytotoxiques activés via la voie 

Fas/Fas-Ligand (Solier et al., 2002). Cette propriété pourrait contribuer à l’élimination des 

cellules T CD8+ et à leur faible présence au niveau de l’interface fœto-maternelle. 

 

 

 

Figure 23 :  HLA-G et la tolérance immunitaire pendant la grossesse 
Extrait de (Hunt et al., 2005). 

iii.  La tolérance immunitaire de l’unité fœto-placentaire chez la souris 

Dans le placenta murin, il y a également un répertoire de molécules du type MHC 

restreint sur les cellules trophoblastiques. L’expression de ces molécules à la surface des 

cellules trophoblastiques murines a été étudiée récemment. Ainsi, il a été montré que les 

TGCs (les cellules en contact avec le système immunitaire maternel) ne présentent que les 

molécules de classe I classique H2-K à leur surface (Madeja et al., 2011), contrairement à 

la plupart des cellules nucléées qui expriment l’ensemble des molécules de classe I 

classiques : H2-K, H2-D et H2-L. Une étude de 2003 avait suggéré que la molécule H2-Q 

pourrait être un homologue fonctionnel de HLA-G (Comiskey et al., 2003), mais 

l’expression du messager et la présence de cette protéine à la surface des TGCs n’ont pas été 

détectées dans l’étude de β011. Cependant, il existe une forme soluble de Hβ-Q dont le 

messager est exprimé dans le blastocyste préimplantatoire. Cette forme pourrait être exprimée 

plus tardivement par un autre type de trophoblaste que les TGCs et ainsi avoir un rôle sur les 

cellules uNK maternelles.  
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iv. Les mécanismes d’adaptation du système immunitaire maternel  

L’adaptation du système immunitaire maternel s’établit selon différents mécanismes, 

impliquant plusieurs types cellulaires de l’immunité, tels que les cellules uNK, les cellules 

dendritiques et les lymphocytes T. Il faut bien noter qu’il s’agit d’une adaptation locale, 

puisque les défenses immunitaires des futures mères restent actives pour lutter contre les 

diverses infections pouvant survenir au cours de la grossesse. Cette adaptation repose 

notamment sur une représentation particulière des différents types de cellules immunitaires au 

sein de la décidue. Ainsi, chez la femme comme chez la souris, les cellules immunitaires de la 

décidue (du début jusqu’à la mi-gestation) sont surtout des uNK (70%) et des cellules 

dendritiques (DCs, 20%). Il y a très peu de lymphocytes T (environ 10%) et encore moins de 

lymphocytes B.  

Les cellules uNK humaines (CD56bright, CD16-) sont différentes des cellules NK 

circulantes (CD56dim, CD16+). C’est également le cas des cellules uNK murines. En effet, 

elles présentent une morphologie typique de cellules NK matures, c’est-à-dire qu’elles sont 

caractérisées par la présence de nombreux granules cytoplasmiques contenant des enzymes 

cytolytiques de type perforine et granzyme, mais sur le plan fonctionnel, ces cellules uNK ont 

une capacité de lyse plus faible. Cette absence de cytotoxicité est sans doute liée à l’action, 

sur des récepteurs inhibiteurs, de molécules du MHC de classe I exprimées et éventuellement 

sécrétées par les trophoblastes. La forte présence des uNK au niveau de la décidue semble être 

sous la dépendance de la progestérone, qui induit la production d’IL-15 par les cellules 

stromales et les DCs. L’IL-15 permet la mobilisation des cellules NK circulantes au niveau de 

la décidue. Chez l’humain, les cellules uNK deviennent résidentes grâce à l’interaction de leur 

récepteur aux chimiokines CXCR4 qui interagit avec le ligand CXCL12 des cellules 

stromales et des trophoblastes endovasculaires. De plus, les uNK humaines et murines 

expriment des facteurs angiogéniques (VEGF, PlGF), de l’IFNȖ, et des MMPs. Ainsi, les 

cellules uNK favoriseraient l’invasion des trophoblastes, le remodelage des artères spiralées et 

l’angiogénèse (Bilinski et al., 2008; Lash et al., 2010).  

En ce qui concernent les lymphocytes T CD8, deux mécanismes semblent jouer pour 

permettre une absence de cytotoxicité de leur part au niveau de la décidue : une inhibition 

et/ou une apoptose induite, et une absence de recrutement. Ainsi, l’interaction des 

lymphocytes T CD8 avec la molécule HLA-G1 soluble induit leur apoptose (Solier et al., 

2002) chez l’humain (il pourrait en être de même via Hβ-Q chez la souris), tandis que 
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l’interaction avec les molécules du MHC de classe I HLA-C (chez l’humain) ou H2-K (chez 

la souris) inhiberait leur cytotoxicité . À noter, chez la souris, H2-K est polymorphe, donc 

normalement, cette inhibition n’aurait lieu que dans le cas où le fœtus et la mère portent le 

même allèle. Ainsi, des expériences in vitro ont montré que les lymphocytes présents dans la 

décidue semblaient inactivés d’un point de vue fonctionnel et ne proliféraient pas suite à une 

stimulation allogénique (Abadía-Molina et al., 1996). Pour ce qui est de l’absence de 

recrutement, il a été bien montré chez la souris qu’il y avait une perte d’expression au niveau 

de la décidue des principales chimiokines qui attirent les lymphocytes T CD8 : CXCL9, 

CXCL10, CXCL11 et CCL5. Cette perte d’expression est contrôlée de façon épigénétique, 

par la triméthylation de la lysine β7 de l’histone Hγ (HγKβ7meγ), une marque décrite comme 

répressive, sur les promoteurs de ces gènes (Nancy et al., 2012). On ne sait pas encore si un 

mécanisme similaire a lieu chez l’humain, mais on sait qu’il y a moins de cellules T dans la 

décidue que dans l’endomètre en l’absence de grossesse (Vassiliadou and Bulmer, 1996).  

De plus, contrairement à ce qui se passe lors d’un rejet de greffe où le mécanisme 

principal est dû à une activation de lymphocytes T par une reconnaissance directe des 

molécules du MHC étranger (où des DCs du donneur vont aller activer des lymphocytes T du 

receveur dans les ganglions lymphatiques), il ne semble y avoir dans le cas d’une grossesse 

qu’une reconnaissance indirecte des antigènes dérivés du conceptus (car ils sont présentés 

par des DCs maternelles sur des molécules du MHC de classe II maternelles au sein des 

ganglions lymphatiques). Cette absence de reconnaissance directe a bien été établie chez la 

souris. La reconnaissance indirecte, quant à elle, permet une moindre activation de 

lymphocytes T spécifiques des antigènes dérivés du conceptus. De plus, la présentation de ces 

antigènes semblent être restreinte aux antigènes circulants, car les cellules dendritiques de la 

décidue sont incapables de migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques. Cela signifie que la 

présentation des antigènes dérivés du conceptus ne se fait que par les cellules présentatrices 

d’antigènes qui sont résidentes des ganglions lymphatiques. Or dans le cas d’une greffe, ce 

sont les DCs résidentes du tissu où se fait la greffe qui sont les principaux initiateurs de la 

réponse immunogène et donc du rejet. Dans le cas d’une grossesse, il y a bien une réponse 

proliférative suite à la présentation des antigènes dérivés du conceptus par les DCs des 

ganglions. Toutefois, elle ne s’accompagne pas de la génération de cellules effectrices 

cytotoxiques, rappelant ce qui se passe en l’absence d’un signal fort de co-stimulation, où les 

cellules meurent ou développent un phénotype de tolérance (Erlebacher, 2013).  
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Pour ce qui est des lymphocytes T CD4, les études chez la souris ont permis de 

montrer l’existence de lymphocytes T régulateurs (Treg, qui expriment le facteur de 

transcription Foxp3) spécifiques des antigènes dérivés du conceptus (Rowe et al., 2012). Ces 

Treg pourraient apparaître dès l’accouplement, éventuellement grâce à l’interaction avec des 

DCs tolérogènes (favorisant un phénotype immunosuppresseur pour les cellules avec 

lesquelles elles interagissent), puis proliférer lors d’une seconde phase vers la mi-gestation, 

alors que des microvésicules portant des antigènes dérivés du conceptus seraient libérées du 

placenta vers la circulation maternelle (Erlebacher, 2013; Remes Lenicov et al., 2012). 

Chez l’humain, l’existence de ces microvésicules a été bien établie et des propriétés 

immunosuppressives leur ont été trouvées in vitro (Mincheva-Nilsson and Baranov, 2010). 

Chez la souris, ces Treg sont des Treg induits, générés en périphérie à partir de cellules T 

CD4 naïves. Cette différenciation en Treg nécessite l’élément régulateur CNS1 dans le 

promoteur de Foxp3, l’absence d’une co-simulation et une stimulation par le TGFȕ (Samstein 

et al., 2012). Cet élément de régulation CNS1 se retrouve chez les mammifères euthériens, 

mais pas chez les marsupiaux, ce qui suggère une coévolution entre la génération de Treg 

périphériques et la placentation en profondeur des mammifères euthériens. Cependant le rôle 

de ces Treg spécifiques des antigènes dérivés du conceptus n’est pas encore déterminé. Ils 

pourraient être importants de différentes manières. Premièrement, ils éviteraient la 

prolifération de cellules T conventionnelles spécifiques des antigènes dérivés du conceptus, ce 

qui expliquerait l’augmentation des résorptions embryonnaires en cas de déplétion en Treg 

dans les croisements allogéniques, mais pas dans les croisements syngéniques. Cependant, 

lorsqu’il y a des fœtus allogéniques et syngéniques au sein d’une même portée, il ne semble 

pas y avoir une résorption spécifique des fœtus allogéniques. Cela est cohérent avec l’absence 

de recrutement au niveau de la décidue et suggère un rôle plus systémique de la perte de ces 

Treg. L’absence de Treg entraine une inflammation systémique. Ainsi, deuxièmement, ces 

Treg pourraient avoir un rôle en limitant la prolifération des cellules T conventionnelles 

activées par les antigènes circulants dérivés du conceptus et responsables d’une inflammation 

systémique secondaire. Enfin, troisièmement, les Treg joueraient un rôle dans l’homéostasie 

immunitaire, comme ils le font en dehors de la gestation, en régulant de façon globale 

l’activation des cellules T, ceci expliquerait peut-être pourquoi certaines maladies auto-

immunes (comme l’arthrite rhumatoïde ou la sclérose en plaques) montrent une amélioration 

clinique notable chez les femmes enceintes (Erlebacher, 2013).  
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La régulation du système du complément semble également jouer un rôle important 

dans la tolérance immunitaire au niveau de l’interface fœto-maternelle. Ce système est un 

ensemble de protéines circulantes ou membranaires, principalement sécrétées par le foie. Leur 

rôle initialement reconnu était de compléter l'action des immunoglobulines sériques, d'où leur 

nom. En l'absence de ces protéines thermolabiles (qui perdent leurs qualités à une température 

déterminée), les immunoglobulines thermostables spécifiques sont incapables d'entraîner la 

lyse de leur cible. Les protéines du complément représentent environ 5 % des globulines 

plasmatiques. Les différentes protéines du complément sont des pro-enzymes inactives et qui 

sont activées en cascade par clivage. Le clivage libère une fraction ayant une activité 

enzymatique de protéase, et un petit fragment qui possède souvent un rôle sur les cellules 

inflammatoires. Le système du complément possède plusieurs fonctions importantes: la 

cytolyse d'une cellule ou d'un agent pathogène, l'activation du système immunitaire par les 

petits fragments de clivage pro-inflammatoires, l'opsonisation (processus biochimique de 

l’immunité innée qui facilite la phagocytose de certains agents), et le métabolisme des 

complexes immuns circulants grâce aux récepteurs des fragments du complément. Les 

principales protéines du complément sont notées de C1 à C9. Il existe deux voies principales 

de l’activation du complément (Figure 24) : la voie alternative (immunité innée) et la voie 

classique (immunité adaptative), qui aboutissent à la formation d'une C3-convertase, point de 

départ de la voie effectrice commune qui détruit la cible cellulaire en formant un canal 

transmembranaire. Ce canal, formé par l’assemblage des protéines C5 à C9, est appelé le « 

complexe d'attaque membranaire », qui est en l'occurrence l'élément permettant la lyse des 

cellules pathogènes. Chez la souris, Crry (complement receptor-related protein) est exprimé 

par les trophoblastes et la décidue maternelle, et il prévient le dépôt des protéines du 

complément C3 et C4 sur la surface des cellules, empêchant ainsi la formation du complexe 

d’attaque membranaire. Les souris déficientes pour Crry ne peuvent pas être générées à partir 

d’un croisement entre des hétérozygotes Crry+/- à cause d’un dépôt du complément Cγ-

dépendant (alloantigène indépendant) et à l’inflammation que cela induit au niveau du 

placenta (Munoz-Suano et al., 2011). Chez l’humain, l’activation incontrôlée du 

complément est prévenue au cours des grossesses non pathologiques par trois protéines 

régulatrices situées à la surface des trophoblastes : DAF, MCP et CD59 (Girardi et al., 

2006). De plus, la protéine C5a a récemment été décrite comme pouvant être un médiateur 

lors de la parturition humaine (Lappas et al., 2012). 
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Figure 24 :  Le système du complément et sa régulation 
Adapté d’après (Bora et al., 2008).  

Il y a donc tout un ensemble de mécanismes mis en jeu pour engendrer une tolérance 

immunologique locale de l’unité fœto-placentaire. Ces mécanismes sont interconnectés, ce 

qui rend l’identification de leur rôle individuel difficile. Par ailleurs, ces interactions entre le 

trophoblaste et le système immunitaire maternel semblent également nécessaires pour la 

sécrétion de cytokines et de facteurs immunomodulateurs par les cellules immunitaires intra-

déciduales afin de contrôler l’invasion de l’endomètre maternel par le trophoblaste, et par 

conséquent une placentation adéquate (Barrientos et al., 2012; Charalambous et al., 2012; 

Eastabrook et al., 2008). 

4. Protéger le fœtus 

Le placenta constitue une barrière protectrice pour le fœtus puisqu’il agit comme un 

filtre vis-à-vis d’un certain nombre d’agents extérieurs de type infectieux, toxiques et 

médicamenteux. Toutefois cette barrière n’est pas infaillible et certains agents infectieux ou 

substances toxiques, tels que le toxoplasme, le VIH, le CMV, ou encore des substances 

toxique tels que l’alcool ou certains médicaments peuvent la traverser et entrainer diverses 

fœtopathies comme des anomalies de développement de certains organes ou des retards 

psychomoteurs à long terme (Iqbal et al., 2012; Syme et al., 2004). Le placenta agit 

également comme filtre sélectif vis à vis d’agents maternels, puisqu’il permet le passage 

sélectif de certains anticorps maternels (de type IgG) grâce à des récepteurs spécifiques. Dans 

l’espèce humaine, ces IgG protègent l'enfant par une immunité passive plusieurs mois après la 

naissance (Saji et al., 1999).  
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I. Données cliniques et épidémiologiques 

1. Définition et données cliniques 

La prééclampsie (PE) est une pathologie placentaire qui se définit par une 

hypertension gravidique associée à une protéinurie  (Pottecher et al., 2009). 

L’hypertension gravidique se définit elle-même par une pression artérielle systolique (PAS) 

supérieure à 140 mmHg et/ou une pression artérielle diastolique (PAD) supérieure à 90 

mmHg, survenant après 20 semaines d’aménorrhée et disparaissant avant la fin de la 6ème 

semaine du postpartum. La protéinurie se définit quant à elle par la présence de plus de 0,3g 

de protéines dans les urines obtenues en 24h. Ces définitions sont maintenant bien reconnues 

au niveau mondial. Les femmes ayant une hypertension chronique qui développent une 

protéinurie au cours de leur grossesse sont atteintes d’une prééclampsie surimposée.  

Chez les patientes, la PE se manifeste par des maux de tête, des sensations visuelles 

anormales (mouches, points lumineux), des bourdonnements d'oreilles, des œdèmes des 

membres et du visage. En plus des critères cliniques la définissant, la prééclampsie 

s'accompagne fréquemment de thrombopénie (baisse du taux de plaquettes) et d'hémolyse 

aiguë (anémie par destruction des globules rouges). Les complications maternelles les plus 

graves sont l'éclampsie (définie par la survenue inattendue et brutale de convulsions), le 

syndrome HELLP (Haemolysis-Elevated Liver enzymes-Low Platelets count), la coagulation 

intra-vasculaire disséminée (CIVD) et l'insuffisance rénale aiguë.  

L'éclampsie est une crise convulsive tonico-clonique. Elle est susceptible d'apparaître 

à partir de la 20ème semaine de grossesse, au cours du travail, ou encore pendant la première 

semaine après l'accouchement chez une patiente qui n'avait jamais eu de convulsions 

auparavant. Ces convulsions peuvent être suivies d'un épisode comateux, et de la mort. Le 

traitement comporte un contrôle médicamenteux à base de sulfate de magnésium (Euser and 

Cipolla, 2009). Il faut cependant noter que 15 à 40 % des cas d’éclampsies surviennent en 

l’absence de prééclampsie (ou du moins, s’il y en a une, elle n’a pas été préalablement 

détectée) (Douglas and Redman, 1994; Mattar and Sibai, 2000).  

Le syndrome HELLP fait partie des syndromes vasculo-rénaux rencontrés au cours 

de la grossesse pouvant se révéler particulièrement dangereux en cas d’hémorragie de la 

délivrance (saignements utérins après l’élimination du placenta). Il peut survenir en l’absence 
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de prééclampsie mais y est le plus souvent associé (dans 80 à 90% des cas) (Jebbink et al., 

2012). L’acronyme HELLP signifie « Haemolysis Elevated Liver enzymes Low Platelets 

count » et résume bien ce syndrome qui est constitué d’une série de complications biologiques 

comportant une hémolyse, une élévation des enzymes hépatiques et une thrombopénie. Les 

altérations des marqueurs biochimiques associées à ce syndrome témoignent de la micro-

angiopathie thrombotique, c'est-à-dire des lésions de l'endothélium des artérioles et des 

capillaires entraînant la formation d'agrégats plaquettaires et de thromboses (Haram et al., 

2009). 

Durant la période du post-partum, la pression artérielle se normalise progressivement 

mais des complications peuvent survenir (œdème pulmonaire, éclampsie, HELLP 

syndrome…), imposant une surveillance rigoureuse. 

Les possibles complications fœtales sont un retard de croissance intra-utérin 

(RCIU , défini par l’échec du fœtus à atteindre son potentiel de croissance), une 

thrombopénie, une prématurité  induite, une asphyxie périnatale aiguë par hématome rétro-

placentaire (accumulation de sang entre le placenta et la paroi de l'utérus), une chute brutale 

de la tension artérielle, une mort fœtale in utero.  

Il  est donc important de noter l’hétérogénéité des expressions de la maladie au sein 

des femmes atteintes d’une prééclampsie. Cela a progressivement amené à utiliser des critères 

qui définissent des sous-types de prééclampsie. Cependant, les classifications de ces sous-

types ne sont pas encore acceptées de façon internationale, ce qui rend la comparaison des 

études parfois difficile.  

On distingue ainsi les prééclampsies sévères. En France, une prééclampsie est 

considérée comme sévère si au moins l’un des critères suivants est observé : hypertension 

sévère (PAS > 160 mmHg et/ou PAD > 110 mmHg), atteinte rénale (avec oligurie inférieure à 

500 mL/24h, créatinine supérieure à 135 µmol/L, protéinurie supérieure à 5 g/j), œdème aigu 

pulmonaire, barre épigastrique persistante, syndrome HELLP, éclampsie ou troubles 

neurologiques rebelles (troubles visuels, céphalées), thrombopénie (inférieure à 100 g/L), 

hématome rétro-placentaire ou retentissement fœtal (dont RCIU) (Pottecher et al., 2009). 

On distingue également les prééclampsies précoces, dont le diagnostic est réalisé 

avant 32 semaines d’aménorrhée d’après les recommandations françaises (γ4 semaines dans 

certaines études). Cette classification artificielle n’est pas indépendante de la précédente, car 
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les symptômes n’allant qu’en s’aggravant à partir de leur apparition, la gravité est 

généralement plus importante dans les cas de PE précoces.  

Le seul moyen d’enrayer définitivement les symptômes de la prééclampsie est de 

retirer le placenta et donc le fœtus. Ainsi, lorsque la pathologie devient trop grave, et/ou que 

le fœtus est en souffrance, l’accouchement est déclenché, ou une césarienne est réalisée en 

urgence. La prééclampsie est donc responsable de nombreuses naissances prématurées.  

2. Incidence et données épidémiologiques 

La prééclampsie est une pathologie placentaire répandue, qui touche environ 3 % des 

femmes enceintes dans le monde, d’après les études basées sur le plus grand nombre de 

grossesses suivies (Klungsøyr et al., 2012; WHO, 2005), soit environ 20 000 femmes par an 

en France. L’hypertension gravidique constitue la 2ème ou 3ème (selon les périodes étudiées) 

cause de mortalité maternelle en France (15 % des morts maternelles, les hémorragies étant 

la 1ère cause avec 35% des cas). La prééclampsie (cas diagnostiqués) explique environ 30% 

des cas de morts maternelles suite à une hypertension gravidique (environ 10 cas chaque 

année) (Benbassa et al., 2006; Saucedo et al., 2010). Malheureusement, de nombreuses 

études ne distinguent pas la prééclampsie de l’éclampsie. En France, l’éclampsie représente à 

elle seule environ 45 % des cas de morts suite à une hypertension gravidique, sans que l’on 

sache vraiment si elle intervient suite à une prééclampsie ou non. Si l’on considère que la 

majorité des cas intervient suite à une PE, environ 75 % des cas de morts suite à une 

hypertension gravidique seraient alors attribuable à cette pathologie. Il est important de noter 

que dans les pays en voie de développement, la prééclampsie et l’éclampsie peuvent être 

responsables de 20 à 30 % des cas de morts maternelles (Chelli et al., 2009; Ezugwu et al., 

2009). Ainsi, en 2000, 63 000 femmes seraient mortes suite à une prééclampsie/éclampsie 

dans le monde (WHO, 2005). Et on estime que chaque année, 40 000 à 50 000 morts 

maternelles sont imputables à cette pathologie (Ghulmiyyah and Sibai, 2012).  

On estime que 25 % des cas de PE sont sévères et 5 à 10% de ces cas de PE sévères 

auront des complications graves (Sibai, 2004). Concernant les complications maternelles 

citées dans le paragraphe précédant, l’éclampsie complique environ 2 % des PE, le 

syndrome HELLP environ 20 % des PE sévères (Mehrabian et al., 2012), la coagulation 
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intra-vasculaire disséminée 10 à 20 % et l’insuffisance rénale 1 à 5 % (Bhattacharya and 

Campbell, 2005).  

Concernant les complications fœtales, on estime qu’environ 25 % des prééclampsies 

sont accompagnées d’un RCIU (Villar et al., 2006). Pour ce qui est de la mortalité fœtale, 

celle-ci a particulièrement diminué dans les pays occidentaux grâce à la généralisation de 

l’induction de la naissance (induction du travail et césariennes), et à l’amélioration de la prise 

en charge des nouveau-nés prématurés. Ainsi, en Norvège, les déclenchements et les 

césariennes avant γ7 semaines d’aménorrhée sont passés de 8 % entre les années 1967 et 

1978 à presque 20 % entre les années 1991 et 2003 (Basso et al., 2006). Les délivrances par 

césarienne ont particulièrement augmenté en cas de prééclampsie, passant de 13% dans les 

années 1970 à 37% dans les années 2000. Au cours de ces 40 années, les cas de morts in utero 

ont diminué d’un facteur 10 (et le risque de morts in utero en cas de PE par rapport aux 

grossesses sans PE est passé de 4 à 1,3). Quant à la mortalité néonatale, elle a été divisée par 7 

et son risque en cas de PE est passé de 2 à 1,5 (Klungsøyr et al., 2012). Il faut cependant 

noter que la Norvège est un des pays européens où la prise en charge de la femme enceinte et 

du nouveau-né est particulièrement efficace, ce qui se traduit par des mortalités maternelle et 

fœtale deux fois moindre qu’en France (Zeitlin et al., 2008).  

Ainsi, la prise en charge médicale maternelle et néonatale fait de la prééclampsie une 

cause importante de prématurité induite. Environ 15 % des naissances prématurées font 

ainsi suite à une prééclampsie dans les pays occidentaux (Roberts and Lain, 2002). La 

mortalité périnatale est fortement dépendante du poids de naissance et la PE serait 

responsable d’environ 10% des cas de mortalité périnatale (au Royaume Uni, la prééclampsie 

serait ainsi responsable d’environ 1 000 morts de nouveau-nés par an).  

Le suivi des femmes ayant développé une prééclampsie et des enfants nés d’une 

prééclampsie ont aussi révélé des conséquences à long terme.  

Concernant les mères, l’occurrence de maladies cardiovasculaires est plus élevée 

chez les femmes ayant eu une prééclampsie. Cependant, deux éléments se confondent très 

probablement : les femmes prédisposées à développer des maladies cardiovasculaires seraient 

également prédisposées à développer une prééclampsie (facteurs de risque communs) ; la 

prééclampsie pourrait fragiliser le système cardiovasculaire, ce qui favoriserait le 

développement futur de maladies cardiovasculaires. Dans tous les cas, la prééclampsie est 
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maintenant reconnue comme un facteur de risque pour le développement de maladies 

cardiovasculaires. En effet, grâce à un suivi de plus de 10 ans, il a été montré que les femmes 

ayant eu une prééclampsie ont 4 fois plus de risque de développer une hypertension que les 

femmes ayant eu une grossesse non compliquée. Leur risque d’insuffisance cardiaque est 

multiplié par 1,8, celui d’une attaque vasculaire cérébrale par 1,5, celui d’une embolie 

thrombotique par 1,6 (Lykke et al., 2009).  

En ce sens également, avec un suivi d’environ γ0 ans, il a été montré que les femmes 

ayant développé une prééclampsie avaient un risque 3,2 fois supérieur d’avoir une 

insuffisance rénale sévère (stade terminal) par rapport aux femmes ayant eu une (ou des) 

grossesse(s) non compliquée(s) (Vikse et al., 2008). Et dans ce cas, il semble que ce soit bien 

lié à la prééclampsie en elle-même et non à la co-ségrégation de facteurs prédisposant aux 

deux conditions (Vikse et al., 2012).  

Concernant les enfants nés suite à une prééclampsie, il est difficile de séparer ce qui 

est purement dû à la prééclampsie de ce qui est lié à la naissance prématurée et/ou au petit 

poids de naissance. Il est bien établi que les enfants prématurés et/ou de petits poids de 

naissance ont un risque accru de développer un syndrome métabolique (association d’au 

moins 3 des critères suivants chez la même personne : hyperinsulinémie, 

hypercholestérolémie avec taux de cholestérol HDL bas, hypertension, excès de poids, 

hyperglycémie), avec l’idée d’une programmation fœtale (Abitbol and Rodriguez, 2012; 

Rinaudo and Wang, 2012). Cependant, même les enfants nés à terme d’une mère ayant 

développé une prééclampsie sont à risque pour différentes maladies, telles que les pathologies 

métaboliques, endocrines et nutritionnelles (Wu et al., 2009), mais il n’est pas exclu que cela 

soit lié à un plus petit poids de naissance. Car s’il a été montré que la plupart des enfants nés à 

terme d’une grossesse prééclamptique ont un poids normal pour leur âge gestationnel (Xiong 

et al., 2002), ce ne sont pas seulement sur ces cas (qui correspondent aux formes les moins 

graves de la maladie) qu’ont été réalisées les études à long terme.  

3. Facteurs de risques 

La PE est une pathologie multifactorielle  sous-tendue par différents facteurs de 

risque (Tableau 2). Ceux-ci peuvent être classés en facteurs maternels, facteurs paternels, 

facteurs liés au couple, facteurs liés à la grossesse et facteurs liés au mode de vie.  
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Tableau 2 :  Les principaux facteurs de risque de la prééclampsie 

i. Les facteurs de risque liés à la mère 

Les femmes n’ayant jamais eu d’enfant (nullipare) sont plus à risque de développer 

une prééclampsie que les multipares (Duckitt and Harrington, 2005). En effet, 75 % des 

prééclampsies surviennent chez des primipares, ce qui rend la maladie difficile à prévoir.  

Une histoire familiale de PE est également un facteur de risque. Ainsi, si la mère 

d’une femme a eu une grossesse compliquée par une PE, cette femme a 3 fois plus de risque 

de développer une PE (Esplin et al., 2001).  

De façon encore plus importante, un antécédent personnel de PE augmente très 

fortement le risque de développer une prééclampsie à la prochaine grossesse (Duckitt and 

Harrington, 2005; Klungsøyr et al., 2012).  

Des facteurs de risque liés à la santé de la mère interviennent de façon importante. 

Ainsi l’hypertension, le diabète, un indice de masse corporelle élevé favorisent la survenue 

d’une prééclampsie (Duckitt and Harrington, 2005; O’Brien et al., 2003; Yanit et al., 

2012). En outre, les femmes atteintes par des pathologies auto-immunes, telles que le lupus 

érythémateux disséminé ou le syndrome anti-phospholipides, ont un risque accru de 

développer une prééclampsie (Clowse et al., 2008; Heilmann et al., 2011). La 

thrombophilie  semble également favoriser le développement d’une prééclampsie. Ainsi, une 

méta-analyse a montré que la mutation de Leiden du facteur V, qui est une forme de 
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thrombophilie génétique, est significativement associée à un risque accru de développer une 

PE (Lin and August, 2005).  

L’âge de la mère est également à prendre en compte. En effet, pour les femmes de 40 

ans et plus, le risque de développer une prééclampsie est plus élevé que pour les plus jeunes 

(Duckitt and Harrington, 2005; Seoud et al., 2002). Mais à l’opposé, les adolescentes (de 

moins de 16 ans) ont aussi un risque accru de développer une hypertension gestationnelle et 

donc probablement une prééclampsie (les deux conditions n’étant pas distinguées dans cette 

étude) (Tsikouras et al., 2012).  

L’origine ethnique de la mère joue également un rôle, avec une incidence de la PE 

plus élevée chez les femmes d’origine africaine (population où les risques d’hypertension sont 

d’emblée plus élevés (Cruickshank and Beevers, 1982)), plus faible chez les femmes 

asiatiques et intermédiaire chez les caucasiennes (Caughey et al., 2005).  

L’inflammation jouant un rôle important dans le développement de la PE (voir partie 

III -3-iv), des infections chroniques induisant un état d’inflammation pourraient favoriser le 

développement de cette pathologie (López-Jaramillo et al., 2008).  

ii.  Les facteurs de risque liés au père 

Les antécédents familiaux de PE dans la famille du père favorisent également le 

développement d’une prééclampsie chez la partenaire de cet homme. Ainsi, les hommes 

qui sont nés d’une grossesse prééclamptique sont significativement plus à risque 

d’induire des grossesses prééclamptiques chez leur compagne, comparés à ceux nés d’une 

grossesse non compliquée (Esplin et al., 2001; Skjaerven et al., 2005). De même, si une 

femme est enceinte d’un homme qui a déjà eu une partenaire ayant développé une PE, 

elle a un risque accru de développer une PE à son tour (Lie et al., 1998).  

Ces éléments indiquent que des facteurs génétiques paternels hérités par le fœtus 

peuvent participer au développement de la prééclampsie.  

iii.  Les facteurs de risque liés au couple 

Concernant le couple, il a été montré que le risque de PE était supérieur si les deux 

membres du couple avaient des origines ethniques différentes (Caughey et al., 2005).  
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Par ailleurs, il a été montré que certaines combinaisons d’allèles maternels codant 

pour des récepteurs inhibiteurs des cellules Natural Killer (KIR-A) et d’allèles fœtaux codant 

un certain type d’HLA (HLA-C2, venant du père) étaient associées à un risque accru de PE 

(Hiby et al., 2004, 2010). De plus, cette étude précise que dans différentes populations 

humaines, on observe une corrélation inverse entre la fréquence de ce récepteur KIR-A à 

l’état homozygote et la fréquence de l’allèle HLA-C2, indiquant une contre sélection de cette 

combinaison.  

De plus, concernant les facteurs de risque liés au couple, il apparait que, plus que 

l’absence de grossesse antérieure chez la mère, ce soit l’occurrence de la première grossesse 

issue du couple qui soit importante. En effet, une grande partie des prééclampsies de la 

seconde ou de la troisième grossesse se développent suite à un changement de partenaire 

(Dekker and Robillard, 2007; Dekker et al., 1998; Ikedife, 1980). Cela corrobore le fait 

que le risque de développer une prééclampsie après un changement de partenaire est 

équivalent à celui d’une primipare (Dekker et al., 1998; Trupin et al., 1996). Cela suggère 

également qu’une seconde grossesse avec le même partenaire est moins susceptible d’être 

compliquée d’une prééclampsie. Cela a mené à une proposition dans laquelle la prééclampsie 

n’aurait pas été éliminée au cours de l’évolution, car elle encouragerait la fidélité et cela aurait 

un impact positif pour élever les enfants au sein d’un noyau familial uni (Chelbi et al., sous 

presse). Une des hypothèses actuelles concernant ces observations est que la mère 

développerait une tolérance spécifique pour les alloantigènes d’origine paternelle lors de la 

première grossesse qui serait bénéfique aux grossesses ultérieures avec le même père 

(Williams, 2012).  

De plus, différentes études, initiées en Guadeloupe, ont montré qu’une exposition de 

longue durée au sperme du futur père avant la conception avait un effet protecteur : 

l’incidence de la prééclampsie atteint en effet 40 % dans le cas d’une conception dans les 4 

mois suivant la formation du couple, contre une incidence bien plus faible dans le cas d’une 

année de cohabitation sexuelle avant la conception (Robillard et al., 1994). Cette protection 

par l’exposition maternelle au sperme paternel a ensuite été confirmée par plusieurs études 

(Einarsson et al., 2003; Kho et al., 2009; Verwoerd et al., 2002). Il a ainsi été suggéré que 

le sexe oral pourrait avoir un rôle protecteur (Koelman et al., 2000). Cela serait médié par les 

antigènes paternels présents dans le liquide séminal (Kajino et al., 1988) et par une 

habituation immunologique au patrimoine génétique du père, ce qui contribuerait à permettre 
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à l’organisme maternel d’accepter en son sein un fœtus ayant le statut génétique et 

immunologique d’une hémi-allogreffe. À l’opposé, le recours à un donneur de sperme pour 

initier une grossesse est associé à un risque accru de prééclampsie (Kyrou et al., 2010).  

Ces différents arguments suggèrent fortement l’existence d’une composante 

immunologique « d’habituation », de nature non classique, puisqu’une diminution de la 

réaction classique de rejet du non-soi est associée à des expositions prolongées et répétées aux 

antigènes paternels. De ce point de vue, les mécanismes impliqués s’opposent aux réactions 

classiques de vaccination, où la seconde exposition induit une réponse beaucoup plus intense 

et rapide. Il s’agirait donc plutôt d’une mémoire immunosuppressive (via des Treg 

mémoire ?).  

La prééclampsie a donc une composante immunologique indubitable et elle est 

considérée comme une maladie de la première grossesse, et plus récemment, de la première 

grossesse d’un couple. Cependant, il arrive qu’une femme développe une prééclampsie lors 

de sa seconde grossesse avec le même partenaire, alors qu’elle n’en avait pas eu à sa 

première grossesse. Ces cas me semblent particulièrement intéressants pour creuser les 

modalités contrôlant cette immunologie de la prééclampsie. En effet, une explication serait 

que les deux enfants aient hérité de leur père des marqueurs antigéniques différents 

(notamment les HLA exprimés par les trophoblastes). Cela suppose que le père soit 

hétérozygote. Cette hypothèse peut être facilement explorée grâce au génotypage HLA (en 

particulier, HLA-C et E) de familles présentant ce genre de cas.  

 

iv. Les facteurs de risque liés à la grossesse 

Un intervalle long entre deux grossesses augmente les risques de développer une PE. 

Le risque augmente pour chaque année comprise entre deux grossesses et lorsque cet 

intervalle dépasse 10 ans, le risque avoisine celui de femmes nullipares (Skjaerven et al., 

2002). 

Les techniques d’assistance médicale à la procréation semblent également 

augmenter le risque de PE (Thomopoulos et al., 2013). Cela pourrait être lié à 

l’accumulation d’altérations épigénétiques aux cours de la manipulation des gamètes et des 

embryons lors de la culture in vitro, qui perturberaient le développement fœto-placentaire 
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(Fauque et al., 2007). Cependant, l’impact des techniques d’assistance médicale à la 

procréation sur la grossesse semble assez faible, et il n’est pas toujours détectable (Calicchio 

et al., sous presse, disponible en Annexe 2; Marchand et al., 2011).  

Dans le cas d’une grossesse gémellaire, le risque de développer une prééclampsie est 

multiplié par 4 (Coonrod et al., 1995). D’autres conditions, telles que les môles 

hydatiformes, les grossesses extra-utérines, certaines anomalies congénitales ou 

chromosomiques du fœtus, entrainent également une augmentation du volume placentaire et 

favorisent également la survenue d’une prééclampsie (Boyd et al., 1987; Dekker and Sibai, 

1998; Longo et al., 2003; Roberts and Gammill, 2005; Worley et al., 2008).  

 

v. Les facteurs de risque liés au mode de vie 

Des conditions socioéconomiques défavorables, un faible niveau d’éducation des 

mères et une alimentation insuffisante ont été associés à la PE (Cerón-Mireles et al., 2001; 

Funai et al., 2005; López-Jaramillo et al., 2001). Cela est cohérent avec la plus grande 

occurrence de la prééclampsie dans les pays en développement. Cependant, ceci pourrait 

être lié aux différences ethniques. Il est possible que la pauvreté extrême et qu’un mauvais 

accès aux soins dans ces pays ait une influence sur le risque de PE. Cependant, ces facteurs ne 

font pas consensus et dans les pays occidentaux, le statut économique des patientes n’aurait 

pas d’influence réelle sur leur risque de développer une PE (Lawlor et al., 2005).  

La vie en haute altitude serait un autre facteur de risque (Keyes et al., 2003; Palmer 

et al., 1999). Cela serait lié à l’hématocrite (pourcentage relatif du volume des cellules 

circulant dans le sang par rapport au volume total du sang, donc liée à la viscosité) plus élevé 

des femmes vivant en altitude par rapport à celles vivant au niveau de la mer. Chez les 

femmes enceintes, cette viscosité est encore accrue (Kametas et al., 2004). Les femmes 

enceintes vivant en altitude, auraient également une pression d’oxygène dans le sang réduite 

favorisant l’hypoxie placentaire, et ainsi l’occurrence d’anomalies du développement 

placentaire (Zamudio, 2003). En règle générale, une viscosité accrue du sang et une hypoxie 

placentaire relative sont associées à la PE (Palmer et al., 1999). 

Le tabac est, quant à lui, associé à une réduction du risque de PE (Conde-Agudelo 

and Belizán, 2000). Une hypothèse est que le tabac ferait pencher la balance vers une fausse-
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couche précoce en cas d’anomalies qui auraient pu aboutir à une prééclampsie si la mère 

n’avait pas fumé (la prééclampsie n’étant dans ce modèle qu’un état intermédiaire entre une 

grossesse réussie et un échec complet se traduisant par une fausse-couche). Cependant, il a 

récemment été décrit que le tabagisme induit un taux sérique plus élevé de PlGF, ce qui 

favoriserait un bon développement placentaire et contrebalancerait alors efficacement des 

prédispositions à la PE (Llurba et al., 2013).  

4. Traitements 

i. Le seul moyen curatif : retirer l’unité fœto-placentaire 

Le seul moyen efficace de stopper la progression de la prééclampsie et de guérir la 

patiente est de retirer le placenta et donc le fœtus. Le défi majeur est donc de permettre à la 

grossesse de se poursuivre le plus longtemps possible, afin d’améliorer le pronostic pour 

l’enfant sans pour autant mettre la mère en danger.  

Les recommandations pour interrompre la grossesse en cas de PE sont les suivantes : 

au delà de γ6 semaines d’aménorrhée, il est conseillé de déclencher l’accouchement ou de 

réaliser une césarienne. Au delà de γ4 semaines d’aménorrhée, il faut interrompre la grossesse 

si la PE est sévère. En cas de PE sévère avant 24 semaines d’aménorrhée, il faut proposer une 

interruption médicale de la grossesse aux parents. Entre β4 et γ4 semaines d’aménorrhée, la 

décision d’interrompre la grossesse dépend de l’état de santé de la mère et de celui du fœtus. 

Ainsi, l’arrêt de la grossesse est pratiqué immédiatement si la mère présente une hypertension 

non contrôlée, une éclampsie, un œdème aigu du poumon, un hématome rétro-placentaire, une 

thrombopénie sévère ou un hématome sous-capsulaire hépatique. En cas d’insuffisance rénale 

d’aggravation rapide, de signes persistants d’imminence d’une éclampsie (céphalées ou 

troubles visuels), d’une douleur épigastrique persistante, ou d’un syndrome HELLP évolutif, 

la grossesse est éventuellement prolongée de 48 h afin qu’une corticothérapie anténatale 

puisse être réalisée pour induire une maturation pulmonaire fœtale. Des anomalies du rythme 

cardiaque fœtal, un retard de croissance intra-utérin sévère au delà de 32 semaines 

d’aménorrhée sont également des indications pour déclencher l’accouchement (Pottecher et 

al., 2009).  

Lorsque l’interruption de la grossesse est décidée sans qu’il y ait une nécessité absolue 

d’arrêt immédiat, il est possible de déclencher l’accouchement après maturation cervicale. Il 



 

71 

 

est également recommandé de mettre rapidement en place une analgésie péri-médullaire parce 

qu’elle est bénéfique pour l’évolution de la pression artérielle et pour l’hémodynamique 

utéro-placentaire, et parce qu’elle facilite la prise en charge en cas de recours à une 

césarienne. 

ii.  Les traitements des symptômes 

Afin de permettre à la grossesse de se poursuivre harmonieusement pour améliorer le 

pronostic fœtal, des traitements médicamenteux existent, visant principalement à faire baisser 

l’hypertension et prévenir et/ou contrôler la crise d’éclampsie.  

Ainsi, au cours de la PE sévère, il est recommandé de traiter l’hypertension 

artérielle lorsque la pression artérielle systolique est supérieure à 160 mmHg ou la pression 

artérielle diastolique est supérieure à 110 mmHg. Il s’agit alors de prescrire un traitement 

antihypertenseur. Tous les inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC) et les antagonistes des 

récepteurs de l’angiotensine II (sartans) sont contre-indiqués aux cours de la grossesse (car ils 

présentent une toxicité avérée pour l’appareil rénal et la voûte crânienne du fœtus) (Centre de 

Référence sur les Agents Tératogènes, 2013). Les antihypertenseurs de référence pour la PE 

sont donc des antihypertenseurs centraux (méthyldopa), des inhibiteurs calciques 

(nifédipine ou nicardipine) et/ou des bétabloquants (labétalol, oxprénolol).  

Le traitement antihypertenseur est principalement recommandé pour prévenir un 

accident vasculaire cérébral. Le but n’est pas d’optimiser la pression artérielle, mais de la 

réduire de 20%, de manière progressive, avec pour objectif d’atteindre une pression artérielle 

systolique comprise entre 140 et 160 mmHg et une pression diastolique entre 90 et 110 

mmHg (Petit et al., 2009). En effet, une diminution trop importante de la pression artérielle 

est néfaste à la croissance fœtale (Von Dadelszen and Magee, 2002). Il est en effet suggéré 

que l’hypertension dans le cas d’une prééclampsie serait un moyen de contrebalancer une 

insuffisance placentaire, et de pouvoir ainsi assurer une croissance fœtale suffisante.  

En cas de PE sévère, la prévention de la crise d’éclampsie par du sulfate de 

magnésium (MgSO4) est recommandée face à l’apparition de signes neurologiques 

(céphalées rebelles, troubles visuels) et en l’absence de contre-indication (insuffisance rénale, 

maladies neuromusculaires) (Pottecher et al., 2009). En effet, le MgSO4, utilisé depuis plus 

de 80 ans aux États-Unis par exemple, diminue de 60% le risque de faire une crise 

d’éclampsie (Duley et al., 2003). Le MgSO4 se comporte comme un inhibiteur calcique: il 
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bloque les canaux calciques voltage-dépendants d'où son effet vasodilatateur (effet renversé 

par le chlorure de calcium). C’est le traitement de référence pour le traitement de la crise en 

cours et la prévention des récidives. Après la dernière crise, il est conseillé de maintenir une 

perfusion de MgSO4 pendant une durée de 24 heures (Pottecher et al., 2009).  

En cas de néphropathie, un avis spécialisé est recommandé afin d’instituer une prise en 

charge conjointe de la grossesse (obstétricien, néphrologue, anesthésiste-réanimateur), 

permettant, entre autres, d’informer la patiente sur les risques personnels et fœtaux, de 

discuter l’indication des diurétiques et d’envisager un arrêt de la grossesse en cas 

d’aggravation rapide de l’insuffisance rénale (Pottecher et al., 2009).  

 

 

iii.  Les traitements préventifs 

Les traitements curatifs sont donc très limités et leur efficacité modérée. C’est 

pourquoi d’autres stratégies ont été envisagées, visant à éviter le développement de la PE, 

plutôt que d’agir sur ses symptômes. Ainsi, plusieurs traitements préventifs ont été testés.  

Le traitement le plus prometteur est sans conteste l’aspirine à faible dose (à environ 

100 mg/jour). Son utilisation a été fortement débattue (Rossi and Mullin, 2011). Cependant, 

un consensus émerge. L’utilisation d’aspirine à 100 mg/jour est efficace à condition que 

l’administration commence tôt au cours de la grossesse (avant 16 semaines d’aménorrhée) 

(Bakhti and Vaiman, 2011; Roberge et al., 2012a, 2012b). Ces études montrent que 

l’aspirine fait diminuer les risques de développer une prééclampsie précoce de 90 %, et une 

prééclampsie sévère de 80%. De façon intéressante, il semble que l’heure de prise de 

l’aspirine ait un impact important sur l’efficacité de ce traitement : si l’aspirine est prise au 

réveil, elle n’aurait aucun effet, alors que prise au coucher, elle réduirait bien le risque de 

prééclampsie (Ayala et al., 2012).  

Les héparines de bas poids moléculaire (HBPM) auraient également un effet 

bénéfique (à  1 mg/kg), en particulier lorsqu’il existe un risque thrombotique (Kupferminc et 

al., 2011), et amélioreraient la prévention en association avec de l’aspirine (Gris et al., 

2011; de Vries et al., 2012). L’effet bénéfique de ces HBPM serait basé sur leur interférence 
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avec des mécanismes hémostatique et inflammatoire, contribuant ainsi à améliorer 

l’environnement vasculaire et endothélial. Par exemple, l’héparine réduit l’adhésion des 

leucocytes aux cellules endothéliales, ce qui participe à son effet anti-inflammatoire. De plus, 

l’héparine a été montrée comme capable d’induire l’expression de facteurs de croissance tel 

que le VEGF in vitro (Mello et al., 2005). L’effet bénéfique de l’aspirine passerait par son 

action anti-plaquettaire, en effet, à faible dose, l’aspirine inhibe plus spécifiquement la 

production de thromboxane (pro-aggrégant), sans altérer la production de prostacycline 

(vasodilatateur et anti-aggrégant) (Vainio et al., 1999).  

Une supplémentation en calcium serait également bénéfique, en particulier dans les 

pays en voie de développement et pour les populations ayant une carence calcique (Patrelli et 

al., 2012). Cette supplémentation a été tentée car une carence calcique est un facteur de 

risque pour les maladies hypertensives.  

Par ailleurs, les antioxydants (tels que les vitamines C et E), les donneurs d’oxide 

nitrique (NO) et la vitamine D, n’ont pas prouvé leur efficacité (Meher and Duley, 2007; 

Parrish et al., 2013; Rossi and Mullin, 2011; Thorne-Lyman and Fawzi, 2012). Ces 

agents ont été testés car un stress oxydatif, une diminution des taux de NO et de vitamin D 

sont observés en cas de prééclampsie (Aghajafari et al., 2013; Bernardi et al., 2008; Hung 

and Burton, 2006).  

Il est cependant important de noter qu’actuellement, ces traitements préventifs sont 

réservés aux patientes à risque élevé, c’est-à-dire à celles ayant eu au moins un antécédent 

de PE sévère et précoce (Pottecher et al., 2009). Cela signifie que 75 % des prééclampsies 

ne seront pas évitées (celles se développant chez des primipares). En effet, il est impensable 

d’encourager toutes les primipares à prendre un traitement préventif alors que plus de 95 % 

d’entre elles ne seront pas concernées par la PE. Il est ainsi extrêmement important de pouvoir 

mieux prédire quelles femmes, parmi les nullipares, sont les plus à risque de développer une 

PE, afin de pouvoir leur proposer spécifiquement un traitement préventif. En ce sens, la 

recherche de marqueurs précoces de la PE (détectables au 1er trimestre) est en plein 

développement.  
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5. Vers un diagnostic précoce ?  

L’apparition des symptômes maternels de la PE est relativement tardive, par rapport à 

la placentation, dont des anomalies sont à l’origine du syndrome. Il semble par ailleurs que 

tous les traitements prescrits une fois ces symptômes apparus aient une efficacité limitée. 

C’est pourquoi un diagnostic plus précoce permettrait sans doute d’améliorer l’efficacité de 

ces traitements. Par exemple, si un marqueur sérique détectable avant 16 semaines 

d’aménorrhée prédisait de manière fiable l’occurrence d’une PE, on pourrait initier un 

traitement à l’aspirine chez les primipares. De plus, un diagnostic précoce permettrait 

également un meilleur suivi des femmes à risque.  

En ce sens, la recherche de marqueurs précoces de la PE est le challenge de ces 

prochaines années. Ces marqueurs précoces seraient libérés dans le sang maternel suite à la 

mauvaise implantation/placentation qui serait associer à une érosion placentaire et/ou une 

libération de microparticules/facteurs produits par les trophoblastes en situation de stress. 

Jusqu’ici, les marqueurs les plus prometteurs sont : la protéine placentaire 13 (PP-13), la sous-

unité ȕ libre de l’hCG, des sélectines, l’inhibine A, l’hémoglobine fœtale libre (HbF), l’alpha-

1-microglobuline (A1M), le PlGF et l’endogline soluble (sEng) (Anderson et al., 2012; 

Masoura et al., 2012). Les modifications de ces principaux marqueurs précoces sont 

synthétisées dans le Tableau 3.  
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Tableau 3 :  Les principaux marqueurs précoces du futur développement d’une PE 

PP-13, la protéine placentaire 13 est une galectine (de la famille des lectines, les 

galectines contiennent un domaine de reconnaissance des carbohydrates qui leur permet de 

lier les ȕ–galactosides) avec une activité lysophospholipase. Il a été montré que sa 

concentration plasmatique est plus basse chez les femmes qui vont développer une 

prééclampsie (d’environ 4 0%, sachant que sa concentration varie de façon plus conséquente 

entre 8 et 13 semaines pour des femmes qui auront une gestation normale). Ces mesures ont 

été réalisées sur des prélèvements obtenus entre 8 et 13 semaines de grossesse (Akolekar et 

al., 2009; Romero et al., 2008).  

La sous-unité β libre de l’hCG a été montrée comme plus abondante au premier 

trimestre dans le sang des femmes qui vont développer une PE (Mikat et al., 2012). C’est 

également le cas de la E-sélectine et de la P-sélectine (molécules d’adhésion notamment 

présentes à la surface des cellules endothéliales) (Akolekar et al., 2011; Bosio et al., 2001; 

Carty et al., 2012; Poon et al., 2010).  
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L’inhibine A est produite par le placenta et a une concentration plasmatique plus 

élevée (mesures faites entre 10 et 16 semaines d’aménorrhée) chez les femmes qui vont 

développer une prééclampsie (Sebire et al., 2000; Yu et al., 2011). C’est également le cas de 

l’activine A (Poon et al., 2010; Yu et al., 2011).  

L’hémoglobine fœtale libre (HbF) et l’alpha-1-microglobuline (A1M) sont 

également augmentées, respectivement d’un facteur 3 et 1,2, dans le sérum des femmes qui 

vont développer une PE (sang prélevé entre 11 et 16 semaines d’aménorrhée) (Anderson et 

al., 2011).  

Le PlGF a une concentration plus faible dans le sang des femmes qui vont développer 

une PE, et ce, dès le premier trimestre. Il semble avoir une assez bonne valeur prédictive, en 

association avec d’autres marqueurs (Boucoiran et al., 2013; Foidart et al., 2010; Poon et 

al., 2010; Shokry et al., 2010; Yu et al., 2011). D’autres facteurs angiogéniques et anti-

angiogéniques ont été étudiés : ainsi, la concentration du récepteur soluble du VEGF (sFlt1) 

est plus élevée chez les femmes qui vont développer une PE (Baumann et al., 2008; Shokry 

et al., 2010) et celle du VEGF(165)b, un inhibiteur du VEGF, est plus élevé au 1er trimestre 

(Bills et al., 2009), le VEGF libre étant, quant à lui, non détectable (Akolekar et al., 2010). 

La valeur prédictive de ces facteurs semble cependant insuffisante pour les utiliser en pratique 

clinique (Akolekar et al., 2010; Jacobs et al., 2011).  

L’endogline soluble (sEng) est une glycoprotéine transmembranaire et un corécepteur 

du TGFȕ (ȕ1 et ȕγ). Il a des propriétés anti-angiogéniques. Sa concentration dans le sang des 

femmes enceintes au premier trimestre est plus élevée lorsque celles-ci vont développer une 

PE (Baumann et al., 2008; Foidart et al., 2010).  

Il faut cependant noter que, globalement, la concentration de ces facteurs varie 

beaucoup entre les femmes et en fonction de la date de prélèvement (qu’elles aient par la suite 

une grossesse normale ou prééclamptique), et il n’existe donc pas de valeurs seuils permettant 

de distinguer clairement les femmes qui développeront une PE des autres.  

La quantification d’ARNm circulant (correspondant à différent marqueurs tels que 

l’endogline, le VEGF, sFlt1) à partir du sang maternel (obtenu entre 15 et 20 semaines 

d’aménorrhée) est également un moyen relativement efficace de prédire la survenue d’une PE 

avec une détection d’environ 84% des cas pour un taux d’erreur de 5 % dans la cohorte 

étudiée (Purwosunu et al., 2009).  
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Des approches à haut débit sans a priori ont également fait leur preuve : ainsi, des 

échantillons de plasmas obtenus entre 14 et 16 semaines d’aménorrhée chez des femmes qui 

ont eu par la suite une grossesse compliquée par la PE ou une grossesse normale ont été 

analysés par spectrométrie de masse couplé à une chromatographie liquide à haute 

performance, et leur comparaison a permis d’établir un modèle prédictif basé sur 14 

métabolites, tels que notamment la bilirubine, l’hème, les dérivés de vitamine Dγ ou encore 

la sphingosine-1-phosphate. Ce modèle a pu être ensuite validé avec d’autres échantillons et 

donne une bonne prédiction (Kenny et al., 2010). 

En plus de ces marqueurs sériques, les techniques échographiques, et en particulier le 

doppler des artères utérines, peuvent également apporter une valeur prédictive de bonne 

qualité au futur développement de la PE (Carbillon, 2012; Scazzocchio et al., 2013).  

Globalement, l’apport prédictif de chacun des marqueurs est faible. Cependant, les 

combiner et les associer aux facteurs de risque liés à la mère permet d’atteindre de bons 

modèles prédictifs et de prédire jusqu’à 95% des PE précoces avec un taux de faux positif de 

10% environ (Poon et al., 2013). Évidemment, plus ces modèles combinent de marqueurs, 

plus le coût augmente et moins l’utilisation en routine semble réaliste. Le progrès dépendra 

donc de l’optimisation de ces modèles prédictifs sur les marqueurs les plus discriminants.  

II. La génétique de la prééclampsie 

Comme on pouvait s’y attendre au regard du risque de PE augmenté en cas 

d’antécédents familiaux de PE, il y a une génétique de la prééclampsie. Pour en définir la 

part, une étude de référence a été réalisée sur la population suédoise (Cnattingius et al., 

2004). Cette étude est basée sur β44 564 paires de sœurs/frères (6β βγ6 paires de sœurs, 

63 288 paires de frères, et 119 040 paires frère-sœur) et 701 488 grossesses issues de ces 

personnes. Cela a permis d’estimer à 55 % la part des facteurs génétiques dans la 

prééclampsie, dont 35 % de facteurs maternels, et 20 % de facteurs fœtaux (avec une 

contribution équivalente des effets maternel et paternel).  

Cela suggère donc l’existence de « gènes » de la prééclampsie. Ceux-ci ont été 

extensivement recherchés et différents gènes de susceptibilité ont pu être identifiés. Pour 

cela, plusieurs approches ont été utilisées : les études à l’échelle du génome entier, dans des 
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familles (liaisons avec des cas familiaux de prééclampsie) ou dans des individus sans lien de 

parenté, et des études d’association par des approches gènes-candidats.  

1. Les études à l’échelle du génome entier 

Plusieurs études génétiques à l’échelle du génome entier ont été réalisées et elles 

révèlent plusieurs loci de susceptibilité (Figure 25).  

 

Figure 25 :  Les régions chromosomiques associées à la prééclampsie.  
Adapté de (Johnson et al., 2012; Mütze et al., 2008) 

Les premières études ont été réalisées dans des familles d’une population donnée, 

afin de limiter l’hétérogénéité entre les individus, qui pourrait « noyer » le signal lié à la PE. 

Ainsi, un locus sur le chromosome 2 (2p13) a été identifié dans des familles islandaises 

(Arngrímsson et al., 1999), et a ensuite été confirmé dans une population finlandaise 

(Laasanen et al., 2003). L’étude de 1999 suggérait également un locus en 2q22 (dans un 

sous-ensemble des familles analysées). La localisation de nouveaux marqueurs associés à la 

PE sur le chromosome 2 a renforcée l’analyse de liaison réalisée à partir de familles 
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australiennes et néozélandaises qui avait identifié un locus en 2q23 (Moses et al., 2000). Il 

s’agit vraisemblablement du même locus, mais la faible résolution des marqueurs empêchait 

une localisation plus précise. À partir des mêmes familles, d’autres loci ont été décrits : sur les 

chromosome 5 (5q), sur le chromosome 11 (11q23-24) et le chromosome 13 (13q) (Johnson 

et al., 2007; Moses et al., 2006). Une autre analyse à l’échelle du génome entier à partir de 

familles finlandaises a révélé un nouveau locus sur le chromosome 2 (2p25), clairement 

différent de ceux trouvés dans les autres études (Laivuori et al., 2003). Cette étude a 

également trouvé un locus sur le chromosome 9 (9p13). Une région sur le chromosome 4 (4q) 

a également été décrite dans une étude sur des familles australiennes (Harrison et al., 1997). 

Dans des familles hollandaises, des loci sur les chromosomes 10 (10q22), 11 (11q) et 22 

(22q) ont également été suggérés (Lachmeijer et al., 2001; Oudejans et al., 2004).  

Cinq de ces analyses à l’échelle du génome entier ont été utilisées pour une méta-

analyse (Zintzaras et al., 2006). Cette étude a permis d’identifier de nouveaux loci sur les 

chromosomes 2 (deux loci différents en 2q), 3 (3q), 7 (7q), 9 (9q), 18 (18p).  

Ensuite, avec le développement de technologies permettant une bien meilleure 

résolution avec les puces de polymorphismes (SNP), et la diminution du coût pour obtenir 

cette carte de marqueurs pour chaque individu, de nouvelles études sur des patientes sans 

lien de parenté ont été réalisées. Ainsi, 648 175 SNPs ont été génotypés chez 538 femmes 

prééclamptiques et 540 femmes aux grossesses normales (Johnson et al., 2012). Cela a 

permis de trouver 2 SNPs significativement associés, en 2q14.2, situé dans une région 

intergénique, à 15 kb en amont du gène de l’Inhibine ȕ (INHBB).  

Ainsi, bien que ces études aient permis d’identifier des régions associées à la 

prééclampsie, elles ont rarement permis de trouver directement des gènes dont des variants 

prédisposeraient à la PE. Mais elles ont pu mener à certains gènes candidats à l’intérieur de 

ces régions, dont certains ont pu être ensuite validés. C’est par exemple le cas d’ACVR2A en 

2q22 (Moses et al., 2006), de TNFSF13B en 13q (Fenstad et al., 2010a) et de STOX1 en 

10q22 (Van Dijk et al., 2005). Ce dernier cas sera détaillé dans le chapitre 4.  

2. Les études d’association de gène-candidats 

À l’opposé de ces études sans a priori, des approches « gènes candidats » ont été 

réalisées. Ces approches se sont principalement concentrées sur les connaissances de la 

physiopathologie de la PE, et en particulier sur les voies de la coagulation et de la 



 

80 

 

fibrinolyse, sur le système rénine-angiotensine (essentielle à la régulation de la pression 

artérielle), le stress oxydatif, l’inflammation, l’immunité et le métabolisme des lipides. 

L’ensemble de ces éléments sera discuté dans la partie III. Cependant, les associations 

obtenues dans une population déterminée ne sont pas toujours reproductibles (Mütze et al., 

2008). Ainsi, une méta-analyse concernant certaines de ces associations a été récemment 

réalisée (Buurma et al., 2013). Pour tous les polymorphismes associés à la PE dans au moins 

2 études différentes, sur 22 variants dans 15 gènes, seuls 7 sont restés significativement 

associés à la PE après la méta-analyse. Ces variants se situent à proximité des gènes suivants : 

ACE (angiotensin I converting enzyme), CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 

4), F2 (coagulation factor II, ou prothrombine), FV (coagulation factor V), LPL (lipoprotein 

lipase) et SERPINE1 (Serine protéase inhibiteur E1, ou plasminogen activator inhibitor type 

1). De façon notable, la plupart de ces variants sont aussi associés à un risque accru de 

développer des maladies cardiovasculaires, cela confirme ainsi l’idée que la prééclampsie et 

les maladies cardiovasculaires partagent des facteurs génétiques de prédisposition. Les 

associations perdues dans cette méta-analyse concernent notamment des gènes du système 

rénine-angiotensine (AGT ou SERPINA8, codant l’angiotensinogène, et AT1R, codant le 

récepteur de type 1 à l’angiotensine II), et le gène NOS3 (codant la NO synthase 

endothéliale). Une autre méta-analyse plus récente et centrée sur NOS3 montre qu’un des 2 

polymorphismes décrits est bien associé à la prééclampsie (Dai et al., 2013).  

Cependant, il est important de noter que si ces associations ne sont pas confirmées, 

cela peut être dû à des divergences en fonction des populations étudiées, et ces variants 

pourraient alors être des marqueurs spécifiques de prédisposition dans certaines populations.  

Certaines associations n’ayant pas encore été reproduites, il faudra attendre de 

nouvelles études pour les valider. C’est par exemple le cas pour des polymorphismes des 

gènes ACVR2A (activin receptor type 2), COMT (Catechol-O-methyltransferase), 

SERPINA3, HLA-G, CCR5 (chemokine receptor 5), et des gènes codant des protéines 

régulatrices du complément telles que MCP (membrane cofactor protein) et CFI 

(complement factor I) (Chelbi et al., 2012; Gurdol et al., 2012; Lim et al., 2010; Qing et 

al., 2011; Roten et al., 2009; Salmon et al., 2011; Zhang et al., 2012).  

Globalement, il y a donc tout un ensemble de polymorphismes dans différents gènes 

qui peuvent favoriser le développement d’une prééclampsie, mais il ne s’agit clairement pas 

d’une  maladie monogénique à héritabilité Mendélienne. Ainsi, la prééclampsie est une 
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pathologie complexe, dans laquelle des facteurs génétiques et environnementaux 

interviennent de façon indépendante et combinée.  

3. Perspectives concernant la génétique de la prééclampsie 

Il faut noter que toutes les études menées ayant pour but de déterminer des marqueurs 

génétiques de la prééclampsie se sont concentrées sur le génotype maternel. Or le placenta 

est centrale dans cette pathologie, et il serait sans doute plus approprié d’utiliser l’ADN 

génomique du placenta ou de l’enfant, afin d’éviter une dilution des données informatives. 

Ces approches sont principalement réalisées dans une optique diagnostique, d’où l’intérêt 

d’avoir des marqueurs maternels, mais l’étude du génome fœtal pourrait également servir au 

diagnostic d’un risque pour le couple : les marqueurs trouvés pourraient être cherché chez la 

mère et chez le père, ou dans un futur proche à partir de l’ADN fœtal circulant (Tsui and Lo, 

2012). De plus, les données obtenues au cours de ma thèse suggèrent que la prééclampsie 

peut être induite par des facteurs purement paternels (développement du syndrome chez des 

souris sauvages croisées avec des mâles transgéniques pour STOX1). Il est donc essentiel 

d’intégrer les marqueurs génétiques de l’enfant pour les futures études 

d’association/liaison.  

 

III. Physiopathologie de la prééclampsie 

1. Le placenta, l’organe dont les défauts sont à l’origine de la 
prééclampsie 

Il est bien établi que le placenta est à l’origine de la prééclampsie. En effet, son 

implication est démontrée par le développement de la PE exclusivement en cas de grossesse, 

par la résolution des symptômes suite à l’ablation du placenta, par la survenue possible de la 

pathologie en l’absence de fœtus (grossesse molaire) et par des cas rapportés de grossesses où 

le placenta n’avait pas été évacué correctement suite à l’accouchement et où une prééclampsie 

survenait alors et ne se résolvait pas suite au retrait du fœtus (dans des cas de grossesse extra-

utérine) (Marcus and Quattlebaum, 1959; Shembrey and Noble, 1995).  
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La placentation est une étape critique permettant la mise en place d’un organe 

transitoire essentiel au bon déroulement de la grossesse. Le placenta assure en effet la 

tolérance immunologique, permettant le contact de deux individus génétiquement différents, 

et protège le fœtus des agressions extérieures. Par des sécrétions hormonales spécifiques, il 

prépare l’organisme maternel à l’acceptation de l’embryon et le maintient dans un état 

favorable au développement et à la croissance du fœtus. Il est également le garant de la 

croissance embryonnaire puis fœtale via l’apport en oxygène et nutriments, et l’élimination 

des déchets, grâce à la circulation fœto-maternelle (voir Chapitre Un).  

Au vu de l’importance fonctionnelle de cet organe, on comprend aisément que des 

anomalies de sa morphogénèse puissent avoir des conséquences sur la croissance fœtale. En 

revanche, il est plus difficile de comprendre comment un défaut de placentation peut 

induire l’apparition de symptômes au niveau de l’organisme maternel.   

Pendant très longtemps, cela n’a pas été compris. Une hypothèse de plus en plus 

étayée a émergé au cours des années 90, avec l’idée d’un modèle en 2 étapes : une 1ère étape 

(phase présymptomatique) pendant laquelle survient un défaut de placentation, notamment 

responsable d’un stress oxydatif, puis une 2ème étape (phase symptomatique) au cours de 

laquelle la mère développe une réaction inflammatoire systémique impliquant des lésions 

de l'endothélium vasculaire, des thromboses et une activation du système rénine-

angiotensine-aldostérone, l’ensemble conduisant à une réduction de la perfusion de tous les 

organes et à une défaillance multi-viscérale potentielle (Roberts and Gammill, 2005).  

2. Première étape : une placentation défectueuse 

L’existence de défauts de placentation en cas de prééclampsie est étayée par des 

analyses anatomopathologiques et histologiques des placentas obtenus après l’accouchement.  

Ainsi, les placentas prééclamptiques présentent des lésions placentaires ischémiques 

(liées à une diminution ou un arrêt temporaire de la vascularisation). Ces lésions peuvent être 

des athéroses, des infarctus plus ou moins volumineux, et des rétrécissements scléreux des 

artérioles (Khong, 1991; Nessmann and Larroche, 2001; De Wolf et al., 1975). L’athérose 

est une lésion des artères caractérisée par des dépôts intra-épithéliaux d'immunoglobulines 

(entrainant une infiltration de lymphocytes T et de macrophages) et par une nécrose fibrinoïde 

de la paroi. Cette lésion peut entraîner une réduction considérable de la lumière vasculaire 
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voire une oblitération (thrombose) altérant le débit utéro-placentaire (Meekins et al., 1994a). 

Ces lésions d’athérose sont à l’origine des diverses lésions placentaires observées : les lésions 

d’ischémie-hypoxie villositaire, les infarctus, les lésions typiques de nécrose ischémique, 

l’hématome rétroplacentaire, les chorioangiomes et la thrombose sous-choriale massive 

(Khong, 1991). L’ensemble de ces lésions peut être responsable d’une altération des 

échanges fœto-placentaires et donc induire un retard de croissance intra-utérin. Ces lésions 

placentaires sont inconstantes et impliquent un pourcentage variable du volume placentaire.  

Des analyses plus fines montrent que la PE est liée à une placentation sous-optimale. 

Des biopsies effectuées au niveau du lit placentaire de patientes prééclamptiques révèlent une 

invasion cytotrophoblastique trop superficielle. Ainsi, si dans des placentas issus de 

grossesses non compliquées, 100 % des artères spiralées déciduales et 76 % des artères 

myométriales sont remodelées, seules 44 % des artères déciduales et 18 % des artères 

myométriales le sont dans le cas d’une prééclampsie (Meekins et al., 1994b). Les anomalies 

structurelles qui entraînent les lésions placentaires sont donc situées au niveau du lit 

placentaire (Brosens, 1964; Lyall, 2002). Certains vaisseaux ne sont donc pas remodelés, et 

lorsqu’ils le sont, le remodelage ne dépasse pas la limite muqueuse de l’utérus, alors que dans 

la grossesse normale ces modifications s’étendent jusqu’au premier tiers du myomètre. Les 

artères utéro-placentaires ont conservé une média vasoréactive ainsi qu’une limitante 

élastique interne, ce qui témoigne du maintien d’un certain degré de contractilité. Il y a donc 

un défaut de remodelage des artères spiralées utérines par les cytotrophoblastes 

extravilleux (Figure 26). Ce défaut de remodelage des artères utérines spiralées, dû à une 

invasion trop superficielle, entraîne une augmentation de la résistance vasculaire et la 

réduction de la perfusion utéro-placentaire ainsi que les lésions secondaires telles que 

l’athérose et les ischémies placentaires (Marcorelles, 2010; Meekins et al., 1994b). Ces 

observations sont cohérentes avec les anomalies de résistance et de pulsatilité détectées par 

doppler des artères utérines à la fin du premier trimestre chez les femmes qui vont par la suite 

développer une prééclampsie (Carbillon, 2012).  

 

Figure 26 :  Le défaut de remodelage des artères spiralées utérines en cas de 
prééclampsie 

Adapté de (Kaufmann et al., 2003).  
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Cependant, les causes de ce défaut de placentation restent mystérieuses. Et elles sont 

d’autant plus difficiles à élucider que le matériel biologique accessible (placentas à terme) est 

un tissu où causes et conséquences de la pathologie sont indiscernables. Ainsi, les 

observations qui y sont faites doivent être interprétées avec prudence.  

Il semble que les cytotrophoblastes extravilleux (CEV) constituent les cellules clés 

de la physiopathologie de la prééclampsie. Et d’un point de vue moléculaire, les CEV des 

placentas prééclamptiques présentent un déficit quantitatif et fonctionnel .  

Concernant le déficit quantitatif, il pourrait être expliqué par une destruction des 

cellules trophoblastiques par le système immunitaire maternel, due à un défaut 

d’immunotolérance. En ce sens, il a été observé l’induction de la mort de cellules 

trophoblastiques par des macrophages maternels en cas de PE (Petsas et al., 2012). De plus, 

l’expression de HLA-G par le trophoblaste est diminuée dans la PE (Le Bouteiller et al., 

2003), cela pourrait limiter la protection des trophoblastes de l’attaque par les cellules uNK 

au niveau du site d’implantation (Moffett-King, 2002). Enfin, le risque accru de PE observé 

avec certaines combinaisons alléliques de KIR/HLA-C supporte également cette hypothèse. 

En effet, ce sont les femmes ayant deux allèles KIR-A, dont les cellules uNK ne présentent 

pas de récepteurs activateurs liant l’HLA-C2, qui ont un risque accru de PE, en cas de 

présentation d’HLA-C2 par les trophoblastes. Ces résultats suggèrent un rôle des cellules 

uNK dans l’allo-reconnaissance des antigènes paternels, et dans l’induction d’une 

immunotolérance (impliquant peut-être les cellules utérines Natural Killer et/ou les 

lymphocytes T régulateurs).  

Concernant le défaut qualitatif, les molécules d'adhésion impliquées dans la 

migration de CEV, dans leur ancrage et dans leur migration au sein de l'endomètre maternel 

sont modifiées (Zhou et al., 1993). Par exemple, les CEV expriment uniquement des 

intégrines épithéliales (αγȕ4, α6ȕ4) et interstitielles (α5ȕ1). Les études montrent que les CEV 

prolifèrent, mais perdent leur capacité invasive. Il a notamment été montré que les CEV de 

placentas prééclamptiques surexprimaient MUC1, et que cette surexpression avait un impact 

négatif sur les capacités invasives de ces cellules (Shyu et al., 2011). Ce défaut d’invasion se 

traduit également par une altération de l’expression des gènes impliqués dans la dégradation 

de la matrice extracellulaire. Par exemple, la MMP-9 est moins exprimée par les CEV en cas 

de PE (Lim et al., 1997b). Il semble également qu’il y ait un défaut de différenciation en 

CEV endovasculaires. Ils n’expriment pas les marqueurs de cellules endothéliales telles que 
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les molécules d'adhésion de type vasculaire VCAM-1 et PECAM-1 ou les intégrines αvȕ5 et 

αvȕγ, caractéristiques de l'endothélium. De même, la VE-cadhérine, marqueur des cellules 

endothéliales activées n'est pas exprimée (Zhou et al., 1997b). Il a été suggéré que le déficit 

quantitatif et fonctionnel des CEV participe au défaut de remodelage des artères et au 

maintien de la paroi musculaire à haute résistance sur les artères utérines spiralées (Kaufmann 

et al., 2003). Ceci occasionnerait un défaut de perfusion placentaire avec une hypoxie et 

un stress oxydatif (Hung and Burton, 2006; Hung et al., 2001). Le rôle de l’hypoxie dans 

l’apparition du syndrome prééclamptique est cohérent avec l’aspect ischémique des placentas 

prééclamptiques qui suggère également la présence de cette hypoxie placentaire. Au niveau 

moléculaire cette idée est soutenue par les concentrations élevées des facteurs de 

transcription HIF-1 et H IF-2 observées dans les placentas prééclamptiques (Rajakumar et 

al., 2003). De plus, l’hypoxie pourrait entretenir les anomalies de différenciation des CEV ou 

les aggraver. En effet, le phénotype des CEV in vivo dans la PE est similaire au phénotype des 

CEV non différenciés obtenus in vitro en condition hypoxique. Le maintien d’une situation 

hypoxique va avoir pour conséquence le maintien d’un profil d’expression génique inadéquat 

perturbant le signal de différenciation des CEV interstitiels en CEV invasifs et altérant donc 

l’invasion. Par exemple, la surexpression de HIF-1 active la transcription de plusieurs gènes, 

dont celui codant le TGF-ȕ. Cette surexpression du TGF-ȕ inhibe l'invasion trophoblastique 

(Caniggia et al., 1999, 2000). Le niveau inadéquat de HIF-1 et les défauts de placentation 

couplés au stress oxydatif seraient donc responsables des lésions d’ischémie placentaire 

observées en anatomopathologie. Une question clé demeure : lequel de ces mécanismes 

(l’hypoxie placentaire et le défaut de différenciation des CEV) précède l’autre ?  

Il faut en ce sens noter que des facteurs trophoblastiques (notamment le VEGF, le 

PlGF, et l’hCG) sont directement impliqués dans des processus d’angiogénèse utérine et de 

remodelage des vaisseaux utérins indépendamment de l’invasion de la paroi des vaisseaux par 

la cellule trophoblastique. Ainsi, ce sont peut-être des anomalies au niveau de ces facteurs qui 

causent une hypoxie responsable du défaut de différenciation des CEV et ainsi le défaut de 

remodelage des artères spiralées par les CEV endovasculaires.  

3. Deuxième étape : le syndrome maternel 

Le syndrome maternel serait le résultat d’une réponse adaptative, visant à 

augmenter la perfusion placentaire pour palier l’hypoxie et la détresse fœtale, mais son 
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exagération chez certaines femmes engendrerait les signes cliniques de la prééclampsie. Ainsi, 

en présence d’un défaut d’invasion des artères utérines spiralées par les CEV, qui implique un 

flux sanguin insuffisant, les cellules du placenta (et/ou du fœtus) sécréteraient des agents 

vasoactifs visant à assurer un flux sanguin placentaire adéquat mais suscitant chez certaines 

mères une réponse hypertensive. Si cette hypertension est trop forte, les autres organes 

seraient également endommagés, d’où la défaillance multi-viscérale parfois associée 

(Redman et al., 1999). Ainsi, la maladie serait d'abord localisée au niveau utéro-placentaire 

puis elle se généraliserait suite à l’hypoxie et à l’augmentation du stress oxydatif qui 

stimuleraient la libération de facteurs solubles, de nano et microparticules et de débris 

syncytiotrophoblastiques dans la circulation maternelle (Savaj and Vaziri, 2012). Ces 

différents facteurs solubles induiraient alors une dysfonction endothéliale généralisée et une 

réaction inflammatoire excessive de l’organisme maternel. La maladie devenue systémique 

s’auto-entretiendrait ensuite aboutissant à l’apparition des symptômes. 

La description du syndrome maternel et de ses causes a été subdivisée en plusieurs 

parties pour en faciliter la compréhension, cependant ces aspects sont interconnectés.  

i. La dysfonction endothéliale et le déséquilibre des facteurs vasoactifs 

Les signes cliniques de la PE peuvent donner des indications concernant les anomalies 

sous-jacentes. L’hypertension artérielle et la protéinurie indiquent ainsi une augmentation de 

la résistance périphérique vasculaire maternelle avec vasoconstriction et une 

augmentation de la perméabilité endothéliale. La protéinurie observée en cas de 

prééclampsie est due à une endothéliose rénale, une anomalie spécifique de la prééclampsie, 

qui engendre une augmentation de la perméabilité glomérulaire (Fisher et al., 1981).  

Ainsi, des anomalies au niveau des facteurs vasoactifs ont été recherchées. Une 

augmentation des taux de molécules vasoconstrictrices, telles que les endothélines et le 

thromboxane A2, et une réduction des molécules vasodilatatrices, comme le NO et les 

prostacyclines ont été observés chez les patientes prééclamptiques (Bernardi et al., 2008; 

Chavarría et al., 2003; Slowinski et al., 2002). Les patientes prééclamptiques présentent 

également une réactivité accrue à l’angiotensine II favorisant la vasoconstriction et 

l’augmentation de la perméabilité (Doering et al., 1998). 

On observe ainsi un déplacement d'une production endothéliale à prédominance 

vasodilatatrice et anti-thrombotique à une activation endothéliale à prédominance 
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vasoconstrictrice et pro-thrombotique. Cette vasoconstriction prolongée entraîne des 

lésions, une souffrance endothéliale et un accroissement de la perméabilité capillaire, d’où les 

symptômes cliniques. 

Mais comment peut-on expliquer la dissémination du stress placentaire vers une 

souffrance endothéliale maternelle ? Quels sont les stimuli initiateurs du syndrome maternel ?  

Concernant la sensibilité accrue des patientes prééclamptiques à l’angiotensine II, elle 

pourrait s’expliquer par la surexpression par les placentas pathologiques du récepteur à la 

bradykinine (Bβ), qui peut s’hétérodimériser avec le récepteur de type I de l’angiotensine II 

(AT1R), augmentant ainsi la réponse (Quitterer et al., 2004).  

Des expériences ont également montré que le sérum de patientes prééclamptiques est 

capable d’induire des perturbations biochimiques in vitro sur un endothélium sain. Ce sérum 

réduit ainsi la prolifération des cellules épithéliales, stimule la production de fibronectine et 

de Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), augmente l'accumulation de triglycérides et 

réduit la production des molécules vasodilatatrices dérivées de l’endothélium comme le NO et 

les prostacyclines (Roberts et al., 1991). De nombreux laboratoires ont depuis essayé 

d’identifier les facteurs circulants responsables de cette dysfonction endothéliale.  

Ainsi, les cellules placentaires, en situation d’hypoxie, augmenteraient leur production 

de facteurs sécrétés actifs sur l’endothélium vasculaire maternel. On sait par exemple que le 

complexe HIF-1  peut augmenter la production de l'endothéline 1, un puissant 

vasoconstricteur, et réduire la synthèse du NO vasodilatateur (Tipoe et al., 2006), ce qui 

contribuerait à l'élévation de la pression sanguine et à l'activation de la voie de coagulation. 

L’hypoxie régule aussi la production et la libération de facteurs angiogéniques par les 

trophoblastes. La production de VEGF est ainsi augmentée alors que celle du PlGF est 

diminuée par l'hypoxie (Munaut et al., 2008), ce qui, combiné à la réduction des 

prostacyclines et du NO, entraîne le ralentissement de la croissance placentaire et diminue la 

vasodilatation.  

Les facteurs angiogéniques sFLT-1 et endogline (ENG) ont également été décrits 

comme jouant un rôle prépondérant dans la physiopathologie de la PE. Des expériences 

montrent que l'hypoxie placentaire induit leur production en excès, et qu’ils sont alors sécrétés 

dans la circulation maternelle. Ces deux molécules sont d’ailleurs détectées précocement dans 

le sérum des femmes prééclamptiques (Maynard et al., 2005; Venkatesha et al., 2006).  
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La protéine sFLT-1 est une protéine anti-angiogénique endogène principalement 

produite par le placenta qui agit en neutralisant les protéines pro-angiogéniques VEGF et 

PlGF. De façon cohérente, les femmes atteintes de PE présentent une faible fraction de PlGF 

et de VEGF sériques libres. Le VEGF est important non seulement pour la régulation de la 

pression sanguine, mais aussi pour le maintien de l'intégrité de la barrière de filtration 

glomérulaire. C’est un facteur angiogénique qui participe également à la sécrétion de NO et 

de prostacyclines vasodilatatrices de l'endothélium, suggérant son rôle dans la diminution du 

tonus vasculaire et la pression artérielle (Brockelsby et al., 2000). Par conséquent, il a été 

émis l'hypothèse que l'excès de sFLT-1 sécrété par le placenta en PE conduit à un 

dysfonctionnement endothélial, à l'hypertension artérielle et à la protéinurie par son action 

antagoniste sur le VEGF et le PlGF.  

L’Endogline (ENG) est un corécepteur des facteurs de croissance de la famille du 

TGF-β, exprimé sur la membrane des cellules endothéliales, et qui joue un rôle important 

dans le maintien de l'intégrité du système vasculaire. Des investigations plus poussées ont 

révélé que la région extracellulaire de la protéine ENG est libérée dans la circulation 

maternelle via un clivage par la MMP-14 (Kaitu’u-Lino et al., 2012). Cette ENG soluble 

circule en très grandes quantités chez les femmes présentant des formes graves de PE.  

Ainsi, chez les patientes prééclamptiques, le VEGF, le PlGF et certains facteurs de la 

famille du TGF-ȕ sont détournés des vaisseaux maternels. Par exemple, la séquestration du 

TGF-ȕ1 par la forme soluble de l’ENG empêche sa fixation à ses récepteurs et, par 

conséquent altère sa signalisation en aval, affaiblissant ainsi l'activation de l'eNOS 

(endothelial Nitric Oxide Synthase, codé par NOS3) et la vasodilatation (Venkatesha et al., 

2006). En réponse, la tension artérielle de la mère augmente, induisant une augmentation du 

flux sanguin vers le placenta. 

ii.  La coagulopathie 

La thrombopénie souvent observée chez les patientes témoigne d’une activation et 

d’une agrégation plaquettaire. D’un point de vue biochimique, on observe une augmentation 

des taux plasmatiques de fibronectine, du facteur de Von Willebrand et de la 

thrombomoduline (Chavarría et al., 2002; Nadar et al., 2004). Il y a également des 

anomalies du rapport prostacycline/thromboxane A2 qui favorisent l'agrégation, 
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l'activation plaquettaire et la vasoconstriction (Wang et al., 1992). La coagulopathie est donc 

la conséquence d’une expression anormale de facteurs pro-coagulants. 

iii.  Le stress oxydatif et le métabolisme des lipides 

La réduction de l’oxygénation placentaire induit également un stress oxydatif avec la 

production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS, reactive oxygen species) et de 

lipoperoxydes toxiques, en particulier pour les cellules endothéliales.  

Le stress oxydatif induit l’augmentation de l'apoptose ou mort cellulaire 

programmée permettant ainsi la libération de fragments de microvillosités du 

syncytiotrophoblaste. La production de radicaux libres est un processus habituel dans 

l'unité fœto-placentaire, laquelle s'en prémunit grâce à des systèmes enzymatiques 

placentaires présents dès le 1er trimestre de la gestation. Mais chez les femmes 

prééclamptiques, on observe une diminution des taux circulants d'agents anti-radicalaires 

tels que l'ascorbate et la vitamine E, ce qui, associé à une augmentation des taux plasmatiques 

de TNFα et d'acide urique, favorise le stress oxydatif et les lésions cellulaires (Kharb, 2000). 

Par conséquent, la libération dans la circulation maternelle de fragments cellulaires, dont la 

toxicité sur les cellules endothéliales est connue, augmente.  

Les lipoperoxydes exercent une action particulièrement toxique, d'autant plus que les 

patientes prééclamptiques présentent une hyperlipidémie (Lorentzen and Henriksen, 1998). 

On observe chez ces patientes une accumulation intracellulaire de triglycérides et un taux 

sérique de lipides supérieur, ce qui exerce un effet négatif sur la libération de 

prostacyclines par les cellules endothéliales. Comme le sang intervilleux contient beaucoup 

plus d'acides gras polyinsaturés et de thromboxane A2 que le sang maternel périphérique, il 

s'établit donc un déséquilibre entre la production de prostacyclines qui diminue et de 

thromboxane qui augmente, ce qui altère le rapport prostacycline/thromboxane A2 

normalement favorable à la vasodilatation. 

Une approche protéomique a également permis de montrer une augmentation des 

Apolipoprotéines A-II, C-I et E en cas de PE (Auer et al., 2010). Les Apolipoprotéines 

interviennent dans le transport des lipides. Dans une autre approche protéomique 

indépendante, la présence d’Apolipoprotéine A-I en quantité supérieure a été détectée chez 

les femmes prééclamptiques par rapport à des femmes dont la grossesse n’était pas 
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compliquée (Zhang et al., 2011). Dans la même étude, les auteurs ont pu montrer une 

augmentation de la production de cette protéine dans des cellules de choriocarcinome (JAR) 

soumises à des conditions hypoxiques.  

iv. L’inflammation 

La grossesse normale est classiquement accompagnée d’une activation modérée de la 

réponse inflammatoire, secondaire à la libération placentaire normale de débris 

trophoblastiques. En cas de PE, cette réponse inflammatoire est bien plus marquée, comme 

en témoigne l’augmentation de certaines cytokines (TNFα, IL-6) qui atteignent des niveaux 

similaires à ceux rencontrés lors d’infections sévères (Bachour et al., 2008). La sécrétion par 

le placenta pourrait participer directement à l’augmentation des taux sériques observés. En 

effet, le placenta libère des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, l’IL-6 et le TNF 

(Lockwood et al., 2008). 

Des fragments de syncytiotrophoblastes (débris) sont présents dans la circulation 

des femmes enceintes dont la grossesse se déroule normalement, mais en cas de PE, leur 

quantité est bien supérieure, et ils auraient également des activités pro-inflammatoire et 

anti-angiogénique supérieures (Tannetta et al., 2013). Ces fragments ont récemment été 

montrés transcriptionnellement et traductionnellement actifs et produiraient notamment du 

sFLT1 (Rajakumar et al., 2012). Ces débris circulants ont pour conséquence l’augmentation 

des stimuli inflammatoires, et pourraient ainsi favoriser de façon indirecte la sécrétion de 

cytokines. Leur liaison aux monocytes et aux neutrophiles induit en effet la libération de 

TNFα, de l’IL-1 et de l’IL-2 et de radicaux superoxydes qui vont agir sur l’endothélium 

vasculaire maternel (Sargent et al., 2006). 

L’augmentation des marqueurs de l’inflammation et de la dysfonction endothéliale est 

déjà détectable avant l’apparition des symptômes de la PE (López-Jaramillo et al., 2008).  

v. L’immunité 

Il semble qu’il existe également un lien entre immunité et activation endothéliale. On 

détecte une réponse inflammatoire centrée sur l’endothélium et son interaction avec les 

leucocytes, mais également une activation des neutrophiles, des lymphocytes, des 

monocytes et du complément. La décidue contient de nombreuses cellules qui, une fois 

activées, relâchent des médiateurs altérant les cellules endothéliales. Certains polynucléaires 
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neutrophiles activés libèrent des élastases qui détruisent l'endothélium. Les cellules 

endothéliales altérées peuvent en retour augmenter leur adhésion avec les cellules de la 

réponse inflammatoire et vont favoriser la libération de cytokines (Lyall et al., 1994). Cette 

adhésion endothéliale est favorisée par la production de molécules telle que la E-sélectine qui 

augmente et favorise l'activation des globules blancs. Cette interaction entre cellules 

endothéliales anormales et leucocytes, ne s'effectuerait que dans la circulation maternelle. 

Aucune de ces interactions n'a été retrouvée dans le plasma fœtal (Lyall et al., 1995). Les 

polynucléaires activés sont une autre source de radicaux libres liés à l'oxygène, ce qui entraîne 

également la production de cytokines. Une étude a mis en évidence dans le sérum de femmes 

prééclamptiques des taux élevés de chimiokines (IL-8, MP-1) et de collagénase 1 produits par 

des monocytes activés et par l'endothélium vasculaire altéré (Kauma et al., 2002). Les 

approches protéomiques ont également permis de montrer la diminution de plusieurs 

composants du complément (C4a, CB, C7, C1r) chez les femmes prééclamptiques (Auer et 

al., 2010; Zhang et al., 2011). Pour C4a, l’hypoxie mime cet effet (diminution) sur un 

modèle cellulaire (Zhang et al., 2011). La dérégulation du système du complément a 

également été confirmée au niveau placentaire, notamment avec une augmentation de la 

protéine C4d, et une augmentation des ARNm correspondant aux protéines régulatrices du 

complément CD55 et CD59 (Buurma et al., 2012).  

Par ailleurs, on observe une augmentation des concentrations circulantes d’auto-

anticorps contre les récepteurs de type IA  de l’angiotensine II, ce qui témoigne également 

d’une immunité altérée chez les patientes prééclamptiques (Zhou et al., 2008a, 2008b). Ces 

anticorps circulants, en plus de leur effet vasoconstricteur, pourraient favoriser le stress 

oxydatif, l’inflammation et les anomalies de la coagulation, observés chez les femmes 

ayant une PE. En effet, des travaux ont montré que ces auto-anticorps peuvent stimuler la 

NADPH oxydase des trophoblastes et des cellules vasculaires musculaires lisses, stimulation 

qui serait alors une source importante d’espèce réactives de l’oxygène (Dechend et al., 

2003). Ces anticorps participeraient également à la production de sFLT-1 (Zhou et al., 

2008a).  
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Les altérations d’implantation/placentation conduisant au développement d’une  

prééclampsie se produisent au cours du premier trimestre de grossesse. Or, à ce stade, il est 

très difficile d’accéder au tissu d’intérêt (le placenta) dans l’espèce humaine, sauf dans le cas 

d’une interruption volontaire de grossesse (IVG), ou bien dans le cadre d’une biopsie de tissu 

trophoblastique, prélèvement invasif induisant un risque de fausse-couche important. De plus, 

les tissus issus d’IVG, s’ils correspondent au bon timing, sont d’une aide relative, car on ne 

peut pas déterminer ceux qui auraient engendré une prééclampsie de ceux tout à fait normaux 

(ou en tout cas, pas de manière efficace et facilement réalisable). C’est pourquoi les modèles 

d’études sont essentiels. Ceux-ci peuvent être cellulaires (pour étudier la physiologie de la 

cellule trophoblastique, par exemple) ou animaux (afin de mieux appréhender les interactions 

entre le placenta et l’organisme maternel, par exemple).  

I. Les modèles cellulaires 

1. Les trophoblastes isolés à partir de placenta 

À partir d’un placenta à terme (issu d’une grossesse normale ou prééclamptique), il est 

possible de disséquer les villosités et de purifier les trophoblastes. Ces trophoblastes 

villositaires peuvent être isolés grâce à un protocole mis au point dans les années 1980 basé 

sur une digestion par de la trypsine suivie d’une purification sur un gradient de Percoll, et qui 

permet d’avoir une purification proche de 80 % (Kliman et al., 1986). Une optimisation de 

ces cultures primaires a pu être réalisée grâce à l’utilisation de billes magnétiques qui ont 

ensuite permis d’obtenir un enrichissement d’environ 90 % (Douglas and King, 1989). De 

façon spontanée, ces cellules établissent un syncytium en culture. Elles sont donc 

intéressantes pour étudier les mécanismes de régulation de la fusion et de la libération de 

fragments de syncytium. Ainsi, il a été montré que l’apoptose induite par la perte du potentiel 

de la membrane mitochondriale était concomitante à une libération accrue de ces fragments de 

syncytium et que les vitamines anti-oxydantes C et E prévenaient ce phénomène, tout en 

inhibant la fusion des trophoblastes (Tannetta et al., 2008).  

Cependant, ces cellules purifiées ne prolifèrent pas en culture, et donc on ne peut les 

garder en survie que quelques jours. Cela rend donc leur utilisation limitée. 
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2. Les lignées de chorio-carcinome humain 

Du point de vue de la pratique expérimentale, il est indispensable de disposer de 

lignées de cellules qui puissent proliférer, tout en arborant des propriétés des cellules 

d’intérêt, c'est-à-dire des trophoblastes. Pour cela, les lignées cellulaires de choriocarcinome 

constituent l’outil le plus classiquement utilisé en placentologie, en particulier les lignées 

BeWo, JEG-3 et JAR (Tableau 4). Toutes trois expriment la cyrokératine 7 (KRT7), un 

marqueur des trophoblastes. Elles sont utilisées depuis une trentaine d’années, d’où une 

littérature relativement abondante. Comme la plupart des lignées cancéreuses, ces lignées ont 

un caryotype anormal paratriploïde XXY (Poaty et al., 2012).  

i. Les cellules BeWo 

Les cellules BeWo ont été isolées à partir d’une métastase cérébrale d’un 

choriocarcinome (Pattillo et al., 1968). Il s’agirait plutôt d’un modèle de trophoblaste 

villeux. Elles constituent un bon modèle pour étudier la fonction endocrine du placenta 

puisqu’elles sécrètent de l’hCG, de l’hPL, de la progestérone et des œstrogènes (Pattillo et 

al., 1968). Elles sont capables de fusionner et de former un syncytium sous l’action 

d’AMPc (adénosine mono-phosphate cyclique), grâce à l’activation du facteur de 

transcription GCM1 qui va alors induire l’expression de la syncytine 1 (Knerr et al., 2005).  

ii.  Les cellules JEG-3 

Les cellules JEG-3 viennent de la même métastase cérébrale que les BeWo mais 

avec des conditions de dérivation différentes (Kohler et al., 1971). Ces cellules synthétisent 

également l’hCG. Elles expriment divers marqueurs de trophoblaste comme KRT7, HLA-G et 

CD9. Elles ont principalement été utilisées pour étudier l’invasion et la migration (Hannan 

et al., 2010). Elles peuvent être transfectées saument, par exemple pour étudier l’impact d’un 

facteur de transcription (voir Chapitre 4, partie III-3-ii ).  

iii.  Les cellules JAR 

Les cellules JAR ont été dérivées d’une tumeur placentaire (Pattillo et al., 1971). 

Ces cellules n’expriment pas HLA-G. Comme les JEG-3, elles sont utilisées pour étudier 

l’invasion (Hannan et al., 2010).  
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3. Les lignées dérivées de cytotrophoblastes 

Plus récemment, des lignées ont été établies à partir de cytotrophoblastes issus de 

placentas du premier trimestre de grossesse (obtenus suite à des interruptions volontaires 

de grossesse). Ces cytotrophoblastes purifiés ont été immortalisés grâce à la transfection de 

l’antigène T du SV40. Toutes les lignées existantes ne seront pas détaillées, mais on peut en 

trouver une description dans plusieurs revues (Hannan et al., 2010; Sullivan, 2004).  

i. HTR8/Svneo 

La lignée HTR8/Svneo (Tableau 4) exprime l’hCG. Sa prolifération et sa sécrétion 

de l’activateur du plasminogène sont inhibées par le TGFȕ (Graham et al., 1993). Ces 

cellules présentent un phénotype de cytotrophoblastes endovasculaires lorsqu’elles sont 

cultivées sur du Matrigel (Highet et al., 2012). Elles sont également utilisées pour étudier la 

fonction de certains micro-ARN et leur impact sur la survie, la migration et l’invasion (Bai et 

al., 2012; Luo et al., 2012).  

ii.  SGHPL 

Les lignées SGHPL (Tableau 4) expriment l’hCG et l’hPL. Elles ont des capacités de 

phagocytose (Choy and Manyonda, 1998). Elles ont également la capacité de réaliser une 

invasion interstitielle et endovasculaire (Cartwright et al., 2002). L’addition de plasma de 

femmes prééclamptiques dans leur milieu de culture altère leur capacité invasive (Harris et 

al., 2009b). Dans cette lignée, une régulation de l’expression du récepteur de l’angiotensine 

de type I par le TGF-ȕ a été montrée (Tower et al., 2005).  

 

Globalement, ces lignées, ainsi que celles dérivées de choriocarcinome, présentent 

toutes certains aspects des cellules trophoblastiques, mais sans être vraiment représentatives 

d’un sous-type de trophoblastes (villeux, interstitiels, endovasculaires…), car il y a toujours 

des marqueurs manquants ou au contraire anormalement présents.  
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Tableau 4 :  Les lignées cellulaires modèles de trophoblastes 

4. Les trophoblastes dérivées de cellules souches humaines 

Une lignée de cellules souches embryonnaires humaines a été dérivée pour la 

première fois en 1998 (Thomson et al., 1998). Et contrairement à ce qui se passe avec les 

cellules souches embryonnaires de souris, ces cellules peuvent donner des trophoblastes. 

En effet, l’extinction par transgénèse de gènes de pluripotence (tels que OCT4, NANOG, 

SOX2) entraine la synthèse d’hCG et de GCM1 dans ces cellules (Matin et al., 2004). La 

culture de ces cellules souches dans du Matrigel et en présence de BMP4 (Bone 

Morphogenetic Protein 4) entraine l’expression de marqueurs trophoblastiques et la sécrétion 

d’hormone placentaire (Xu et al., 2002). Ces cellules traitées au BMP4 sont également 

capables de donner des syncytia exprimant l’hCG quand elles sont ensemencées à une 

faible densité. Comme les trophoblastes primaires dérivés de placenta du premier trimestre, 

les cellules trophoblastiques dérivées de cellules souches sont moins invasives en conditions 

hypoxiques qu’en conditions standards (β0 % d’O2) (Udayashankar et al., 2011).  

Des cellules du trophectoderme de blastocystes de souris peuvent être cultivées 

indéfiniment en présence de FGF-4 et de TGF-ȕ (Erlebacher et al., 2004; Tanaka et al., 
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1998). En revanche, cela ne fonctionne pas à partir de blastocystes humains, indiquant 

probablement l’importance d’autres facteurs, restant pour l’instant non identifiés.  

Récemment, des cellules progénitrices de trophoblastes ont été isolées à partir de 

chorion du premier trimestre (Genbacev et al., 2011). Elles peuvent se différencier en 

cytotrophoblastes et en syncytiotrophoblastes. Elles constituent donc un modèle prometteur.  

5. Limites des modèles cellulaires 

Les modèles cellulaires ne rendent pas compte de la placentation, car celle-ci 

dépend de nombreuses interactions avec l’environnement utérin , notamment les cellules 

déciduales, les cellules uNK, les macrophages et les cellules des vaisseaux (endothéliales et 

musculaires). Et même si des co-cultures de cellules déciduales et de cellules trophoblastiques 

ont été étudiées (Hannan et al., 2010), cela reste une vision très simplifiée de ce qui se passe 

réellement au sein de l’organe complexe qu’est le placenta. C’est pourquoi les modèles 

animaux sont essentiels.  

II. Les modèles murins 

Cette partie de ma thèse a fait l’objet d’une publication (revue) disponible en annexe 1 

(Doridot et al., 2012).  

La PE semble restreinte à l’espèce humaine (ceci étant sans doute lié à la spécificité 

humaine concernant l’invasion profonde des trophoblastes humains dans le myomètre 

maternel, qui serait indispensable pour assurer les besoins accrus du cerveau fœtal humain), 

ce qui signifie qu’aucun modèle animal spontané n’existe. Pourtant, des modèles animaux 

sont nécessaires pour obtenir des pistes ou des réponses quant à la physiopathologie de la 

PE, puisqu’ils permettent d’explorer tous les stades du développement placentaire. Les 

modèles animaux sont également essentiels pour explorer de nouvelles pistes thérapeutiques. 

De nombreux efforts pour créer des modèles induits ont dont été entrepris.  

 



 

100 

 

1. Modèle murin : un bon modèle pour étudier les pathologies 
placentaires ? 

Les rongeurs constituent un modèle de choix pour étudier les pathologies 

placentaires : en effet, comme dans l’espèce humaine, ils développent un placenta discoïde 

d’origines maternelle et fœtale, de type hémochorial (sang maternel directement au contact 

du trophoblaste). Le placenta humain est de type monochorial (une seule couche de cellules 

entre sang maternel et fœtal), tandis que le placenta murin est trichorial (Figure 26), 

cependant il semble que le sang maternel puisse accéder à la bicouche de syncytiotrophoblaste 

chez la souris (Georgiades et al., 2002). Le placenta murin possède une structure 

spécifique : le labyrinthe (où se font les échanges fœto-placentaires), qui pourrait être 

considéré comme homologue de l’espace intervilleux du placenta humain.  

 

Figure 27 :  Les placentas humain et murin 
Adapté de (Maltepe et al., 2010). 

Il faut ainsi être conscient des différences anatomiques réelles entre placentas murin 

et humain, qui constituent une limite du modèle murin pour l’étude de la placentation, et en 

particulier pour les mécanismes d’invasion. Il est cependant à noter que des arguments issus 

de données cliniques et de modèles murins tendent à distinguer les anomalies d’invasion et la 

prééclampsie (l’invasion superficielle observée ne serait qu’une conséquence de mécanismes 

plus précoces) : i) une pression artérielle plus élevée au premier trimestre (avant l’invasion 

profonde des artères utérines) est observée chez les femmes qui développeront par la suite une 

prééclampsie (Poon et al., 2011) ; ii) chez la souris, lorsque le remodelage des artères 

spiralées utérines est altéré, on n’observe pas d’hypoxie placentaire, ni de symptômes 

prééclamptiques, ce qui indique que ce défaut de remodelage n’est pas suffisant pour induire 

la pathologie (Leno-Durán et al., 2010). Donc, globalement, le modèle murin pourrait 

apporter de nouvelles pistes sur la physiopathologie de la prééclampsie.  

En ce sens, de nombreuses tentatives pour obtenir de bons modèles de PE chez la 

souris et le rat ont été tentés. Seuls les modèles obtenus chez la souris seront décrits, afin de 

pouvoir avoir une approche comparative.  

Il faut rester prudent sur l’extrapolation des données obtenues chez la souris à 

l’humain, à cause de quelques différences clés (chez la souris par exemple, l’invasion est plus 
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superficielle, le remodelage des artères utérines se fait indépendamment d’une invasion par 

des trophoblastes, le placenta ne sécrète pas d’hormone équivalente à l’hCG). Cependant, le 

modèle murin s’est avéré utile dans la découverte de gènes important pour la placentation 

murine, qui ont ensuite été validés comme essentiels dans la placentation humaine. C’est par 

exemple le cas des récepteurs nucléaires de l’acide rétinoïque (RXR) et de PPARȖ, d’abord 

décrits chez la souris, et dont le rôle est maintenant bien établi dans l’espèce humaine 

(Tarrade et al., 2001a, 2001b). Les modèles murins peuvent donc apporter de nouvelles 

pistes concernant la physiopathologie de la PE, qui pourront ensuite être explorées chez 

l’humain. De plus, la disponibilité de bons modèles murins de PE serait extrêmement utile 

pour tester de nouvelles approches thérapeutiques, ce qui demeure quasiment 

impraticables chez la femme enceinte.  

2. Les différents modèles de prééclampsie obtenus chez la souris 

Les différents modèles se sont basés sur l’altération d’éléments clés de la 

physiopathologie de la placentation et de la PE : les équilibres de substances vasoactives 

(avec en particulier sFlt1), l’hypertension chronique et le système rénine/angiotensine, 

l’immunité et l’auto-immunité, l’hypoxie, et les gènes soumis à empreinte parentale.  

 

i. La surexpression de sFlt1 

Pour les substances vasoconstrictrices, sFlt1 (le récepteur soluble du VEGF) a été 

exprimé dans le trophoblaste murin (grâce à l’infection lentivirale de blastocystes) et cela a 

engendré l’apparition d’une hypertension modérée (+ β0 mmHg pour la pression systolique) 

et d’une protéinurie (× 1,42) (Kumasawa et al., 2011). Cependant, l’infection adénovirale de 

souris induisant l’expression de sFlt1 (non restreinte au placenta) entraine les mêmes 

anomalies (Bergmann et al., 2010), indiquant que ce mécanisme peut être indépendant de la 

gestation. Dans ces modèles, les utilisations du VEGF, du PlGF (Placental Growth Factor) ou 

de la pravastatine se sont révélées des traitements efficaces pour prévenir les symptômes.  
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ii.  Les régulateurs de l’hypertension 

L’hypertension est un facteur de risque de prééclampsie. Le système rénine-

angiotensine joue un rôle clé dans le contrôle de la pression artérielle. Ainsi, il a été ciblé 

pour créer un modèle de PE : des femelles transgéniques exprimant l'angiotensinogène 

humaine ont été accouplées avec des mâles transgéniques exprimant la rénine humaine, les 

souris gestantes ont montré une élévation transitoire de leur pression artérielle en fin de 

gestation (+ 56 mmHg), une protéinurie (× 6,8) ainsi qu’une augmentation de la taille des 

glomérules (Takimoto et al., 1996). Il est intéressant de noter que le croisement réciproque 

n’a pas d’effet sur la pression artérielle. Des femelles doubles transgéniques exprimant à la 

fois la rénine et l’angiotensine humaines constituent une variante de ce modèle, avec une 

hypertension chronique (+ 30 mmHg) augmentant d’environ β0 mmHg pendant la gestation et 

une protéinurie gestationnelle (Falcao et al., 2009a). Ceci indique que la part de la gestation 

dans l’augmentation de la pression artérielle du 1er modèle (femelle exprimant 

l’angiotensinogène × mâle exprimant la rénine) n’est que d’environ β0 mmHg.  

La pression artérielle est également régulée par la Corine, une protéase cardiaque 

activant le peptide natriurétique atrial (ANP), qui est une hormone cardiaque régulant la 

pression artérielle et l’homéostasie du sodium. Les souris déficientes pour la Corine ont une 

hypertension chronique et leur pression artérielle augmente encore au cours de la gestation. 

En réalisant une transgénèse sur ce modèle KO (KO/Tg) permettant une expression de la 

Corine spécifiquement au niveau cardiaque, l’hypertension chronique disparaît, mais 

l’hypertension gestationnelle perdure (+ 20 mmHg). Cette hypertension gestationnelle est 

accompagnée d’une protéinurie (× 2) équivalente chez les souris KO et KO/Tg (Cui et al., 

2012). Des anomalies rénales sont également observées (endothéliose). Les souris déficientes 

pour l’ANP présentent le même phénotype que les KO Corine.  

La lignée murine BPH/5 constitue un modèle similaire avec une faible hypertension 

chronique (+ 20 mmHg par rapport aux souris C57BL/6). En effet, pendant la gestation, sa 

pression artérielle augmente (+ 25 mmHg) et une protéinurie apparait, accompagnée d’une 

glomérulosclérose (Davisson et al., 2002). Dans ce dernier modèle, l’implication des espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) a été proposée (Hoffmann et al., 2008), supportée par 

l’efficacité d’un traitement au Tempol, ou 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-piperidinoxyl, qui 

mime l’activité de la superoxide dismutase (SOD).  
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iii.  L’immunité innée et l’auto-immunité  

Du point de vue immunologique, plusieurs modèles de PE existent : certains 

impliquent l’immunité innée (avec le système du complément et les Toll Like Receptor, TLR) 

ou l’auto-immunité (avec l’injection d’auto-anticorps).  

Concernant l’immunité innée, le croisement CBA/J × DBA2 constitue le modèle 

historique. Les souris CBA/J croisées avec des mâles DBA/2 (Ahmed et al., 2010) présentent 

une résorption embryonnaire importante (30 % contre 8 % pour les croisements CBA/J × 

BALB/c contrôles), une protéinurie et une endothéliose rénale (accompagnée de dépôts de 

fibrine). Ces souris ne développent pas d’hypertension gestationnelle, mais montrent une 

sensibilité accrue à l’angiotensine II avec une augmentation de la pression artérielle de 

20 mmHg plus élevée que celle des souris contrôles traitées de la même façon (injection 

d’angiotensine II, 3 µmol/kg). La pravastatine et le VEGF ont également montré leur 

efficacité thérapeutique dans ce modèle (Ahmed et al., 2010). De façon intéressante, ce 

modèle est le seul à ne montrer un phénotype qu’à la première gestation (les gestations 

suivantes étant normales), ceci étant sans doute lié aux interactions immunologiques entre ces 

2 lignées. En ce sens, une activation précoce du complément (Cγ) a été montrée à l’interface 

fœto-maternelle dans ce modèle (Qing et al., 2011) comme ayant un rôle clé dans l’induction 

des symptômes, puisque l’utilisation d’un inhibiteur du complément (CR2-Crry) de façon 

précoce empêche l’apparition de ceux-ci.  

Les souris invalidées (KO) pour C1q constituent un autre argument quant au rôle 

clé du complément : en effet, elles sont aussi un modèle de PE (Singh et al., 2011). Ces 

souris KO pour C1q développent pendant la gestation une hypertension (+ 17,5 mmHg), une 

protéinurie (× 8,4), une endothéliose rénale (avec dépôts de fibrine) ainsi qu’une 

augmentation de sFlt1 plasmatique et une augmentation de la mort embryonnaire. La 

pravastatine empêche l’apparition de ces symptômes.  

Concernant les TLR, l’activation du TLR3 chez des souris gestantes induit une 

hypertension (+ 48 mmHg, effet visible uniquement pendant la gestation) et une protéinurie 

(× 1,8) (Chatterjee et al., 2011). Cet effet est plus marqué si les souris sont déficientes pour 

l’interleukine 10.  

En ce qui concerne l’auto-immunité, il a été montré qu’il était possible d’induire un 

phénotype de type prééclamptique chez la souris gestante en injectant des 
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immunoglobulines (IgG) issues de patientes prééclamptiques (Zhou et al., 2008b), et en 

particulier avec leurs auto-anticorps ciblant le récepteur de l’angiotensine II de type IA 

(AT1). Les souris gestantes ayant reçu cette injection développent une hypertension 

(+ 35 mmHg) et une protéinurie (× 3,1), ainsi qu’une endothéliose rénale. Ces symptômes 

sont évités grâce à un traitement au losartan (un antagoniste d’AT1). Cependant, l’injection de 

ces auto-anticorps à des souris non gestantes entraine également une hypertension (+ 30 

mmHg) et une augmentation de la protéinurie (non significative).  

iv.   Comt et l’hypoxie  

COMT est une enzyme responsable de la synthèse du 2-méthyl-oestradiol (2-ME) à 

partir de l’œstradiol, un inhibiteur de HIF-1α (le facteur de transcription qui induit la 

transcription de gènes cibles en réponse à l’hypoxie). Les souris déficientes pour Comt 

développent une hypertension (+ 15 mmHg) et une protéinurie gestationnelle (× 1,6), 

accompagnées d’une endothéliose rénale (Kanasaki et al., 2008). Ce modèle serait basé sur 

une réactivité accrue du placenta face à l’hypoxie, induisant des défauts d’invasion et de 

vascularisation. L’administration de β-ME traite efficacement ces souris. Il faut noter que 

dans ce modèle, il y a également un retard de croissance des fœtus. Récemment, le sildenafil, 

un vasodilatateur, a été donné à ces souris et a permis aux fœtus de retrouver un poids de 

naissance normal (Stanley et al., 2012).  

v.   Les gènes soumis à empreinte parentale 

Selon l’hypothèse de Jennifer Marshall-Graves (Graves, 1998), des gènes soumis à 

empreinte parentale pourraient être impliqués dans la physiopathologie de la PE (avec 

expression de l’allèle d’origine maternelle).  

Le gène p57kip2 est un gène soumis à empreinte (à expression maternelle), qui code 

un inhibiteur des kinases cycline-dépendantes (appelé Cdkn1c) et régule ainsi la prolifération 

cellulaire. Les souris gestantes p57kip2+/- (croisées avec des mâles p57kip2+/-) développent 

une hypertension gestationnelle (+ 38 mmHg) et une protéinurie (× 5), ainsi qu’une 

endothéliose rénale accompagnée de dépôts de fibrine (Kanayama et al., 2002). Cependant, 

les résultats obtenus dans cette étude n’ont pas été reproduit par une équipe indépendante, 

celle-ci suggérant une influence importante de l’environnement (stress, nourriture) (Falcao et 

al., 2009b).  
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3. Bilan 

La comparaison de l’ensemble de ces modèles est résumée dans la Figure 28 en ce qui 

concerne les variations de pression artérielle (par rapport à la pression artérielle précédant la 

gestation) et celles de la protéinurie (par rapport à celle de souris contrôle). Il faut noter que 

selon les études, les méthodes pour mesurer ces critères diffèrent.  

 

Figure 28 :  Les symptômes de prééclampsie dans les différents modèles murins 
a) Les différences de pression artérielle systolique (par rapport à la pression artérielle 

mesurée avant la gestation) 
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b) La protéinurie en fin de gestation (---- : la protéinurie de souris contrôle en fin de 

gestation) 

 

Globalement, l’ensemble de ces modèles animaux développe un syndrome 

prééclamptique de type modéré avec une hypertension assez faible, et une apparition des 

symptômes plutôt tardives.  
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I. Sa découverte 

1. L’identification d’une région liée à la prééclampsie et soumise à un 
effet de l’origine parentale 

En 2001, une étude de liaison a été réalisée : elle est basée sur le génotypage de 293 

marqueurs, répartis sur l’ensemble du génome, dans 67 familles hollandaises avec des paires 

de sœurs affectées par une prééclampsie, une éclampsie ou un syndrome HELLP (Lachmeijer 

et al., 2001). En se concentrant sur γ8 de ces familles sans syndrome HELLP, l’analyse a 

suggéré une liaison avec le bras long du chromosome 10 (10q).  

Une analyse plus précise réalisée sur 24 de ces familles a permis de confirmer la 

présence d’un locus de susceptibilité en 10qββ.1 (Oudejans et al., 2004). De façon 

intéressante, l’analyse des haplotypes a révélé un effet de l’origine parentale : ce sont les 

allèles d’origine maternelle qui ségrègent avec la pathologie dans ces familles.  

Cette héritabilité matrilinéaire  suggère l’implication de gènes soumis à empreinte. 

L’idée que les gènes soumis à empreinte pouvaient être impliqués dans la prééclampsie avait 

déjà été décrite (Graves, 1998) et un modèle de transmission prenant en compte cet effet de 

l’origine parentale est illustré Figure 29.  

 

Figure 29 :  Modèle d’héritabilité épigénétique et génétique de la prééclampsie 
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2. STOX1, un gène soumis à empreinte 

Les auteurs se sont ensuite concentrés sur les gènes présents dans cette région de 

11,7 Mb. Ils ont ainsi séquencé 17 gènes appartenant à cette région dans 8 familles de sœurs 

prééclamptiques, nées d’une grossesse prééclamptique ou compliquée par une hypertension 

gestationnelle et pour lesquelles ils avaient l’ADN des 3 générations (grand-mère, mères et 

enfants). Ils ont ainsi trouvé 55 variations chez les sœurs prééclamptiques. Cela leur a permis 

de mieux définir la région liée à la pathologie : un fragment de 444 kb. Il faut cependant noter 

que cette région constitue un lieu où les recombinaisons sont fréquentes (hot spot), il y a donc 

une grande variété d’allèles au sein d’une même population.  

Ils ont également déterminé quels gènes parmi ces 17 pourraient être soumis à 

empreinte, ils ont recherché les gènes dont l’expression était faible ou nulle dans des môles 

hydatiformes (anomalie rare où un ovocyte sans matériel génétique maternel est fécondé par 

un ou deux spermatozoïdes, dans lesquelles les gènes à expression maternelle ne doivent donc 

pas être transcrits).  

Cela a mené à l’identification d’une modification de séquence héritée dans l’exon 2 

d’un gène soumis à empreinte : STOX1, pour Storkhead box 1 (Van Dijk et al., 2005). Ce 

gène est adjacent mais à l’extérieur de la région de 444 kb identifiée. La modification de 

séquence trouvée (T>C) est responsable de la substitution d’un acide aminé tyrosine en 

histidine (Y153H) et ségrège avec la pathologie dans 7 des 8 familles. Cette modification de 

séquence existe également chez des femmes ayant eu des grossesses normales (32 femmes 

contrôles génotypées) avec une prévalence de l’allèle C de 50 %. Il s’agit donc d’un 

polymorphisme (SNP) commun dans les populations hollandaises.  

Il semble également y avoir un biais de la transmission de cet allèle aux enfants (ce qui 

est cohérent avec une expression placentaire de l’allèle d’origine maternelle exclusivement) : 

dans les 12 cas rapportés de grossesses prééclamptiques où l’ADN de l’enfant était 

disponible, la mutation a été retrouvée chez l’enfant (donc transmis par la mère), alors que 

dans les grossesses normales au sein de ces mêmes familles, la mutation était présente chez 

l’enfant mais transmise par le père dans deux cas sur trois, ce qui suggère une pénétrance 

incomplète. Cependant, il faut noter que ce dernier cas (allèle mutant transmis par la mère 

puis grossesse normale) correspond à une seconde grossesse et que la mère avait reçu un 

traitement préventif à base d’aspirine à faible dose et d’héparine de bas poids moléculaire. La 
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transmission matrilinéaire a également été confirmée dans les β4 familles de sœurs (chaque 

fois que l’allèle n’était pas partagé entre les β sœurs, l’origine paternelle a pu être montrée).  

3. STOX1 : un facteur de transcription 

Dans cette étude, le gène STOX1 a été montré comme exprimé dans le placenta. Suite 

à un épissage alternatif, 3 protéines sont générées : les isoformes A, B et C (989, 227 et 

169 acides aminés respectivement) (Figure 30). L’exon β (portant le SNP) est présent dans 

toutes ces isoformes.  

 

Figure 30 :  Les différentes isoformes de STOX1 
Adapté d’après (Rigourd et al., 2009).  

L’analyse de la structure secondaire prédit un domaine de liaison à l’ADN de type 

‘winged helix’ de 87 acides aminés. Ce type de domaine est également présent dans les 

facteurs de transcription de la famille FOX, et l’alignement de ces différents domaines révèle 

d’ailleurs une grande similarité dans leur organisation (Figure 31a). La présence et la position 

d’acides aminés contrôlant la stabilité du domaine et influençant la liaison à l’ADN sont 

conservées dans les 2 familles de protéines. STOX1 est donc apparenté à la famille des 

facteurs de transcription FOX. De plus, l’alignement avec les homologues de STOX1 dans 

les autres espèces montre que l’acide aminé 153 est assez fortement conservé (soit une 
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tyrosine, soit une phénylalanine) (Figure 31b). Ainsi, cette mutation est prédite comme 

délétère selon les critères de conservation.  

 

 

Figure 31 :  STOX1 est apparenté à la famille des facteurs FOX et son domaine de 
liaison à l’ADN est très conservé 

A) Alignement du domaine winged helix des facteurs FOX et de STOX1 

En gris : les acides aminés hydrophobes qui sont importants pour la liaison à l’ADN.  

En noir : motif spécifique des protéines de la famille FOX.  

B) Conservation du domaine winged helix de STOX1 

En rouge : la position 153 

Des signaux de localisation (NLS) et d’export nucléaire (NES) sont également 

prédits dans les exons 1 et 3, respectivement (Figure 30). Ces signaux pourraient contrôler la 

localisation nucléaire ou cytoplasmique de STOX1, comme c’est le cas pour les protéines 

FOX. La transfection des isoformes (recombinantes fluorescentes) dans une lignée cellulaire 

de trophoblaste extra-villeux (SGHPL-5) a montré la localisation exclusivement nucléaire des 

isoformes B et C (de façon cohérente avec l’absence de signal d’export dans ces isoformes) et 

une localisation soit nucléaire, soit cytoplasmique de l’isoforme A. L’expression nucléaire 

de STOX1A semble être restreinte aux cellules polyploïdes, qui se forment spontanément 

dans cette lignée cellulaire.  

Cette étude a donc révélé un nouveau gène dont la fonction était inconnue, qui 

pourrait intervenir dans la physiopathologie de la prééclampsie.  

II. Sa remise en cause 

L’implication de STOX1 dans la prééclampsie a été remise en cause de deux 

manières : d’abord parce que l’association entre Y153H et la prééclampsie n’a pas été 

retrouvée dans des études indépendantes, et ensuite parce que son statut de gène soumis à 

empreinte a été discuté.  
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1. STOX1 et la prééclampsie : association génétique ?  

Une fois le variant Y153H identifié, des études de plus grande ampleur ont cherché à 

confirmer une association entre la variation de séquence nucléotidique (allèle C pour H153 et 

allèle T pour Y153) et la prééclampsie.  

Ainsi, dans la population finlandaise, 245 femmes ayant eu une prééclampsie et 357 

contrôles (dont les caractéristiques étaient similaires) ont été génotypées (Kivinen et al., 

2007). Il n’y a pas d’association avec le polymorphisme C (présent à une fréquence de 32%) 

et la pathologie.  

De plus, l’expression de STOX1 a été évaluée dans des placentas prééclamptiques 

et normaux obtenus à la fin de la grossesse dans plusieurs études indépendantes et cela n’a 

pas révélé de différence (Iglesias-Platas et al., 2007; Kivinen et al., 2007). Nous avons 

obtenu des résultats similaires au sein de notre équipe (non publiés).  

Dans la population hollandaise, 149 femmes ayant eu une prééclampsie et 154 

contrôles ont également été génotypées. La fréquence des deux allèles est équivalente dans 

les β cas, avec une fréquence de l’allèle C à environ 65 %. De plus, la distribution allélique 

correspond à l’équilibre de Hardy-Weinberg (Berends et al., 2007). Cela confirme qu’il 

s’agit d’un polymorphisme très commun dans la population hollandaise. Ceci est également 

confirmé dans d’autres populations. Et dans les populations asiatiques, la fréquence de l’allèle 

C est même supérieure à celle de l’allèle T (environ de 80%, dbSNP, NCBI).  

Dans l’étude de Berends et al., la transmission de l’allèle C à l’enfant à l’issue de la 

grossesse compliquée (d’une prééclampsie ou d’un retard de croissance intra-utérin) a aussi 

été étudiée : elle est de 81 % dans les 42 familles étudiées. Dans le cas où la mère était 

hétérozygote pour ce polymorphisme (10 cas), l’allèle C était transmis dans 70 % des cas, 

contre les 50 % attendus pour une transmission mendélienne. Cette différence n’est cependant 

pas significative (le nombre de cas étant particulièrement faible). Dans le cas où la grand-

mère avait également eu une complication de la grossesse (PE, RCIU, hypertension 

gravidique) et était hétérozygote, l’allèle C avait été transmis dans 8 cas sur 1β (soit 67 %). Si 

l’on prend en compte la transmission par les grands-mères et les mères dont la grossesse a été 

compliquée, on observe un biais significatif de la transmission (p = 0,03). Cela indique que 

dans les familles avec une forte susceptibilité génétique à la prééclampsie, l’allèle C est 

bien transmis plus fréquemment dans les cas pathologiques. 
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Globalement, le polymorphisme identifié n’a pas pu être confirmé comme un SNP de 

susceptibilité dans l’ensemble des populations, sauf peut-être quand une composante 

génétique forte est prise en considération.  

2. Le statut d’empreinte de STOX1 

L’identification de STOX1 en tant que gène lié à la prééclampsie a largement été basée 

sur son statut de gène soumis à empreinte. L’absence d’expression de ce gène dans des 

môles hydatiformes constitue un argument en ce sens mais des méthodes plus précises 

existent pour vérifier l’expression mono-allélique dépendante de l’origine parentale. 

Ainsi, des polymorphismes codants ont été séquencés à partir d’ARNm issus de placentas de 

premier trimestre (Iglesias-Platas et al., 2007). Cela a révélé une expression bi-allélique 

(Figure 32). Cependant, on peut remarquer que les pics obtenus pour le séquençage de 

l’ADNc au niveau de ce polymorphisme n’ont pas la même taille (contrairement à ce qui est 

observé pour l’ADN génomique) : cela suggère une expression inégale entre les 2 allèles. 

Cela pourrait être dû à une différence de l’expression des β allèles dans toutes les cellules, ou 

à l’absence d’expression d’un des deux allèles dans certaines cellules.  

 

Figure 32 :  L ’expression bi-allélique de STOX1 dans le placenta 
Adapté d’après (Iglesias-Platas et al., 2007).  

Comme certains gènes qui sont soumis à empreinte chez l’homme le sont aussi chez la 

souris, les auteurs ont étudié l’éventuelle expression mono-allélique de Stox1 chez la souris. 

Là encore, ils ont trouvé une expression bi-allélique au niveau du placenta.  

De plus, les gènes soumis à empreinte présentent généralement une région 

différentiellement méthylée entre les deux allèles. Les auteurs ont donc regardé l’état de 

méthylation d’un ilot CpG s’étendant de part et d’autre de l’exon 1 de STOX1. Ils ont ainsi 

montré que ces CpG n’étaient pas méthylés, et qu’il n’y avait donc pas de différence de 

méthylation entre les 2 allèles. Cependant, il existe un autre ilot CpG au sein de l’intron 1 

(qui fait 50 kb), dont la méthylation n’a pas été étudiée.  

Ainsi, ce travail, qui ne confirme pas l’implication de STOX1 mais dont les résultats 

ne prouvent clairement pas formellement son absence de rôle dans la physiopathologie de la 
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prééclampsie, a été publié dans Nature Genetics en 2007 avec le titre très péremptoire 

« STOX1 is not imprinted and is not likely to be involved in preeclampsia ». Cela a 

fortement freiné les recherches sur ce gène et sa possible implication dans la 

physiopathologie de la prééclampsie.  

III. Sa difficile réhabilitation 

1. STOX1 serait soumis à empreinte uniquement dans les 
cytotrophoblastes extravilleux des colonnes (ou certains d’entre eux) 

 

En β008, une étude à l’échelle du génome entier a cherché à détecter les gènes dont 

l’expression à partir des deux allèles n’était pas équivalente dans des cellules 

lymphoblastoïdes (Cheung et al., 2008). STOX1 est un des gènes qu’ils ont trouvés. De plus, 

ils ont montré que l’écart d’expression entre les β allèles était très semblable entre des 

jumeaux monozygotiques, suggérant que cette différence est contrôlée par les 

polymorphismes présents dans chacun des allèles. Cela a relancé l’idée d’une expression 

mono-allélique possible dans certains types cellulaires. De plus, une étude des régions 

méthylées de façon différente selon les tissus, réalisée chez la souris, a révélé l’existence d’un 

ilot CpG dans l’intron 3 du gène Stox1 murin qui est hypométhylé dans le sperme et 

hyperméthylé dans le rein et le cerveau (Suzuki et al., 2007). Cette étude a ainsi relancé 

l’idée d’une possible méthylation différentielle entre les 2 allèles d’un même tissu.  

Une analyse détaillée de la méthylation de l’ilot CpG présent dans l’intron 1 de 

STOX1 a donc été réalisée dans une lignée cellulaire de trophoblaste extra-villeux (SGHPL-5) 

et différents échantillons issus de placentas (Van Dijk et al., 2010). Dans ces cellules, une 

méthylation différentielle entre les 2 allèles (dissociable grâce à un polymorphisme G ou T 

présent dans cet ilôt CpG) a pu être détectée. Il faut cependant noter que l’on est loin d’avoir 

un allèle méthylé dans 100 % des cas, puisque l’allèle T est méthylé dans environ 20 % des 

cellules, alors que l’autre allèle n’est jamais méthylé. L’allèle T méthylé a été montré 

comme celui étant le moins exprimé (20 % de moins). De plus, dans ces cellules, l’allèle T 

correspond à l’allèle permettant d’exprimer STOX1 15γH. La méthylation a alors été étudiée 

dans des échantillons de placentas de premier trimestre. Aucune différence de méthylation des 

allèles n’a pu être détectée au sein d’un même placenta. Cependant, les placentas porteurs de 



 

115 

 

l’allèle STOX1 153H présentent une méthylation plus importante que ceux étant 

homozygotes pour l’allèle STOX1 153Y. Face à ce résultat, la même analyse a été réalisé 

sur une sous-population de cellules du placenta : les trophoblastes extravilleux des 

colonnes (à qui les cellules SGHPL-5 ressemblent). Une méthylation différentielle a alors 

été détectée : 10 à γ0 % d’un des allèles est méthylé, tandis que l’autre allèle est non méthylé. 

De façon intéressante, ce n’est pas toujours l’allèle T qui est méthylé, cela dépend des 

placentas. Et dans quelques cas, il a été possible de déterminer l’origine parentale de l’allèle 

méthylé et il s’agissait toujours de l’allèle paternel.  

Il faut tout de même noter que l’observation d’une méthylation différentielle dans ce 

type cellulaire n’a pas été accompagnée d’une étude de l’expression et qu’on ne sait donc 

pas si il y a ou non une expression purement mono-allélique dépendante de l’origine 

parentale (c’est d’ailleurs peu probable vu que l’allèle paternel n’est pas méthylé dans 100 % 

des cas).  

Il est pourtant possible qu’à l’intérieur de ces trophoblastes extra-villeux des colonnes, 

il existe plusieurs populations, dont une serait constituée des cellules où l’allèle paternel est 

méthylé, et qui n’exprimerait que l’allèle maternel. Il faut également noter la situation 

particulière des môles hydatiformes, où apparemment les deux allèles paternels ne sont pas en 

mesure d’exprimer STOX1 ; l’étude de la méthylation à partir de ce type de matériel n’a pas 

été publiée.  

2. L’expression de STOX1 au 1er trimestre 

Dans une étude récente, des biopsies ont été réalisées au cours du premier 

trimestre et le suivi des grossesses a permis de déterminer à postériori quels échantillons 

correspondaient aux futures grossesses normales ou prééclamptiques (Founds et al., 

2009). Ce matériel, très précieux, a été analysé par une approche transcriptomique, sur des 

puces Affymetrix. À partir des données disponibles en ligne (GSE12767), on peut extraire les 

données correspondant à STOX1 (2 tags). Pour l’un de ces tags (229278-at), il y a un signal 

plus important pour les biopsies correspondant aux futures prééclampsies par rapport aux 

autres biopsies (× 2,11, p=0.01). Quant au 2ème tag, il n’y a pas de différence. Cela pourrait 

s’expliquer par une différence d’isoformes reconnues. Malheureusement, la séquence 

reconnue par ces tags n’est disponible que pour l’un d’entre eux (ββ9β78-at, qui interroge à la 
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fois l’isoforme A et B) car l’autre Tag n’existe plus sur les puces Affymetrix, et je n’ai pas 

réussi à trouver la séquence ciblée.  

Ces résultats ont été obtenus sans à priori sur STOX1, de façon indépendante d’une 

éventuelle susceptibilité génétique. C’est donc un argument solide pour indiquer un rôle 

potentiel de STOX1 dans l’établissement de la prééclampsie.  

3. Les études visant à comprendre la fonction de STOX1 et sa 
pertinence vis à vis de la prééclampsie 

i. STOX1, la prolifération et l’invasion 

Une étude mêlant des approches in vivo et ex vivo ont permis de mettre en évidence 

un rôle de STOX1 dans le contrôle de la différenciation des trophoblastes extravilleux des 

colonnes d’un phénotype prolifératif vers un phénotype invasif (Van Dijk et al., 2010a). 

Ainsi, il a été montré que STOX1 régule de façon négative l’invasion des trophoblastes et 

maintient leur prolifération dans des cellules SGHPL-5 et dans des explants villositaires. Ce 

contrôle se fait par l’intermédiaire du gène CTNNA3 (codant la protéine α-T-caténine 

d’adhésion cellulaire), qui est directement induit par STOX1A. Cette induction est plus forte 

avec la forme 15γH de STOX1 qu’avec la forme 15γY, indiquant que ce polymorphisme 

engendre un gain de fonction au niveau de cette protéine.  

De plus, dans cette étude, les auteurs ont montré que, comme pour les protéines de la 

famille FOX, l’activité de STOX1 était régulée par la phosphorylation : la forme 

phosphorylée (au niveau de la sérine 647) étant localisée dans le cytoplasme et dégradée par 

le protéasome (suite à une ubiquitination), et la forme non phosphorylée étant dans le noyau et 

responsable de l’activation de gène cible.  

STOX1 est donc un régulateur important pour la différenciation des trophoblastes 

extravilleux, dont la transition épithélio-mésenchymateuse est essentielle pour une 

placentation optimale.  

ii.  Impact de la surexpression de STOX1 dans un modèle cellulaire 

Dans notre équipe, nous avons décidé d’étudier l’impact de STOX1 sans à priori par 

une approche haut débit. Pour cela, nous avons créé une lignée cellulaire en transfectant 



 

117 

 

stablement STOX1 (sous le contrôle d’un promoteur CMV) dans des cellules JEG-3 

(Rigourd et al., 2008). Cette lignée se nomme AA6 et nous avons également obtenu une 

lignée contrôle transfectée stablement avec le vecteur vide nommé BD3. À partir d’ARN 

extraits de ces 2 lignées, une analyse transcriptomique a été réalisée avec des puces 

Affymetrix permettant d’évaluer le niveau d’expression de 53 000 transcrits. 22 980 transcrits 

étaient exprimés à un niveau suffisant pour être analysés. 1840 transcrits sont 2 fois plus 

abondants dans les cellules AA6 par rapport aux cellules BD3, tandis que 1018 le sont 2 fois 

moins.  

Par clustering fonctionnel, l’analyse des gènes modifiés révèle une 

surreprésentation des facteurs de transcription, en particulier ceux à doigt de zinc. Il est 

donc difficile dans cette lignée stable de dissocier les gènes directement modifiés par STOX1 

de ceux modifiés indirectement via d’autres facteurs de transcription.  

Les données transcriptomiques obtenues à partir de ces cellules ont ensuite été 

comparées à celles obtenues suite à la comparaison de placentas normaux et 

prééclamptiques. Cette comparaison a permis de montrer une corrélation très significative 

entre les modifications observées dans ces deux études (Figure 33). Cet effet est spécifique 

puisqu’on ne retrouve pas de corrélation avec des données comparant des placentas à terme et 

placentas du second trimestre.  

Parmi les gènes modifiés, il y a l’hCG (× β,β5 pour le peptide A et × 3,23 pour le B), 

qui est également augmentée en cas de prééclampsie, l’endogline (× 2,23), la syncytine 

(ERVW1, × 2,03), GCM1 (÷ 3,4), qui est également diminué dans les placentas 

prééclamptiques (Chen et al., 2004). Ces gènes sont particulièrement pertinents 

concernant le développement placentaire et la physiopathologie de la prééclampsie, comme 

cela a pu être montré dans les chapitres précédents.  

Ces résultats ont été confortés par une analyse de corrélation indépendante entre nos 

données transcriptomiques et celles issues de la comparaison de tissus décidual de grossesses 

compliquée par une prééclampsie avec retard de croissance et de grossesses normales 

(Fenstad et al., 2010b).  
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Figure 33 :  Corrélation entre les modifications transcriptomiques des cellules 
surexprimant STOX1 et des placentas prééclamptiques 

Chaque point correspond à un gène. Sa position sur l’axe horizontal dépend de son rapport 
d’induction (>0) ou de répression (<0) dans les cellules surexprimant STOX1 par rapport aux 
cellules contrôles ; et sa position sur l’axe vertical dépend de son rapport 
d’induction/répression dans une autre étude : les placentas prééclamptiques par rapport à des 
placentas normaux (en rouge) ou les placentas à terme par rapport à des placentas du second 
trimestre (en bleu). Des régressions linéaires ont été réalisées pour comparer l’effet de la 
surexpression de STOX1 aux autres études.  

Extrait de (Rigourd et al., 2008).  

 

En conclusion, STOX1 est un gène qui mérite une meilleure investigation de son 

implication dans la physiologie placentaire et la physiopathologie de la prééclampsie.  
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La partie « résultats » comprend les articles (en préparation ou publié) centrés sur 

l’étude de STOX1. Cependant, j’ai également mené de petits projets sur les facteurs à doigts 

de zinc dans les pathologies placentaires et sur la régulation du microARN mir34a dans les 

pathologies placentaires. Ces résultats sont présentés sous forme d’articles en annexe 

(Annexes 3 et 4).  

J’ai également collaboré à d’autres études et revue, les publications correspondantes (2 

revues et 2 articles acceptés) sont dans la partie « Annexes » (Annexes 1 et 2 pour les revues, 

Annexes 5 et 6 pour les articles).  
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ARTICLE 1  

  

LLEESS  SSYYMMPPTTOOMMEESS  DDEE  

PPRREEEECCLLAAMMPPSSIIEE  IINNDDUUIITTSS  PPAARR  

LL ’’EEXXPPRREESSSSIIOONN  FFOOEETTOO--

PPLLAACCEENNTTAAIIRREE  DDEE  SSTTOOXX11  SSOONNTT  

PPRREEVVEENNUUSS  PPAARR  LL ’’AASSPPIIRRIINNEE  
 

(Accepté pour publication dans Hypertension  

en janvier 2013 et publié en mars 2013) 
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A mon arrivée dans le laboratoire, les données sur STOX1 étaientt principalement 

celles de transcriptomiques obtenues dans les cellules JEG-3 surexprimant STOX1. La 

transgénèse additive dans des souris FVB/N était en cours et les premières souris à analyser 

ont été disponibles à la fin de mon stage de master (M2). A ce moment là, il s’agissait de la 

première lignée, appelé 13. Nous avons commencé par vérifier l’expresson du transgène dans 

différents tissus, dont le placenta. Et malgré le contrôle de l’expression du transgène par un 

promoteur CMV ubiquitaire, STOX1 (humain) n’était pas exprimé de la même manière dans 

tous les tissus. Cela peut s’expliquer par l’état de la chromatine qui diffère entre les tissus. 

L’expression la plus élevée a été observée dans le placenta. Une seconde lignée appelée 42 a 

ensuite été obtenue. La différence d’expression entre les tissus était équivalente à celle 

observée avec la lignée 1γ, mais l’expression du transgène était bien plus élevée dans cette 

lignée. Une 3ème lignée a également été obtenu, mais elle contenait de multiple point 

d’insertion et lorsque nous avons obtenu une sous lignée stable (avec un point d’insertion 

unique), l’analyse de l’expression a montré que cette sous lignée était très proche de la lignée 

1γ, donc nous n’avons pas été plus loin dans le phénotypage. En effet, β lignées 

indépendantes suffisent pour écarter l’hypothèse d’un effet d’insertion.  

Pour caractériser le phénotype de ces souris, nous avions commencé par regarder 

l’impact sur le poids fœtal ; en effet, nous pensions que STOX1 aurait un impact sur le 

développement placentaire et que cela se traduirait par un retard de croissance. Cependant, 

nous n’avons pas pu mettre en évidence une diminution du poids des fœtus dans les 

croisements transgéniques.  

Nous avons alors décidé de mesurer la pression artérielle au cours de la gestation ainsi 

que la protéinurie. Pour cela, nous avons dû apprendre à mesurer la pression artérielle chez la 

souris avec un système tail-cuff autour de la queue (équivalent du brassard utilisé chez 

l’humain). Malgré mes craintes, ceci ne s’est pas révélé si compliqué. Cependant, cela a pris 

beaucoup de temps, car il fallait habituer quotidiennement chaque souris pendant quelques 

jours avant la mise en accouplement, puis attendre qu’un accouplement survienne tout en 

continuant les mesures quotidiennes, et réaliser des mesures chaque jour de la gestation et 

jusqu’à  quelques jours après la mise bas. Quant à la prise d’urine, elle a été tentée chaque 

jours (nous avons réussi à obtenir de l’urine environ un jours sur deux) et nous avons ensuite 

poolé les échantillons de façon à avoir 3 points : début de gestation (entre E1,5 et E7,5), 

milieu de gestation (entre E8,5 et E13,5) et fin de gestation (E14,5 à E18,5). Les résultats 

obtenus ont permis de démontrer que ces souris constituaient un modèle de prééclampsie, 

avec une hypertension sévère très précoce et une protéinurie détectée dès la mi-gestation. Ces 
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mesures ont été réalisées pour tous les types de croisements pour la lignée 13 (mères 

transgéniques et pères sauvages, l’inverse, ou les deux parents transgéniques). Le phénotype 

était toujours le même. Cependant, afin de simplifier le message, et éliminer l’impact du 

transgène sur l’organisme maternel, nous nous sommes ensuite concentré sur des mères 

sauvages croisées avec des mâles transgéniques. Cela permet en effet de limiter l’expression 

du transgène à l’unité foeto-placentaire et ainsi, de s’assurer que les variations de phénotype 

maternel viennent bien de cette unité et non d’une variation de réponse d’un organisme 

transgénique à l’état de grossesse.  

Afin de mieux caractériser le phénotype, nous avons réalisé l’étude histologique de 

reins de souris gestantes et révélé des anomalies, telles qu’une hypertrophie glomérulaire et 

des dépots de fibrine. L’analyse histologique placentaire a également été réalisée, notamment 

la comparaison de taille des 2 régions principales du placenta murin : labyrinthe et zone 

jonctionnelle. Nous n’avons pas pu détecter de différences à ce niveau. Cependant, une petite 

diminution des zones riches en glycogène est observée dans les placentas transgéniques.  

Ce travail a été soumis à de nombreuses reprises. Initialement, les données présentées 

ici dans l’article β (sur le phénotype fœtal et les données de transcriptomique de placentas 

transgéniques) en faisaient partie. Sur les conseils/demandes des reviewers, l’article initial a 

été scindé en deux et l’analyse phénotypique a été complétée par la mesure par Elisa de 

facteurs pro-angiogéniques dans le plasma des souris prééclamptiques. L’hypertension a 

également été confirmée par des mesures invasives intra-carotidiennes (grâce à une 

collaboration avec Véronique Baudrie à l’HEGP), mais ces mesures sont réalisées sous 

anesthésie, ce qui change l’hémodynamique sanguine, et ne permet pas de percevoir la 

sévérité de l’hypertension comme nous avons pu l’observer sur souris vigiles.  

En conclusion, ce premier article présente le modèle.   
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Résumé 

Dans cet article, nous avons caractérisé le phénotype de souris sauvages croisées avec 

des mâles transgéniques exprimant la version humaine de STOX1 sous le contrôle d’un 

promoteur ubiquitaire. Ainsi, l’expression de STOX1 est restreinte à l’unité foeto-placentaire.  

Nous avons suivi la pression artérielle quotidiennement, de quelques jours avant 

l’accouplement à quelques jours suivant la mise bas, pour γ6 souris par une méthode non 

invasive de détection des pressions systolique et diastolique au niveau de la queue. Cela 

représente environ 5 000 mesures indépendantes. De l’urine a également été récupéré à 

plusieurs reprises au cours de la gestation.  

Cela nous a permis de montrer que ces souris sauvages gestantes développent au cours 

de leur gestation une hypertension sévère, et une protéinurie. Ces symptômes apparaissent de 

façon précoce, en particulier pour la pression artérielle qui est augmenté dès E3.5-E4.5. Ces 

souris constituent donc un nouveau modèle de prééclampsie sévère et précoce. De plus, nous 

avons observé des anomalies que l’on trouve également chez les patientes : une fibrose rénale, 

une élévation des taux sériques de facteurs pro-angiogéniques (le récepteur soluble du VEGF 

et l’endogline soluble). Au niveau placentaire, nous avons pu montrer une diminution des 

zones riches en glycogènes (contenant les cellules à glycogène).  

Nous avons également traitées ses souris avec de l’aspirine à faible dose dans l’eau de 

boisson et avons pu montré que cela prévient l’apparition de l’hypertension gestationnelle et 

améliore de façon importante la protéinurie et la fibrose rénale.  

En conclusion, nous avons obtenu et caractérisé un modèle de prééclampsie sévère, le 

seul existant montrant un phénotype hypertensif très marqué et très précoce. Ce modèle est un 

outil puissant pour découvrir de nouvelles voies impliquées dans la physiopathologie de la 

prééclampsie, tester des approches thérapeutiques innovantes et explorer les mécanismes 

responsables des conséquences à long terme de la prééclampsie.  
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ARTICLE 2  

  

LLAA  SSUURREEXXPPRREESSSSIIOONN  DDEE  SSTTOOXX11  

DDAANNSS  LL ’’UUNNIITTEE  FFOOEETTOO--

PPLLAACCEENNTTAAIIRREE  IINNDDUUIITT  UUNNEE  

FFOONNCCTTIIOONN  PPLLAACCEENNTTAAIIRREE  AALLTTEERREEEE  

AAIINNSSII  QQUU ’’UUNNEE  SSUURRCCRROOIISSSSAANNCCEE  

FFOOEETTAALLEE  
 

(en préparation) 
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Au cours des premiers mois suivant l’obtention de souris transgénique et pendant le 

phénotypage des souris gestantes, de nombreux croisements (pas seulement les croisements 

de mères sauvages avec des pères transgénique présentés dans l’article 1) et nombreuses 

dissections à E16,5 ont été réalisées. A chaque fois, le poids des fœtus et des placentas a été 

mesuré.  

De plus, des ARN ont été extraits des différents placentas et ont servis à réaliser une 

étude transcriptomique et des RT-PCR quantitative sur des marqueurs des différents 

compartiments du placenta murin afin d’en évaluer la fonction.  

L’ensemble de ces résultats est regroupé dans cet article 2, qui se focalise donc sur le 

phénotype fœtal et placentaire.  

Cet article sera soumis d’ici peu à Placenta ou Plos One quasiment en l’état.  
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Résumé 

Dans cet article, nous avons été plus loin dans la caractérisation du phénotype de 

souris gestantes portant des fœtus transgéniques exprimant la version humaine de STOX1.  

Nous nous sommes particulièrement concentrés sur les altérations fœtales et 

placentaires. Pour cela, nous avons sacrifiés des souris en fin de gestation (E16.5) et avons 

pesé les placentas et les fœtus.  Nous avons également réalisé une analyse transcriptomique 

des placentas.  

Nous avons ainsi pu montrer une dichotomie selon l’origine maternelle ou paternelle 

du transgène. En effet, il semble que les fœtus aient un poids plus important, mais uniquement 

dans les cas où le transgène est transmis par le père. Cela suggère fortement une implication 

des gènes soumis à empreinte qui contrôle l’équilibre entre ressources allouées par la mère 

pour la croissance fœtale et sauvegarde de l’organisme maternel, selon la théorie du conflit 

parental. L’aspirine tend à améliorer ce déséquilibre et en particulier, augmente le rapport 

poids fœtal/poids placentaire, qui réflète l’efficacité placentaire.  

Au niveau placentaire, nous avons pu mettre en évidence des anomalies au niveau de 

l’expression de gènes normalement exprimés dans les cellules à glycogène, avec une 

expression supérieure dans les placentas transgéniques. Ceci contraste avec les observations 

histologiques qui révélaient une diminution des zones riches en glycogène, et pourrait 

suggérer un phénomène de compensation ou une fonction altérée de ces cellules qui ne 

stockeraient plus de glycogène et seraient donc indétectables en histologie.  

Enfin, une analyse transcriptomique comparant des placentas sauvages et des placentas 

transgénique révèle une activation de voies impliquées dans l’immunité et l’autoimmunité (en 

particulier, une altération de gènes des cellules NK et du système du complément).  

Ces derniers éléments pourraient faire un lien entre les altérations placentaires et le 

syndrome maternel, et ainsi, permettre de mieux comprendre comment l’expression de STOX1 

au niveau de l’unité fœto-placentaire peut induire un syndrome prééclamptique.  
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Overexpression of STOX1 in the feto-placental unit leads to an 

altered placental function, accompanied with fetal overgrowth  

 
Doridot et al.  

 

Abstract 

 

  

 

Introduction 

 

 Preeclampsia (PE) is a pervasive complication of human pregnancy characterized by a 

gestational hypertension associated with proteinuria occurring from mid-gestation (Sibai et al., 2005). 

Worldwide, this syndrome affects ~5% of pregnant women, and is a leading cause of maternal 

mortality, especially in low and middle income countries (Firoz et al., 2011; Goldenberg et al., 2011); 

it is also a direct cause of iatrogenic prematurity hence a strong neonatal morbidity and mortality 

(Goldenberg et al., 2008), since the only definitive therapeutic act is the extraction of the feto-

placental unit.  

 From positional cloning approaches and epidemiological studies, it is now well-established 

that there is a genetic component in preeclampsia, with an heritability close to 50% (Cnattingius et al., 

2004). In addition ~10 genomic regions linked to the syndrome have been found in humans (Zintzaras 

et al., 2006). Several genes involved in the pathophysiology have in fact been identified by these 

genetic approaches, such as STOX1 in 2005 (van Dijk et al., 2005) and TNFRSF13B in 2010 (Fenstad 

et al., 2010a).  

 Following the discovery of STOX1 (a transcription factor belonging to the enlarged Forkhead 

Box gene family) in 2005, identified by positional cloning as associated with preeclampsia (van Dijk 

et al., 2005), recent studies showed that the Y153H variant modifies its effect, especially affecting the 

alpha-catenin pathway, with strong biological consequences on trophoblast proliferation and migration 

(van Dijk et al., 2010a). Furthermore, STOX1 is maternally expresses in a specific cell type of the 

placenta, column extravillous trophoblasts (van Dijk et al., 2010b), consistent with theoretical 

considerations suggesting that preeclampsia genes could be imprinted (Graves, 1998). Overexpression 

of the transcription factor STOX1 in human choriocarcinoma cells induces transcription alterations that 

mimic those of preeclamptic placentas, as shown by two independent teams (Fenstad et al., 2010b; 

Rigourd et al., 2008).  
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 We recently developed a model of transgenic mice overexpressing STOX1. We obtained two 

independent murine lines, called TgSTOX13 and TgSTOX42, with a difference in the level of 

expression of the transgene (the transgene is expressed in placentas around 13 times more in 

TgSTOX42, compared to TgSTOX13, in which the expression is comparable to those of the 

endogenous Stox1). Both lines gave the same phenotype: when WT female mice were crossed with 

transgenic males, they developed a severe gestational hypertension, proteinuria and displayed kidney 

histological anomalies reminiscent of those from human patient (Doridot et al., 2013). Low dose 

aspirin treatment displayed a remarkable efficiency in this model.  

 In the present work, we looked at the impact of this preeclamptic syndrome on the foetuses. 

We showed an overgrowth of the foetuses is all the cases where the father brought the transgene. We 

analysed the expression of key placental markers for glycogen cells, trophoblast cells from the 

labyrinth and spongiotrophoblaste cells, and it revealed strong alteration, in particular for the 

expression of glycogens cells markers. We also performed a transcriptomic analysis of the transgenic 

placentas, to obtain some ideas about the cause to this overgrowth and/or the maternal syndrome 

development.  

 

 

Methods 

 
Animals and Trangenesis 
 The complete ORF of the human STOX1 (A isoform) cDNA was cloned in the pCMX vector 
as described previously (Rigourd et al., 2008). The vector-free insert used for micro-injection was gel-
purified after enzymatic digestion by SpeI and SfiI, according to classical protocols. The preparation 
was diluted in Tris-HCl pH 7.9-EDTA (10-0.1) medium at a final concentration of 2 ng/µl and 
microinjected into the pronuclei of FVB/N mouse eggs. Transgenic mice were identified by PCR of 
their genomic DNA extracted from tail biopsies, as previously described (Vilotte et al., 1989). 
Transgene-specific amplification was performed using the GoTaq Flexi DNA polymerase kit 
(Promega), an hybridization temperature of 62°C, an elongation time of 30s and 40 amplification 
cycles. The number of copies of the transgene was assessed by qPCR from the mouse DNA relative to 
a single copy gene. 
 Animals (FVB/N) were bred in the animal facility of INRA (Jouy en Josas, France) in a 
controlled environment (light/dark cycle, temperature, free access to food and water). After mating 
with males of specific genotypes, females were inspected daily for vaginal plugs; detection of a 
vaginal plug in the morning was designated as day 0.5 of pregnancy (E0.5 or 0.5 dpc). Litter sizes 
were systematically recorded immediately after birth. Some mice (42 with placentas of different 
genotypes, either all WT, or some transgenic, or all transgenic) were sacrificed at E16.5 and different 
tissues (placenta, kidneys, liver) were collected for RNA extraction and/or histological analysis 
according to classical protocols. The numbers of fetuses, as well as placental and fetal weights, were 
also recorded in these cases. For weight analysis, the abnormal small litter (≤β) were not taken into 
account (it concerned 7 litters).  
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RNA extraction and Quantitative RT-PCR conditions  
Total RNA from collected tissues was extracted using TRIzol Reagent (Invitrogen) in 

accordance with the manufacter’s instructions, treated with RNase-free DNase, and quantified by 
spectrophotometry. Reverse transcription (RT) was carried out according to a standardized protocol. 
Briefly, 4 µg of total DNase-treated RNA was reverse transcribed in a volume of 25 µL at 39°C using 
the M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) and random primers during 1 hour. Quantitative RT-
PCR was carried out using the LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix (Roche Applied Science) 
in accordance with the manufacter’s instructions. The reaction was performed in a Light-Cycler 480 
Thermocycler (Roche Applied Science). Primers were designed for the coding sequences of the 
different genes using the PRIMER3 software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3) and aligned 
with basic local alignment search tool software (BLAST) to avoid nonspecific annealing. Samples 
were submitted to cycling according to the following PCR program: 95°C for 5 min followed by 45 
cycles of 3 temperature steps (94°C for 10 s, 58°C for 15 s, and 72°C for 15 s). Finally, samples were 
submitted to a progressive temperature elevation (from 65 to 99°C at 0.1°C/s), resulting in a melting 
curve, enabling to check the PCR products homogeneity. In addition, amplification products were 
systematically controlled by agarose gel electrophoresis. The threshold cycle number (Ct) values were 
collected with the LightCycler480 software (Roche Applied Science) in the exponential phase of the 
PCR reaction. These Cts were normalized by the Ct values obtained for the murine succinate 
dehydrogenase subunit A (Sdha) and the cyclophillin A (CycloA) used as normalising genes.  
 For expression evaluation of genes belonging to different placental compartments, an index 
was created for every compartment by computing a geometric mean of Ct values of Prl8a8, Tpbpa and 
Prl3b1 for the junctional zone, Gjb3 and Pcdh12 for Glycogen cells and Gcm1, SynA and Flk1 for the 
trophoblast cells of the labyrinth (Tunster et al., 2012), after normalization by a geometric mean of Ct 
values for Sdha and CycloA. All primers are presented as Supplemental Table 1.  

  

   Name Forward Reverse 

sdha (murine) CTTGAATGAGGCTGACTGTG ATCACATAAGCTGGTCCTGT 

CycloA (murine) GTCAACCCCACCGTGTTCTT CTGCTGTCTTTGGAACTTTGT 

STOX1 (human) TCCAGTGCAAATGAATCCAA TCTTTAATCAGCGTTCCCAGA 

Stox1 (murine) AACACCTTGAAGGGACAGAGAA ATCCAAAATGGCGGAATTAGTA 

Prl8a8 (murine) CCTGCATGTATGGCAGAAAA CCCTTATTTGGGGGATTTGT 

Prl3b1 (murine) AGTGTCAAACCTACTTGTCTGGG CACACGTTGGTATAGGCTTTCA 

Tpbpa (murine) TGAAGAGCTGAACCACTGGA CTTGCAGTTCAGCATCCAAC 

Gjb3 (murine) GGGGCTCTCCATCAGACATA ACCTGCTAGCCACACTTGCT 

Pcdh12 (murine) AAGCAGAACCTGACCTGGAA GTGAGGGGCAATGACAATCT 

Flk1 (murine) GGCGGTGGTGACAGTATCTT GTCACTGACAGAGGCGATGA 

Gcm1 (murine) AGCCTGTGTTGAGCAGACCT TGTCGTCCGAGCTGTAGATG 

SynA (murine) CTCCAGGAGGCTAACTCTTCC TCCGGGCTGAGTACATGATTC 

   Supplemental table 1 : Primers for qPCR analysis 
 
Aspirin treatment  

Aspirin treatment was administered as described by Bulckaen and co-workers (Bulckaen et al., 
2008). Briefly, aspirin was added in the drinking water (30 µg/ml, Lysine acetylsalicylate Aspegic™), 
from E0,5 to E16,5 (the treatment was stopped before delivery in order to avoid abnormal bleeding 
during labor). The drinking water was replaced every day, and showed that the transgenic mice drank 

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3
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the same quantity of water than the controls. This low quantity was administered to obtain an amount 
similar to that prescribed in clinical practice, i.e., around 200 mg/day, see for instance (Bakhti and 
Vaiman, 2011).  
 
Microarray analysis of transgenic and WT placentas 

RNA quality was verified by Agilent bioanalyser 2100 and checked to have a RNA Integrity 
Number (RIN) systematically higher than 8. Microarray analysis was performed starting from total 
RNA of four pools (two pools of three transgenic placentas from three independent crosses of 
homozygous TgSTOX13 parents and two pools of three placentas from three WT crosses). The cDNA 
synthesis, labelling hybridization on Nimblegen mouse arrays (alignment MM8, 25208 transcripts 
interrogated with three 60-mer probes per transcript) were carried out at the Genomics and 
Transcriptomic platform of the Cochin Institute (data available as GSE32660 record, in GeoDatasets). 
Deregulated genes were identified either by the occurrence of a statistically significant t-test, or by a 
systematic one-way difference between pools of transgenic versus non-transgenic placentas, or by a 
threshold of variation above 1.5-fold. Clustering was carried out using DAVID 
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/) with the Gene Functional Classification tool and the Pathway tool. 
Pathways and categories were considered significant with a Benjamini < 0.05 for the pathways 
analysis and according to thresholds defined as in (Buffat et al., 2007) for the Gene Functional 
Classification. 

 
Statistical analysis  
During this study, non-parametric approaches were used using Mann-Whitney tests as well as 
ANOVA followed by post-hoc Student-Newman-Keul t-tests for relative expression analysis of 
placental compartments, or post hoc Dunett test for foetus weights. Chi2 contingency tests were 
performed for analyzing the groups of genes identified by the transcriptome analysis. The StatistXL 
add-in of Excel™ was systematically used. p values below 0.05 were considered significant. 
 

Results 

 

Foetus and placental weights are increased in crosses involving transgenic males 

  

We wished to investigate the feto-placental effects of the transgene, in various crosses 

where the origin of the transgene can be maternal, paternal or both in order to take into 

account possible effects of genomic imprinting. 

Forty-two pregnant females were sacrificed at 16.5 days of gestation and each fetus 

and each placenta were weighed. We didn’t take into account the abnormal small litters (≤β), 

as it could impact the fetus and placental weight, independently of the genotype. In the thirty-

five remaining litters (with ≥ 5 fetuses), we did not observe a decrease of individual fetus 

weight when litter size increases (as tested by a correlation between litter size and mean fetus 

weight, which didn’t give a significant R). In TgSTOX1γ crosses, we observed a ~7% 

increase of the average weight of the offspring (Figure 1A), compared to wild type offspring, 

but exclusively when the transgene was brought by the spermatozoa (paternal genome). For 

http://david.abcc.ncifcrf.gov/


 

149 

 

crosses with TgSTOX42 males, we did not observe a significant weight increase of the 

fetuses. Aspirin treatment sets back the fetus weight to normal in crosses involving 

TgSTOX13 males (Figure 1A).  

Concerning the placental weight, we showed a significant increase (~7%) in crosses 

with TgSTOX4β males (Figure 1B), but it didn’t reach significance in crosses involving 

TgSTOX1γ mice (there is also a ~8% increase in ♀hm TgSTOX1γ x ♂hm TgSTOX1γ 

crosses, and a direct student-test in comparison to WT gives p=3.74x10-2, but after correction 

for multiple testing with ANOVA, p>0,05). Aspirin treatment decreases placental weight in 

both crosses involving transgenic males (Figure 1B). In ♀WT x ♂ht TgSTOX4β crosses, the 

placental weight is even significantly reduced (by 8%) compared to WT placentas 

(p=3.12x10-2 with post-hoc Dunett test).  

We also looked at the ratio of fetus and placental weights, as it is a reflect of placental 

efficiency (Coan et al., 2010). We could observe a decrease (of 7-8%) of this ratio in crosses 

involving transgenic males (Figure 1C), which is significant in ♀WT x ♂ht TgSTOX4β 

crosses (there is also a decrease in ♀hm TgSTOX1γ x ♂hm TgSTOX1γ crosses, and a direct 

student-test in comparison to WT gives p=3.05x10-2, but after correction for multiple testing 

with ANOVA, p>0,05). Aspirin treatment significantly improves this ratio in both crosses 

involving transgenic males (Figure 1C).  

To note, when a litter contained both transgenic and non-transgenic animals (WT 

females x Heterozygous males, each fetus genotyped individually), there was no significant 

difference in the weights of the fetuses or the placenta inside the litter. This was substantiated 

by a transcriptomic analysis of transgenic versus non-transgenic placentas of the same litter, 

where we did not find strong expression variations (data not shown), indicating that 

environmental conditions tend to homogenize the gene expression profile between transgenic 

and non-transgenic placentas in the uterine horns. 
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Figure 1: Fetus and placental weights are increased in crosses involving transgenic males 

A) Fetus weight in different crosses. The offspring weight was increased only when TgSTOX13 
father transmitted the transgene (as tested by ANOVA, p=8.31x10-5, and relative to WT 
fetuses following post-hoc Dunett tests: p = 1.22x10-2 and 1.82x10-2 for ♀hm TgSTOX1γ x 
♂hm TgSTOX1γ and ♀WT x ♂ht/hm TgSTOX1γ crosses, respectively). In the cases of 
aspirin treatment, the comparison was done between the crosses with or without aspirin (# 
symbol). For those involving TgSTOX13 males, the difference was significant (p= 7,98x10-3, 
by Student t-test).  

B) Placental weight in different crosses (ANOVA, p=2.54x10-2). The placental weight was 
increased in ♀WT x ♂ ht TgSTOX4β (p=4.γβx10-2 relative to WT fetuses following post-hoc 
Dunett tests). In the cases of aspirin treatment, the comparison was done between the crosses 
with or without aspirin (# symbol, p=2.03x10-2 and p=1.56x10-6 by Student-t tests for crosses 
involving TgSTOX13 and TgSTOX42, respectively).  

C) Fetus weight/placental weight ratio in different crosses (ANOVA, p=2.77x10-2). The ratio was 
reduced in ♀WT x ♂ ht TgSTOX4β (p=4.51x10-2 relative to WT ratio following post-hoc 
Dunett tests). In the cases of aspirin treatment, the comparison was done between the crosses 
with or without aspirin (# symbol, p=4.95x10-3 and p=1.08x10-6 by Student-t tests for crosses 
involving TgSTOX13 and TgSTOX42, respectively). 
 for p < 0.05. 
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STOX1 transgenic placentas present altered expression of genes important for glycogen 

cells 

   

No difference was observed in gross morphology at 16.5 dpc, such as in the ratio between the 

labyrinth and the junctional zone. We did not detect any anatomical alterations in hemizigous 

TgSTOX13 placentas, whereas in hemizygous TgSTOX42 placentas, there was a significant 

diminution of vacuolated foci in the labyrinth, as well as the purple area after Periodic Acid-Schiff 

staining, these two characteristics being specific to glycogen cells foci (Doridot et al., 2013).  

 To evaluate the relative importance of these cells inside normal and transgenic placentas 

according to the origin of the transgene, we studied by quantitative RT-PCR a series of genes that 

marks different subpopulations of cells inside the placenta (Figure 2): Prl8a8, Tpbpa and Prl3b1 for 

the junctional zone, Gjb3 and Pcdh12 as markers of Glycogen cells and Gcm1, SynA and Flk1 as 

markers of the labyrinth cells (Tunster et al., 2012). We used the gene expression levels to generate an 

index based on the geometric mean of the Ct values for each cellular subtype (see Methods). The 

expression of junctional markers was much higher (~60-fold) than that of the two other placental 

compartments analyzed in the WT (Figure 2 A-C). In contrast with the histological observations of 

transgenic placentas, we saw a systematic expression increase of markers of glycogen cells relative to 

those of the labyrinth and junctional zone in tissues from all the crosses involving transgenic parents 

(Figure 2D-E). The Glycogen cells/Labyrinth ratio was moderate when the transgene originates from 

TgSTOX13 females (x 2.23 fold), or TgSTOX42 males (x 2.08 fold) whilst it was very strong when 

the transgene originates from TgSTOX13 males (x 6.49 fold in the crosses with heterozygous 

TgSTOX13 males, x 4.79 when the cross involved homozygous males and females).  

 Low-doses of aspirin in the drinking water tend to set the ratio of expression calculated 

between Glycogen cells and Labyrinth closer to normal values, but without correcting it completely. 

These ratios pass from 6.49 to 3.07 fold in the female WT crossed with TgSTOX13 males and from 

2.08 to 1.84 when the WT females were crossed with TgSTOX42 males, without and with aspirin, 

respectively.  
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Figure 2: An excess of glycogen cells markers expression compared to the other placental 
compartments is revealed by quantitative assessment of markers from the three major 
structures of the transgenic placentas at 16.5 dpc.  
Indexes of gene expression (see Methods) were computed by the geometric mean of Cts after qRT-
PCR for genes expressed in the labyrinth (A), glycogen cells (B) and in the junctional zone (C), 
normalized by two reporter genes. Several placentas from different crosses were used: 6 placentas 
from 3 different crosses for WT x WT, WT x ht TgSTOX13 and hm TgSTOX13 x hm TgSTOX13; 7 
placentas from 2 different crosses for  ht TgSTOX13 x WT, 6 placentas from 2 different crosses for 
WT x hm TgSTOX13 +ASP and WT x ht TgSTOX4β; 8 placentas from γ different crosses for  ♀ WT 
x ♂ ht TgSTOX4β +ASP.  The crosses involved various combinations making it possible to compare 
the effects of the transgene origin, as well as the effects of the aspirin treatment. The upper panel 
shows that in the presence of the transgene, there is overall a decrease in the labyrinth (A, either 
expression or size or both) and a systematic increase in the glycogen cell compartment (B). The effects 
on the junctional zone are more complex (C). The lower panel tests the ratios of the different 
compartments (D-F). It shows a systematic increase of Glycogen cells (number and/or expression) 
relative to the Labyrinth (D) and to the junctional zone (E). This is particularly apparent when the 
transgene originates from the male in the TgSTOX13 strain. * for p < 0.05, ** for p < 0.01 and *** for 
p < 0.001.  
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The placental transcriptome of STOX1 transgenic mice reveals activation of immune 

and autoimmune cascades. 

 In an attempt to understand the key metabolic pathways that differ between WT and 

TgSTOX13 placentas, we carried out a transcriptomic analysis starting with biological replicates from 

3 TgSTOX13 (homozygous x homozygous) and 3 control crosses. At the threshold of 1.5, 1572 

transcripts were more elevated in transgenic placentas (6.1% of the genes present on the microarray), 

and 1985 were reduced (7.7%, Figure 3). We proceeded to a functional clustering using the DAVID 

Web tool from the NIH (Da Wei Huang and Lempicki, 2008). This functional clustering in KEGG 

pathways yielded six statistically significant groups after correction for multiple testing: Systematic 

lupus erythematosus (p = 3.2 10-4), Graft-versus-host disease (p = 2.9 10-3), Type I diabetes mellitus (p 

= 2.9 10-3), Viral myocarditis (p = 3.1 10-3), Allograft rejection (p = 1.2 10-2), and Cell adhesion 

molecules (p = 3.7 10-2). Four out of six of these groups encompass genes involved in immunity or 

autoimmunity.  

 

Figure 3: Enrichment of genes involved in some specific function 
Graphical representation of percentage of genes modified in the whole genome (transgenic placentas 
compared to wild type placenta), or genes find by key words.  
Enrichment significance was tested by 2 compared to whole genome.  
 

 From this observation we examined subsets of genes involved in specific immune functions in 

our transcriptomic dataset: Natural Killer cells, Surface antigens, Complement function, Interleukin, 

MHC class I and II, Toll like receptors and TNF (See Table 2 and Supplemental Figure 1). Modified 

genes defined by these keywords were statistically overrepresented except for the TNF family, 

compared to the expected values calculated from the global transcriptome (i.e. 6.1% and 7.7% of up 

and down-regulated genes respectively, Table 1). As an example, for complement function, among 38 
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transcripts, 9 were increased more than 1.5 fold in transgenic placentas, i.e. 23.6%, while 3 were 

reduced, i.e. 7.9% (p = 3.8 10-5). Among these modified genes C1qa, C1qb and C1qc were increased 

1.8, 2.9 and 2.5 fold respectively. Cfi, Cfp and Cfh were induced 3.6, 1.8 and 1.4 fold respectively. 

C5ar1 and C3ar1 mRNAs were increased ~2 fold in transgenic placentas.  

 Following previous work suggesting a great importance of Serine Protease Inhibitors in 

placental diseases (Chelbi et al., 2007, 2012), we also observed that SERPIN genes were 

overrepresented amongst the modified genes (p=3.4 10-3). Among them, angiotensinogen, the initial 

precursor of angiotensin (SerpinA8) mRNA was twice as abundant in transgenic placentas as in 

normal placentas.  
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Table 1: Transcriptomic analysis of transgenic placentas (♀ hm TgSTOX13 x ♂ hm TgSTOX13)
 

compared to wild type placentas : selection of mo
ified genes  

in key 
unctions for placentation and immunity 

 

p value : enrichment significance (tested by 2 compared to whole genome) 

Bold characters correspond to genes modified more than two-fold 
 

Serpin (p=3.42x10
-03

) Complement function (p=3.79x10
-05

) 

Serpina3a 0.54 Serpinb1a 2.35 C7 0.45 Cfi 3.59 

Serpina3n 0.56 Agt 2.04 C4bp 0.51 C1qb 2.86 

Serpina3c 0.58 Serpina10 1.87 Hc 0.59 C1qc 2.48 

Serpina3f 0.58 Serpina1c 1.85   C5ar1 1.98 

Serpinb5 0.58 Serpina1a 1.85   C3ar1 1.90 

Serpina3m 0.64 Serpind1 1.73   C1rl 1.82 

   Serpinb10 1.65   Cfp 1.80 

   Serpinb6c 1.62   C1qa 1.77 

   Serpina1e 1.54     C6 1.51 

    Serpini1 1.52 Interleukin (p=5.55x10
-06

) 

Natural Killer Cell (p=9.14x10
-04

) Il13ra2 0.33 Il1b 3.30 

Klri2 0.38 Klra2 4.57 Il1rapl2 0.41 Il1f9 3.28 

Klrc1 0.41 Fcgr1 2.55 Il15ra 0.46 Il23r 3.06 

Klra18 0.44 Fcgr2b 2.31 Il15ra 0.52 Il10ra 2.02 

Klra7 0.46 Fcgr3 2.04 Il17f 0.55 Il20ra 1.94 

Klra19 0.54 Klrd1 1.88 Il22 0.64 Il17e 1.83 

Klrc2 0.57 Cd244 1.79 Il17a 0.65 Il1f6 1.77 

Klrb1c 0.58 Fcer1g 1.66    Il18rap 1.71 

   Nkg7 1.58    Il1rl1 1.65 

   Skiv2l 1.56    Il5ra 1.63 

    Fcgrt 1.55    Sigirr 1.62 

Antigen (p=1.14x10
-11

)   Il12rb2 1.61 

Cd164l2 0.47 Cd300e 3.78   Il17rd 1.61 

Cd300lg 0.62 Cd177 3.61   Il23a 1.60 

   Cd209a 2.47   Il1r2 1.60 

   Cd300lf 2.30   Il2rb 1.58 

   Cd300lb 2.26   Il1rl2 1.57 

   Cd74 2.24     Il1a 1.55 

   Cd52 2.24 MHC class I and II (p=1.84x10
-2

) 

   Cd180 2.17   H2-DMb2 3.22 

   Cd72 2.12   H2-Q8 3.15 

   Cd200r1 1.99   H2-M9 2.74 

   Cd6 1.98   H2-M2 2.13 

   Cd86 1.97   H2-Aa 2.03 

   Cd207 1.93     H2-Q5 1.88 

   Cd276 1.92 Toll Like receptor (p=1.07x10
-2

) 

   Cd28 1.88   Tlr8 4.23541 

   Cd244 1.79   Tlr3 2.48639 

   Cd96 1.69     Tlr7 1.61245 

   Cd200r2 1.67 TNF family (p=3.61 x10
-1

) 

   Cd83 1.65 Tnfrsf25 0.40 Tnf 2.94 

   Cd84 1.59 C1qtnf4 0.52 Tnfsf8 2.80 

   Cd209d 1.52 C1qtnf5 0.63 C1qtnf6 1.77 

   Cd48 1.51 Tnfsf13b 0.66 Arts1 1.72 

          Tnfsf4 1.69 

            Tnfrsf7 1.54 

underexpressed gene overexpressed gene underexpressed gene overexpressed gene 
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Discussion 

 

Herein, we observed an impact of STOX1 overexpression on fetal growth, associated with 

mild anomalies of placental structure, with an altered expression of markers corresponding to 

glycogen cells. In the placenta we observed an altered gene expression profile, with a strong activation 

of immune and autoimmune cascades and pathways.  

 The question of the comparative value of rodent models of preeclampsia is permanent because 

of the known differences of rodent versus human placentation (such as shallow trophoblastic invasion, 

short gestation (for recent reviews, see (McCarthy et al., 2011; Sunderland et al., 2011)), but their 

input has been considered very important for studying preeclampsia pathophysiological mechanisms.  

On the fetal side, we noticed an overgrowth of the fetuses when the transgene was transmitted 

through the male genome. The discrepancy between the weights of the fetuses according to the sense 

of the crosses, could be explained by the existence of an earlier activation of the paternal genome after 

fertilization (Mungall et al., 2003). When an imprinted gene is abnormally transcribed as in rare 

human imprinting syndromes (Beckwith-Wiedeman,(Choufani et al., 2010)), or in the Large Offspring 

Syndrome (LOS) in cloned cattle (Sinclair et al., 2000; Young et al., 1998), it has developmental 

effects (overgrowth) in the long run. STOX1 has been found owing to its imprinted status (van Dijk et 

al., 2005, 2010b). Therefore, its uchronic (too early) and/or excessive expression when expressed by 

the paternal genome in the transgenic crosses leads to a fetal overgrowth. Imprinted genes and among 

them the paradigmatic Igf2 are known to have a crucial role in placental and foetal growth (Constância 

et al., 2002). In rodent placenta, glycogen cells are thought to contribute to enable a strong weight 

increase at the end of gestation. According to the literature, the number of glycogen cells increases 80-

fold between 12.5 dpc and 16.5 dpc in normal placentas, and decreases at the end of gestation (18.5 

dpc) (Coan et al., 2006). To note, the KO of Igf2 leads to the disruption of glycogen cells development 

(Lopez et al., 1996), and is associated to IUGR. Similarly, due to the inhibitory effect of H19 on Igf2 

expression, the placenta of H19(-/-) mice have more and larger glycogen cells than WT mice 

(Esquiliano et al., 2009). We found that STOX1 overexpression leads to an enhanced expression level 

of their genes, but histologically, a decrease is observed. Taken together, these results suggest an 

altered function of these cells, which are maybe not less numerous, but not detectable with the 

classical histological analysis because of lacks of vacuolated aspect and of glycogen storage. This 

probably contribute to the observed increased fetal weight. Interestingly, the effect of the transgene on 

the feto-placental phenotype was not dose-dependent and aspirin treatment only marginally sets back 

this phenotype towards a normal state. This questions the direct link between maternal phenotype and 

placental defects.  

We also observed an increase of placental weight, which could be a compensation effect for 

the displayed placental insufficiency, as it is commonly observed (Coan et al., 2010). Aspirin 
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treatment greatly improves the placental efficiency, with a limitation of fetal growth, probably helping 

to attend an optimal balance between fetal genetic drive for growth and the maternal ability to provide 

nutrients through the placenta.  

The transcriptome alterations of the STOX1 transgenic placentas suggest that the secretome of 

the embryo-foeto-placental unit is modified by STOX1. Our transcriptomic analysis provides an 

unexpected link between STOX1 overexpression and autoimmunity/immune pathways. This gives 

mechanistic clues on how the defects potentially induce a hypertensive state in the mother. In our 

transcriptome, systematic lupus erythematosus (SLE) achieved the most significant statistical score 

amongst the pathways encompassing enriched genes after analysis with DAVID or with Genomatix. A 

recent study made a clear link between preeclampsia and gene variants of the complement regulatory 

network (Salmon et al., 2011) in patients with SLE and anti-phospholipid syndrome, two pathologies 

inducing an increased risk of preeclampsia. Consistent with this study, we revealed a strong 

deregulation of genes involved in complement cascades (Cfi mRNA was increased by 3.6 fold in 

STOX1 transgenic placentas). The induction of C1q could be a first step towards a hyperactivation of 

the classical complement pathway, as soon as antibody-antigen complexes are present in the female 

genital tract, even in congenic mouse strains because of minor histocompatibility alleles carried by the 

Y chromosome of the paternal genome. In a very recent study, it was showed that C1q-/- mice develop 

preeclampsia syndrome on a mild mode concerning the hypertension (Singh et al., 2011). Together 

this data suggest that any deregulation of complement components has deleterious effect on 

pregnancy. This has already been observed for C3 for which placental and embryo developmental 

defects are observable in knock-out mice as well as by hyperactivation of the C3 pathway (Chow et 

al., 2009; Girardi et al., 2006). In parallel, the induction of C5ar and C3ar in the placenta indicates that 

recruited inflammatory cells will be hyperresponsive to induction by complement-derived products, in 

particular C5a. This is materialized by the induction of pro-inflammatory cytokine genes (TNF, IL1a 

and Il1b, induced 3, 3.3 and 1.6 fold, respectively). Our results strengthen the idea of a pivotal role of 

the complement cascade in pregnancy defects, and in particular in preeclampsia. To the best of our 

knowledge, our data establish for the first time, a relation between STOX1 and immunomodulation, 

thus providing a rationale to the links of this gene with preeclampsia. We propose a hypothetical 

model (see Figure 4) in which early secretome modifications from the embryo-foeto-placental unit 

trigger the import of immunoreactive substances (such as complement components) to the maternal 

blood flow, target endothelial cells and the kidney, responsible for the maternal phenotype. 
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Figure 4: A hypothetical model for the origin of the maternal preeclampsia-like syndrome 
through soluble factors originating from the embryo-placento-foetal unit.  
This schematic vision shows putative causes of the gestational hypertension and proteinuria in WT 
mice crossed with STOX1 transgenic males. The placental transcriptome suggests an activation of 
complement pathways, leading to the production of inflammatory cytokines. The origin is the embryo-
foeto-placental unit, or maybe material of paternal origin present in the female genital tract after 
fertilization. This could trigger a non-adaptative immune response following the generation of immune 
complexes possibly encompassing minor antigens of male origin at very early times post-coïtum. The 
early release of these components in the blood flow could induce the observed defects in the kidney 
structure and alter renal function. Both the renal and endothelial alterations could be at the origin of 
the maternal syndrome. 
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ARTICLE 3  

  

LLAA  FFOONNCCTTIIOONN  CCAARRDDIIOOVVAASSCCUULLAAIIRREE  

DDAANNSS  UUNN  MMOODDEELLEE  MMUURRIINN  DDEE  

PPRREEEECCLLAAMMPPSSIIEE  
 

(en préparation) 
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 Suite à un congrès à Hambourg où j’ai eu la chance de présenter le modèle (décrit dans 

l’article 1) et les données transcriptomiques décrites dans l’article β, nous avons rencontré le 

Dr Ralf Dechend, un médecin et chercheur allemand travaillant sur la prééclampsie et le 

système cardio-vasculaire. Il était très intéressé par notre modèle et nous a invité à venir en 

parler devant son équipe à Berlin. Nous y sommes donc allés en juillet 2012. Lors de l’exposé 

de nos résultats, il nous a été recommandé de peser les cœurs de nos souris prééclamptiques 

car une telle hypertension devrait induire une hypertrophie cardiaque.  

Nous avons donc suivi ce conseil. Cependant, à chaque dissection, nous réalisons une 

perfusion via une injection intracardiaque de PBS afin d’éliminer les globules rouges du rein, 

étape nécessaire pour les analyses histologiques ultérieures. Ainsi, les cœurs sont 

particulièrement abimés lors de cette étape. De plus, l’hypertrophie cardiaque est 

généralement estimée par une augmentation du rapport poids du cœur sur poids de l’animal. 

Or avec des souris gestantes, le poids varit énormément en fonction du nombre de fœtus, 

rendant cette normalisation impossible. Nous avons tenté d’utiliser la longueur du tibia 

comme facteur de normalisation, mais cela s’est révélé inutile, la mesure n’étant pas 

suffisamment précise, et cette longueur vairant très peu entre les individus.  

Pour toutes ces raisons, la mesure directe du poids cardiaque ne permet pas de bien 

estimer si oui ou non il y a une hypertrophie cardiaque chez ces souris prééclamptiques. J’ai 

donc utilisé une autre approche : la recherche de marqueurs ARNm d’hypertrophie cardiaque. 

En effet, après chaque dissection, une partie du cœur a servi à extraire les ARN, tandis qu’une 

autre partie a été fixée pour de futures analyses histologiques. Au vu des résulats intéressants 

obtenus, nous avons décidé d’aller plus loin dand la caractérisation de la fonction cardiaque et 

vasculaire des souris prééclamptiques.  

Concernant la fonction cardiaque, des analyses histologiques vont être réalisées, afin 

de détecter une éventuelle fibrose (visible après une coloration au Trichrome Masson). Il 

pourrait également être envisagé de compléter ces données par un mesure échographique, ce 

qui permettrait de mieux estimer l’épaisseur du tissu cardiaque, ainsi que l’éventuelle 

diminution de la lumière ventriculaire. Cependant, ceci ne pourra être réalisé que sur des 

souris « propres » (vis à vis du statut sanitaire), or elles ne le sont pas pour l’instant, mais un 

transfert d’embryon est en cours. Cette mesure échographique ne sera donc faite que si le 

papier ne passe pas sans cette analyse fine.  



 

166 

 

Concernant la fonction vasculaire, cela rejoint le projet d’une autre doctorante du 

laboratoire : Rosamaria Calicchio. En effet, Rosa travaille sur l’impact du sérum de femmes 

prééclamptiques sur des cellules endothéliales. Pour cela, elles utilisent notamment des 

cellules Huvec. Avec l’obtention de ce modèle murin de prééclampsie, nous avons pensé qu’il 

serait adéquat de regarder l’état des cellules endothéliales maternelles à la fin de la gestation. 

En effet, ces cellules sont au contact du sérum altéré par la pathologie tout au long de la 

grossesse. Rosa a donc mis au point un protocole pour purifier les cellules endothéliales à 

partir du muscle de souris. Pour étudier l’état de ces cellules, nous réaliserons une étude 

transcriptomique sur ces cellules purifiées.  

De plus, Rosa a également quelques données sur l’impact de sérum de souris contrôles 

et prééclamptiques sur des cellules endothéliales murines (SVEC). Ces données pourront 

également être intégrées dans cet article.  

Cet article n’est donc pas encore tout à fait prêt pour la soumission. D’autres cœurs 

seront pesés, en espérant atteindre des différences significatives. Des analyses histologiques 

vont être réalisées. L’analyse transcriptomique va bientôt être initiée, car l’ensemble des 

ARNm de cellules endothéliales purifiées a été extrait.  

Toutefois, je pense que cet article pourra être soumis dans 2-4 mois.  
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Résumé 

Dans cet article, nous nous sommes concentré sur la fonction cardiovasculaire de 

souris sauvages croisées avec des mâles transgéniques exprimant la version humaine de 

STOX1 (ci après nommées « souris prééclamptiques »).  

Pour cela, nous avons sacrifié des souris prééclamptiques et contrôles en fin de 

gestation (E16.5-E17.5), pesé leurs cœurs et isolé leurs cellules endothéliales à partir de 

muscles. Les ARN des cœurs et ceux des cellules endothéliales purifiées ont été extraits afin 

de réaliser des analyses d’expression.  

Nous avons ainsi pu montré que les souris prééclamptiques montraient des marques 

d’hypertrophie cardiaque, telles qu’une activation locale du système rénine/angiotensine (au 

niveau ARNm) et une augmentation de l’expression de l’Endothéline-1.  

De plus, nous avons validé la méthode de purification des cellules endothéliales à 

partir de muscles en montrant que les cellules purifiées expriment bien plus les marqueurs de 

cellules endothéliales que les cellules totales ou les cellules non purifiées.  

Une analyse transcriptomique sur les ARN des cellules endothéliales purifiées va être 

lancée d’ici peu de temps et viendra compléter cette étude avant la soumission.  
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CARDIOVASCULAR FUNCTION IN A MICE MODEL OF 

SEVERE PREECLAMPSIA 

Doridot L#, Calicchio R#, … , Vaiman D.  
# These two authors contributed equally to this study.  

 

Abstract 

 

  

 

Introduction 

 

 Preeclampsia (PE) is a complication of human pregnancy characterized by a 

gestational hypertension associated with proteinuria occurring from mid-gestation (Sibai, 

Dekker, and Kupferminc 2005). Worldwide, this syndrome affects ~5% of pregnant women, 

and is a leading cause of maternal mortality, especially in low and middle income countries 

(Firoz et al. 2011; Goldenberg et al. 2011); it is also a direct cause of iatrogenic prematurity 

hence a strong neonatal morbidity and mortality (Goldenberg et al. 2008), since the only 

definitive therapeutic act is the extraction of the feto-placental unit.  

Endothelial dysfunction is a well-described characteristic of preeclampsia (Laresgoiti-

Servitje and Gomez-Lopez 2012), and it was recently showed that women affected by 

preeclampsia have also cardiac dysfunction, notably with cardiac hypertrophy (Karen 

Melchiorre et al. 2012; K Melchiorre et al. 2013). These dysfunctions during the pregnancy 

could be a stress with long term effect and could thus partly explained the epidemiological 

data that state an increased risk of cardiovascular diseases later in life in women, who had a 

pregnancy complicated by preeclampsia (Lykke et al. 2009).  

 By a positional cloning approach, STOX1 (a transcription factor belonging to the 

enlarged Forkhead Box gene family) has been identified (Y153H vaiant) and proposed to be 

involved in the pathophysiology of preeclampsia (Marie van Dijk et al. 2005). The Y153H 

variant modifies its effect, especially affecting the alpha-catenin pathway, with strong 

biological consequences on trophoblast proliferation and migration (Marie van Dijk et al. 

2010). Furthermore, STOX1 is maternally expressed in a specific cell type of the placenta, 

column extravillous trophoblasts (M. van Dijk, Drewlo, and Oudejans 2010), consistent with 
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theoretical considerations suggesting that preeclampsia genes could be imprinted (Graves 

1998). Overexpression of the transcription factor STOX1 in human choriocarcinoma cells 

induces transcription alterations that mimic those of preeclamptic placentas, as shown by two 

independent teams (Fenstad et al. 2010, 1; Rigourd et al. 2008, 1).  

 We recently developed a model of transgenic mice overexpressing STOX1. We 

obtained two independent murine lines, called TgSTOX13 and TgSTOX42, with a difference 

in the level of expression of the transgene (the transgene is expressed in placentas around 13 

times more in TgSTOX42, compared to TgSTOX13, in which the expression is comparable to 

those of the endogenous Stox1). Both lines gave the same phenotype: when WT female mice 

were crossed with transgenic males, they developed a severe gestational hypertension, 

proteinuria and displayed kidney histological anomalies reminiscent of those from human 

patient (Doridot et al. 2013).  

 In the present work, we looked at the cardiovascular function in this murine model of 

severe preeclampsia. We analysed the expression of markers for cardiac hypertrophy and 

found them increased in mice crossed with transgenic mice. We also purified endothelial cells 

and used them for a transcriptomic analysis.  

 

Methods 

 
Animals 
 The animals used are FVN/N WT mice and transgenic mice expressing the human 
STOX1 under the control of the cytomegalovirus promoter, described in (Doridot et al. 2013).  
 Animals (FVB/N) were bred in the animal facility of INRA (Jouy en Josas, France) in 
a controlled environment (light/dark cycle, temperature, free access to food and water). After 
mating with males of specific genotypes, WT females were inspected daily for vaginal plugs; 
detection of a vaginal plug in the morning was designated as day 0.5 of pregnancy (E0.5 or 
0.5 dpc). Litter sizes were systematically recorded immediately after birth. X mice (of 
different crosses) were sacrificed at the end of gestation (E16.5-E17.5) and their heart was 
weighted and collected (half was kept in PFA for histological analysis, half was placed in 
Trizol for RNA extraction). Muscles were also collected for endothelial cells purification.  
 
RNA extraction and Quantitative RT-PCR conditions  

Total RNA from collected tissues was extracted using TRIzol Reagent (Invitrogen) in 
accordance with the manufacter’s instructions, treated with RNase-free DNase, and quantified 
by spectrophotometry. Reverse transcription (RT) was carried out according to a standardized 
protocol. Briefly, 4 µg of total DNase-treated RNA was reverse transcribed in a volume of 25 
µL at 39°C using the M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) and random primers during 
1 hour.  
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Quantitative RT-PCR was carried out using the LightCycler® 480 SYBR Green I 
Master Mix (Roche Applied Science) in accordance with the manufacter’s instructions. The 
reaction was performed in a Light-Cycler 480 Thermocycler (Roche Applied Science). 
Primers were designed for the coding sequences of the different genes using the PRIMER3 
software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3) and aligned with basic local alignment 
search tool software (BLAST) to avoid nonspecific annealing. Samples were submitted to 
cycling according to the following PCR program: 95°C for 5 min followed by 45 cycles of 3 
temperature steps (94°C for 10 s, 58°C for 15 s, and 72°C for 15 s). Finally, samples were 
submitted to a progressive temperature elevation (from 65 to 99°C at 0.1°C/s), resulting in a 
melting curve, enabling to check the PCR products homogeneity. In addition, amplification 
products were systematically controlled by agarose gel electrophoresis.  

The threshold cycle number (Ct) values were collected with the LightCycler480 
software (Roche Applied Science) in the exponential phase of the PCR reaction. These Cts 
were normalized by the Ct values obtained for the murine succinate dehydrogenase subunit A 
(Sdha) and the cyclophillin A (CycloA) used as normalising genes.  

All primers are presented as Supplemental Table 1.  

  

   Name Forward Reverse 

sdha (murine) CTTGAATGAGGCTGACTGTG ATCACATAAGCTGGTCCTGT 

CycloA (murine) GTCAACCCCACCGTGTTCTT CTGCTGTCTTTGGAACTTTGT 

Agt TCTCCTTTACCACAACAAGAGCA CTTCTCATTCACAGGGGAGGT 

Agtr1a AACAGCTTGGTGGTGATCGTC CATAGCGGTATAGACAGCCCA 

Ace AGGTTGGGCTACTCCAGGAC GGTGAGTTGTTGTCTGGCTTC 

Ace2 GCAGATGGCTACAACTATAACCG CCTCCTCACATAGGCATGAAGA 

Endothelin-1 TTCCCGTGATCTTCTCTCTGC CTGCACTCCATTCTCAGCTCC 

Vwf   

Cd31   

Vcam   

Cdh5   

   Supplemental table 1 : Primers for qPCR analysis 
 
 
Endothelial cells purification 
 Muscles (from forelegs, hind legs and back) were rapidly dissected with the removing 
of fat and connective tissue after the sacrifice. Then the tissues were thoroughly cut until a 
smooth mixture is obtained and incubate in 6mL of PBS-CaCl2 (2mM) solution with 4,5 U of 
collagenase B and 7,2 U of Dispase II at 37°C for 40 min, with a step of homogenization in 
the middle. The reaction is then stop by adding 500 μL of Fetal Calf Serum (FBS). This is 
then put on a 70 μm filter, in order to collect the dissociated cells. A small part of these cells 
are collected, centrifuged and resuspended in Trizol Reagent for analysis as “total cells”. 
These cells are then centrifuged and resuspend in 1mL of PBS-0,1% FBS-2mM EDTA and 
incubated on previously precoated beads (with Cd31 antibody), with agitation at 4°C for 20 

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3
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min. The unbounded cells are then collected, centrifuged and resuspended in Trizol reagent 
for RNA extraction. The bouded cells are collected directly with Trizol reagent.  
 
 
Microarray analysis of endothelial cells purified from pregnant normal and 
preeclamptic mice 

RNA quality would be verified by Agilent bioanalyser 2100 and checked to have a 
RNA Integrity Number (RIN) systematically higher than 8. Microarray analysis would be 
performed starting from total RNA of 9 individual samples (three from normal pregnant mice, 
3 from mice crossed with TgSTOX13 and 3 from mice crossed with TgSTOX42). The cDNA 
synthesis, labelling hybridization on Nimblegen mouse arrays (alignment MM8, 25208 
transcripts interrogated with three 60-mer probes per transcript) would be carried out at the 
Genomics and Transcriptomic platform of the Cochin Institute (data would be available in 
GeoDatasets). Deregulated genes would identified either by the occurrence of a statistically 
significant t-test, or by a systematic one-way difference between celles from preeclamptic 
versus normal pregnant mice, and with a threshold of variation above 1.5-fold. Clustering 
would be carried out using DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) with the Gene Functional 
Classification tool and the Pathway tool. Pathways and categories would be considered 
significant with a Benjamini < 0.05 for the pathways analysis and according to thresholds 
defined as in (Buffat et al. 2007) for the Gene Functional Classification. 

 
Statistical analysis  
During this study, one-way Student Tests were used for relative expression analysis using the 
deltaCt values. Chi2 contingency tests were performed for analyzing the groups of genes 
identified by the transcriptome analysis. The StatistXL add-in of Excel™ was systematically 
used. p values below 0.05 were considered significant. 
 
 
Results 

 

Heart weight in pregnant mice crossed with WT male or STOX1 transgenic mice 

 

 Given the strong hypertension that the pregnant WT mice developed when they are 

crossed with transgenic males (Doridot et al. 2013), we postulate that they could also display 

heart hypertrophy. To investigate this hypothesis, we sacrificed mice crossed with WT or 

transgenic males at the end of gestation, when the hypertension is the most severe and 

weighted their heart (Figure 1). We can observe a slight increase but it is not significant. It is 

important to note that we can not normalized to the individual animal weight because the 

pregnant mouse weight is importantly dependent of the number of fetuses the mouse is 

http://david.abcc.ncifcrf.gov/
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carrying, especially at the end of gestation (where the weight of the fetuses can represent one 

third of the total weight of the pregnant mouse).  

 

 

Figure 1: Heart Weight at the end of gestation of control and preeclamptic mice 
Pregnant mice crossed with WT males (n=5) or transgenic TgSTO13 (n=5) or TgSTOX42 
(n=4) males were sacrificed at the end of gestation (E16.5-E17.5) and their hearts were 
weighted.  
 

Altered Renin-Angiotensin system in heart from preeclamptic mice 

 The direct weighing of the heart from pregnant mice cannot be optimally normalized 

by the animal weight, so we decided to address the possible presence of a heart hypertrophy 

by assessing the presence of molecular markers of this condition.  

Thus, we measured the mRNA expression of markers from the renin/angiotensin 

system (RAS), which is described as locally activated in case of heart hypertrophy (Barauna 

et al. 2008). We could show a significant increase of Angiotensinogen (Agt, which is the 

precursor of Angiotensin), Angiotensin type I receptor (Agtr1a), Angiotensinogen converting 

enzyme (Ace) and Ace2 mRNA in mice crossed with transgenic mice compared to those 

crossed with WT males (Figure 2).  

For Agt, its expression is increased 2.9 and 4.6 fold in mice crossed with TgSTOX13 

and TgSTOX42 males, respectively (p=0.05 by one-way Student-Test comparing control 

mice with all preeclamptic mice). Agtr1a expression is augmented 3.7 and 23.2 fold in mice 

crossed with TgSTOX13 and TgSTOX42 males, respectively (p=0.03 by one-way Student-

Test comparing control mice with all preeclamptic mice, and p=0.02 by one-way Student-Test 

comparing control mice with mice crossed with TgSTOX42 males). The expression for Ace 

increased by 1.7 and 8.2 fold in mice crossed with TgSTOX13 and TgSTOX42 males, 

respectively (p=0.04 by one-way Student-Test comparing control mice with all preeclamptic 
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mice, and p=0.01 by one-way Student-Test comparing control mice with mice crossed with 

TgSTOX42 males). Finally, Ace2 expression is augmented 3.7 and 9.2 fold in mice crossed 

with TgSTOX13 and TgSTOX42 males, respectively (p=0,04 by one-way Student-Test 

comparing control mice with all preeclamptic mice).  

 

Figure 2: Relative expression of genes from Renin/Angiotensin System in the heart from 
control pregnant mice and preeclamptic mice 
Hearts were retrieved at the end of gestation (E16.5-E17.5) from mice crossed with wild type 
male (control, white bars, n=6) or crossed with transgenic males (preeclamptic gestation, grey 
and black bars). The transgenic males are from two independent lines and expressed human 
STOX1: TgSTOX13 (moderate transgene expression) and TgSTOX42 (high transgene 
expression). The preeclamptic phenotype for mice crossed with TgSTOX42 is more severe 
thant the one observed for TgSTOX13 crosses. The Ct were normalized by those obtained for 
two reference genes, Sdha and CyclophilinA, and the expressions for the control gestation 
were then arbitrary set to one. * for p<0,05.  
 
  We also measure Endothelin-1 expression in the heart from these pregnant mice 

(Figure 3), as it is also involved in cardiac hypertrophy induced by aging (Ceylan-Isik et al. 

2013), and induced by Angiotensin II (Fujita et al. 2013). We observed an increase by 2.9 and 

19.2 fold in mice crossed with TgSTOX13 and TgSTOX42 males, respectively (p=0.04 by 

one-way Student-Test comparing control mice with all preeclamptic mice, and p=0.02 by one-

way Student-Test comparing control mice with mice crossed with TgSTOX42 males). 
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Figure 3: Relative expression of Endothelin-1 in the heart from control pregnant mice 
and preeclamptic mice 
Hearts were retrieved at the end of gestation (E16.5-E17.5) from mice crossed with wild type 
male (control, white bars, n=6) or crossed with transgenic males (preeclamptic gestation, grey 
and black bars). The transgenic males are from two independent lines and expressed human 
STOX1: TgSTOX13 (moderate transgene expression) and TgSTOX42 (high transgene 
expression). The preeclamptic phenotype for mice crossed with TgSTOX42 is more severe 
thant the one observed for TgSTOX13 crosses. The Ct were normalized by those obtained for 
two reference genes, Sdha and CyclophilinA, and the expressions for the control gestation 
were then arbitrary set to one. * for p<0,05. 

 

To note, we can systematically observed a bigger increase of these genes expressions 

in crosses involving TgSTOX42 males, compared to TgSTOX13 males. This is coherent with 

the previous observation of a more severe preecclamptic phenotype in TgSTOX42 crosses.  

 

 

Endothelial cell isolation 

  

In order to better understand how the preeclamptic syndrome in this mice model impact the 

endothelium, we initiate endothelial cells purification to analyze them by a transcriptomic 

approach. First, we validated our method by measuring endothelial markers expression in our 

purified cells (Figure 4). We can thus showed that the purified cells have a superior 

expression of Von Willebrand factor (Vwf), Cd31, Vascular cell adhesion molecule-1 (Vcam) 

and cadherin 5 (Cdh5), compared to total cells, and that these expression is greatly reduced in 

the unbounded cells. These data strongly suggest that the purification method is working.  
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Figure 4: Endothelial cells purification 
Endothelial cells were purified on Cd31 coated beads following muscle dissection and 
digestion by collagenase/dispase. The relative expressions of endothelial markers were 
assessed by qRT-PCR on different fraction of cells (normalized by sdha expression, and the 
observed expression in total cells was arbitrary set to one).  
 

Transcriptomic profile of endothelial cells from preeclamptic mice 

 Coming soon… 

 

Discussion 

 

To sum up, we showed that our mice model of preeclampsia showed hallmarks of 

cardiac hypertrophy.  

It is clearly demonstrated that altered renin-angiotensin system (RAS) can participate 

to cardiac hypertrophy, as it is observed in chronic kidney disease patients (Raizada et al. 

2012). Resistance training-induced cardiac hypertrophy is thus characterized by upregulation 

of AT1R gene (Barauna et al. 2008). In return, RAS inhibition can reverse advanced cardiac 

remodeling in aging spontaneously hypertensive rats (Ito et al. 2007). Endothelin-1 (ET-1) is 

also involved in cardiac hypertrophy induced by aging (Ceylan-Isik et al. 2013). It is induced 

by Angiotensin II (Fujita et al. 2013). Here we showed that several genes from the RAS 

system and ET-1 are increased in mice crossed with transgenic male, which induced a 

preeclamptic syndrome following feto-placental STOX1 expression.  
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To complete this study, we could perform histochemistry to assess heart fibrosis, as it 

is also typical of pathological cardiac hypertrophy.  

All these data reinforce the usefulness of this animal model to study various aspect of 

preeclampsia and suggest that it could be a really interesting tool to assess long term effect of 

preeclampsia, notably on heart and endothelial cells.  
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ARTICLE 4  

  

SSTTOOXX11  EESSTT  RREESSPPOONNSSAABBLLEE  DD ’’UUNNEE  

FFOONNCCTTIIOONN  MMIITTOOCCHHOONNDDRRIIAALLEE  

AALLTTEERREEEE  DDAANNSS  LLEESS  CCEELLLLUULLEESS  

TTRROOPPHHOOBBLLAASSTTIIQQUUEESS  
 

(en préparation) 
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Les précédants articles traitent des souris obtenues. Cependant, une question clé 

démeure : comment STOX1 induit-il le syndrome maternel ? Pour y répondre, il nous a 

semblé important d’étudier la fonction de STOX1 de façon plus précise. Ceci a été réalisé 

dans un modèle cellulaire : les cellules de choriocarcinome JEG-3 transfectées stablement 

avec un vecteur permettant l’expression de STOX1 (voir Chapitre 4-III -3-ii de l’introduction). 

En effet, il est plus aisé d’étudier les mécanismes par lesquels agit STOX1 dans des cellules, 

plutôt que dans un organisme complet, dans lequel les interactions entre les différents types 

cellulaires compliquent la compréhension de l’effet d’un facteur.  

L’analyse phénotypique des cellules surexprimant STOX1 (HighSTOX1) avait débuté 

au cours de mon stage de Mβ, pendant lequel j’avais regardé s’il y avait des différences de 

prolifération, d’invasion et de résistance à différents stresses entre les cellules surexprimant 

STOX1 et leur contrôle (cellules JEG-3 stablement transfecté avec un vecteur vide). Les 

résultats obtenus alors ont notamment révélé une différence en réponse à un stress oxydatif 

(H2O2), avec une mortalité supérieure des cellules HighSTOX1.  

Ensuite, Daniel a rencontré Laurent Chatre (lors des auditions pour le concours CR2 

du CNRS). Laurent a mis au point une méthode originale pour étudier la réplication et la 

transcription mitochondriales. Une collaboration fructueuse s’est alors initiée pour étudier la 

fonction mitochondriale des cellules HighSTOX1, dont la déficience pouvait expliquer la 

suceptibilité accrue au stress oxydatif.  

Les résultats obtenus au cours de cette collaboration sont décrits sous forme d’article 

ci-dessous. Ce travail est déjà bien abouti. Nous sommes actuellement en train de renforcer 

ces données par des analyses complémentaires (Western Blot visant à confirmer les données 

d’immunohistochimie et mesures des espèces réactives de l’oxigène et du monoxide d’azote 

visant à confirmer le profil suggéré par la mesure des protéines carbonylées et nytrosylées).  

Ce travail sera soumis très prochainement à Nature Communication (d’ici un mois 

environ).   
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Résumé 

  Dans cette étude, nous avons voulu mieux comprendre ce que faisait STOX1 

dans les cellules trophoblastiques. Pour cela, nous nous sommes particulièrement intéressés à 

notre modèle cellulaire surexprimant STOX1 (cellules JEG-3 stablement transfectées par un 

plasmide pCMX-STOX1A). Les données obtenues grâce à l’approche transcriptomique ont 

montrées une altération de l’expression de gènes impliqués dans la gestion des radicaux libres 

et du stress oxydatif, et en particulier, les gènes codant des protéines pro-oxydantes sont 

uprégulés, tandis que ceux codant des anti-oxydantes sont plutôt diminués.  

Nous avons donc étudié ces paramètres dans des cellules contrôles (JEG-3 transfecté 

stablement avec un plasmide vide) et celles surexprimant STOX1, dans des conditions 

variables de pression partielle en oxygène (20 % et 2 % d’O2), puisque les trophoblastes sont 

soumis à des variations de cette pression partielle au cours de la grossesse physiologique.  

Globalement, cela a permis de mettre en évidence une incapacité des cellules 

surexprimant STOX1 à répondre de façon adéquate à des variations de pression en oxygène. 

En effet, les différences observées dans les cellules contrôles entre β et β0 % d’O2 ne sont pas 

retrouvées dans les cellules surexprimant STOX1. Dans certains cas (notamment en ce qui 

concerne les taux de protéines carbonylées et nitrosylées, reflet des espèces réactives de 

l’oxygène -ROS- et de l’azote -RNS-, respectivement), les cellules surexpriment STOX1 

arborent même des profils (entre β et β0 % d’O2) opposées à ceux des cellules contrôles.  

Ces résultats sont confortés par des analyses in vivo à partir de placentas murins de 

souris contrôles et « prééclamptiques » (femelles sauvages croisées avec des mâles 

transgéniques TgSTOX42, exprimant de façon unbiquitaire STOX1 humain). En particulier, 

on peut observer dans ces placentas un profil pour les protéines carbonylées et nitrosylées 

similaire à ce qui était observé dans les cellules contrôles et surexprimant STOX1 à β % d’O2, 

suggérant ainsi que les placentas de ces souris seraient plutôt dans des conditions hypoxiques.  

En conclusion, cette étude apporte une voie d’action de STOX1 qui pourrait expliquer 

son implication dans la physiopathologie de la prééclampsie. En effet, si des cellules 

trophoblastiques expriment beaucoup de STOX1 au début de la grossesse, elles pourraient ne 

pas bien répondre à l’augmentation de la pression partielle en oxygène à la fin du premier 

trimestre et cela perturberait ainsi la placentation et induirait le phénotype maternel 

prééclamptique.  
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STOX1 STRONGLY IMPACTS FREE RADICAL EQUILIBRIUM AND MITOCHONDRIAL 

HOMEOSTASIS: A POSSIBLE BASIS FOR PREECLAMPSIA SYMPTOMS DRIVEN BY STOX1 

OVEREXPRESSION 

 

Introduction 

Preeclampsia is a pervasive, human-specific, disease of pregnancy, affecting 2-8% of women 

mostly at their first gestation 
1
. It is estimated to be responsible of 50,000 maternal deaths 

worldwide 
2
. This syndrome is clinically defined by a de novo hypertension (over  140 mm Hg systolic 

blood pressure and over 90 mmHg diastolic blood pressure, generally occurring from mid-gestation, 

but sometimes much later near term) and proteinuria (over 300 mg/day of protein in the urine).  The 

disease is considered as finding its origin in a placental defect 
3
. In normal gestations, uterine arteries 

are deeply invaded by extra-villous cytotrophoblasts, which substitute to adjacent endothelial cells, 

and ultimately adopt themselves an endothelial phenotype, constituting a sheath of fetal cells, 

rooting up to the first third of the myometer. This normally triggers a dramatic remodeling of these 

arteries, enlarging them and rendering them more passive in terms of contractile properties.  In 

preeclamptic gestations, it is widely believed that early placental defects lead to placental ischaemia, 

and that maternal uterine arteries are not colonized as deeply as in normal gestations, leading to 

insufficient or irregular blood flow to the foetus 
3, 4

.   It is thought that these irregularities may create 

transitory local hypoxic/hyperoxic changes to which the syncytiotrophoblast will answer by 

producing vasoactive substances, and will be exceedingly eroded towards the maternal circulation 
5, 

6
. This debris, as well as micro-particles 

7
 would contribute to the maternal systemic endothelial 

injury 
8
 by releasing or carrying antiangiogenic factors (sFLT-1 and sENG being the most frequently 

quoted), that may decrease the concentration of proangiogenic factors (VEGF and PlGF being the 

most frequently quoted). One important component of the preeclamptic disease appears to be 

oxidative stress 
9
; Oxygen free radicals and Reactive Oxygen Species (ROS) results necessarily from 

aerobic respiration and encompass free radicals (superoxide, nitric oxide, and hydroxyls) as well as 

other highly reactive molecules. One major source of oxidative stress in the placenta appears to be 

placental mitochondria 
10

, where lipid peroxidation has been shown to be highly increased in 

mitochondrial isolated from preeclamptic placentas 
11

, and counterbalanced by expression of the 

antioxidant superoxid dismutases (SOD). 

Recently, we have shown that the overexpression of the STOX1 transcription factor 
12

 is able 

to induce  a preeclampsia-like status to choriocarcinoma JEG-3 cells, used as proxies for trophoblast 

cells 
13, 14

, as well as in an in-vivo model of transgenic mice 
15, 16

. When wild-type females carry 
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embryos that are transgenic, they develop a very strong hypertension and proteinuria, present with 

an excess of sFlt1 and sEng in their plasma, have reduced litters. The reasons why STOX1 is able to 

bend mice physiology towards preeclampsia is ill-understood. 

 In the present study, we wished to gain insight into the reasons why an excess of STOX1 has 

deleterious effects; to this aim, and based upon transcriptomic results that showed that JEG-3 cells 

overexpressing STOX1 display deregulation of genes involved in free radical metabolism and 

oxidative stress, we characterized extensively the JEG-3 cells overexpressing STOX1 in terms of 

mitochondrial function, including oxidative stress and free radical production, and demonstrate that 

STOX1 is a major coordinator of mitochondrial physiology. Some key observations are comforted in 

the mouse transgenic placentas, giving potential clues to explain the preeclamptic phenotype 

through a massive alteration of mitochondrial function. 

 

 

Methods 

 

Cell Culture and hypoxia 

The JEG-3 cell line is a conventionally used model of trophoblast cells {Kohler et al. 

1971}.  Modified JEG-3 cells (BD3, stably transfected with an empty pCMX vector, and AA6, 

stably transfected with a pCMX-STOX1A vector) {Rigourd, 2008}  were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium Glutamax ȋLife TechnologiesȌ supplemented with ͳͲ% of heat 
inactivated fetal calf serum (Life Technologies), 1% penicillin/streptomycin and 1% of 

genetycin, at 37°C in the presence of 5% CO2.  

To analyze the effect of hypoxia on gene expression, cells were seeded in 60 mm 

diameter glass dishes, in which sterile glass slides were previously positioned. The following 

day, they were placed in a Lwoff chamber at 37°C and exposed to an oxygen-depleted 

atmosphere (2% O2, 5% CO2) or maintained as control at 37°C in humidified normal 

atmosphere (20% O2 – 5% CO2) for 24h. Cells were then harvested by centrifugation for DNA 

extraction, or using TRIzol Reagent (Invitrogen) for RNA extraction or fixed 30 min in PFA 2%.  

 

DNA and RNA extraction, Quantitative PCR and RT-PCR Conditions 

DNA was extracted under standard procedures {Mondon et al. 2005}. Briefly, samples 

were first digested with proteinase K and SDS. Phenol-chloroform extractions were followed by 

alcohol precipitation of genomic DNA which was subsequently dissolved in water overnight. Gel 

electrophoresis and OD measurement (NanoDrop 1000; Thermo Scientific, Wilmington, DE) 

were performed to quantify the genomic DNA and check for its integrity. 

Reverse transcription was carried out according to a standardized protocol (Mondon et 

al. 2005). Briefly, 2 μg of total DNase-treated RNA was reverse transcribed in a volume of 25 μL 

at 39°C using the Superscript reverse transcriptase (Invitrogen) during 1 hour.  

Quantitative RT-PCR et quantitative PCR on extracted DNA was carried out in duplicates 

and were performed with the LightCycler® 480 SYBR Green I Master containing FastStart Taq 

DNA Polymerase, 1 mM of each primer and 2 μL of cDNA (10 times diluted after the reverse 
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transcription) or 200 ng of DNA. The reaction was performed in a LightCycler 480 Instrument II, 

a plate-based thermal block cycler (Roche). Primers are listed in Supplementary Table 1. We 

used the PCR program: 95°C for 5 min followed by 45 cycles of 3 temperature steps (95°C for 10 

s, 58°C for 15 s, and 72°C for 15 s). Finally, samples were submitted to a progressive 

temperature elevation (from 65 to 99°C at 0.1°C/s), resulting in a fusion curve, enabling to check 

the PCR products homogeneity. In addition, amplification products were systematically 

controlled by agarose gel electrophoresis. The threshold cycle number (Ct) values were collected 

with the LightCycler software (Roche) in the exponential phase of the PCR reaction. These Cts 

were normalized by the Ct values obtained for the succinate dehydrogenase subunit A (SDHA) 

for RT-qPCR and by 18S nuclear gene used as normalizing genes. 

 

18S (nuclear normalizing gene) 

for mtDNA content estimation 
  

12S (mitochondrial gene) for 

mtDNA content estimation 
  

SDHA (for mRNA normalization)   

16S (mitochondrial RNA)   

Cox1 (mitochondrial RNA)   

ATP6 (mitochondrial RNA)   

CytB (mitochondrial RNA)   

Supplemental table 1: Primers for qPCR analysis 

 

Transcriptomic 

RNA with a RIN > 8 was purified from cell cultures and utilized at the Cochin Institute Genom’)C platform. Briefly, ͷ micrograms of cDNA of AA ȋ(ighSTOXͳȌ and BD3 ȋControlsȌ 
clones were hybridized to Nimblegene human expression arrays. Each of the 24,000 cDNAs 

present on the array is interrogated by three 60-mer probes. Labeling for hybridization scanning 

and data normalization were performed by the Cochin Institute platform, which provided the 

final data. Standard quality control procedures were performed and validated (available upon 

request).  

 

Immunocytochemistry and signal quantification 

 

Animals, immunohistochemistry and signal quantification 

The animals used are FVN/N WT mice and transgenic mice expressing the human STOX1 

under the control of the cytomegalovirus promoter (TgSTOX42), described in (Doridot et al. 

2013).  

Animals (FVB/N) were bred in the animal facility of INRA (Jouy en Josas, France) in a 

controlled environment (light/dark cycle, temperature, free access to food and water). After 

mating with males of specific genotypes (WT or TgSTOX42), WT females were inspected daily 

for vaginal plugs; detection of a vaginal plug in the morning was designated as day 0.5 of 

pregnancy (E0.5 or 0.5 dpc). 6 mice (2 WT crossed with WT male and 4 WT crossed with 

TgSTOX42 male) were sacrificed at the end of gestation (E16.5) and their placentas were 
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retrieved for histological analysis. One or two placentas from each mouse were analyzed by 

immunostaining on slides from paraffin-embedded placentas (5 µm).  

 

 

Results 

1. An enhanced transcriptomic analysis of STOX1 overexpression confirms strong alterations 

of oxidative stress regulators in choriocarcinoma JEG-3 cells 

AA6 cells (JEG-3 cells overexpressing STOX1 under the control of the CMV promoter) are 

Đalled heƌe ͚HighSTOXϭ͛ aŶd BDϯ cells (transfected with a control plasmid, as described previously 

{‘igouƌd, ϮϬϬϴ} aƌe Đalled ͚CoŶtƌol͛Ϳ. A tƌaŶsĐƌiptoŵiĐ aŶalǇsis ǁas Đaƌƌied out ĐoŵpaƌiŶg these tǁo 

cell types using long oligonucleotides microarrays (Nimblegen) that are sensitive enough to detect 

over 95% of the transcripts. Overall, amongst the detected modified genes there was a very strong 

correlation with the data of the first experiment carried out using Affymetrix microarrays (data not 

shown). In addition reliable information on extended gene families became available. Genes of 

oxidative stress and free radical management were strongly altered by STOX1 overexpression such as 

SOD2, GSTT, Peroxyredoxin (Figure 1). In particular, we could observe an increase in pro-oxydant 

gene, whereas anti-oxydant ones were rather reduced. These alterations led us to focus on free 

radical metabolism in choriocarcinoma cells. 

 

Figure 1: Modified genes in cells overexpressing STOX1 involved in free radicals 

management 

2. Markers of oxidative stress are strongly modified in choriocarcinoma cells overexpressing 

STOX1. 
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Given the well-documented importance of oxygen pressure in placental development and 

foŶĐtioŶ, HighSTOXϭ aŶd ĐoŶtƌol Đells ǁeƌe gƌoǁŶ eitheƌ iŶ ͚ŶoƌŵoǆiĐ͛ oƌ iŶ  ͚hǇpoǆiĐ͛ ĐoŶditioŶs iŶ 

order to aŶalǇze the poteŶtial liŶks ďetǁeeŶ oǆǇgeŶ pƌessuƌe aŶd STOXϭ oǀeƌeǆpƌessioŶ. ͚Noƌŵoǆia͛ 

aŶd ͚HǇpoǆia͛ ƌefeƌ to ϮϬ% aŶd Ϯ% oǆǇgeŶ, ƌespeĐtiǀelǇ, ǁhiĐh is Ŷot supposed to ƌefleĐt the tƌue 

physiological status of the placenta, where early oxygen pressure is estimated at 1.5-2% while at late 

time points it is estimated around 10%. Confocal microscopy was used on three independent 

experiments for each cell line after immunofluorescence using antibodies directed against 

nitrosylated or carbonylated proteins. These modifications are endpoints of exposure to RNS or ROS 

(Reactive Nitrogen Species or Reactive Oxygen Species, respectively). We observed that STOX1 

overexpression leads to a completely opposite production of these two types of protein 

modifications (Figure 2). Namely, in Control cells, the level of carbonylated proteins is ~tenfold more 

eleǀated iŶ ͚hǇpoǆia͛ thaŶ iŶ ͚Ŷoƌŵoǆia͛. OŶ the ĐoŶtƌaƌǇ, ŶitƌosǇlated pƌoteiŶs aƌe at a ǀeƌǇ loǁ leǀel 

at 2% O2 and considerably more abundant at 20%. Strikingly, under STOX1 overexpression, we 

obtained a completely symmetrical image. This suggests that the balance between the two types of 

free radicals (Oxygen species on the one hand, and Nitrogen species on the other hand) is inverted 

when STOX1 is overexpressed in the cells.  

 

Figure 2: Immunocytochemistry and quantification of carbonylated and nytrosylated 

proteins in control and HighSTOX1 cells at 2 and 20% of O2.  

A. Immunocytochemistry with XXX antibody 

B. Quantification of carbonylated proteins per cell in the different conditions 

C. Immunocytochemistry with anti-nitrotyrosin antibody 

D. Quantification of nitrosylated proteins per cell in the different conditions 

*** p<0,001 by XXX test between Control cells and HighSTOX1 cells at the same O2 level 

### p<0,001 by XXX test between 2 and 20 % O2 in the same cell type 
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Since free radical metabolism is strongly dependent on mitochondrial function we moved to 

a thorough exploration of mitochondrial physiology by the analysis of several markers of their 

metabolism. 

 

3. Mitochondrial mass, mitochondrial DNA content and structure are affected by STOX1 

overexpression 

In the cell, mitochondria constitute a dynamic network strongly interconnected to 

filamentous actin and actively moving inside the cytoplasm. In a first series of experiments, the outer 

membrane mitochondrial marker TOM22 was utilized to estimate mitochondrial mass (Figure 3).

 

Figure 3: Immunocytochemistry and quantification of TOM22, a mitochondrial marker, in 

control and HighSTOX1 cells at 2 and 20% of O2.  

A. Immunocytochemistry with anti-TOM22 antibody 

B. Quantification of TOM22 protein per cell in the different conditions 

*** p<0,001 by XXX test between Control cells and HighSTOX1 cells at the same O2 level 

### p<0,001 by XXX test between 2 and 20 % O2 in the same cell type 

 

No significant difference could be observed whatever the condition for Control cells. By 

contrast, High STOX1 cells had a decreased mitochondrial mass relative to control in normoxic 

conditions, but not at 2% O2. In these cells, the overall mitochondrial mass was less high at 20% O2 

than at 2% O2. These oďseƌǀatioŶs ǁeƌe iŶdepeŶdeŶtlǇ ĐoŶfiƌŵed ďǇ laďeliŶg ǁith MitotƌaĐkeƌ ™ 

(Supplementary Figure 1A and 1B). 

By quantitative PCR (Figure 4A), we assessed the mitochondrial DNA (mtDNA) content of the 

cells. We observed that Oxygen pressure had no effect on the mtDNA content in control cells. At 2% 

O2, the mtDNA content was about halved in HighSTOX1 cells. Altogether, this suggests that despite 

the deĐƌeased ŵitoĐhoŶdƌial ŵass oďseƌǀed iŶ HighSTOXϭ Đells iŶ ͚Ŷoƌŵoǆia͛, the aŵouŶt of DNA peƌ 

ŵitoĐhoŶdƌia is iŶĐƌeased iŶ this ĐoŶditioŶ. ‘eĐipƌoĐallǇ, iŶ ͚hǇpoǆia͛, the ŵtDNA ĐoŶteŶt ǁas 

diminished in HighSTOX1 cells and the mitochondrial mass was overall unchanged, meaning that the 

mitochondria have less copies of mtDNA. 
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Figure 4: Mitochondrial DNA and TFAM immunocytochemistry and quantification in control 

and HighSTOX1 cells at 2 and 20% of O2.  

A. Mitonchondrial DNA content assessed by quantitative PCR normalized by a unique nuclear 

gene 

B. TFAM immunocytochemistry in the different conditions 

C. TFAM quantification per cell in the different conditions 

D. TFAM under mtDNA ratio relative to the one of control cells at 2% O2 

*** p<0,001 by XXX test between Control cells and HighSTOX1 cells at the same O2 level 

### p<0,001 by XXX test between 2 and 20 % O2 in the same cell type 

 

To evaluate the structure of the mitochondrial DNA, we analyzed TFAM by 

immunofluorescence (Figure 4B-CͿ. TFAM ŶotaďlǇ plaǇs the ƌole of a ͚histoŶe͛-like protein for 

mitochondrial DNA {}. There was a significant augmentation of TFAM in HighSTOX1 cells at low 

oxygen pressure. By contrast, at 20% O2 this was unchanged consistently with the expression values 

in the microarray. In order to get a quantitative estimation of this observation, we analyzed the ratio 

between TFAM and the mitochondrial DNA, and observed that the major modification was at 2% O2, 

with High STOX1 cells, where this ratio was estimated at 3.6 fold (the ratios in all the other situations 

being close to 1, from 0.82 to 1.02, the reference ratio being given by Control cells in hypoxia, Figure 

4D). In sum, it appears that HighSTOX1 cells have less mtDNA in hypoxic conditions, but that this DNA 

is highly coated by TFAM. Since TFAM is also operative in transcription {}, it suggests a possible 

increase of transcriptional activity. 
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4. Alterations of mitochondrial dynamics and mitochondrial function with STOX1 

overexpression 

Mitochondrial dynamics was estimated through the evaluation of transcription/replication 

activity using antibodies directed against POLG (POLRMT, mitochondrial-specific RNA polymerase), 

and a novel validated approach based on specific fluorescent probes (mREP and mTRANS) evaluating 

ongoing replication and transcription {Chatre, 2013}(Supplemental Figure 2). In this series of 

experiments we showed that hypoxia has effects exclusively on POLG expression, the protein being 

in this case very strongly down-regulated (XXX fold, p value) in controls as in HighSTOX1 cells. In 

control cells, the mTRANS marker is not modified by oxygen pressure, indicating that the low level in 

POLG iŶ ͚hǇpoǆia͛ is Ŷot a liŵit foƌ the oǀeƌall tƌaŶsĐƌiptioŶ leǀel. IŶ HighSTOXϭ Đells, theƌe is a ~ϭ5% 

higheƌ leǀel of ŵT‘ANS iŶ ͚Ŷoƌŵoǆia͛. To fuƌtheƌ aŶalǇze ŵitoĐhoŶdƌial tƌaŶsĐƌiptioŶ, seǀeƌal 

markers of mitochondrial function and activity (16S RNA, Cytochrome Oxidase I, ATP6, CytB) were 

evaluated by qRT PCR without identifying strong differences, albeit some of these modifications were 

indeed highly statistically significant, such as a systematic decrease of 16S, COX1, CytB and ATP6 in 

͚Ŷoƌŵoǆia͛ foƌ HighSTOXϭ Đells, this diffeƌeŶĐe ďeiŶg sigŶifiĐaŶt at Ϯ% O2 for COX1. Nevertheless 

these differences never depart by more than 10% from the control cells.  

More striking differences were observed when we decided to tackle with the mitochondrial 

dynamics inside the cells. Specifically, DRP1 a pivotal factor for mitochondrial fusion was 

ĐoŶsideƌaďlǇ deĐƌeased iŶ HighSTOXϭ Đells eǆposed to ͚Ŷoƌŵoǆia͛ ;Figure 5A-B). When high 

concentration of oxygen is compared to low concentration, control cells display a highly elevated 

level of DRP1 (Figure 5A-B). Conversely, HighSTOX1 cells do not show this difference, and display an 

opposite profile (XX fold, p<XXX). This may be related to the capability of normal trophoblast cells to 

cope differentially with increasing oxygen pressure in the course of normal gestation, this adaptation 

being altered when STOX1 level is high.    
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Figure 5: DRP1 and VDAC immunocytochemistry and quantification in control and 

HighSTOX1 cells at 2 and 20% of O2.  

A. Immunocytochemistry with anti-DRP1 antibody 

B. DRP1 quantification per cell in the different conditions 

C. Immunocytochemistry with anti-VDAC antibody 

D. VDAC quantification per cell in the different conditions 

*** p<0,001 by XXX test between Control cells and HighSTOX1 cells at the same O2 level 

### p<0,001 by XXX test between 2 and 20 % O2 in the same cell type 

 

Mitochondrial function was further tested by evaluating the level of VDAC, an outer 

membrane mitochondrial specific channel acting as a flagship channel for survival and cell death 

signals important for mitochondria-cytoplasm metabolic exchanges, energy production, calcium 

signaling and caspase activation leading to apoptosis {Shoshan-Barmatz, 2012} (Figure 5C-D). In 

control cells, the level of VDAC is increased ~2 fold at 20% O2. This increase is absent in High STOX1 

cells.  

To further characterize mitochondrial activity, TMRE (a positively charged dye that 

accumulates in active mitochondria and decreases in inactive mitochondria) was used to estimate 

the membrane potential of the mitochondria (Figure 6). We observed a lower TMRE signal in 

HighSTOX1 cells compared to Control cells at 20% (about 30% less). Conversely, at 2% O2, there was 

a much higher TMRE signal in High STOX1 cells than in control cells (about 2.2 fold more). 
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Figure 6: TMRE staining and quantification in control and HighSTOX1 cells at 2 and 20% of 

O2.  

A. TMRE staining (TMRE is a positively charged dye that accumulates in active mitochondria)  

B. TMRE quantification per cell in the different conditions 

*** p<0,001 by XXX test between Control cells and HighSTOX1 cells at the same O2 level 

### p<0,001 by XXX test between 2 and 20 % O2 in the same cell type 

 

In Control cells, both TMRE and VDAC markers were significantly higher at 20% O2 than at 2% 

O2. This is not the case in HighSTOX1 cells; in fact for TMRE, it is even the contrary that is observed. 

This suggests that when cells are exposed to a higher oxygen pressure (which may correspond to the 

second part of pregnancy in mammals), then, cells overexpressing STOX1 are not able to adapt their 

mitochondrial function to an Oxygen-enriched environment. This is consistent with a chronic defect 

in dealing with increasing oxygen pressure which may lead to an inadequate care of free radicals 

when STOX1 is highly expressed. 

 In parallel we sought variations in O2 consumption and respiratory capabilities of the cells, 

without identifying significant differences (data not shown). 

 

5. In vivo analyses of free radicals and mitochondria in preeclamptic mice 

We then wished to observe potential alterations of free radical equilibrium in the placentas 

of mice in non pathogenic crosses (♀WT x ♂WT) and in crosses where preeclampsia is induced   

(♀WT x ♂TgSTOX42). Crosses with TgSTOX42 male were used since the corresponding mothers 

display the stronger preeclamptic phenotype {Doridot, 2013}. Four WT placentas from two crosses 

and 7 placentas from four crosses carried out with TgSTOX42 mice were analyzed at 16.5 dpc, by 

immunofluorescence labeling for their content in carbonylated and nitrosylated proteins (indicative 

of ROS and RNS, respectively), and this for four placental regions, namely Labyrinth, Glycogen cells, 

Spongiotrophoblasts and Maternal cells (Figure 7).  

The comparison between the studied ĐoŵpaƌtŵeŶts didŶ͛t shoǁ aŶǇ diffeƌeŶĐe iŶ teƌŵ of 

carbonylated proteins (Figure 7A). By contrast, Nitrosylated proteins amounts (Figure 7B) were 

different in transgenic crosses, as assessed by ANOVA (p<0.0021) followed by Post-Hoc Student-

Newman-Keuls tests, that showed that Maternal cells differ from all the other compartments, 
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Labyrinth, Glycogen cells and Spongiotrophoblast cells (p=0.022, 0.002 and 0.008, respectively). This 

was true as well for non-transgenic crosses, albeit the level of nitrosylated proteins was much lower. 

In this case, the ANOVA test yielded a p = 3.6 10
-7

; again this difference was totally attributable to 

maternal cells that differed from Labyrinth, Glycogen cells and Spongiotrophoblast cells (p =  3.9 10
-7

, 

8.8 10
-7

 and 1.5 10
-6

, respectively).  

Besides these differences, the most striking observation was between the two types of 

crosses that showed a plain reciprocal behavior of nitrosylated and carbonylated proteins. 

Carbonylated proteins (Figure 7A) were almost exclusively present in WT crosses and practically 

absent in transgenic crosses. By contrast, Nitrosylated proteins (Figure 7B) were at very low levels in 

WT crosses and extremely abundant in transgenic placentas. This drastic opposition was completely 

reminiscent of the behavior of the JEG-3 cells at low oxygen pressure (Figure 2).  

 

 

Figure 7: Carbonylated and nytrosylated protein quantity assessed in different murine 

placental compartments in physiological and preeclamptic gestation.  

A. Carbonylated proteins quantification per µm
2
 

B. Nitrosylated proteins quantification per µm
2
 

♀WT x ♂WT : physiological gestation ; ♀WT x ♂TgSTOX42 : pathological gestation 

(preeclampsia)  

** p<0,01 and *** p<0,001 by Post-Hoc Student-Newman-Keuls tests of pathological condition 

compared to physiological one.  
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We further analyze mitochondrial dynamics in transgenic and WT placentas using TOM22 

and F-actin labeling. Some differences were found indicating a mild increase in mitochondrial mass in 

transgenic placentas for syncytiotrophoblasts and spongiotrophoblasts (Supplementary Figure 3). 

 

Discussion 

In the present study, we discovered for the first time strong links between the novel 

transcription factor STOX1, on the one hand, and free radical generation and mitochondrial function 

on the other hand. STOX1 overexpression in the mouse placenta mimics preeclampsia, a 

multifactorial human disease of pregnancy {Doridot, 2013; Palei, 2013}. Additionally, involvement of 

STOX1 iŶ ŶeuƌologiĐal diseases, espeĐiallǇ Alzheiŵeƌ͛s disease, has ďeeŶ doĐuŵeŶted {ǀaŶ Aďel, 

2012, van Dijk, 2010}. One commonality between these two extremely different pathologies may be 

the existence of defects in the management of oxidative stress and of free radicals {Markesbery, 

ϭϵϵϳ; Sŵith, ϮϬϬϯ} that Đould ĐoŶtƌiďute to ŶeuƌoŶ death iŶ Alzheiŵeƌ͛s disease aŶd to plaĐeŶtal 

dysfunction in preeclampsia.  

Herein, a transcriptomic analysis of STOX1 overexpressing cells revealed that many major 

actors of free radical scavenging were altered, such as for instance MnSOD (SOD2), peroxyredoxin 

and glutathione synthetases. Since much of the free radical scavenging connect with mitochondrial 

function {Sun, 2003; Poyton, 2009}, this prompted us to thoroughly analyze mitochondrial function 

and structure by a variety of methods including a recently developed approach of quantitative 

iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe {Chatƌe, ϮϬϭϮ; Chatƌe, ϮϬϭϯ}, iŶ ĐoŶditioŶs of ͚Ŷoƌŵoǆia͛ aŶd ͚hǇpoǆia͛ ;ϮϬ% 

and 2% O2, respectively). A view of the alterations that characterize the cells are presented as a 

Principal Component Analysis on Figure 8. The initial variables were the quantitative fluorescence 

data for all the studies proteins and probes. The two first axes represented more than 40% of the 

overall variation. Along those, the different categories of cells were straightforwardly separated. 

Given the knowledge on the variables, the horizontal axis (22.8% of the variance) tends to oppose 

high ROS levels versus high RNS levels, while the vertical axis (17.2% of the variance) tends to oppose 

͚Ŷoƌŵoǆia͛ ǀeƌsus ͚hǇpoǆia͛. A possiďle iŶteƌpƌetatioŶ ǁould ďe that oǀeƌall, CoŶtƌol Đells iŶ hǇpoǆia 

present features that are intermediate between normoxic and hypoxic HighSTOX1 cells, suggesting 

that HighSTOX1 overall induce modifications similar to a hypoxic state of the cells. In the literature, it 

is reported that hypoxia increases oxidative stress in general {Dirmeier, 2002} and specifically in the 

placental context {Burton, 2004; Jauniaux, 2006; Kimura, 2013}. 
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Figure 8: Principal Component Analysis on all the fluorescence data 

The major discrepancy observed between control and HighSTOX1 cells was in terms of free 

radicals, and made a strong difference between ROS presence (materialized by the amount of 

carbonylated proteins {Dirmeyer, 2004; Lounifi, 2013}) and RNS presence (materialized by the 

amount of nitrosylated proteins). In the major part of the literature, little interest was awarded 

between the two types of free radicals that are generally treated as a whole {Powers, 2011; Lamb, 

2011; Fransen, 2012; Domann, 2013}. Here, and for the first time to our knowledge, we show that a 

specific transcription factor induces discrepant O2-dependent consequences on ROS and RNS 

production, at the cell level, and most interestingly in a complex organ, the murine placenta, where 

up to now, RNS had never been analyzed (Figure 7). This may suggest that free radicals produced by 

the respiratory chain are directly used to nitrosylate proteins when STOX1 is present at a high level, 

while this reaction almost does not occur when STOX1 is present at a low level, then free radicals are 

used to carbonylate proteins. In the cells, nitrosylated proteins could also be observed in controls at 

high oxygen pressure. This may seem paradoxical, since the placental studies were performed near 

term and thus at a relatively high oxygen pressure (around 10-12% ppO2). However, it is difficult to 

extrapolate directly data obtained in an established cell line to a complex organ such as the placenta. 

IŶ additioŶ, the Đells ǁeƌe Đultiǀated at ϮϬ% OϮ, a ͚hǇpeƌoǆiĐ͛ state Đoŵpaƌed to the teƌŵ plaĐeŶta. It 

remains nevertheless very clear that in presence of STOX1 the ROS/RNS balance is severely 

perturbed.  

This study provides thus an idea of how STOX1 can induce a preeclamptic phenotype. 

Interestingly, a recent study showed that aspirin could improve mitochondrial function (Kamble et al. 

2013), which is coherent with the efficiency of this molecule in our murine model of preeclampsia.  
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Supplementary Figure 1: Mitotracker staining and quantification, in control and HighSTOX1 

cells at 2 and 20% of O2.  

A. Mitotracker staining in the different conditions 

B. Mitotracker Quantification in the different conditions 

*** p<0,001 by XXX test between Control cells and HighSTOX1 cells at the same O2 level 

### p<0,001 by XXX test between 2 and 20 % O2 in the same cell type 

 

 

 

 

 

  



 

200 

 

 

Supplementary Figure 2: Mitochondrial replication and transcription, in control and 

HighSTOX1 cells at 2 and 20% of O2.  

A. POLG immunocytochemistry in the different conditions 

B. POLG quantification in the different conditions 

C. mREP staining (probe detecting replication) in the different conditions 

D. mREP quantification in the different conditions 

E. mTRANS staining (probe detecting transcription) in the different conditions 

F. mTRANS quantification in the different conditions 

G. RT-qPCR on mitochondrial transcripts (16S, Cox1, ATP6 and CytB) normalized by SDHA 

expression in the different conditions 

*** p<0,001 by XXX test between Control cells and HighSTOX1 cells at the same O2 level 

### p<0,001 by XXX test between 2 and 20 % O2 in the same cell type 
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I. Bilan des principaux résultats obtenus 

L’aboutissement principal de ce travail de thèse est sans conteste l’obtention du 

premier modèle murin de prééclampsie sévère. Cependant, la difficulté que nous avons 

rencontrée pour faire publier ce travail (un an et demi entre la première soumission et 

l’acceptation) a grandement ralenti notre exploration des causes du syndrome chez ces souris.  

En résumé, nous avons obtenu deux lignées indépendantes de souris transgéniques 

(avec un fonds génétique FVB/N) surexprimant STOX1 humain : la lignée TgSTOX13, qui 

exprime le transgène à un niveau comparable au Stox1 murin endogène, et la lignée 

TgSTOX4β, qui l’exprime 1γ fois plus. Lorsque des souris femelles non-transgéniques sont 

croisées avec des mâles transgéniques (ce qui permet la restriction de l’expression du 

transgène à la sphère fœto-maternelle), elles développent un syndrome prééclamptique 

sévère : au cours de la gestation, elles présentent une hypertension sévère (Pression Artérielle 

Systolique > 160 mmHg) et une protéinurie. De plus, on observe des anomalies histologiques 

marquées au niveau du rein, notamment avec des dépôts de fibrine caractéristiques de la 

prééclampsie. On observe également une élévation de marqueurs sériques de la 

prééclampsie spécifiquement impliqués dans l’angiogénèse (les récepteurs solubles du 

VEGF et de l’Endogline, respectivement sFlt1 et sEng). Les modifications 

physiopathologiques observées chez les souris surexprimant STOX1 étant semblables à celles 

de la prééclampsie humaine, il est fort probable que des mécanismes à l’origine de 

l’établissement de ce syndrome soient communs. Ce modèle est donc à notre connaissance le 

seul modèle de prééclampsie sévère chez les rongeurs, et constitue un atout unique pour 

déchiffrer de nouvelles voies impliquées dans la physiopathologie de la prééclampsie, et 

pour tester de nouvelles approches thérapeutiques. 

En allant plus loin dans la caractérisation phénotypique de ces souris prééclamptiques, 

nous avons mis en évidence des marqueurs d’hypertrophie cardiaque, ce qui est cohérent 

avec la forte hypertension détectée. Les résultats sur les cellules endothéliales apporteront 

sans aucun doute une meilleure appréciation de l’altération cardio-vasculaire.  

Concernant l’impact de la surexpression de STOX1 sur les fœtus et en particulier 

leur croissance, il serait particulièrement intéressant d’explorer les gènes soumis à 

empreinte et ce, de manière dynamique. En effet, nous avons pu observer une différence en 

fonction du sens du croisement (père ou mère transgénique) avec une surcroissance foetale 
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uniquement lorsque le transgène est d’origine paternelle. Ceci suggère que STOX1 pourrait 

réguler d’autres gènes soumis à empreinte et que son expression précoce lors de l’activaton du 

génôme paternel au stade zygote (qui a lieu avant celle du génôme maternelle) (Adenot et al., 

1997) pourrait initier une cascade de dérégulation sur le réseau des gènes soumis à empreinte 

(ces gènes focntionnent en effet de façon non indépendante au sein d’un réseau interconnecté 

(Fauque et al., 2010)) avec pour conséquence un déséquilibre de la balance entre les 

besoins fœtaux et leur limitation pour la préservation l’organisme maternelle. 

Enfin, nous avons cherché à mieux comprendre ce que faisait STOX1 dans les 

cellules trophoblastiques, grâce à l’utilisation du modèle cellulaire développé au cours de la 

thèse de Vrginie Rigourd : des cellules JEG-3 stablement transfectées avec un vecteur pCMX-

STOX1A. Nous avons ainsi mis en évidence un déséquilibre très marqué des radicaux 

libres (de l’oxygène et de l’azote), ainsi qu’une modification de la structure et de l’activité 

mitochondriale en sein de ces cellules. En étudiant ces cellules dans différents contextes de 

pression partielle en oxygène (2% O2 et 20 % O2), ce qui ressort de façon répétée, c’est que 

les cellules surexprimant STOX1 ne présentent pas le même profil entre β% et β0% d’ O2  que 

les cellules contrôles, et parfois même arborent un profil opposé. Ceci suggére une incapacité 

de ces cellules surexprimant STOX1 à répondre de façon adéquate à une pression en 

oxygène élevée. De plus, les altérations des radicaux libres sont également retrouvées in 

vivo dans des placentas de souris prééclamptiques. Cela pourrait être le mécanisme ou un 

des mécanismes par lequel/lesquels STOX1 induit un phénotype prééclamptique dans ces 

souris.  

II. Le modèle murin STOX1 

1. Comprendre comment le syndrome se développe dans nos souris 

Dans le modèle murin que nous avons développé, on peut constater que l’apparition 

du syndrome est très précoce. En effet, l’hypertension apparaît dès 4 jours après 

l’accouplement, et la protéinurie (estimée via le rapport albumine/créatinine) est déjà 

significativement augmentée à la mi-gestation (E8,5-E12,5). De part cette précocité et la 

sévérité de l’hypertension, notre modèle est vraiment unique. Chez la femme, la prééclampsie 

se développe la plupart du temps tardivement, et dans les cas les plus précoces au cours du 2nd 

trimestre de grossesse. On pourrait y voir une dissociation de la pathologie humaine et du 
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syndrome murin, mais ce n’est pas forcément le cas. En effet, il faut prendre en compte 2 

éléments : 1) les femmes qui vont développer une prééclampsie ont une pression artérielle au 

cours du 1er trimestre plus élevée que les femmes qui auront une grossesse normale, indiquant 

ainsi probablement la mise en place du syndrome au cours de ce 1er trimestre  ; 2) la 

prééclampsie peut apparaître exceptionnellement de façon très précoce avec un cas décrit 

avant 15 semaines d’aménorrhée (Imasawa et al., 2006). Ce modèle murin constitue donc 

plutôt le cas extrême de la pathologie avec un développement très précoce.  

Ces éléments remettent en cause le modèle selon lequel c’est le défaut d’invasion des 

artères spiralées utérines qui est responsable du syndrome maternel, puisque ce remodelage ne 

se termine qu’à la fin du 1er trimestre. Ce modèle avait déjà était discuté suite à l’observation 

d’une absence d’hypertension en cas d’absence de remodelage des artères spiralée utérine 

chez la souris (Croy et al., 2011).  

Dans notre modèle murin, l’apparition précoce de l’hypertension artérielle au cours de 

la gestation (avant l’implantation) suggère un impact du blastocyste et/ou du liquide 

séminal. Une seconde élévation de la pression artérielle est visible en fin de gestation. Ainsi, 

dans ce modèle, il pourrait y avoir un message précoce de l’unité fœto-placentaire et/ou du 

sperme dans un contexte de gestation vers l’organisme maternelle contrôlant l’hypertension 

précoce, suivi d’une aggravation due à l’augmentation de la demande fœtale en fin de 

gestation.  

Ces hypothèses peuvent être explorées par diverses approches, telles que l’analyse 

transcriptomique de blastocystes transgéniques, l’implantation de blastocystes transgéniques 

dans des receveuses sauvages (pas d’accouplement, donc pas d’effet du sperme) ou 

l’utilisation de mâles transgéniques STOX1 vasectomisés (test de l’effet du liquide séminal).  

Concernant les facteurs responsables du syndrome maternel, une analyse 

protéomique et un profil cytokinique  pourrait être réalisés sur le sérum de souris sauvages 

croisées avec des mâles transgéniques (« souris prééclampstique » pour la suite de cette 

discussion), à différents moments de la gestation. Afin de confirmer que des facteurs 

circulants sont bien à l’origine du syndrome, du plasma de souris prééclamptiques pourrait 

être injecté à des souris sauvages, gestantes ou non.  
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Ces analyses des facteurs circulants pourront être réalisée de façon longitudinale 

afin de trouver de nouveaux marqueurs précoces, qui pourront être de bons candidats pour 

un diagnostic précoce.  

L’analyse transcriptomique de placentas transgéniques et sauvages (à E16,5, Article β) 

a révélée la dérégulation de voies impliquées dans l’immunité et l’auto-immunité. Il semble 

donc particulièrement intéressant de regarder ce qui se passe d’un point de vue de l’immunité 

au cours du développement placentaire au niveau utérin. En particulier, il faudrait rechercher 

s’il y a une altération du dialogue entre les trophoblastes et les cellules immunitaires 

(uNK, Treg) au niveau de la décidue, et ce, de façon dynamique au cours de la mise en place 

du placenta.  

2. Tester des thérapeutiques innovantes 

Le modèle murin que nous avons développé se prête particulièrement bien au test 

de thérapeutiques. En effet, les souris sauvages développent les symptômes prééclamptiques 

à chaque gestation si elles sont croisées avec un mâle transgénique. Nous avons ainsi pu 

montré qu’un traitement dès le jour de la conception et tout au long de la gestation avec de 

l’aspirine à faible dose était très efficace, puisqu’aucune hypertension gestationnelle n’était 

observée en cas de traitement, tandis que les autres symptômes (protéinurie, dépôt de fibrine 

au niveau des glomérules rénaux) étaient grandement améliorés.  

Ce modèle pourrait donc servir à améliorer les traitements disponibles et à en tester 

de nouveaux. Ainsi, l’aspirine a faible dose pourrait n’être administré qu’en début de 

gestation, pendant la phase d’organogénèse du placenta, et l’on pourrait ainsi voir si un 

traitement précoce est suffisant. De même pour les autres traitements, si un traitement sur 

l’ensemble de la gestation fonctionne, deux périodes d’administration pourraient être alors 

comparées : du début à la mi-gestation et de la mi-gestation à la fin de la gestation. Cela 

permettrait de trouver des traitements permettant de prévenir les symptômes et/ou de les 

faire disparaître après leur apparition (ce qui constitue sans doute le graal, puisqu’on 

pourrait ne traiter que les patientes qui le nécessitent, contrairement aux traitements 

préventifs).  

Les traitements qui pourraient être testés peuvent être classés en 5 catégories : les 

antiagrégants plaquettaires, les anti-hypertenseurs, les vasodilatateurs, les statines (anti-
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cholestérolémiant) et les immuno-modulateurs. Ainsi, le clopidogrel, un antiagrégant 

plaquettaire agissant en bloquant un recepteur à l’ADP de la membrane des plaquettes, 

pourrait être testé, puisqu’il est utile pour prévenir les lésions rénales d’ischémie/reperfusion 

chez la souris (Hu et al., 2011).  Concernant les anti-hypertenseurs, ceux qui sont 

actuellement évalués (hydralazine et hydrochlorothiazide) pour la prééclampsie pourraient 

être testés afin de renforcer les données cliniques en cours d’obtention, et apporter des 

informations sur les mécanismes d’action. Ainsi, l’hydralazine améliorerait les taux de NO 

maternel (Teran et al., 2012), cela pourrait être facilement évalué chez la souris. Pour les 

vasodilatateurs, la prostacycline constitue un bon candidat puisque de récentes données 

suggèrent son effet bénéfique possible dans la prééclampsie (Yamamoto et al., 2010). De 

plus, des inhibiteurs de la prostaglandine G2 et donc de son métabolite, la prostacycline, tel 

que le Tylenol (acetaminophène), sont associés à un risque accru de prééclampsie (Rebordosa 

et al., 2010). L’effet de donneurs de NO pourra également être examiné, puisqu’il est bien 

démontré que le niveau sérique de NO est diminué en cas de prééclampsie (Dai et al., 2013). 

En ce qui est des traitements anti-cholestérolémiants, la pravastatine a été utiliséé et a 

montré une bonne efficacité dans les autres modèles murins de prééclampsie (Ahmed et al., 

2010; Kumasawa et al., 2011; Singh et al., 2011), tandis que des données obtenues sur des 

cellules endothéliales suggèrent un potentiel effet bénéfique de la simvastatin (Al-Ani et al., 

2010). Cependant, avec les statines, il faut rester prudent, étant donné les effets secondaires 

sérieux décrits sur les muscles après des prises chroniques (Mansi and Mortensen, 2013; 

Parker and Thompson, 2012). Néanmoins, la pravastatine constitue une piste intéressante, 

car contrairement à d’autres membres des statines, elle est hydrophile et ainsi moins 

susceptible de passer la barrière placentaire. Enfin, des approches immuno-modulatrices 

pourraient être tentées. En effet, l’inhibiteur du complément (CR2-Crry) a un effet bénéfique 

dans le modèle CBA/J x DBA2 (Qing et al., 2011). De plus, la silibinine (le principal 

élément de la silymarine, un extrait poly-phénolique obtenu à partir des fruits et des graines 

de Silybum marianum) a des activités hépato-protectrice et anti-inflammatoire et a montré des 

capacités à limiter l’hypersensibilité des globules blancs périphériques des femmes 

prééclamptiques à des stimuli pro-inflammatoires (Giorgi et al., 2012).  

Ces souris prééclamptiques, avec leur phénotype très marqué, sont donc un outil 

puissant pour tester de nouvelles approches thérapeutiques (seules ou en combinaison) 

puisqu’elles permettront de détecter une amélioration, même si celle-ci est modérée.  
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3. Explorer les conséquences à long terme 

La prééclampsie a également des conséquences à long terme chez les mères (voir 

Introduction, Chapitre 2, I-2). Ainsi, les femmes ayant eu une prééclampsie ont des risques 

accrus de développer des maladies cardiovasculaires (Lykke et al., 2009) et des 

insuffisances rénales (Vikse et al., 2008). Ces risques pourraient être liés à des 

modifications épigénétiques se mettant en place au cours de la prééclampsie.  

Le modèle murin STOX1 constitue là encore un outil de choix pour tester cette 

hypothèse. Ainsi, des anomalies épigénétiques (notamment la méthylation de l’ADN) 

pourront être cherchées plusieurs mois après la gestation prééclamptique dans les reins, le 

cœur et les cellules endothéliales. Cela permettra peut être l’obtention de candidats sur 

lesquels agir pour limiter les conséquences à long terme de la prééclampsie.  

III. STOX1 

STOX1 est un gène exprimé de façon ubiquitaire, et bien conservé au cours de 

l’évolution puisqu’on lui retrouve des homologues chez tous les vertébrés, même non 

placentaires. Ceci suggère un rôle plus général de ce facteur de transcription au niveau 

cellulaire. En ce sens, il est intéressant de noter que son expression est plus élevée dans le 

placenta et le cerveau et que STOX1 a également été décrit comme possiblement impliqué 

dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer (Van Abel et al., 2011, 2012; Van Dijk 

et al., 2010b). Au vu de nos observations sur les radicaux libres et la fonction 

mitochondriale, cela fait particulièrement sens, puisque la dysfunction mitochondriale et le 

déséquilibre de gestion des radicaux libres seraient primordiaux dans les maladies 

neurodégénératives (Federico et al., 2012).  

Ce gène ayant été jusqu’ici très peu étudié, il est probable que de nouvelles 

informations sur sa/ses fonction(s) vont émerger au cours des années à venir.  

De plus, il existe chez l’humain, un paralogue de STOX1 : STOX2, dont les fonctions 

n’ont encore jamais été étudiées, mais qui pourrait en partager certaines avec STOX1. La 

seule information disponible à propos de STOX2 est sa plus faible expression dans du tissu 

décidual de grossesses compliquées par une prééclampsie et/ou un retard de croissance 

comparée à du tissu décidual de grossesses normales (Fenstad et al., 2010a).  
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IV. Conclusion 

Ce travail constitue le résultat de 4 années passionnantes dans le laboratoire du Dr 

Daniel Vaiman. J’y ai découvert le petit monde du placenta, et cela m’a ouvert énormément 

de perspectives, car cet organe transitoire permet d’appréhender de nombreux domaines, tels 

que la biologie du développement, l’épigénétique, la génétique, la physiologie, 

l’immunologie. J’ai eu la chance de participer à la caractérisation du 1er modèle murin de 

prééclampsie sévère, ce qui m’a valu des retours très positifs aux différents congrès 

auxquels j’ai eu la chance d’intervenir (Annexe 5).  

J’espère sincèrement que ce travail continuera et aboutira à une meilleure 

compréhension de la physiopathologie de la prééclampsie, ainsi qu’à une évolution 

favorable de la prise en charge des patientes.  
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clinique a été  initié  pour mesurer le bénéfice  éventuel apporté
par les statines dans les cas de PE précoce  à  Edinburgh.
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Abstract 
 

 DNA methylation is an important part of the epigenetic code governing gene 
expression. In human reproductive diseases, recent studies have shown perturbations to DNA 
methylation profiles at various genomic loci. In this review, this type of epigenetic alteration 
is explored in pathological spermatogenesis, ovarian diseases, placental syndromes such as 
preeclampsia and Intra-Uterine Growth Restriction, uterine diseases such as endometriosis, 
and in pathophysiological effects associated with Assisted Reproductive Technologies. We 
review the notion of epigenetics, the technical methods available to analyze DNA 
methylation, and the known associations between reproductive diseases and DNA 
methylation, focusing on human pathologies and on animal models when available, but 
excluding cancer. We show that imprinted genes control regions (ICRs) are a prominent and 
frequent target of methylation anomalies in reproductive disorders, but that such alterations 
also affect non-imprinted genes. The mechanims of gene regulation in response to DNA 
methylation anomalies is also discussed in this review where it has been investigated. 
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1. General introduction on DNA methylation   
 

In human (and other mammalian) cell nuclei, the distance separating two consecutive 
base pairs of DNA is estimated at 0.3 nm [1]. Since there are 3 billion base pairs in one 
haploid genome, the total size of the haploid genome is around one meter. The nuclei of most 
cells are ~ 5-10 µm.  This poses two major challenges: (i) how to store this huge molecule in 
such a small volume? and (ii) assuming that the first challenge is solved, how can genes be 
properly regulated in such a restricted space? 

The problem of packing DNA into the  nucleus is achieved through its incorporation 
into chromatin, which involves wrapping DNA around a core of histone proteins forming 
nucleosomes. These  constitutes fibers of 11 nm. These fibers are then  packed in 30 nm 
fibers, then in 300 nm looped domains and finally a 700 nm condensed coiled that constitute 
the arms of a metaphase chromosome [2]. Once this ‘library’ is constituted, access to the 
pertinent information (materialized by the expression of a given gene at a controlled and 
specific moment in a tissue or during development) seems to constitute a conundrum. 
Epigenetics is the reading rule of the genetic material, acting as the gatekeeper to authorize an 
exquisitely precise regulation of gene expression. It is heritable through mitosis and 
sometimes through meiosis, and thus can bring about heritable changes in gene expression 
without changing DNA primary sequence. Three major mechanisms of epigenetic regulation 
have been described: DNA methylation, post-translational modifications to histones, and 
synthesis of non-coding small RNA, such as micro RNA, that are stored in the cells and 
generally operate to inhibit gene expression. These three mechanisms act as a network [3]. In 
this review, we will focus on DNA methylation and its known impact in human reproductive 
diseases (Figure 1). In mammals, methylation occurs mainly at the C of CpG dinucleotides. 
The palindromic structure of CpG dinucleotides allows methylation on both strands. DNA 
methylation is achieved by the action of DNA methyl transferases (DNMT1, DNMT2, 
DNMT3A, DNMT3B and DNMT3L) encoded by related genes and their action and targets 
have been recently reviewed [4]. A developing field of research is linked to the existence of 
active mechanisms of demethylation, or to a specific excision of DNA fragments 
encompassing methylated CpG dinucleotides, via the action of TET (1-3), AID and GADD45 
proteins [5-7]. A novel modification of CpG islands, hydroxy-methylation, is emerging as an 
important modification in mammalian cells. In reproductive science, the reprogramming of 
the embryo necessitates an active demethylation of the paternal genome, and may involve 
hydroxyl methylation as an intermediate [8]. 

While the current dogma associates DNA methylation with transcriptional repression, 
numerous exceptions are known and global correlations between expression and methylation 
are low and may be dependent on the position of the CpG. For instance, a very recent study 
on B-cell development shows that methylation of CpG islands in the body of genes are rather 
associated with expression increase [9]. In fact, the number of studies attempting to associate 
DNA methylation to gene expression in a mechanistic way are few. So, while DNA 
methylation is technically speaking the easiest epigenetic modification to analyze, it is also 
paradoxically the least studied in terms of its direct or indirect impact on gene expression.  
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These analyses of DNA methylation were in fact carried out firstly in the context of 
parental imprinting. Genomic imprinting refers to a system of regulating gene expression that 
ensures the establishment and maintenance of allele-specific gene expression strictly linked to 
parental origin. Imprinted genes have been identified in plants, insects, and mammals. In 
mammals, which are the focus of this review, about 70 imprinted genes have been discovered 
in humans and more than 100 in mice (see for instance http://igc.otago.ac.nz/home.html). 
Theoretical [10] and experimental considerations [11] strongly suggest that these genes may 
be more numerous. Imprinting is established in the gonad and implemented in a sex-
dependent fashion in the germ cells. Part of this programming is associated with differential 
DNA methylation at specific loci called Imprinting Control Regions,  (ICR). The most 
extensively described ICR, controls in a mirror fashion the expression of two paradigmatic 
imprinted genes, IGF2 and H19, whose imprinted status appears to be conserved in all 
Therian mammals [12]. IGF2 and H19 are located at the telomeric part of chromosome 11 in 
humans (11p15). The ICR that controls the expression of the two genes (generally called 
ICR1) is located between the two genes,  at ~γkb 5’ of H19 (Figure β). In the classical model, 
when this ICR is unmethylated, the Zinc Finger Transcription Factor protein CTCF is able to 
bind and to trigger the activation of H19 from a distal (telomeric) enhancer. This is the 
situation on the maternal allele. In the reciprocal situation encountered on the male allele, the 
ICR is methylated, preventing the binding of CTCF, allowing the enhancer to activate the 
IGF2 promoter (~90 kb upstream). It is clear however that this model is oversimplified since 
the regulation on large genomic elements cannot be accounted for only by the linear order of 
genes and regulatory elements, but rather by a 3-D structure [13, 14]. 

In studies on reproductive diseases, altered patterns of expression of imprinted genes 
are recurrently found. Amongst the most common reproductive defects linked with 
imprinting, are hydatiform moles [15], where two male genomes initiate the development 
without female contribution. The loss of DNA methylation specific to maternal DMRs in the 
female germ line, leads to a total failure of fetal tissue development and overgrowth of 
placental structures. Predisposition to this epigenetic disease has been linked to mutations in 
NLRP7 (Nacht, LRr and Pyrin domain containing 7) [16], suggesting interplay between 
epigenetic and genetic mechanisms [17]. The purpose of the present review is on reproductive 
biology but we placed cancer (such as tumours of the genital tract) outside its scope, in order 
to keep focus and limit the size. 

 

2. Updates on methodologies to identify differentially methylated regions  
The identification of differentially methylated regions relies on a methylation-dependent 

treatment and/or recognition of genomic DNA. Three methods are commonly used to 
discriminate methylated DNA: 

 endonuclease digestion with methylation sensitive/insensitive enzymes 
 affinity enrichment using antibodies specific to methylated cytosines (5mC) or for 

hydroxymethylated cytosines (5hmC) or specific to proteins interacting with 
methylated DNA 

 bisulfite treatment that drives chemical conversion of DNA (changing all the cytosines 
in thymines except if they are methylated. 

http://igc.otago.ac.nz/home.html
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These three methods (described in more detail thereafter, and charted as Figure 3 have been 
validated along targeted approaches and more recently served as bases for genome-wide 
studies. 

 
2.a Targeted approaches 
 Historically, Riggs and Holliday independently proposed that chemical modifications 
of the DNA such as methylation could influence gene expression [18, 19]. The observations 
were made after two-dimensional gel electrophoresis, chromatography and/or radioisotope 
incorporation. The discovery of endonucleases, the enzymes that cut DNA, capable of 
discriminating methylated from unmethylated DNA in the late seventies boosted the research 
in this domain, and isoschizomer pairs such as MspI/HpaII have been shown to cover up to 
98,5% of the CpG Islands or 91,1% of the RefSeq promoters [20, 21]. Both recognize and cut 
at the same sequence, CCGG, but methylation of the second C in this motif prevents digestion 
by HpaII. Others pairs have been described such as DpnI/DpnII or SmaI/XmaI, but enzyme-
based methods are confined to recognition elements and can only interrogate a subset of all 
sites of DNA methylation.. Moreover the resolution remains modest; it depends on the DNA 
sequence, a myriad of bands may be generated from one region, and polyclonal or mixed 
methylation patterns may render the results uninterpretable. 
 
 The next revolution in DNA methylation studies arose from the discovery of the fact 
that methylcytosines were accessible to specific antibodies [22]. Later on, antibodies specific 
to proteins bound to methylated cytosines (methyl binding domains) were developed [23]. 
These approaches, called MeDIP (for Methyl DNA ImmunoPrecipitation) and MBDIP (for 
Methyl Binding protein DNA ) respectively, allow enrichment of sites containing relatively 
high levels of cytosine methylation, and hence large and dense CpGs islands, but have a low 
resolution of detection, unable to distinguish methylation at the single-base level. Moreover 
these methods require relatively large amounts of input genomic DNA; they discriminate with 
difficulty similar sequences, and false positive results may be obtained due to capture of 
unmethylated DNA. One advantage of the affinity enrichment approach is the possibility to 
specifically discriminate hydroxymethylated DNA using antibodies raised against 5hmC.  
 
 The discovery in 1970 that uracil, thymidine, and deoxycytidine were subjected to 
sulfonation at position six of their pyrimidine rings upon bisulfite treatment [24, 25] prepared 
the launch of the bisulfite conversion era. Ten years later, Wang et coll. demonstrated that 
5mC is also sensitive to bisulfite treatment but at a much slower rate than cytosine [26], and 
Frommer  and colleagues established the nowadays classical method to identify methylation 
patterns in individual strands of particular genomic sequences by using bisulfite-induced 
modification of genomic DNA, under conditions whereby cytosine is converted to uracil, but 
5mC remains nonreactive [27]. Subsequent PCR using two sets of strand-specific primers 
yields a pair of fragments, one from each strand, in which all uracil and thymine residues are 
amplified as thymine and only 5-methylcytosine residues are amplified as cytosine. The PCR 
products are then sequenced. This technique allowed for the first time an easy mapping of 
methylated DNA at the single-base resolution. There are however several limitations to 
bisulfite sequencing. Bias and measurement errors may be introduced by incomplete bisulfite 
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conversion and DNA may be damaged by the treatment. Bisulfite-treated DNA shows a 
reduced sequence complexity; with the exception of 5mC, only three different bases instead of 
four are present, meaning that more than 90% of Cytidines are changed to Uracils. This 
decreases hybridization specificity and renders PCR primer design difficult. PCR efficiency 
may also be different for methylated versus unmethylated version of the same sequence and 
true quantification may not be easily obtained. One final important limitation is that bisulfite 
treatment makes no distinction between 5mC and 5hmC. Nonetheless, the "gold standard" for 
DNA methylation studies remains bisulfite conversion of DNA followed by cloning and 
sequencing. However the scaling up of bisulfite conversion sequencing approaches to analysis 
of the entire genome is impractical, in that it requires synthesis of vast numbers of primers 
and a priori knowledge or assumption of the sequences at specific loci. The use of degenerate 
primer sequences only adds difficulties, reducing amplification specificity. 
 One should keep in mind that there are dynamic changes in response to the cellular 
environment and various other stimuli and that methylated DNA patterns are specific to tissue 
and developmental stages. Single-base pair resolution is only able to give a comprehensive 
read-out of DNA methylation patterns in a specific cell type. 
 To circumvent limitations to investigate the DNA methylation pattern at a genomic 
locus of interest and determine the context of DNA methylation sites, genome-wide DNA 
methylation at single-base pair resolution profiling techniques have been developed this past 
decade. 
 
2.b Genome-wide approaches 
 Microarray hybridization and next generation sequencing have allowed exploration of 
genome-wide DNA methylation landscapes. Although revolutionary, such approaches need to 
maintain a good balance between genome-wide coverage, resolution, and high throughput 
costs, and still require the recognition of methylated DNA (enzymatically, by affinity 
enrichment, or chemical conversion). 
 
2.b.1 Array-based  
 Several techniques have been developed using enzymatic methods such as methylated 
CpG island amplification, which relies on digestion of one pool of genomic DNA with a 
methylation sensitive-enzyme and a mock digestion of another pool, or the use of the 
methylation-dependent endonuclease McrBC to cut randomly the genomic DNA. HpaII tiny 
fragment enrichment by ligation-mediated PCR (HELP) method, where the fragments may be 
hybridized on dedicated arrays or detected by high-throughput sequencing represents is also 
an enzyme-based approach of choice. Coupling enzymatic methods to array-based analysis 
provide low resolution and improvements derive from use of pools of restriction enzymes. 
Dedicated arrays are required. 
 Affinity enrichment methods permit rapid and efficient genome-wide assessment of 
DNA methylation, but as mentioned above, they do not interrogate individual CpG 
dinucleotides. Typically, this approach comprises Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) 
followed by microarray hybridization (ChIP-chip) on a tiling array or to a feature microarray, 
such as a CpG island array, where the input DNA and the enriched DNA are labeled with 
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different fluorescent dyes. Dedicated arrays are also required. Nowadays, next generation 
sequencing (ChIP-seq) methods are preferred to the array hybridization after ChIP. 
 In this context, the prevailing view that DNA methylation occurs predominantly at 
CpG dinucleotide islands in the human genome has been challenged with new findings in 
studies using next generation sequencing technologies. For instance, in human embryonic 
stem cells 25% of cytosine methylation is found in a non CpG context, in contrast with human 
fibroblasts, where almost all methylation occurs in a CG context [28]. Moreover the 
assumption that DNA methylation regulates gene expression mainly through its effects at 5' 
promoters has been also challenged, since less than 3% of CpG islands are found methylated 
in 5' promoters. The majority of 5mC are in intragenic and intergenic regions. With a  view to 
interrogate not only CpGs island  but a maximum of 5mC outside of CpG islands, microarrays 
have been designed with specific probes to methylated and unmethylated sequences for 
already annotated loci. Infinium Human Methylation 450 BeadChip of Illumina interrogates 
over 450,000 CpG sites out of the ~28 106 CpG sites in the human genome (0.02%). The 
Illumima method requires a whole-genome amplification after bisulphite conversion, 
followed by fragmentation and hybridization of the sample to methylation-specific DNA 
oligomers that are linked to individual bead types. Each bead type corresponds to a specific 
DNA CpG site and methylation status. This method offers a good balance between genome-
wide coverage, resolution (at the single-base level), and throughput (with the possibility to run 
12 samples at the same time). 
 
 Limitations of the array-based methods include, i) the necessity of an appropriately 
designed microarray, ii) hybridization artefacts, iii) the requirement of a whole genome 
amplification step that introduces technical bias, iv) analyses of the relative fluorescent signal 
intensity to extract DNA methylation information that often require bioinformatic 
adjustements and for which one has to deal with choices of threshold necessary to interpret 
the raw data. 
 
2.b.2 Sequencing-based 
 Once the DNA is obtained using methods of affinity enrichment, enzymatic 
approaches, or chemical conversion, high-throughput sequencing is performed using Roche or 
Illumina platforms.  One has to decide the number and the depths of the reads, knowing that a 
minimum number of reads is required to reliably detect differential methylation among a 
given pair of samples. Low sequencing depths are often sufficient to detect strong differences 
such as global loss of DNA methylation. 
  Several methods have been developed these past decades. Two seminal papers in 
Nature Biotechnologies in 2010 [29, 30] compared the different approaches, affinity-
enrichment, enzymatic approaches, or chemical conversion with bisulfite and high-throughput 
sequencing: 

 MeDIP-seq and MDBIP-seq provide a relative enrichment of methylated DNA rather 
than absolute DNA methylation levels. But the affinity enrichment approaches do not 
interrogate CpG-poor genomic regions. Combination with an enzymatic digestion of 
the unmethylated DNA with a methylation-sensitive enzyme (MRE-seq) can greatly 
increase genomic coverage. These methods reduce costs. However, the two 
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enrichment-based methods poorly detect repetitive DNA, where numerous CpGs can 
be found,  and differential methylated regions (DMR), for which deep sequencing is 
often required. Futhermore, allele-specific epigenetic status cannot be  assessed by 
these approaches. 

  Whole-genome Bisulphite-seq termed MethylC-seq, is a shotgun sequencing of 
bisulphite DNA that provides single-base resolution and has the highest level of 
coverage and resolution. However it does not discriminate 5mC and 5hmC and is very 
expensive. 

 Reduced Representation Bisulfite sequencing (RRBS) has a reduced genomic 
coverage compared to the two enrichment-based methods; RRBS reads cover less than 
10% of the 28 106 CpGs. However RRBS has the lowest cost per CpG covered in CpG 
island, gives a single-based resolution, and allows interrogation of allele-specific 
epigenetic status. 

 
 Targeted bisulfite sequencing using padlock capture is also used to interrogate the 
methylome [31]. This decreases costs since only genomic regions of interest are analyzed, but 
allows complex cross-hybridization structures, resulting in an increase in false discoveries. 
 The future in genome-wide epigenetic studies will be the ability to directly assess the 
methylation status of a cytosine at the single-base resolution, likely through the use of 
nanopore or single-molecule real-time sequencing. 

 
3. Examples of genomic methylation alterations in reproductive sciences 
and human reproductive diseases  
 A summary of the literature analyzed in this review in relation with DNA methylation 
and reproductive diseases is presented as Table 1.  
 
3.a Sperm DNA methylation anomalies – during  spermatogenesis  

One out of six couples seeks fertility treatment. While most  fertility defects are 
considered as idiopathic [32], it is generally admitted that  one third originate from female 
infertility, one third from male infertility and one third to cases where the origin cannot be 
elucidated. Clearly in male infertilities, defects in spermatogenesis are the cause of most 
cases, and are caused by mutations in genes constituting a highly complex and multifactorial 
network [33], as shown by the wealth of data provided by mouse gene-invalidation models. In 
fact, at least 1000 genes are estimated to be involved in spermatogenesis defects [34]. Outside 
these strictly genetic considerations, it is interesting to note that the chromatin in sperm is 
very different from the chromatin of other cells; specifically, the genome is compacted to an 
extreme point and packed around highly basic (lysine-rich) proteins called protamines [35]. 
During spermatogenesis, classical histones are substituted progressively by transition histones 
and ultimately protamines [36]. This implies that the epigenetic structure of the sperm is 
considerably changed and may suggest that epigenetic marks could be altered in the sperm of 
infertile men [37]. Amongst these epigenetic marks, it has been shown that DNA methylation 
at a genome-wide scale through examination of 2600 loci by restriction landmark genomic 
scanning, is quite different between male germ cells and somatic cells [38]. 



 

258 

 

While abnormal DNA methylation may be widespread in the genome of infertile men, the 
targeted approach has focused on a quite limited number of genes up  until now. It is quite 
probable than in the years to come, the use of high throughput technologies will increase by 
large the awareness of the number of loci potentially affected at the DNA methylation level 
during the processs of male gametogenesis. In 2003, Benchaib and coworkers interrogated the 
global methylation pattern of  sperm after immunostaining of the sperm 5 meC. Despite this 
somewhat imprecise method, this early study was able to reveal that overall sperm DNA 
methylation was correlated with pregnancy rate [39]. 

Many studies focused on the methylation status of DAZ and DAZL (Deleted in 
azoospermia and Deleted in Azoospermia-like, respectively). DAZ is located on the Y 
chromosome and belongs to the AZF region which partially or totally deleted in 10% of male 
infertilities [40, 41]. DAZL is located on chromosome 3. Like DAZ, it is testis specific, and 
homologous to the Boule infertility locus of Drosophila. Chai et al., demonstrated that the 5’ 
region of DAZ and DAZL are hypomethylated in sperm, but not in other tissues. 

Navarro-Costa showed that patients with OAT (Oligo-Azoo-Teratozoospermia, meaning 
sperm that are absent or few and/or malformed) displayed increased methylation at the CpG 
island located in the promoter of DAZL, while the promoter of DAZ remained unmethylated in 
both groups [40]. This result is consistent with the study of Wu (2010) that did not see 
methylation alterations of DAZ after the comparison of 174 idiopathic infertile patients with 
58 fertile controls [42]. 

The only mechanistic insight on the function of the altered methylation of DAZL today 
has been studied in a pig model [43]. In this article, the authors cloned a minimal promoter 
region of 149 bp in front of the luciferase reporter gene, and showed that in vitro methylation 
leads to a complete extinction of the promoter activity in primordial germ cells. The authors 
demonstrated that the Zinc Finger Transcription Factor SP1 was bound to the promoter 
element using gel-shift assays, unless the promoter element was methylated. These 
observations were confirmed by Chromatin Immunoprecipitation (ChIP). Overall, these data 
suggest that, SP1 may contribute to the regulation of the expression of DAZLA in germ cells 
in a methylation-dependent manner.  Of note, this study is one of the very few that attempt to 
correlate experimentally DNA methylation, Transcription Factor tethering and gene 
expression. 

Among the other studies on specific genes, Sugimoto and coworkers focused their work 
on the human VASA gene [44]. VASA is a member of the DEAD-box protein family with 
ATP-dependent RNA helicase catalytic activity, which like DAZL, has RNA binding activity 
and is involved in the early steps of spermatogenesis. Potentially, this study reflects the idea 
that any so-called ‘spermatogenetic’ gene with a CpG island nearby is a potential candidate to 
analyze a methylation status in patients with abnormal spermatogenesis. In this study, the 
authors analyzed a CpG island by MALDI-TOF on a sample of 131 idiopathic azoospermic or 
severely oligospermic patients. In six patients of the maturation arrest group (n = 17), the 
methylation rate of each CpG unit within an amplicon was especially high, with the average 
rate at 77.4 ± 3.07 %. The methylation rate was low in the remaining 11 patients, with an 
average of 29.3 ± 2.68% (P<0.0001), with the controls being at 16.3 ± 4.8 %.  

An even larger number of studies on spermatogenetic defects has concentrated on 
imprinted genes.  
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Some of the first evidence that defective spermatogenesis is associated with methylation in 
imprinted genes came from the seminal study of Marques and coworkers [45]. This study 
focused on MEST and H19, and showed significant anomalies for the latter. This prompted an 
international research effort aiming at correlating abnormal epigenetic marks on imprinted 
genes with abnormal spermatogenesis. Kobayashi and coworkers studied H19, GTL2, PEG1, 
LIT1, ZAC, PEG3 and SNRPN using a combined bisulphite-PCR restriction analysis 
(COBRA) and a sequencing technique, in parallel with non-imprinted repetitive sequences 
(LINE and Alu). The authors analyzed the seven DMRs in the sperm of 97 men from infertile 
couples, and discovered 14 samples with abnormal paternal methylation at H19 and GTL2 
DMRs, and 20 with abnormal maternal methylation at PEG1, LIT1, ZAC, PEG3 and SNRPN 
[46]. 

 Marques and coworkers studied H19 and MEST in oligospermic and control human males  
by bisulphite treatment followed by cloning and sequencing [47]. Similarly, Minor and 
coworkers analyzed Oligoazoospermic and control patients at three imprinted genes, H19, IG-
GTL2 and MEST, by the same approach. They revealed that H19 DMR methylation was 
decreased in azoospermic men. The most important idea is that alterations also exist in 
Oligoazoospermia, showing that even without known gametogenesis defects, imprinting 
anomalies exist [48].  They show that in azoospermic patients, the 6th binding site of CTCF 
near H19, where complete methylation was expected, was significantly reduced in cases of 
obstructive azoospermia due to congenital bilateral absence of vas deferens and in secretory 
azoospermia due to hypospermatogenesis. MEST was analyzed in the same study, and was 
found to be unmethylated as expected for an imprinted gene in the sperm. The study by 
Boissonnas and coworkers in 2010 was probably the first to use pyrosequencing on 
oligospermic, teratozoospermic, and OAT patient sperm.  This approach allowed a precise 
measurement of the degree of methylation alterations in H19 and IGF2 in sperm cells, where 
the DMR is supposed to be fully methylated. There was an overall demethylation in the 
patient sperm, proportional to the severity of the sperm anomalies and strongly marked at the  
CTCF binding site of H19. The bisulphite analysis is based on billions of molecules while in 
bisulphite/cloning/sequencing, it is generally less than 20 clones that are analyzed. However, 
this approach gives no information on the phase of the methylation i.e. if a molecule is 
methylated at all the consecutive CpG (see methods).  

The development of genome-wide approaches to studying genomic methylation will 
undoubtedly rejuvenate and enrich the growing database of spermatogenic-associated 
methylation anomalies. Recently Pacheco and coworkers [49] used such genome-wide 
analysis of methylation with the Human BeadChip Illumina array that allowed the 
simultaneous analysis of 27,578 CpG dinucleotides. Interestingly, clustering of the 
methylation data from 21 patients yielded a strong correlation with the motility parameters of 
the sperm cells. 9,189 CpG showed significant differences in methylation, 80% of which were 
hypomethylated in low-motility samples, and 194 associated with imprinted genes. The 
authors performed a simultaneous transcriptome analysis that revealed modifications of genes 
potentially involved in regulating the epigenetic landscape of the chromatin, such as histone 
deacetylase HDAC1, sirtuin SIRT3 and the de novo methylation enzyme DNMT3A. This 
recent study emphasizes the importance of high-throughput analysis in the future. 
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Using another approach (Bisulfite PCR-Luminex methylation analysis), Sato and 
coworkers examined eight (less than 10, write in letters) imprinted loci (ZDBF2, H19,
 GTL2, PEG1, LIT1, ZAC, PEG3, SNRPN) in 337 individuals (209 normal, 61 severe 
Oligozoospermia and 67 moderate Oligozoospermia). 13.9% of the patients showed an 
abnormal methylation at one or more of these imprinted loci.  

Similarly, in 2010, Hammoud and coworkers analyzed CpG methylation at 7 imprinted 
loci by bisulphite sequencing: LIT1, MEST, SNRPN, PLAGL1, PEG3, H19 and IGF2 on three 
male groups, normal donors (n=5), oligospermic patients (n=10) and patients with known 
anomalies of the protamines (n=10).  MEST, KCNQ1 (overlapping LIT1) as well as SNRPN 
and H19, were affected in oligospermic patients.   

In 2009, Kobayashi and coworkers studied the DNA methylation of seven imprinted 
genes and of XIST, the non-coding RNA initiating X chromosome inactivation [50], in 78 
paired DNA samples (paternal DNA and embryonic DNA) in order to evaluate whether these 
errors were due to the use of Assisted Reproductive Technologies (ART) or directly 
transmitted by the sperm [50]. ART and especially ICSI is  often used for patients who suffer 
from oligo/astheno/teratozoospermia, and as discussed here, these alterations are commonly 
associated to abnormal methylation in the sperm at imprinted loci [51]. Our group was one of 
the first to report anomalies of the methylation of imprinted genes (especially H19) in mice 
embryos at the blastocyst stage, following the use of ART [52].  Such anomalies induce long-
term consequences on gene expression in the placenta [53]. Recently, the same type of 
anomalies has been reported in human embryos [54]. It is therefore a highly relevant question 
to know whether the alterations in the embryo are a consequence of ART or an inheritance of 
an abnormal methylation profile from the paternal sperm. The study of Kobayashi showed 
that amongst the 17 cases of abnormal methylation in the ART sample,  seven cases  (41%) 
presented with  a similar anomaly in the parental sperm. In the same study, the authors 
correlated DNMT3L variants with abnormal paternal methylation. DNMT3L, discovered in 
2001 [55], is an atypical DNA methyl transferase that does not possess any catalytic moiety. 
However, this enzyme is a cofactor of DNMT3A (and 3B) [56], and seems required for the 
correct apposition of imprinted marks during the early development of germ cells. In mice, 
the KO of this enzyme induces a ‘meiotic catastrophe’, where numerous mis-pairings between 
the parental chromosomes in the germ cells during meiosis trigger the abortion of the whole 
gametogenetic process. DNMT3L seems largely involved in the methylation of repetitive 
sequences (especially LINEs), which appears indispensable for the correct ongoing meiosis 
[55]. Data published byour group suggest a link between DNMT3L and the methylation of 
specific loci in the case of endometriosis (see § 3c), and imply a pivotal role of this factor in 
directing the establishment of de novo methylation to specific sequences. 

Another emerging issue regarding the epigenetics of male gametogenesis is the possible 
involvement of environmental influences, and in particular of endocrine disrupters, with the 
idea that such alterations could be transmitted epigenetically through meiosis and therefore to 
several consecutive generations. The seminal work for the basis of such an idea was published 
by Michael Skinner’s group in β005 [57]. Rats exposed to high doses of the fungicide 
vinclozolin, presented anomalies of the genital tract, spermatogenesis, and several parameters 
of the sperm biology that seemed heritable during several generations. As reviewed by Price 
[58], it appears that the data were less clear cut in humans, certainly because the control of the 
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observational data is much more complex and the  genetic background much more 
heterogeneous than on experimental rodent models. 

 
3.b Ovary 
 DNA methylation in the ovarian context has less been studied per se, except in 
relation with ovarian cancer which is beyond the scope of this review. Here we will 
concentrate on diseases that are of ovarian origin but are rather direct causes of infertility; 
Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) and Premature Ovarian Failure (POF). 
 
3.b.1 Polycystic ovary 
 PCOS is one of the most frequent ovarian disorders (5 – 15% of women of 
reproductive age), strongly correlated to endocrine disequilibrium [59]. Ovaries  normally 
synthesizes androgens that are aromatized to estrogens by the CYP19 – aromatase enzyme. 
Imbalance in this regulation leads to excessive androgenic activity, defects in ovulation and 
the appearance of cysts on the ovaries that are detectable by ultrasound. Genetic analysis 
showed that polymorphisms of the gene encoding the androgen receptor (AR, located on the X 
chromosome) are associated with PCOS [60]. This gene encompasses a highly polymorphic 
(CAG) repeat encoding a glutamine tract, with the shorter alleles being generally considered 
as the most active. This is somewhat debated, and  a study by Hockey and coworkers showed 
a higher frequency of alleles > 22 repeats in the PCOS population. A more recent study in 
Indian women failed to find a clear association between PCOS and AR short allele expression 
[61]. The expression of the androgen receptor appears regulated by methylation of a CpG 
island in the 5’ region of the gene, as shown in prostate cancers [62]. In 2010, Laisk and 
coworkers studied epigenetic variations at this locus using HpaII-amplification from 
heterozygous patients, but failed to associate repeat length and X chromosome inactivation 
patterns to susceptibility to PCOS. In 2010, Xu and coworkers did not find differences in the 
methylation profile of circulating DNA on 20 controls and 20 PCOS women using a 5-methyl 
CpG antibody followed by a ELISA-like test [63]. In a targeted study, Zhu and coworkers 
used post-bisulphite approaches to analyze the methylation status of LHR, AR, FSHR and H19 
in a mouse model where PCOS was induced by DHEA (Dehydroepiandrosterone) treatment, 
and showed that the LHR gene was demethylated in PCOS [64]. Finally, very recently, a 
systematic analysis was performed in a rhesus monkey model prenatally androgenized, using 
the Infinium HumanMethylation27 BeadChip platform [65]. However the authors focus on 
omental tissues near the gastrointestinal tract, and not directly on the ovarian tissue. The 
authors suggest that visceral adipose tissue is particularly interesting due to its potential links 
with metabolic disease, itself frequently shown as a risk factor for PCOS. In infants, 163 
regions were found modified and 325 in adults. The analysis of genes nearby showed 
significantly enriched pathways in infants (anti-proliferative role of TOB (Transducer of 
ErbB2) in T cell signaling, VDR/RXR activation, Methionine metabolism, Complement 
system, Nucleotide excision repair pathway) and in adults (TGFȕ signaling, Axonal guidance 
signaling, Polyamine regulation in Colon Cancer, Wnt/B-catenin signaling). These differences 
(interestingly not common between infants and adults) are nevertheless probably linked to the 
injection of testosterone propionate to the females, and may not, strictly speaking, be specific 
to the disease. 
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3.b.2 Premature Ovarian Failure 
 Premature Ovarian Failure (POF) is defined as an ovarian failure occurring before 
menopause, and according to the clinical definition before the age of 40. Genetically 
speaking, mapping studies of POF revealed two important regions on chromosome X [66], 
one of them having recently been shown to belong to a heterochromatic domain [67]. In 2010, 
Laisk and coworkers showed that short variants of the Androgen receptor CAG repeat are 
associated with POF [68]. This is presumably linked to skewed X chromosome inactivation, 
reported in 2007 for AR [69]. Details of the epigenetic mechanisms at work in this ‘X-choice’ 
however have not been fully elucidated. Another gene that has been investigated for the 
disease is PGRMC1 (Progesterone Receptor Membrane Component-1), also located on the X 
chromosome [70]. 
 
3.c Endometriosis 

Endometriosis is a frequent disease of reproduction, characterized by the implantation 
of endometrium tissue outside the uterine cavity. In the classical version of this disease, 
regurgitation of the menses is at the origin of the lesions [71]. It may affect utero-sacred 
ligaments, the peritoneal part of the rectum or the vagina, and often the ovary. Endometriosis 
is highly painful [72, 73], and is considered a major cause of female infertility, even though a 
recent study suggests that the eutopic uterine tissue of endometric patients is similar to that of 
uteri from control individuals, free of endometriosis lesions, as revealed by transcriptome 
analyses [74]. More recently, Zelenko and coworkers suggested by analyzing the expression 
of Nuclear Receptor genes the existence of differences at the epigenetic level. More precisely, 
they started by analyzing the expression of 84 nuclear receptor genes [75]. Nuclear receptors 
such as members of the RAR/RXR/PPAR family are known to interact with enzymes that 
modify histones and methylate/demethylate DNA. The modified genes were functionally 
clustered using Ingenuity Pathway Analysis (IPA), and epigenetic pathways were identified as 
the most strongly modified in the endometrium of endometriotic women compared to 
controls.  

The idea that endometriosis may be accompanied by epigenetic modifications is also 
substantiated by mouse models where uterine tissue is grafted ectopically in the peritoneum. 
In this situation, hypermethylation of Hoxa10 was observed [76]. This is in accordance with 
observations in humans where several studies indicated that the promoter of HOXA10 is 
modified by methylation in the lesions [77], this being confirmed by various studies  [78], and 
clearly associated with alterations in gene expression [79].  
 Accordingly, several recent studies focused on specific genes in an attempt to identify 
specific differences in the methylation profile at various CpG islands, essentially but not 
exclusively focusing on genes involved in the regulation of steroidogenesis, the other group of 
genes being potentially involved in cancer. Namely, PTGS2, HOXA10, HOXA11, PAX2, SF1, 
PGRB, E-cadherin, ESR1 (=ERA), CYP19, MLH1, and p16 have been analyzed to date [78, 
80-89]. ERA was reported as not being modified by methylation more than 10 years ago [90]. 
It may be that at the head of this steroidogenic cascade, SF1 plays the role of a bandmaster 
since it is a key gene to activate estrogen synthesis. The transcription of this gene was found 
induced more than 100 fold in endometriomas [79, 91], although this increase may be partly 
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due to the proximity of ovarian (non endometriotic) tissue as revealed by 
immunohistochemistry [72]. 5-aza-β’ deoxycytidine treatment increases SF1 mRNA more 
than 50 fold in endometrial cells, and this induction is regulated through a CpG island located 
between position -85/239. This site is a conditional binding site for MeCP2, an important 
factor that mediates chromatin accessibility [91]. The methylation status of SF1 in 
endometriosis however has not been studied. 

 

In a recent review, Bulun and coworkers speculated that in endometriosis the promoter 
of ERB is not adequately methylated leading to its overexpression [92]. This overexpression 
relative to ERA would be the initial event that triggers a down-regulation of the progesterone 
receptor, consistent with the reduction described by Borghese and co-workers [79]. 
Progesterone resistance is part of the pathogenesis in this disease at least for a defined 
category of patients for whom the symptoms are not improved by progesterone treatment.  
The regulation of progesterone response may also be driven by methylation alterations of the 
PR promoter, especially the B isoform. This has been substantiated in a cellular model by Wu 

cells for 30 days, triggering a partial methylation of PR-B promoter associated with a 
reduction in its expression [93]. 

In line with the putative links between cancer and endometriosis, Vestergaard and 
coworkers analyzed biopsies from ectopic lesions from 23 patients, and analyzed the promoter 
methylation of APC, CDKN2A, PYCARD, RARB, RASSF1 and ESR1, without identifying 
significant alterations from this epigenetic point of view [94]. 

Systematic analysis of genome methylation in endometriosis has been recently 
performed [95], and revealed by ChIP on chip following immunoprecipitation with an anti-
methylC antibody, and hybridization to an Affymetrix promoter CpG array. In total, 25,000 
promoters were analyzed after IP starting from pools of three different subtypes of 
endometriosis (ovarian, deep infiltrating, and superficial). For 35 genes, alterations of 
methylation were associated to expression changes. Interestingly, hypomethylation was 
randomly distributed, but hypermethylation was biased towards the extremity of 
chromosomes [95]. This observation was correlated with a recent paper [96], which showed 
that specific isoforms of DNMT3L were linked to abnormal hypermethylation of chromosome 
ends in the general population. This observation prompted the analysis of DNMT3L variants 
with a high density of SNPs in endometriotic patients versus control individuals [95, 97]. 
Following this study, a specific DNMT3L haplotype covering intron9-exon10-intron10 was 
very strongly associated with the risk of endometrioma (RR= 7.21). Since DNMT3L is not 
catalytically active, this article suggests that it could drive the methylation activity of other 
factors, interacting with it such as DNMT3A [56]. Several studies showed that DNMT are not 
expressed appropriately in endometriotic lesions [79, 98]. In the last study, DNMT1 was 
found reduced more than two fold at the mRNA expression level. This is consistent with the 
random demethylation observed along chromosomes in endometrioma lesions, since the down 
regulation of DNMT1 could lead to a loss of the methylation maintenance through cell 
divisions. 

 
3.d Medically assisted reproduction  
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Assisted Reproductive Technologies (ART) group the complete set of artificial methods 
involving the handling of eggs and sperm in order to achieve a pregnancy. This encompasses 
oocyte and sperm donation, in vitro Fertilization (IVF), and ‘ultra-invasive’ techniques such 
as intracytoplasmic sperm injection (ICSI), when a sperm cell, from a highly deteriorated 
spermogram or even starting from a sperm cell with DNA damage, is injected into an ovocyte 
[99]. Nowadays ART conceived children represent 1-4 % of the newborn population in 
industrialized countries [100]. More than 4 million babies have been conceived through ART 
worldwide since the beginning of IVF about 30 years ago [101]. Moreover, the use of ART is 
increasing steadily, with more than a doubling between 1996 and 2007 in the USA [102]. The 
technical expertise of these approaches is fully recognized since children are quite efficiently 
conceived. Notwithstanding, over the past few years, questions have started to emerge about 
the long term evaluation of health risks for these children, especially with the development of 
epigenetics. Not exhaustively, it seems that ART increases the risk of placental diseases, 
Intra-Uterine Growth Restriction, and of course twin pregnancies [103]. Later in life, it seems 
possible that ART is associated with an increased risk of developing metabolic syndrome, 
involving type II diabetes, obesity and cardiovascular disorders, an ever increasing burden for 
modern societies [104]. 

Concrete ideas suggesting increased risks for the health of ART-conceived compared to 
naturally conceived children, originate from two kinds of studies: those based on 
epidemiological data, and those based on studies on animal models, especially mice.  

Mouse studies revealed modifications to DNA methylation of imprinted genes in oocytes 
after superovulation [105], and in blastocysts after embryo culture [52, 106]. Transcriptome 
analysis showed that in vitro culture before transplantation considerably modifies the 
expression profile of placental genes, and in particular imprinted genes [53, 107]. Such 
defects were also observed in human oocytes [108]. These modifications could have long-
term effects and explain in part the increased risks observed after the use of ART.  

From epidemiological studies, an increased risk of very preterm (<32 weeks) and preterm 
(<37) delivery, very low (<1,5 kg) and low (<2,5 kg) birth weight and perinatal mortality was 
observed when ART was used [109, 110]. There is also an increased risk for preeclampsia or 
gestational hypertension (x 2.7) in pregnancies achieved using IVF [111, 112]. Nevertheless, 
these increased risks could be overestimated because the comparison was made with naturally 
conceived children from fertile parents, which may not be the best control population. Indeed, 
when ART conceived children are compared to children naturally conceived from subfertile 
parents (defined as those who need more than 12 months to initiate a pregnancy), the 
associations between ART and prematurity or low birth weight can no longer be found [113]. 
Again, however, when all the confounding factors are taken into account, the risk seems to be 
real [114].  

Associations between ART and imprinted genes disorders are recurrently found despite 
their relative rarity making the analysis difficult. In fact, after ART, the risk for Beckwith-
Wiedemann Syndrome (BWS) was estimated at 1/4000, more than 3 times the risk in the 
general population [115-117]. Interestingly, a large majority of BWS cases after ART are due 
to imprinting defects in the H19-IGF2 locus, while it’s only the cause of around 50 % of BWS 
in the general population. Several studies [118-121] also suggest an association between ART 
and Angelman Syndrome (AS), but due to the rarity of this syndrome, it is premature to give 



 

265 

 

an accurate estimation of the increased risk. What seems certain is that, similarly to the BWS 
situation, the part of the syndrome caused by imprinting defects is increased by the use of 
ART: 5% in the general AS cases, and around 70 % in the ART AS cases. However, Ludwig 
and colleagues suggest that the subfertility of the parents could be partly responsible, as 20% 
of AS patients are born from subfertile couples [120]. Other reports suggest that the 
prevalence of Silver-Russel Syndrome and retinoblastoma could also be increased after the 
use of ART [122-124].  

To obtain a comprehensive vision of the risks associated with ART, ART-conceived 
children have to be followed in large studies. It seems clear that genomic imprinting is 
affected by ART, even if the responsible mechanisms involved are not understood. However, 
it is reassuring to see that the majority of ART-conceived children are overall in good health. 
This may be due to modulation of the consequences of DNA methylation defects by the 
placenta, as was suggested by Fauque and colleagues [52] in mice, and confirmed in humans 
with DNA methylation differences in placenta and cord blood [102], which are not found any 
more later in life [125], except maybe for IGF2 and IGF2R (generally not imprinted in 
humans) in mouth epithelium cell samples. Finally, the future will inevitably be based upon 
the new high-throughput methods to study DNA methylation that will allow the addressing of 
genome-wide DNA methylation defects.  

 
3.e Placental and fetal membrane diseases 

The placenta in Therian mammals is an organ of incredible importance. Its dysfunction 
inevitably triggers pregnancy losses. At full development, the human placenta presents as a 
‘pie’ of ~ β0 cm in diameter with two different sides morphologically as well as functionally. 
One side faces the mother’s endometrium and one faces the baby. Near the center of this 
latter, the umbilical cord roots. The placenta plays at least three crucial roles in the 
development of the baby: endocrine, immunological, and nutritional. The embryo-placental 
unit is surrounded by two membranes, the amnion and the chorion. These membranes are of 
extreme importance at the time of delivery. Recent results suggest that alterations in DNA 
methylation of specific cell types of these membranes could be related to Premature Rupture 
of fetal Membrane (PROM) and thus involved in prematurity. 

 
3.e.1 Preeclampsia  

Preeclampsia is a quite mysterious disease of human pregnancy, frequent (~5% of 
pregnancy), potentially lethal (up to 16% of maternal death if unattended), generally 
associated with the first gestation, and whose severity decreases with successive pregnancies 
with the same partner. It is clinically characterized by a de novo gestational hypertension and 
by proteinuria, developing from mid-gestation [126]. It is classically admitted that the 
placenta plays a pivotal role in the development of the symptoms. It has been demonstrated 
that the external layer of the placenta, the syncytiotrophoblast sheds debris towards the 
general circulation (in higher amounts in the case of placental diseases), thus bringing 
vasoactive molecules (such as endothelin 1, ET1) either directly or carried by 
micro/nanoparticles [127, 128] to the maternal organs and that affects the endothelium in a 
generalized fashion, thus probably participating to the hypertensive state of the mother.  
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The preeclamptic placenta shows a high level of deregulated gene expression 
compared to normal placentas, as revealed by numerous transcriptomic studies [129-134]. 
Part of these deregulations may be due to epigenetic modulation, especially by differential 
CpG methylation between normal and pathological placentas [135]. Using targeted and whole 
genome approaches, variations in methylation have been found at numerous genes in the 
preeclamptic placenta: 296 loci in the paper of Jia and coworkers [136] who used MedIP on 
chip with placental DNA from severe preeclampsias, of which some were validated by 
bisulphite sequencing, and were close to the following genes: CAPN, EPHX2, ADORA2B, 
SOX7, CXCL1 and CDX1. Yuen and coworkers revealed methylation variations at 34 loci that 
were hypomethylated in early onset preeclamptic placentas, although these variations were 
mild (~10-15% max) [137]. Four of these loci were validated by bisulphite sequencing. 
TIMP3, able to limit the actions of metalloproteinases important for trophoblast invasion, was 
shown to be hypomethylated and to vary in expression level in this study. Amongst the first 
variations found, RASSF1A and SERPINB5 (maspin), were identified [138, 139], as well as 
SERPINA3 [140], MMP9 [141], Cullin7 and Cullin 4B [142]. The links between methylation 
alterations and gene expression have seldom been explored from a mechanistic point of view. 
In vitro methylation of promoter elements in SERPINA3 and in TBX15 has nevertheless 
revealed that DNA polymorphisms may or may not generate variations in gene expression, 
and that some transcriptional factors may be sensitive to these modifications. More 
specifically, Chelbi and coworkers showed that the transcription factor ZBTB7B, regulated 
differentially the expression of SERPINA3, according to its methylation status, but only for a 
specific allele, the regulation of the other allele being methylation-insensitive [143]. Along 
the same line, PDX1 regulates differentially the promoter of the lipid-metabolism related 
transcription factor TBX15 [144]. These fine-tuned adaptations present in placental tissue, 
may constitute the basis of adaptation of this organ to external threats (hypoxia/ hyperoxia/ 
xenohormones or other endocrine disrupters, viruses, etc.)  

In addition, the level of whole genome methylation has been addressed [145] and 
revealed an increased methylation level in the preeclampsia group. Whether this abnormal 
methylation concerns mainly repetitive elements (LINEs for instance) was not specifically 
analyzed by the authors. 

 
3.e.2 Intra Uterine Growth Restriction (IUGR)  
 There is abundant literature on methylation alterations accompanying Intra-Uterine 
Growth Restriction. It is a disease loosely defined as the incapacity of a fetus to grow to its 
normal (optimal or genetically defined) potential. Often, it is confounded with ‘SGA’ (Small 
for Gestational Age, which can be not linked to a pathological status) as opposed to ‘AGA’ 
(Adequate for Gestational Age). We will treat SGA and IUGR indifferently in the rest of this 
review. In humans the genetic/ethnic variability and the modification of human size 
throughout generations, makes necessary the use of reference curves that are evolving over 
the years. Often, a proxy of IUGR/SGA, birth weight is used, which, while easy to collect, 
does not indicate the rupture in the growth curve that is characteristic of IUGR. In about one 
third of the cases, preeclampsia (PE) is accompanied by IUGR. Contrary to PE that is a 
human disease, IUGR can be induced in various animal models and by various procedures as 
extensively reviewed in 2005 [146].  
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In particular, the rat model has been extensively studied. Two major procedures were 
implemented to induce IUGR in this species, isocaloric hypoproteic alimentation of the 
females during gestation, and bilateral ligation of the uterine arteries. In this latter model one 
of the first alterations of DNA methylation was observed at the p53 gene in the fetal kidney, 
where  ligation of the arteries triggers hypomethylation of the exons 5-8 of the gene [147], 
this being associated with an increased apoptosis in this organ in adults. In the liver, following 
the same procedure (rats were analyzed at birth – D0- and 21 days later -D21), it was shown 
that enzymes involved in methyl-radical metabolism such as methionine adenosyl transferase 

[148]. The authors speculate that uteroplacental 
insufficiency affects hepatic one-carbon metabolism and subsequent DNA methylation; global 
analysis of the methylation level showed an overall hypomethylation in the liver. In 
accordance with this observation we showed in another model of growth restricted rats, where 
the expression of genes was analyzed simultaneously in 5 organs near birth, that DNMTs are 
essentially reduced in the liver [149]. In the liver and in the same model, Fu and co-workers 
showed that the expression of the phosphatase Dusp5 is reduced, along with a methylation of 
its second exon [150]. Dusp5 dephosphorylates enzymes of the MAP Kinase pathway, 
responsible in particular of the phosphorylation of IRS-1 at P 612, suggesting an action of this 
deregulation on the insulin pathway and therefore on growth. In 2009, the same team showed 
that the promoter P2 of Igf-1 is hypermethylated at D0 in the liver (6 CpG analyzed), although 
this alteration returns to normal at D21 [151]. As in the liver, methylation-modifying enzymes 
Dnmt1 and Mecp2 were down-regulated from D0 and remain low at D21 in the brain [152]. 
This observation was substantiated on another IUGR-induced model in the rat, where it was 
shown that Dnmt1 and Dnmt3a are modified in neural tissue (hypothalamus). In this study, 
the authors focused on the POMC gene and showed a demethylation at 12 CpG at postnatal 
D12 [153]. In the IUGR rats, behavior was also recently studied, together with alterations of 
gene expression in the hippocampus. Methylation and expression was studied for GR, 
HSD11b2, NNAT and reelin. Only reelin was found down-regulated, none of the genes 
showed differences in their methylation status [154]. In the same tissue (hippocampus), after 
induction of IUGR by a methyl deficient diet, Dusp5 was shown decreased at d0 and d21, this 
being accompanied by sex-specific alterations of CpG methylation and histone modifications 
[155]. 

 In skeletal muscle, it was shown as well that three CpG in the Glut4 promoter affect 
the binding of Mef2A, Mef2D and MyoD, three factors crucial for muscle growth. This 
suggested that glucose transport could be a target of epigenetic mechanisms inducing a 
defective growth in IUGR through epigenetic mechanisms. The work of Park and coworkers, 
focused on the pancreas, where the level of Pdx1, the major transcription factor for pancreatic 
beta-cell development is reduced by IUGR. More precisely, in young pups (2 weeks), the 14 
CpG islands of the Pdx1 promoter were not methylated in control and IUGR rats. Later, at 6 
months of age, IUGR rats showed a 51.3 % methylation level at these positions associated to 
diabetes in adulthood, while the controls showed no evidence of methylation. This (together 
with alterations of the histone code in this model) argues in favor of an in utero programming 
of adult disease [156]. The central role of Pdx1 was further studied by Pinney and coworkers 
(2011), where the author showed that Pdx1 expression can be restored by Exendin4 treatment 
(a long-acting glucagon-like peptide, administered to the newborn from D0 to D6). In this 
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study, Dnmt1 binding to the Pdx1 promoter was studied and shown to be prevented through 
the recruitment of the transcription factor Usf1 and the histone acetyl transferase Pcaf, thus 
protecting against methylation and inactivation [157]. Global methylation analysis in the rat 
pancreas was also performed [158], by the HELP technique, which allowed the identification 
of 1400 differentially methylated loci, nearby genes involved in cell death, vascularization, 
and beta cell proliferation.  

Mice were also used to study the effects of IUGR, often in relation with imprinted 
genes.  In 2001, Murrell showed that deletion of the IGF2/H19 DMR2, does not affect the 
imprinted status of the locus, but induces IUGR through reduction of Igf2 expression. 
Essentially mice were used to study DNA methylation in relation with IUGR in two contexts: 
the impact of and on imprinted genes, and the effects of environmental perturbations, such as 
alcohol exposure. In the context of imprinted genes, in 2003, Monk and coworkers studied the 
proximal mouse chromosome 11 region which shares similarities with the chromosome 7 of 
humans in the region associated with the Silver-Russel Syndrome (SRS), [159]. SRS is an 
imprinting syndrome that associates ante and post-natal growth retardation, macrocephaly and 
body asymmetries (~1/50,000 births). In 10% of the cases, SRS is linked to a uniparental 
disomy of chromosome 7 [160]. SRS is often associated with demethylation of the IGF2/H19 
locus (description and function of the locus is depicted in Figure 2 and paragraph b). 
Recently, manipulations of the mouse genome allowed alteration of the imprinting code at the 
locus [161]. The authors substituted one of the important CTCF binding sites separating 

-globin insulator element, exhibiting 
enhancer blocking by CTCF and chromatin barrier functions by USF1 and VEZF1. When the 
normal ICR1 is inherited by the father, it is completely methylated, allowing Igf2 expression. 
When the chicken globin insulator is used, it is unmethylated on both alleles, allowing CTCF 
binding. This triggers a quasi-extinction of Igf2 (~10% residual expression) and 
overexpression of H19, with a very severe IUGR (carriers are half the size of their 
littermates). Mice were also used to analyze IUGR induced by environmental causes. In 2011, 
Goyal and coworkers induced IUGR in mice by exposing the mothers to hypoxia [162]. 
Expression of Ace1, Ace2, At-1b was followed. The methylation of the ACE promoter was 
analyzed but found unchanged, despite the variations in gene expression.  

In several studies, the impact of alcohol exposure was evaluated on neural 
development in mice [163-166]. Overall in all the conditions studied, IUGR was induced by 
this exposure. The H19 DMR was not found altered in terms of methylation of the imprinting 
control region [166], although there was a correlation between methylation and placental 
weight (but not with embryo weight). In 2011, some of the effects of alcohol exposure (rather 
malformations than IUGR), which could be corrected by methyl donors, have been shown to 
be associated to a decreased methylation at 4 CpG in Igf2 [164]. It has been reported that in 
the brain, alcohol exposure altered timely developmental DNA methylation, in a way similar 
to that obtained by administration of the anti-methylation agent 5-azacytidine [167]. Liu and 
coworkers investigated genome-wide alterations of DNA methylation [168], and detected 
anomalies in imprinted genes, genes involved in cell cycle, cancer, apoptosis, growth and 
olfaction (olfactory receptors are generally mono-allelically expressed, which may explain 
why they are found in this category, of primary targets of environmental stress acting on DNA 
methylation). Interestingly, these genes were found enriched on chromosome 7, 10 and X. 
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The alterations to DNA methylation were associated with deregulation of gene expression for 
84 genes.  Among environmental exposure, it has been shown in an isolated study [169] in a 
mouse model that IUGR may be induced by bacterial infection with Campylobacter Rectus 
(an oral micro-organism) and triggers methylation of the placental promoter of Igf2, P0 and 
the down-regulation of its expression. 
 In humans there is an important corpus of reports linking imprinting defects and IUGR 
associated with the SRS. Many studies confirmed the presence of epimutations (i.e. alterations 
of the epigenetic status of the chromatin, for instance abnormal methylation of Imprinting 
Control Regions) at 11p15 that are linked with SRS [170-180]. Overall, it seems that ~40 - 
60% of the SRS are associated with such epimutations, while around 10% are associated with 
Uniparental Disomies of chromosome 7. The location of the epimutations at 11p15 appears 
patient-specific. In 2010, genetic defects affecting the methylation of ICR1 at the IGF2/H19 
locus were found in 16 patients outside the CTCF binding site [181]. The imprinted disease 
that has an opposite effect than that of the SRS is the BWS, characterized by a double 
expression of IGF2, from both alleles, and fetal overgrowth. In BWS, the ICR1 gains 
methylation, while it has often lost methylation in SRS.  BWS was shown associated to 
genetic anomalies in ICR1 in the same study. Concerning SRS, much research is now focused 
on the unexplained cases. In 2010 Turner and coworkers showed that SRS could be associated 
with a gain of methylation at the IGF2R locus [182], the imprinting status of which seems to 
differ in humans according to individuals. A recent study of SRS patients [123] detected an 
imprinting defect in the PEG/MEST locus, in a sample of patients who followed IVF. As 
mentioned before (§3.d), this could enter in the growing corpus of evidence showing an 
increased risk of methylation disorders following the use of assisted reproduction techniques. 
Many studies on IUGR focus on imprinted genes, often in placental tissue. Among them 
McMinn and coworkers studied the methylation and expression of numerous genes in IUGR 
[183]. They found six imprinted gens that were modified (PHLDA2 increased, MEST, 
MEG3, GATM, GNAS and PLAGL1 decreased), and showed that PHLDA2 and MEST also 
present changes to DNA methylation. In idiopathic IUGR, biallelic expression of H19 was 
found in one case [93]. Expression of H19 was found increased in IUGR placenta while its 
methylation level was lower [184]. Using  the first Illumina plateform for methylation 
analysis (Golden Gate), Bourque and co-workers analyzed the 11p15.5 ICR1 (H19/IGF2) and 
showed that it was decreased in IUGR [185]. This was confirmed independently [186]. 
Always focusing on imprinted genes, Lambertini and co-workers usied MeDIP on chip, and 
showed a slight tendancy toward hypermethylation in differentially methylated regions of the 
imprinted genes [187]. Few studies have focused on non-imprinted genes. In 2010, the 
Golden Gate plateform (ancient version, with 1536 CpG only) allowed  the identification of  
five loci differentially (hyper) methylated in IUGR placentas [137]. Other genome-wide 
approaches were carried out using the novel generation 27K BeadChip plateform and allowed 
the detection of specific methylation signatures in IUGR placentas [188]. Consistently, 
Michels and coworkers found an association between LINE-1 methylation in the placenta and 
birthweight [189]. MSAP-PCR  showed that the promoter of the transcription factor TBX15 
was differentially methylated in IUGR placentas [144]. TBX15 is involved in lipid 
metabolism [190]. In this case methylation of the TBX15 promoter is positively correlated 
with baby weight and the promoter is regulated by the transcription factor PDX1 in a 
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methylation-dependent fashion. In 2010, Gascoin-Lachambre and coworkers showed that 
DNA methylation is modified in the CUL7 promoter, with this gene being strongly up-
regulated in IUGR [142]. Several teams focused on epigenetic marks present in cord blood 
cells. The last study published [191] did not identify significant differences, as in the study of 
Tobi (2011), that focused on imprinted genes [192]. To this respect it is important to note the 
study of Einstein and coworkers (2010) that isolated CD34+ hematopoietic stem cells from 
cord blood and analyzed the methylation level genome-wide by the HELP technique. 56 loci 
were identified near 35 genes, several of which point to a network where the transcription 
factor HNF4A occupies a central position. This suggests that genome-wide approaches could 
be very efficient to discover differences if they are applied to purified cell populations, where 
differences are not blurred by the tissue heterogeneity.  
 
3.e.3 Preterm labor-Preterm Premature Rupture of Membranes (PPROM)  
 To date, only one publication describes epigenetic variation in the promoter of one 
gene and an increased risk to preterm premature rupture of membranes and preterm labor 
[193]. J Strauss III and coll. demonstrated that a single-nucleotide polymorphism in a 
population of Afro-American women in the promoter of the metalloprotease MMP1 increases 
its methylation status and increases the expression of MMP1 in amnion fibroblasts. These 
women are more prone to PPROM. It has also been postulated that nutrition and 
environmental exposure would induce epigenetic modifications in the gestational tissues and 
increase odds to a preterm delivery, but no study demonstrates this to date. 

 
4. Conclusions 

 
Technical advances that allow us to probe the epigenetic code are key towards 

understanding the rules that define gene expression patterns, in physiological as well as 
pathological situations. Reproductive diseases in humans as presented in this review are all 
prone to alterations in DNA methylation, with a recurrent finding of alterations at imprinted 
gene loci, prompting them as indicators of disorders. In the future, genome-wide approaches 
will be implemented and allow the development of tissue-specific integrative databases of 
genome polymorphism, epigenome marks, and gene expression.  
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Legends of the figures. 
 

Figure 1: An overview of the four reproductive organs studied in this review and of the 
diseases that are evoked. In the center is represented a DNA molecule, methyl residues being 
positioned on the red strand. DNMT1 (in blue) is the DNA Methyl Transferase that transmits 
the methylation from the existing strand to the neo-synthesized strand. DNMT3A (in yellow) 
and DNMT3L (in green) form a heterodimer that dimerizes and associates at specific 
positions to the chromatin to proceed to a de novo DNA methylation. This vision does not 
present the complex of proteins that drives this methylation which is clearly site-specific in 
response to various external stimuli.  
 
Figure 2: A schematic representation of the two alleles (maternal and paternal) present at the 
paradigmatic IGF2/H19 imprinted locus. On the maternal chromosome (in pink), the 
imprinting control region (ICR, in yellow) is demethylated (white lollipops). This allows the 
binding of the CTCF Zinc Finger Transcription factor, leading to insulation of the left part of 
the ICR. In this case, the enhancer activates H19 (in pink/purple) expression, while IGF2 (in 
grey) is not expressed. On the paternal allele (in blue), methylation of the ICR (black 
lollipops) prevents CTCF binding; then the enhancer activates the IGF2 (in blue) promoter, 
leading to expression from the paternal allele, while H19 (in grey) is not expressed. The actual 
distance between H19 and the ICR is ~3 kb, while the actual distance between H19 and IGF2 
is ~90 kb. 
 
Figure 3: An overview of the major technical possibilities available to analyze DNA 
methylation. Some approaches are adequate to analyze a specific locus (left box), some are of 
interest to analyze the whole genome (right box). The genomic DNA is processed along the 
three possibilities represented in light gray in the upper part. The arrows correspond either to 
the possibilities of genome-wide analyses, or to technical destinations of the DNA, which can 
be PCR-amplified or ligated for locus-specific analysis. The large arrows correspond to issues 
where data mining is necessary, essentially because it correspond to genome-wide analyses, 
where bioinformatics plays a pivotal position in order to be able to interpret the data.  
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TABLE 1 :  Recapitulation of the phenotypes and observations described in this review. (pink: 

IUGR, yellow: preeclampsia, green: spermatogenesis, purple: endometriosis, grey: Policysitic 

Ovary, blue: assisted reproductive technologies) 

Species Tissue Disease Induced 
phenotype Genes analyzed: expression Genes analyzed: 

methylation Gene activity/outcome 

       Human IUGR 
spontaneous 

  genome-wide genome-wide nt 

Yucatan 
minipigs 

Liver IUGR 
spontaneous 

  Betaine-homcysteine 
methyltransferase (BHMT) 

  lower 

        
Cystathionine-g-lyase (CGL) : 
lower   lower 

Rat Hippocamp
us 

IUGR 
induced 
methyl-
donor 
deficient  

Changes in 
behaviour and 
IUGR  
(aged offspring are 
more anxious and 
have better learning 
ability) 

GR GR nt 

        HSD11b2 HSD11b2 nt 
        NNAT NNAT nt 
        Reelin : lower Reelin nt 

        
TGFb signaling(smad7, Smurf2, 
Smad2 and Smad3)     

Human Umbilical 
cord 

spontaneous 
low and high 
birthweight,  
premature 
infants 

  LINE1 LINE-1 methylation 
decreased 

  

Human Fetal 
adrenal 
cortex 

IUGR Nicotine treatment StAR StAR promoter one CpG (-
377) sensitive to nicotine 
treatment target of PAX6 

  

Rat Hippocamp
us 

IUGR See paper DUSP5 decreased at Day 0 et 
Day 21 (dentate gyrus) 

sex-specific alterations of 
CpG methylation and 
histone code 

Protein decreased at day 21 
only, ERK phosphorylation 
increased 

Sheep Heart IUGR Placental function 
restriction 

IGF2 increased IGF2/H19 unchanged Greater relative  left ventricle 
weight 

        IGF1R increased IGF1R unchanged   
        IGF2R increased IGF2R unchanged   
Human Placenta Fetal Growth 

Restriction 
  IGF2 decreased IGF2 not significant at two 

putative DMR 
  

Rat Pancreas IUGR Bilateral uterine 
artery ligation 
followed by 
Exendine-4 
treatment 

Pdx1 induced by Exendin4 
treatment, afetr being 
extinguished trhough IUGR 
induction 

prevention of Dnmt1 
binding induce 
demthylation 

Phosphorylation of USF1, 
Association with PCAF at the 
proximal promoter of Pdx1, 
increase of HAT activity, 
prevention of Dnmt1 binding 

Human Placenta IUGR Small for 
gestational age 

genome-wide DNA methylation Genome-wide analysis 
identifies profiles specific 
of IUGR in placental 
methylation 

patterns of DNA methylation 
in human placenta are reliably 
and significantly associated 
with infant growth 

Human Placenta Severe 
IUGR 

  DNA methylation of placenta 
imprinted genes 

Genome-wide (MedIP on 
Chip) focused on all 
imprinted genes 

Mild overall hypermethylation 
of the DMRs 

Mouse Neural tube IUGR 
induced 

Alcool 
treatment/AZA 
treatment  

5-MeC, MBD1, DNMT1 
expression 

Altered DNA methylation 
following drug(s) treatment 

  

Human Placenta Fetal Growth 
Restriction 

  H19 was increased in IUGR H19 methylation lower increased H19 transcription in 
the FGR group of placentas. 

Mouse Lungs Induced 
IUGR 

Antenatal maternal 
hypoxia 

ACE1 mRNA increased but 
protein decreased 

Methylation unchnaged in 
the promoter 

  

        
Ace2 increased mRNA and 
protein     
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        At-1b increased     
        Renin increased protein     

        
mmir 199b, 27b, 200b, 468 
decreased     

Human Placenta IUGR   TBX15 expression regulated by 
PDX1, repressed in IUGR 

Promoter induction is 
methylation and PDX1-
dependent   

Human Blood cells IUGR     
IGF2 no significant 
differences   

          
GNASAS no significant 
differences   

          
INSIGF no significant 
differences   

          
LEP no significant 
differences   

Mouse All tissues IUGR 
induced 

substitution of the 
CTCF binding site 
with Chicken b 
globin insulator x2 

  IGF2   

Human   SRS   Uniparental disomy 
chromosome 7 

44% of the patients with 
hypomethylation on 
chromosome 11p15 

  

Mouse embryo and 
placenta 

IUGR Alcohol induced, 
correction by 
methyl donors for 
malformation in 
paricular 

Igf2 decreased ~1,5 fold Moderate decrease at 4 
CpG of Igf2 

  
Human Placenta/Bl

ood/fetal 
Preeclampsia 
and IUGR 

  TIMP3 expression inversely 
correlated with methylation 

Illumina 1505 CpG, 34 loci 
hypomethylated in EOPET, 
5 in IUGR; TIMP3    

          CAPG   
          GLI2   
          KRT13   
Human cord blood, 

placenta 
and 
umbilical 
cord 

Idiopathic 
IUGR 

  IGF2/H19 LINE-1 methylation, ICR1 
of IGF2/H19 DMR2 
hypomethylation 

  

Human 

Fetal DNA 
in maternal 
plasma IUGR/preeclampsia SRY   

Diagnostic/prognostic seems 
possible? 

        RASSF1A 
hypermethylated 
RASSF1A   

        Beta-globin     
Rat Pancreas IUGR Bilateral uterine 

artery ligation 
Change in mRNA expression of 
genes associated with cell death, 
vascularisation, beta-cell 
proliferation and insulin 
secretion 

1400 loci identified by the 
HELP technique at 
conserved intergenic loci 

  

Human CD34+ 
hematopoie
tic stem 
cells from 
cord blood 

IUGR      near    

Human   Silver-
Russell 
syndrome, 
IUGR 

    PLAGL1   

          

IGF2R  several (~10%) 
patients with a complete 
gain of methylation   

          PEG10   
          MEST1   
          GRB10   
          KCNQ1OT1   
          H19 loss of methylation   
          IGF2P0   
          DLK1   
          PEG3   
          NESPAS   
Human Placenta IUGR, 

Preeclampsia
, PE+IUGR 

  IGF2/H19 ICR1 Illumina Golden Gtae/ 
Bisulphite Pyrosequencing  
11p15 ICR1 demethylated 
in normotensive IUGR 
placentas only. ICR2 not 
modified, LINE-1 not 
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modified 
Rats Hypothala

mus 
IUGR, 
induced 

isocaloric low 
protein; (Restricted 
and control fetuses 
adopted randomly 
by restricted or 
control mothers, for 
estimating 
separately the 
effects of gestation 
and lactation) 

Cell 
differentiation/Cytoskeleton, 
catch-up growth corrects the 
phenotype delayed placental 
leptin surge; expression 
modifiedin IUGR Bmp2,4,7, 
cyclin , double cortin, Dnmt1, 
Dnmt3a 

POMC promoter overall 
demethylated at 7 positions 
at PND12  

  

Mouse early 
neurulation 

IUGR 
induced by 
alcohol 
consomption 

IUGR Links methylation expression for 
84 genes 

Genome-wide MedIP-chip 
chromosomes 7, 10 and X 
more frequent; imprinted 
genes, cell cycle, growth, 
apoptosis, cancer and 
olfaction  

  

Human Leukocytes BWS/SRS IUGR/overgrowth IGF2/H19 Genetic defects affecting 
methylation of ICR1 in 21 
BWS and16  SRS patients 
outside the CTCF binding 
sites 

  

Human Placenta IUGR/PE IUGR Cullin4B, Cullin7 Cullin7 promoter 
hypomethylated in IUGR 

 SP1 may act as a regulator 
induced by IUGR of Cullin 
genes 

Human Leukocytes SRS/ BWS   five maternally and two 
paternally methylated loci 

167 patients, Loss of 
methylation at 11p15 SRS 
and BWS patients, outsied 
ICR1 and 2, LOM at other 
loci (DLK1/GTL2 DMR 
(>2/3 patients). Multilocus 
LOM for SRS patients. 

multilocus LOM can also 
concern RSS patients, LOM 
can involve both paternally 
and maternally methylated loci 
in the same patient 

Human   SRS IUGR 
and postnatal 
growth 
retardation 

    Exclusion of LOT1 
(ZAC1/PLAGL1  in SRS) 

  

          Impact of epigenetic 
mechanisms in 
development of the CVS 

  

Human Leukocytes SRS     UPD (chr7)and 11p15 
epimutation are not always 
associated assessed for a 
group of 188 patients 

  

Rat Liver IUGR Bilateral uterine 
artery ligation 

IGF1: Days 0 and 21 IUGR 
decreases the hematic and seric 
expression 

Methylation analyzed > at 
several positions among 12 
CpG sites. Several 
modifications in both 
directions at D0 and  D21. 
Strong hypermethylation at 
D0 At Prom2 (6 CpG 
analyzed) rather 
normalized at P21. Histone 
(6 modif, P1 taken as 
reference.   

Mouse Placenta IUGR 
induced by 
alcohol 
exposure 
periimplanta
tory 

IUGR   H19 DMR less methylated 
(paternal alleles). 
Imprinting unaffected 

  

Human DNA 
(blood 
cells?) 

SRS     201 patients at IGF2/H19 
40% of the patients with 
epimutation at the locus 
amongst 201 

  

Human Placenta 
and 
neonatal 
blood 

IUGR   IGF2 expression decreased, one 
case of H19 biallelic expression 

KvDMR and H19 DMR, 
20 controls and 24 SGA, 
alterations leading to  
abiallelic expression of 
H19 in one case 

  

Human Blood cells BWS/SRS       technique by High-resolution 
Melting curves 

Rat Pancreas IUGR  IUGR induced by 
bilateral arteries 
ligation 

PDX1 low levels in beta cells. 
Inactivation reversible by 
HDAC inhibition. 

 Evaluation of DNA from 
islets of 5 IUGR and 5 
control animals revealed 
that at age 2 weeks none of 
the 14 CpG sites in 
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the Pdx1 promoter were 
methylated in islets from 
either IUGR or control 
animals. At 6 months of 
age (n = 5 animals per 
group), Pdx1 DNA 
methylation levels across 
the CpG island averaged 
51.3% ± 10.3% compared 
with no CpG methylation 
in controls (P < 0.05 vs. 
controls). No single CpG 
site was consistently 
methylated . 

Human DNA 
(blood 
cells?) 

SRS   IGF2/H19 ICR1 hypomethylation   

Human DNA 
(blood 
cells?) 

SRS     Analysis of several 
regions: 14q32, 6q24 
ICR2. Only 11p15.5 and 
UPD7 seem important. 

  

Rat Skeletal 
muscle 
(proxy 
C2C12) 

IUGR     Glut4 Promoter, three CpG 
clusters affecting the 
binding of MEF2A, 
MEF2D and MYOD 

IUGR induce epigentics 
alterations that modifies 
GLUT4 transcriptioni in 
skeletal muscle. 

Human   SRS   IGF2/H19 Epimutations at 11p15 
(19/44), UPD7 (5/44) 

IGFBP3 and IGF1 modified. 

Human   SRS     11p15 Technical approach to screen 
by multiplex ligation the 
11p15 region 

Human   SRS     Evaluation of the 
prevalence of 
epimetuationsa at 11p15 in 
SRS 

  

Human DNA 
(leukocytes
) 

SRS After IVF   31 Cytosines at 
PEG/MEST (7q31) and 23 
at a the H19 DMR at  
11p15 

In this case abnormal 
methylation at the PEG/MEST 
locus 

Mouse Placenta IUGR induced by oral 
infection with 
Campylobacter  
Rectus 

Igf2 down-regulated hypermethylation of the 
Igf2 P0 promoter 

  

Human DNA SRS     11p15 epimutations are 
associated to SRS 

  

Rat Liver IUGR Bilateral uterine 
artery ligation 

DUSP5 mRNA reduced methylation of exon 2 of 
DUSP5 

dephosphorylates ERk1 and 2 
inducing phosphorylation of 
p612 IRS-1, insulin resistance 

    SRS and 
BWS 

fetal and postnatal 
growth retardation 

Imprinted domains in 11p5 Loss of DNA methylation fetal and postnatal growth is 
epigenetically controlled by 
different ICRs, at 11p15 and 
other chromosomal regions 

Human DNA     SRS and 11p15 epimutations, no 
in IUGR idiopathic 

    

Rat brain IUGR Bilateral uterine 
artery ligation 

  Cerebral DNA methylation 
reduced at D0, decrease of 
DNMT1, MECP2, 
HDAC1, remain low at d21 

  

Human Placenta IUGR   PHLDA2 increased, MEST3, 
MEG, GATM, GNAS PLAGL1 
decreased 

DNA methylation at 
PHLDA2 and MEST 

  

        

non imprinted: LEP, CRH, 
HPGD, INHBAn IGF1, INDAO, 
PSGs GLRX, AGTR1, DSCR1, 
SLC     

Human DNA SRS     Epimutations at 11p15   
Rats Liver IUGR Bilateral uterine 

artery ligation 
S-adenosyl homocystein, 
decrease methionin adenosyl 
transferase and cystathione-beta 
synthase 

consequences on DNA 
methylation 

  

Mouse Mouse 
embryos 

  Growth alterations imprinted loci in Chrs 11 and 7 p     

Human Placenta IUGR Growth retardation ESX1L imprinted in mice, not in 
humans,  no variation in 
human IUGR (methylation 
and expression) 

  

Rat Kidney IUGR Bilateral uterine p53 hypomethylations exons 5-  
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artery ligation 8 
Human   IUGR Growth retardation duplication of 11p15 maternal     
Mouse Liver of 1 

day old 
mice 

IUGR Growth retardation IGF2 Deletion of a 54 bp 
methylated core region in 
DMR2 on the paternal 
allele reduced Igf2 mRNA 
levels 

intragenic methylationc an 
increases levels of 
transcription 

       Human Placenta Preeclampsia   CAPN2, EPHX2, ADORA2B, 
SOX7, CXCL1 & CDX1 

Microarray analysis 
identified 296 genes that 
showed significantly 
aberrant DNA methylation 
in preeclampsia (PE) 

This study demonstrated 
aberrant patterns of DNA 
methylation in PE 

Human Placenta Preeclampsia 
and Early 
onset 
Preeclampsia 
(EOPET) 

  TIMP3, CAPG, MEST The promoter of TIMP3 
was confirmed to be 
significantly 
hypomethylated in EOPET 
placentas 

gene-specific hypomethylation 
may be a common 
phenomenon in EOPET 
placentas, and that TIMP3 
could serve as a potential 
prenatal diagnostic marker for 
EOPET. 

Human maternal 
plasma 

Preeclampsia   RASSF1A Hypermethylation of 
RASSF1A in PE 

utility of hypermethylated 
RASSF1A sequences in 
maternal plasma as a gender- 
and polymorphism-
independent marker for pre-
eclampsia. 

Human maternal 
plasma, 
Placenta 

Preeclampsia   RASSF1A, SERPINB5     

Human Placenta Preeclampsia   MMP9 hypomethylated in PE 
placentas 

Reduced synthesis of MMP9 
in PE placentas may result 
from epigenetic changes of the 
methylation status of CpG 
sites in the promoter region. 

Human Placenta Preeclampsia/IUGR SERPINA3, A5, A8, B2, B5, 
and B7 

Hypomethylation of 
SERPINA3 promoter in PE 
and IUGR 

  

  Placenta Preeclampsia/IUGR TBX15, PDX1 Hypomethylation of 
TBX15 promoter 

Reduced expression of TBX15 
in IUGR 

Human JEG-3 cells Preeclampsia/IUGR SERPINA3     
Human Placenta Preeclampsia    Global DNA methylation Increased  global DNA 

methylation levels were 
seen in the PE group 

A positive association 
between global DNA 
methylation and systolic  and 
diastolic  blood pressure was 
seen in the term PE group 

       Human Sperm ART       The proportion of sperm with 
DNA fragmentation appears to 
be potentially useful as a 
predictor of ICSI outcome, 
whereas embryo quality based 
on morphological criteria, 
appeared unaffected by DNA 
fragmentation 

Human/
Mouse 

germ cells and testis 
somatic cells 

  DAZ and  DAZL      

medakaf
ish 

sperm, 
ovary 

gametogenes
is 

  DAZ and  DAZL    the odazl or its protein is a 
marker for germ cells during 
embryogenesis and at critical 
stages of gametogenesis in 
both sexes of medaka 

Human spermatozo
a, 
leukocytes, 
placenta 

ART Inheritable male 
infertility 

DAZ and DAZL    The 5' end of both genes are 
hypomethylated in 
spermatozoa but not in 
leukocytes or placenta, 
consistent with the expression 
pattern of the genes 

Human sperm oligoasthenozoospermic DAZL increased methylation 
defects in the DAZL 

Incorrect DNA methylation of 
the DAZL promoter CpG 
island associates with 
defective human sperm. 

Pig somatic and 
germ cells 

Azoospermi
a 

 Male infetility DAZL  Methylation supresses 
DAZL promoter activity 

DNA methylation may 
suppress DAZL expression in 
somatic cells by interfering 
with Sp1 binding 

Human testicular idiopathic   VASA  high VASA TDMR   
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biopsies azoospermic 
or severely 
oligospermic 

methylation rates in MA 

Human Sperm oligospermic   MEST and H19     
Human Sperm azoospermia, 

vasectomy 
reversal 

  H19, IG-GTL2 and MEST Hypomethylation of H19 
DMR 

  

Human  Sperm oligospermic
, 
teratozoospe
rmic and 
OAT 

  H19 and IGF2  Perturbations of the 6th 
CTCF site of the H19 
DMR 

  

Human Sperm low sperm motility HDAC1,  SURT3, DNMT3A     
Human Sperm severe OZ 

and 67 
moderate OZ 

    abnormal methylation   

Human Sperm oligospermic 
patients and 
patients with 
known 
anomalies of 
the 
protamines 

  LIT1, MEST, SNRPN, 
PLAGL1, PEG3, H19 and IGF2 

significantly increased 
methylation 

  

Human Sperm ART, Oligospermia XIST, DNMT3L     
Mouse Blastocysts ART Superovulation  H19 Superovulation clearly 

disrupted H19 
methylationgene 
expression in individual 
blastocysts 

H19 could be used as a sensor 
of the invasiveness of the 
ART 

Female 
rat 

Spermatogo
nia 

vinclozolin, 
methoxychlo
r  

Inheritable male 
infertility 

Global DNA methylation altered DNA methylation 
patterns in the germ line 

  

       Human Endometriu
m biopsies 

Endometrios
is 

  84 nuclear receptor genes    DNA methylation and 
transcriptional repression 
signaling as the most affected 
pathway in endometrium in 
women with endometriosis 

Human/
Mouse 

eutopic 
endometriu
m 

Endometrios
is 

  Hoxa10, IGFFBP1, Pgr-AB hypermethylation of 
Hoxa10 in the 
endometriosis 

  

Human Endometriu
m biopsies 

Endometrios
is 

  Hoxa10  Hypermethylation Reduced expression of 
Hoxa10 in endometrion is 
associated with 
hypermethylation 

Human cystic 
endometrio
sis lesions 
of the ovary 

Endometrios
is 

  SF1 Methylation reduces SF1 
expression 

increased methylation of SF1 
promoter in endometrial cells 

Human Endometria
l cells 

Endometrios
is 

  PR-B  partial methylation of PR-
B promoter associated with 
a reduction in its 
expression  

prolonged exposure of 
endometrial cells to TNF-
alpha induces partial 
methylation of PR-B promoter 

Human Endometriu
m biopsies 

    APC, CDKN2A, PYCARD, 
RARB, RASSF1 and ESR1 

    

Human Endometriu
m biopsies 

OMA, DIE and SUP Global DNA methylation 35 genes alterations of 
methylation associated to 
expression modifications 

  

       Mouse Ovary PCOS   LHR, AR, FSHR and H19 LHR gene was 
demethylated in PCos  

evidence for close linkage 
between DNA demethylation 
of LHR and PCOS 

       
Mouse Oocytes, 

blastocytes 
ART   DNA methylation of imprinted 

genes  
maternal as well as 
paternal H19 methylation 
was perturbed by 
superovulation 

  

Mouse blastocystes     H19 Culture medium affects 
H19 methylation and 
expression 

  

Human placenta 
and cord 
blood 

ART   DNA methylation at more than 
700 genes (1536 CpG sites) 

ART may have an effect on 
global patterns of DNA 
methylation and gene 
expression 

  

Human Lymphocyt
es and 
buccal cells 

ART   KvDMR and CTCF binding sites 
in H19, IGF2 DMR0 and IGF2R  

differences in methylation 
in IGF2 and IGF2R 
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ANNEXE 3 

  

LLAA  RREEGGUULLAATTIIOONN  DDEE  MMIIRR3344--AA  DDAANNSS  

LLEESS  PPAATTHHOOLLOOGGIIEESS  PPLLAACCEENNTTAAIIRREESS  

  
(soumis à Epigenetics, under review) 
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Résumé 

Cette étude a été principalement réalisée au cours du stage de M1 de Dorothée Houry, 

que j’ai co-encadré avec Daniel Vaiman. Le point de départ de cette étude a été l’observation 

d’une diminution de l’expression de la SERPINAγ suite à la surexpression de mirγ4a dans 

des cellules de cancer du colon (lignée HTC116) par une approche transcriptomique. Or, la 

SERPINAγ est un de nos gènes d’intérêt dans l’étude des pathologies placentaires (Annexe 

3).  

Nous avons donc étudié l’expression de mirγ4a (en détectant le micro ARN primaire, 

pri-mir34a) dans des placentas témoins et pathologiques et cherché à mieux comprendre sa 

régulation (grâce à son analyse dans des cellules JEG-3).  

Ainsi, nous avons montré que le pri-mir34a est surexprimée dans les placentas 

prééclamptiques et que son expression placentaire est beaucoup plus élevé au cours du 

premier trimestre de la grossesse qu'à terme. En ce qui concerne la régulation de mir34a, nous 

avons montré que P53, un activateur connu de mir34a, est réduit dans tous les placentas 

pathologiques et que l'hypoxie peut induire l'expression du pri-mir34a dans des cellules JEG-

3. Nous avons également étudié l'état de méthylation du promoteur de mir34a (autour des 

sites de liaison de P53) et avons révélé son hypométhylation dans tous les placentas 

prééclamptiques (associée ou non à un RCIU) par rapport à des placentas normaux, tandis que 

l'hypoxie induit son hyperméthylation dans les cellules JEG-3. Enfin, nous avons évalué la 

régulation de la SERPINA3 par mir34a dans les cellules JEG-3 et démontré une inhibition de 

son expression suite à la surexpression de mir34a, ceci étant indépendant de la 3'UTR de la 

SERPINA3. 

En conclusion, nous apportons de nouveaux arguments en faveur  d’un rôle de mir34a 

dans la physiopathologie des maladies placentaires, renforçant ainsi les études précédentes 

montrant que mir34a réguler la capacité d'invasion des cellules du trophoblaste. Toutes ces 

données sont cohérentes avec une participation de mir34a dans le développement de la 

prééclampsie. 
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Mir34a: a key player in preeclampsia pathophysiology 

 
Doridot L#, Houry D#, … , Vaiman D.  
# These two authors contributed equally to this study.  

 

Abstract 

 

  

 

 

Introduction 

 

Preeclampsia (PE) is a common pregnancy disease, affecting 5 to 10% of pregnancies (Sibai, 

Dekker, and Kupferminc 2005) and it is one of the first causes of maternal mortality. This disease is 

defined by the occurrence of gestational hypertension and proteinuria. The only definitive treatment is 

to deliver the placenta, and so the fetus and therefore it often leads to the birth of premature babies. PE 

can be associated with with intra-uterine growth retardation (IUGR), in around one third of the cases. 

Despite the late onset of the symptoms, the causes are thought to occur early during the first trimester 

of pregnancy, notably with an abnormal placentation leading to shallow invasion of the maternal 

uterine arteries and hypoperfusion (responsible of a pathological hypoxia) (Redman and Sargent 

2005).  

In our team, we studied Serine protease inhibitor (SERPIN) family in the context of placental 

diseases. Indeed, these proteins are involved in various pathways affected in these diseases such as 

inflammation, coagulation, fibrinolysis, complement activation, and phagocytosis. We recently 

showed that SERPINA3 is upregulated in PE+IUGR and IUGR placentas and that its promoter is 

hypomethylated in PE and IUGR placentas in a region binding lots of transcription factor (like HIF, 

Hypoxia inducible factor) (Chelbi et al. 2007; Auer et al. 2010).  SERPINA3 is a specific inhibitor of 

elastase, a member of matrix metalloprotease family, which plays a crucial role during the 

implantation process, so this protein could play a role in the pathophysiology of PE. It is confirmed by 

the recent study showing the association of SNP in the promoter region of this gene and preeclampsia, 

these SNP regulating the fixation of transcription factor according to the methylation status (Chelbi et 

al. 2011).  

Micro RNAs (miRNAs) are post-transcriptional regulators, non-coding RNA. They are 

encoded in different parts of the genome: intergenic regions, but also intronic regions, and they can 
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also be polycistronic. They are mostly transcribed by RNA pol II. First they are transcribed as 

primary-miRNA, constituted by a hairpin and flanking sequences. This pri-miRNA is processed by 

Drosha Complex, an Rnase III enzyme, into precursor-miRNA which is only composed by the hairpin. 

This precursor-miRNA is then exported to the cytoplasm via Exportin 5. In the cytoplasm, the pre-

miRNA is processed by Dicer Complex, a second Rnase III enzyme, into a mature miRNA-miRNA* 

duplex. This double stranded molecule is composed by mature miRNA guide strand and miRNA 

passenger strand. The mature miRNA is then loaded into the RISC complex (RNA-induced silencing 

complex) while miRNA passenger strand is degraded. miRNA in the RISC complex can interact with 

UTR of its mRNA targets and could function with two silencing mechanisms : either mRNA target 

degradation, either mRNA target translational inhibition (Davis and Hata 2009; van Rooij and Olson 

2007).  

MiRNA have already been described to play essential role during development (Schmittgen 

2008). For example, mir-196 acts upstream of Hoxb8 and Sonic Hedgehog in limb development, for 

the antero-posterior axis patterning (Hornstein et al. 2005). So, miRNAs may function in fail-safe 

mechanisms, assuring fidelity of expression domains crucial for patterning/development. They could 

therefore be important for placentation, which is a finely regulated step for a harmonious pregnancy.  

Here, we specifically study mir34a, as it was recently shown that its overexpression in 

HTC116 cells (colon cancer cell line) leads to a decrease of SERPINA3 mRNA (Chang et al. 2007). 

So we assessed the idea that SERPINA3 could be regulated in placental diseases by an abnormal 

mir34a expression. Mir34a gene is located in chr1p36 and it has the specificity to have 2 exons, with 

the mature miRNA encoded by the second one, like all the miRNA from mir34 family. However 

mir34a has the particularity to have a very large intron of about 30 kb. It was shown that mir34a is 

regulated by P53 (via P53 binding sites in its promoter). Several validated targets of Mir34a are 

described which are implicated in different biological pathways. For example, mir34a inhibits BCL2, 

which is involved in apoptosis. Inhibition of CyclinD1 and E2 as well as Cyclin Dependent Kinase 

CDK4 and 6, MET, the hepatocyte growth factor receptor and the proto-oncogene N-MYC, all 

involved in cell cycle, leads to G1 arrest. E2F3 transcription factor inhibition leads to proliferation 

inhibition. Delta like protein DLL1, a notch ligand, is also inhibited by mir34a, which means Notch 

signalling can be disturb by mir34a. And last but not least, SIRT1, an NAD-dependent deacetylase, is 

a mir34a target, and it has also been shown to inhibit several pro-apoptotic proteins including P53, all 

of this forming a positive feedback loop (Hermeking 2010; Raver-Shapira et al. 2007).  

In this study, we showed that mir34a is expressed in the placentas, and differently in 

pathological ones. Its expression seemed to be elevated in early pregnancy. We revealed that P53, a 

key regulator of mir34a is reduced in all pathological placentas studied. We also showed that mir34a is 

induced by hypoxia in choriocarcinoma cells. We could display differences in promoter methylation 

status in pathological placentas and following hypoxia exposure in choriocarcinoma cells. And finally, 

we showed that mir34a is able to indirectly inhibit SERPINA3 expression in choriocarcinoma cell.  
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Methods 

Human Material Samples and Ethics 
Placentas from normal and pathological pregnancies (PE and IUGR) were collected after 

caesarean delivery from 3 maternities (St Antoine, Port-Royal, and Institut de Puériculture, Paris, 
France) following the indications of the Cochin Hospital ethical committee. We had access to 
complete clinical data for each individual. Placental fragment from voluntary termination of pregnancy 
were also collected and formed the “early placenta” group.  

The inclusion criteria used for PE patients were the following clinical thresholds: systolic 
pressure >140 mm Hg, diastolic pressure >90 mm Hg, and proteinuria >0.3 g per 24 hours. The 
inclusion criteria used for IUGR was weight at birth <10th percentile, and it was characterized as 
vascular if a notch was observed during uterine doppler at the second or/and the third trimester 
assessment.  

We classified the patients in 3 groups: isolated PE (PE), PE associated with IUGR 
(PE+IUGR), isolated IUGR (IUGR) and vascular IUGR (vasc IUGR). Women who underwent 
caesarean surgery without suffering any disease during pregnancy formed the control group. 

Fragments (10 to 20 mm) from the placental subchorial zone were dissected as described 
previously (Mondon et al. 2005, Vaiman et al. 2005). Maternal membranes were eliminated, and 
floating villi were washed in Hanks’ balanced salt solution (HBSS). A fraction of these samples was 
kept frozen and another kept in TRIzol (5 mL/g, Invitrogen), and total RNA was extracted, treated 
with RNase-free DNase, and quantified by spectrophotometry.  

 
 

RNA extraction and Quantitative RT-PCR conditions  
Total RNA from collected tissues was extracted using TRIzol Reagent (Invitrogen) in 

accordance with the manufacter’s instructions, treated with RNase-free DNase, and quantified by 
spectrophotometry. Reverse transcription (RT) was carried out according to a standardized protocol. 
Briefly, 4 µg of total DNase-treated RNA was reverse transcribed in a volume of 25 µL at 39°C using 
the M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) and random primers during 1 hour.  

Quantitative RT-PCR was carried out using the LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix 
(Roche Applied Science) in accordance with the manufacter’s instructions. The reaction was 
performed in a Light-Cycler 480 Thermocycler (Roche Applied Science). Primers were designed for 
the coding sequences of the different genes using the PRIMER3 software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3) and aligned with basic local alignment search tool software (BLAST) to avoid 
nonspecific annealing. Samples were submitted to cycling according to the following PCR program: 
95°C for 5 min followed by 45 cycles of 3 temperature steps (94°C for 10 s, 58°C for 15 s, and 72°C 
for 15 s). Finally, samples were submitted to a progressive temperature elevation (from 65 to 99°C at 
0.1°C/s), resulting in a melting curve, enabling to check the PCR products homogeneity. In addition, 
amplification products were systematically controlled by agarose gel electrophoresis.  

The threshold cycle number (Ct) values were collected with the LightCycler480 software 
(Roche Applied Science) in the exponential phase of the PCR reaction. These Cts were normalized by 
the Ct values obtained for the succinate dehydrogenase subunit A (SDHA) for mRNA used as 
normalising gene.  

All primers are presented as Supplemental Table 1.  
 

  

   

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3
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Name Forward Reverse 

SDHA TACAAGGTGCGGATTGATGA CAAAGGGCTTCTTCTGTTGC 

Pri-mir34 TTTAAGCTTATGCGCCCTGCC TTTCTCGAGAGAGCTTCCGAAGTCCTGG 

Genomic mir34a 

(for cloning) 
AAGGTGGTGGTCTGGCTATG CCAGGACTCCACGTTCATCT 

Mir34a Promoter CACGAGCAGGAAGGAGGAC GAGCAGGTAGTGCAGGCTTC 

P53 AGCAGTGGGGCTCTCAGTAA ATAAGCAGACAGGGCCACAC 

BCL2 CCCAAGCAATGGATGATTTGA GGCATTCTGGGAGCTTCATCT 

SERPINA3 AGCAGTGGGGCTCTCAGTAA ATAAGCAGACAGGGCCACAC 

SERPINAγ γ’UTR (for 
cloning) 

TGAGTGTGGTGGtctagaTGGAGA

CAAGGACCATTGTGCGTTTC 

 

TGAGTGTGGTGGtctagaGTCCAACGAAAT

TATTTATTGCTGTC 

 

Supplemental table 1: Primers for qPCR analysis 
 
Plasmid construction 

To produce the pcDNA-mir34a vector, a 1025 bp fragment encompassing the mir34a hairpin 
was amplified from placental genomic DNA and cloned into pcDNA3.1 vector (Life Technologies) 
digested by EcoRV (Fermentas).  It was already described that such construction could allow the 
expression and maturation of micro RNA (Rao et al. 2010).  

For Luc-γ’UTR-SERPINAγ, a γ5γ bp fragment corresponding to the γ’UTR of SERPINAγ 
was amplified from placental genomic DNA and cloned into a modified pGL3 basic vector (Promega, 
modified by the integration of a minimal CMV upstream of the luciferase gene) digested by XbaI 
(Fermentas). 
 
Cell culture, hypoxia and transfection.  

The JEG-3 cell line is a conventionally used model of trophoblast cells (Kohler et al. 1971).  
JEG-3 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium Glutamax (Life Technologies) 
supplemented with 10% of heat inactivated fetal calf serum (Life Technologies) and 1% 
penicillin/streptomycin, at 37°C in the presence of 5% CO2.  

To analyze the effect of hypoxia on gene expression, cells were seeded in 60 mm diameter 
glass dishes, placed in a Lwoff chamber at 37°C and exposed to an oxygen-depleted atmosphere (2% 
O2, 5% CO2) or maintained as control at 37°C in humidified normal atmosphere (20% O2 – 5% 

CO2). Cells were then harvested for RNA extraction using TRIzol Reagent (Invitrogen) at 3, 24, 36 

and 72 h. The kinetics was done twice independently. For 3h and 72h, a part of the cells was kept for 
genomic DNA extraction.  

For transfection to assess BCL2 and SERPINA3 expression following mir34a transfection, 
cells were seeded the day before transfection at 80% of confluence, and then transfected using 
lipofectamine β000 (Life technologies) according to manufacturer’s instruction. Three independant 
experiments each including three replicates for both conditions (empty vector and pcDNA-mir34a) 
were performed.  

For luciferase assay, cells were seeded the day before transfection at 30% of confluence, and 
then transfected using the calcium phosphate method as previously described XXX. For luciferase 
assays (see below), cells were seeded in 24-well plates and harvested after 48 h. Quantities of plasmid 
DNA used for transfections were, respectively, 1 μg per well total for luciferase assays (i.e., 590 ng of 
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reporter luciferase, 400 ng of mir34a-expressing vector and 10 ng of renilla, pRL-RSV, Promega). 
DNA quantifications were performed using a Nanodrop spectrophotometer. Each experiment included 
three to five replicates for each conditions and was repeated thrice independently.  

 
 

Luciferase Assay 
 Mirγ4a activity on γ’UTR of SERPINAγ was assessed by the Dual-Luciferase Reporter Assay 
System (Promega). A Renilla luciferase vector (pRL-RSV, Promega) was co-transfected in all 
experiments to monitor transfection efficiency. Luminescence was measured using a Berthold Lumat 
LB9507 luminometer (EG&G Berthold). The experiment was performed twice independently with 
three to six replicates per condition. The observed firefly activity was divided by the activity recorded 
from Renilla luciferase vector (pRL-RSV, Promega), and the mean values of the replicates were 
calculated. These mean values were then divided by the mean values of the corresponding condition to 
obtain the fold induction by mir34a expression compared to the empty vector.   
 
Genomic DNA extraction and methylation analysis with McrBC disgestion 

 
DNA was extracted under standard procedures (Mondon et al. 2005). Briefly, samples were first 

digested with proteinase K and SDS. Phenol-chloroform extractions were followed by alcohol 
precipitation of genomic DNA which was subsequently dissolved in water overnight. Gel 
electrophoresis and OD measurement (NanoDrop 1000; Thermo Scientific, Wilmington, DE) were 
performed to quantify the genomic DNA and check for its integrity.  

Methylation of mir34a promoter status was determined by methylation-sensitive McrBC-PCR 
assay, as previously described (Holemon et al. 2007; Ordway et al. 2006; Borghese et al. 2010).  

DNA (1μg) was treated either with β5 U of McrBC endonuclease (New England Biolabs, 
Beverly, MA) or mock treated with an equivalent volume of water in a 50-μl reaction mixture 
containing 1× NEB2 buffer, 0.1 mg/ml BSA, and 2 mm GTP. Treated and mock-treated reactions 
were incubated at 37 C during 6 h. Then, the enzyme was inactivated (65 C, 20 min), and the samples 
were precipitated, washed, and resuspended in γ0 μl of HβO. After the McrBC treatment, subsequent 
fluorescence-based quantitative PCR was used, starting from β μl of resuspended DNAs. Quantitative 
RT-PCR was carried out using the LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix (Roche Applied 
Science) in accordance with the manufacter’s instructions. The reaction was performed in a Light-
Cycler 480 Thermocycler (Roche Applied Science).  

Specific PCR primers for mir34a promoter and a region without McrBC restriction site (as a 
reference for normalising) were used. Samples were submitted to cycling according to the following 
PCR program: 95°C for 5 min followed by 45 cycles of 3 temperature steps (94°C for 10 s, 58°C for 
15 s, and 72°C for 15 s). Finally, samples were submitted to a progressive temperature elevation (from 
65 to 99°C at 0.1°C/s), resulting in a melting curve, enabling to check the PCR products homogeneity. 
In addition, amplification products were systematically controlled by agarose gel electrophoresis.  

The Ct (threshold cycle number) values were collected with the LightCycler software (Roche) 
in the exponential phase of the PCR. Cleavage of methylated DNA by McrBC induces DNA strand 
breaks and abrogates PCR amplification. Conversely, the presence of unmethylated cytosines in DNA 
prevents enzyme cleavage and can be detected by PCR amplification. Mock-treated DNA (undigested) 
served as a control and was considered as the maximal PCR product recovery. Methylated DNA has 
decreased amounts of PCR product after McrBC digestion. Thus, the Ct values of treated samples 
were normalized by the Ct values of the mock-treated DNA (ΔCt). The results are presented as fold 
induction of PCR product recovery after the digestion of DNA with McrBC relative to undigested 
DNA (computed by β−ΔCt). 
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Statistical analysis  

Statistical significance was evaluated using one or two-ways ANOVA followed by post-hoc 
tests (Student-Neuman Keuls) on the Ct differences (ΔCt) or normalized Relative Light Units. The 
calculations were made using the Excel® Add-in StatistiXL package. For the correlation analysis, a 
linear regression was performed on excel and the significance of the observed value of R was 
calculated with VassarStats website (http://www.vassarstats.net/).  The threshold for significance was 
fixed at 0.05. 

 
 

Results 

 We first assessed the mir34a expression in control and pathological placentas. MiRNA 

quantification is not easy due to their small size, so we decided to estimate mr34a expression by the 

quantification of the spliced primary miRNA (pri-mir34a), as it was previously done (Raver-Shapira et 

al. 2007). The complete set of data was analysed by ANOVA, but it didn’t reach significant values. 

However, if we focus on preeclamptic placentas, we could show an increased level of pri-mir34a (3 

fold) compared to control placentas (Figure 1, p=1.9x10-2 by Student test).  

 

Figure 1: Pri-mir34a mRNAs is significantly increased in PE and IUGR placentas 
Expression was assessed by qRT-PCR in 10 Term control placentas (Controls), 10 preeclamptic 
placentas (PE), 5 preeclamptic placentas associated with IUGR (PE+IUGR), 7 IUGR placentas 
(IUGR) and 6 vascular IUGR (vasc IUGR). The Ct values of each sample were normalized by those 
obtained for SDHA. The expression level obtained for the control placentas was arbitrary set to one. * 
for p<0.05.   
 

 We then investigate if there was a difference in the pri-mir34a expression in early placentas 

(from first trimester of pregnancy) and showed an important elevation (20 fold) of pri-mir34a RNA in 

these early placentas (Figure 2, p=1.3x10-7 by Student test).  

http://www.vassarstats.net/
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Figure 2: Pri-mir34a mRNAs level is significantly greater in first trimester placentas than in 
term placentas 
Expression was assessed by qRT-PCR in 10 Term control placentas (Term placentas) and 26 placentas 
from first trimester of pregnancy (Early placentas). The Ct values of each sample were normalized by 
those obtained for SDHA. The expression level obtained for the control term placentas was arbitrary 
set to one. *** for p<0.001.   
 

 

We then wondered if the increase observed in preeclamptic placentas was due to the placental 

term rather than the pathological state. Indeed, the preeclamptic placentas are younger than the control 

placentas (33 weeks and 4 days ± 5 days of amenorrhea against 39 weeks and 3 days ± 1 day, 

p=8,6x10-4 by Student test). To assess if mir34a expression diminishes according to placental term, we 

performed correlation analyses (Figure 3). The only significant correlation was found when all the 

placentas (from first and third trimester of pregnancy, with or without preeclamptic placentas 

exclusion) were taken into account (R = 0,75 for 63 samples, or 53 without preeclamptic placentas, 

p<0.0001 in both cases). If we consider these correlation, the preeclamptic placentas must have less 

than twice mir34a RNA (x1,85), so it is probably the combined effect of the pathology and the youth 

that explained the elevated mir34a level observed in preeclamptic placentas.  
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Figure 3: Individual pri-mir34a mRNAs level was spotted according to the term of pregancy 
Expression was assessed by qRT-PCR in 10 term control placentas (Controls), 10 preeclamptic 
placentas (PE), 5 preeclamptic placentas associated with IUGR (PE+IUGR), 7 IUGR placentas 
(IUGR), 6 vascular IUGR (vasc IUGR) and 26 placentas from first trimester of pregnancy (early 
placentas). The Ct values of each sample were normalized by those obtained for SDHA, and the 
obtained deltaCt were spotted according to the weeks of amenorrhea.  
 
 In order to better understand how the pri-mir34a is increased in pathophysiological placentas, 

we assessed the hypothesis of a regulation by hypoxia, as it is known that pathological placentas 

display a higher level of Hypoxia Inducible Factor (HIF) (Caniggia, Mostachfi, et al. 2000). To do so, 

we put choriocarcinoma JEG-3 cell in hypoxia (2% O2) and kinetically evaluate pri-mir34a expression 

(Figure 4). These revealed a strong induction of pri-mir34a expression after 24 and 36 hours of 

hypoxia (23 fold, p=2.2x10-2 and 6 fold, p=2.4x10-2 by Student test comparing normoxia and hypoxia 

deltaCt values, for 24h and 36h of hypoxia respectively).  
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Figure 4: Hypoxia induces the expression of pri-mir34a 
Expression was assessed by qRT-PCR in cells submitted to 3, 24, 36 or 48h of hypoxia (2% O2) or 
under classical normoxic culture condition (20% O2). The Ct values of each sample were normalized 
by those obtained for SDHA. The graphical representation shows the relative expression in hypoxia 
compared to normoxia. p=2.2x10-4 by two-factor ANOVA. * for p<0.05.  
 

As mir34a is regulated by P53 (Hermeking 2010), we looked at the expression of this factor in 

control and pathological placentas (Figure 5). We showed a systematic decrease of P53 mRNA level 

in all the pathological placentas studied. In preeclamptic placentas, a 3.2- to 3.7-fold decrease is 

observed (p=5.5x10-6 and p=2.2x10-3 for PE and PE+IUGR placentas, respectively). In IUGR 

placentas, it is a 2.2- to 2.7-fold decrease, which is observed (p=1.3x10-3 and p=4.1x10-3 for IUGR and 

vascular IUGR placentas, respectively). 
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Figure 5: P53 mRNAs is significantly decreased in all the pathological placentas 
Expression was assessed by qRT-PCR in 11 control placentas (Controls), 13 preeclamptic placentas 
(PE), 4 preeclamptic placentas associated with IUGR (PER), 7 IUGR placentas (IUGR) and 7 vascular 
IUGR (vasc IUGR). The Ct values of each sample were normalized by those obtained for SDHA. The 
expression level obtained for the control placentas was arbitrary set to one. p=1.3x10-5 by ANOVA. ** 
for p<0.01, *** for p<0 .001.  
 
  

So, P53 cannot explain the pri-mir34a increase in preeclamptic placentas. Other mechanism 

could explain mir34a regulation, such as promoter methylation. Indeed, the mir34a promoter contains 

a CpG island, so this gene could be regulated by methylation. We assessed the promoter methylation 

by a methylation sensitive enzymatic digestion (by McrBC) followed by quantitative PCR in normal 

and pathological placentas. The complete set of data was analysed by ANOVA, but it didn’t reach 

significant values. However, this experiment displayed a hypomethylation of the promoter in all 

preeclamptic placentas, associated or not with IUGR, compared to control placentas (Figure 6, 

p=4.6x10-2 and p=6.6x10-3 by Student test respectively for PE and PE+IUGR group compared to 

Control group).  

 

 
Figure 6: Mir34a promoter methylation is significantly decreased in PE placentas 
Methylation was assessed by McrBC digestion followed by quantitative PCR in 5 term control 
placentas (Controls), 5 preeclamptic placentas (PE), 5 preeclamptic placentas associated with IUGR 
(PE+IUGR) and 5 IUGR placentas (IUGR). The Ct values of each sample were normalized by those 
obtained for non-digested DNA. The methylation level obtained for the control placentas was arbitrary 
set to one. * for p<0.05 and ** for p<0.01.  
 

We also checked if hypoxia could influence the mir34a promoter methylation (Figure7), and 

we showed that 72 hours of hypoxia induced a hypermethylation of the promoter in choriocarcinoma 

cells (p=2.4x10-2 by Post hoc Student test compared to 72 hours in normoxic conditions). 
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Figure 7: Mir34a promoter methylation is significantly increased in cells submitted to 72 hours 
of hypoxia 
McrBC digestion followed by quantitative PCR in cells submitted to 3 and 72 hours of normoxia or 
hypoxia was performed to assess methylation status. The Ct values of each sample were normalized by 
those obtained for non-digested DNA. The graphical representation shows the relative methylation 
status in hypoxia compared to normoxia. * for p<0.05.  
 
 

 Finally, we performed overexpression of mir34a in JEG-3 cells to know if it could regulate 

SERPINA3. As a positive control, we assessed BCL2 expression in these cells, as it is a known target 

of mir34a. We found BCL2 mRNA level decreased 3-fold (p=1.6x10-2 by Student test compared to 

cells transfected with an empty vector), this way confirming the efficiency of the experiments. In the 

same condition, we showed a 2.2-fold decrease of SERPINA3 mRNA in cells transfected with mir34a 

(p=1.0x10-2 by Student test compared to cells transfected with an empty vector). Therefore, we 

confirmed the ability of mir34a to down regulate SERPINA3 expression.  
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Figure 8: Decreased BCL2 and SERPINA3 expression in cells transfected by a plasmid encoding 
mir34a 
Expression was assessed by qRT-PCR in cells transfected by an empty vector (Empty) or a plasmid 
encoding mir34a (mir34a). The Ct values of each sample were normalized by those obtained for 
SDHA. The expression level obtained for the control cells (empty vector) was arbitrary set to one. * 
for p<0.05.   
 
 
 However, the effect of mir34a on SERPINA3 expression could be direct or indirect. To have a 

better idea, we searched if SERPINA3 was predicted to be a mir34a target by predicting algorithms 

(such as TargetScan and miRanda). It is not the case. We then manually explored SERPINAγ γ’UTR 

for sequence complementarity to the seed region of mir34a. The seed region is located in position 2 to 

7 in the mature RNA, and it seems necessary to have an almost perfect match to this part to have an 

inhibitory effect. In SERPINAγ γ’UTR, we found only a very imperfect match. To determine if this 

may be enough to induce silencing, we cloned the complete γ’UTR of SERPINAγ downtream of the 

luciferase gene and realize transfection of JEG-3 cells with the concomitant transfection of mir34a 

plasmid or an empty vector (Figure 9). We didn’t show any difference in the luciferase activity 

following mirγ4a transfection, so mirγ4a didn’t target the γ’UTR of SERPINAγ.  

 

 



 

307 

 

 

Figure 9: Mir34a don’t regulate the SERPINA3 by targeting its 3’UTR 
Luciferase activity was measured in JEG-3 cells transfected with two different firefly luciferase 
vectors (CMV-luc to measure the basal level, and CMV-luc-γ’UTR-SERPINA3, which contains the 
γ’UTR sequence of SERPINAγ downstream of the luciferase gene) and with an empty vector or a 
plasmid encoding mir34a. The values of each sample were normalized by those obtained for Renilla 
luciferase. The graphical representation shows the fold induction following mir34a expression. NS for 
Non Significant.  
 

 

Discussion 

 

In this study, we showed that pri-mir34a is overexpressed in preeclamptic placentas and that 

its placenta expression is much higher during first trimester of pregnancy than at term. Concerning 

mir34a regulation, we showed that P53, a known activator of mir34a, is reduced in all pathological 

placentas and that hypoxia can induce pri-mir34a expression in JEG-3 cells. We also studied the 

methylation status of mir34a promoter (around the P53 binding sites) and revealed a hypomethylation 

in all preeclamptic placentas (associated or not with IUGR), whereas hypoxia induced a 

hypermethylation in JEG-3 cells. Finally, we assessed SERPINA3 regulation by mir34a in JEG-3 cells 

and demonstrated a down regulation of its expression following mir34a overexpression, this regulation 

being independent of γ’UTR SERPINAγ binding.  

The placental defect leading to preeclampsia is occurring in the first trimester of pregnancy, 

when mir34a is the most expressed so it could have a role in the early stages of preeclampsia. So we 

proposed a model (Figure 10): at the end of the pregnancy, in physiological cases, there is more P53, 

but mir34a promoter is more methylated and therefore could have a weak responsiveness; in 

preeclampsia, on the opposite, there is a smaller amount of P53 but a hypomethylated promoter which 

can have a better responsiveness to P53 and in sum induce a higher mir34a expression. At the 

beginning of pregnancy, the higher expression of mir34a could be partly due to HIF1, which is 

abundant due to the physiological hypoxia, and probably even more abundant in preeclampsia 
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(Caniggia, Winter, et al. 2000). Indeed, HIF binding site (RCGTG) can be found in mir34a promoter, 

and we show in JEG-3 cells a high induction of pri-mir34a in hypoxia. However, this activation by 

hypoxia is certainly mediated by a cofactor present in trophoblast cells as mir34a has been previously 

found to be decreased by hypoxia in another cell type (renal tubular epithelial cell) (Du et al. 2012). 

Furthermore, mir34a induction by hypoxia in the cell did not last more than 36 hours, probably due to 

the progressive promoter methylation. So at the beginning of pregnancy, a higher mir34a expression 

by a promoter hypomethylation, as what is observed at the end of pregnancy, could participate to 

induce preeclampsia.  

 

 

Figure 10: Mir34a regulation along pregnancy if physiological and pathological cases.  
In this model, we proposed that mir34a regulation is mediated by the combined effect of methylation 
status and transcription factor. At the end of pregnancy, P53 could bind the hypomethylated promoter 
of pathological placentas and induced a higher expression. At the beginning of pregnancy, HIF1 could 
induce a high expression of mir34a in physiological cases and a higher one in pathological cases.  

 

 Concerning the impact of mir34a overexpression in pathological cases, we propose that it 

could play a role via SERPINA3 downregulation. Indeed, we already proposed a role of this protein in 

placental diseases (Chelbi et al. 2007; Chelbi et al. 2012). However, how mir34a regulates SERPINA3 

remains elusive. It is probably indirectly, by downregulate an activator of SERPINA3 expression. 

Nevertheless, it could be through another part of SERPINA3 mRNA, as it is now demonstrated that 

miRNA can act on coding regions (Forman, Legesse-Miller, and Coller 2008).  

 In conclusion, we bring some new evidences about an involvement of mir34a in the 

pathophysiology of placental disease, thus reinforcing previous studies showing that mir34a regulate 

the invasive capacity of trophoblast cells (R. T. K. Pang et al. 2010, -34; R. T. Pang et al. 2013). All 

these data are coherent with an involvement of mir34a in preeclampsia development.  
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ANNEXE 4 

  

LLEESS  FFAACCTTEEUURRSS  DDEE  TTRRAANNSSCCRRIIPPTTIIOONN  

AA  DDOOIIGGTT  DDEE  ZZIINNCC  SSOONNTT  DDEERREEGGUULLEESS  

DDAANNSS  LLEESS  PPAATTHHOOLLOOGGIIEESS  

PPLLAACCEENNTTAAIIRREESS    

  
(en préparation) 
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Résumé 

 Le développement du placenta humain repose sur la différenciation des cellules 

souches trophoblastiques en trophoblastes invasifs, en trophoblastes villeux et en 

syncytiotrophoblaste. Un dysfonctionnement dans ces processus de différenciation peut 

conduire à des maladies placentaires, telles que la prééclampsie (PE) et le retard de croissance 

intra-utérin (RCIU). 

De nombreuses protéines à doigts de zinc (ZFP) ont été impliqués dans la régulation 

de la différenciation et de la détermination du destin cellulaire. 

Ici, nous avons sélectionné 16 gènes codant des protéines à doigts de zinc en fonction 

de leurs dérégulations dans des modèles cellulaires de maladies placentaires. Pour 9 d’entre 

aux, nous avons pu montré une diminution de leur expression, que ce soit dans tous les cas de 

RCIU (ZNF334 et ZNF559) ou, plus précisément dans les RCIU avec une composante 

vasculaire (ZNF35, 654, 354C et ZIM2). ZNF91, 292 et 295 sont diminué dans les cas de pré-

éclampsie, en plus des cas de RCIU. Lorsque les deux maladies sont combinées, seul ZNF395 

a été trouvé dérégulé (augmenté). Six de ces gènes sont également régulés par l'hypoxie dans 

les cellules de choriocarcinome JEG-3. 

L'altération de l'expression de ces facteurs de transcription dans les placentas 

pathologiques et leur régulation par l’hypoxie ouvrent la voie à de nouvelles hypothèses quant 

à leur rôle dans la physiopathologie des maladies placentaires. 
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Zinc Finger Transcription Factors are deregulated in placental 
diseases 

 
Doridot et al.  
 

Abstract 
 

Human placental development rests on the differentiation of trophoblast stem cells into 

invasive trophoblast, villous trophoblasts and syncytiotrophoblast.  Dysfunction in the differentiation 

process may lead to placental diseases, such as preeclampsia (PE) and intrauterine growth restriction 

(IUGR).  
Numerous zinc finger proteins (ZFPs) have been implicated in regulating differentiation and 

cell fate determination.  

Here we selected 16 zinc finger protein genes according to their deregulations in cell models 

of placental diseases. Expression levels were decreased for 9 genes, either in all cases of IUGR 

(ZNF334 and ZNF559), or specifically in IUGRs with a vascular component (ZNF35, 654, 354C and 

ZIM2). ZNF91, 292 and 295 were decreased in preeclampsia and IUGR. When the two diseases were 

combined, only ZNF395 was deregulated (increased). Six of these genes were induced by hypoxia in 

the JEG-3 choriocarcinoma cell models.  

The expression alteration of theses transcription factors open therefore new gates for 

understanding the pathophysiology of placental diseases.  

 

Introduction 
 

Preeclampsia (PE) and intrauterine growth restriction (IUGR) are two common obstetrical 

complications, which represent major causes of materno-fetal morbidity and mortality. PE complicates 

2-5% of all pregnancies, and is associated with IUGR in roughly 30% of cases (Sibai et al., 2005). 

IUGR is defined by a falling off in the fetal growth curve, but practically, infants being below the 

tenth percentile for their gestational age are generally considered growth restricted, so IUGR arises by 

definition in 10 % of pregnancies. PE is a maternal multi-systemic disorder characterized by 

pregnancy-induced hypertension, proteinuria and endothelial dysfunction. It can lead to life-

threatening clinical conditions, such as hemolysis, elevated liver enzymes and low platelets (HELLP) 

syndrome or eclampsia (seizures) (Jebbink et al., 2012). Both diseases often share a common etiology 

with notably a defective placental perfusion, subsequent to shallow invasion of uterine spiral arteries 

by invasive extravillous cytotrophoblats. This substandard invasion results in a deficient maternal 

arterial remodelling at the feto-maternal interface, consecutively leading to intermittent vascular flow, 

hypoxia-reoxygenation injuries, localized ischemic lesions and oxidative stress. The most classical 

hypothesis for explaining the preeclamptic syndrome is that the release of placental factors, such as 
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secreted molecules and microparticles, into the maternal blood flow triggers maternal systemic 

inflammation, endothelial lesions and subsequent symptoms (Maynard and Karumanchi, 2011). 

Recently, several high throughput analysis of different models for PE and IUGR have been 

performed (Buffat et al., 2007; Rigourd et al., 2008). The analysis based on STOX1 overexpression in 

JEG-3 cells, a choriocarcinoma cell line considered as a model for trophoblasts cells, showed that the 

transcriptomic alterations induced by STOX1 are reminiscent of those observed in preeclamptic 

placentas (Rigourd et al., 2008). Recently, it has been shown that mice carrying fetuses overexpressing 

STOX1 are prone to severe preeclampsia (Doridot et al, 2013). To note, in JEG-3 cells overexpressing 

STOX1, functional clustering identified a strong enrichment in transcription factors among the 

modified genes especially in members of the zinc finger protein family, with induction ratios reaching 

more than 5 fold at the transcription level (Rigourd et al., 2009).  

The zinc finger proteins are a large family of proteins originally described as DNA binding 

proteins. Indeed, in the human genome, around 1000 genes encode proteins containing zinc fingers. 

These proteins are characterized by short protein motifs composed of two or three ȕ-layers and one α-

helix. Besides DNA binding, zinc fingers can also provide protein–protein and RNA–protein 

interactions. Many proteins containing zinc fingers are trans regulators of gene expression that play an 

important role in cellular processes such as development, differentiation, and suppression of malignant 

cell transformation (oncosuppression) (Razin et al., 2012). However, the precise function of most zinc 

finger proteins is not characterized.  

Several zinc finger proteins have already been described or proposed to play a role in placental 

development. For example, the GATA factors are essential for trophectoderm maintenance at the 

blastocyst stage, and are probably important for placental morphogenesis (Bai et al., 2013). Sp1 and 

Sp3 transcription factors are also essential for placental development as their reduced quantity in 

compound heterozygous knock out mice displayed a reduced spongiotrophoblast layer and a severe 

disorganization of labyrinth (Krüger et al., 2007). Zfp36L1 and Zfp568 were also showed as important 

for chorioallantoic attachement and extraembryonic mesoderm migration, respectively (Shibata and 

García-García, 2011; Stumpo et al., 2004). More recently, a new imprinted gene of the zinc finger 

family, ZFAT, was described in human placentas and its expression was showed as decreased in 

pathological placentas (Barbaux et al., 2012), suggesting a role in placental development, for which 

several imprinted genes are already described as crucial. Therefore zing finger protein could 

participate in pathophysiological pathways involved in placental diseases.  

Here we revealed expression variation of selected genes from the zing finger protein family in 

pathological placentas. Most of them were also regulated by hypoxia. Since hypoxia-hyperoxia is an 

important signal in placental development and function, this suggests that these genes could play a part 
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in placental diseases.  

 

Methods 
 
Human Material Samples and Ethics 

Placentas from normal and pathological pregnancies (PE and IUGR) were collected after 
caesarean delivery from 3 maternities (St Antoine, Port-Royal, and Institut de Puériculture, Paris, 
France). The Cochin Hospital ethical committee approved this study and patients gave their informed 
consent. We had access to complete clinical data for each individual.  

The inclusion criteria used for PE patients were the following clinical thresholds: systolic 
pressure >140 mm Hg, diastolic pressure >90 mm Hg, and proteinuria >0.3 g per 24 hours. The 
inclusion criteria used for IUGR was weight at birth <10th percentile, and it was characterized as 
vascular if at least a notch was observed during uterine Doppler at the second or/and the third trimester 
assessment.  

We classified the patients in 3 groups: isolated PE (PE), PE associated with IUGR 
(PE+IUGR), isolated IUGR (IUGR) and vascular IUGR (vascIUGR). Women who underwent 
caesarean surgery without suffering any disease during pregnancy formed the control group (C). 

Fragments (10 to 20 mm) from the placental subchorial zone were dissected as described 
previously (Mondon et al. 2005, Vaiman et al. 2005). Maternal membranes were eliminated, and 
floating villi were washed in Hanks’ balanced salt solution (HBSS). A fraction of these samples was 
kept in TRIzol (5 mL/g, Invitrogen), and total RNA was extracted, treated with RNase-free DNase, 
and quantified by spectrophotometry.  
 
Primers and Quantitative RT-PCR Conditions 

Reverse transcription was carried out according to a standardized protocol (Mondon et al. 
2005). Briefly, 2 μg of total DNase-treated RNA was reverse transcribed in a volume of 25 μL at 39°C 
using the Superscript reverse transcriptase (Invitrogen) during 1 hour.  

Quantitative RT-PCR was carried out in duplicates on 16 control, 12 PE, 7 PE+IUGR, 9 IUGR 
and 7 vascular IUGR placentas (Table 2). The quantitative PCR was performed with the LightCycler® 
480 SYBR Green I Master containing FastStart Taq DNA Polymerase, 1 mM of each primer and 2 μL 
of cDNA (10 times diluted after the reverse transcription). The reaction was performed in a 
LightCycler 480 Instrument II, a plate-based thermal block cycler (Roche). Primers (Supplementary 
Table 1) were designed for the coding sequences of the different Zinc finger protein using the 
PRIMER3 software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3). The different couples were chosen from 
two adjacent exons, to recover all of the previously described isoforms and aligned with basic local 
alignment search tool software (BLAST) to avoid nonspecific annealing. Their efficiency was assessed 
and validated as 2. We used the PCR program: 95°C for 5 min followed by 45 cycles of 3 temperature 
steps (95°C for 10 s, 58°C for 15 s, and 72°C for 15 s). Finally, samples were submitted to a 
progressive temperature elevation (from 65 to 99°C at 0.1°C/s), resulting in a fusion curve, enabling to 
check the PCR products homogeneity. In addition, amplification products were systematically 
controlled by agarose gel electrophoresis. The threshold cycle number (Ct) values were collected with 
the LightCycler software (Roche) in the exponential phase of the PCR reaction. These Cts were 
normalized by the Ct values obtained for the succinate dehydrogenase subunit A (SDHA) used as a 
normalizing gene and shown previously to be stable and highly expressed in the placenta. 

 
Cell culture and hypoxia.  
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The JEG-3 cell line is a conventionally used model of trophoblast cells (Kohler et al. 1971).  
JEG-3 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium Glutamax (Life Technologies) 
supplemented with 10% of heat inactivated fetal calf serum (Life Technologies) and 1% 
penicillin/streptomycin, at 37°C in the presence of 5% CO2.  

To analyze the effect of hypoxia on gene expression, cells were seeded in 60 mm diameter 
glass dishes, placed in a Lwoff chamber at 37°C and exposed to an oxygen-depleted atmosphere (2% 
O2, 5% CO2) or maintained as control at 37°C in humidified normal atmosphere (21% O2 – 5% 

CO2). Cells were then harvested for RNA extraction using TRIzol Reagent (Invitrogen) at 3, 6, 12, 24, 

36 and 48 h. The kinetics was done twice independently (except for 12h of hypoxia, conditions for 
which one of the experiments was lost due to RNA degradation).  

 
Statistical analysis 

Statistics were systematically performed with the delta Ct values and using the StatistiXL add-in, and 
by full factorial analysis of variance, followed by post hoc Student test. Values of P < 0.05 were 
considered significant. 

 

Results 

 

We selected 16 genes of the zing finger family according to their variation found in the 

transcriptomic analyses previously performed in the laboratory (Table 1). These analyses consisted in 

the comparison of native JEG-3 choriocarcinoma cells with different modified counterparts. The 

modified cells are of 4 types: 1) by the overexpression of STOX1 transcription factor, proposed to 

play a essential role in PE (Doridot et al., 2013; Rigourd et al., 2008, 2009); 2) by the overexpression 

of PDX1 transcription factor, as this transcription factor was proposed to play a role in IUGR (Buffat 

et al., 2007); 3) submitted to culture conditions with protein depletion, in order to mimic IUGR as it 

was conclusively done in a rat model (Buffat et al., 2007) and 4) submitted to culture conditions with 

protein depletion in the context of PDX1 overexpression.  

PDX1 has been previously shown to be overexpressed in vIUGR placentas (Buffat et al., 

2007), and is known to have a major role in the glucose-dependent regulation of the insulin gene 

expression (Johnson et al., 2006). The cellular model with PDX1 overexpression with protein 

depletion suggests that PDX1 counterbalance the harmful effect of protein depletion (unpublished 

data).  
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Gene Transcritomic data 
Localisation (according 

to ProteinAtlas) 

ZIM2 5,1 fold increase by STOX1 overexpression in choriocarcinoma cells * Nucleus 

ZMYM4 
2,8 fold increase by protein depletion in PDX1 overexpressing 
choriocarcinoma cells # 
2,5 fold decrease by PDX1 overexpression in choriocarcinoma cells * 

 
External layer of 
syncytiotrophoblast 
(membrane and cytoplasm) 

ZSCAN18 6,1 fold increase by STOX1 overexpression in choriocarcinoma cells * 
Syncytiotrophoblast, 
endothelial cells (nucleus) 

ZNF35 2,5 fold increase by PDX1 overexpression in choriocarcinoma cells * 
Weak expression in 
trophoblast cells 
(cytoplasm) 

ZNF334 
2,1 fold increase by protein depletion in choriocarcinoma cells (with # 
or without PDX1 overexpression §) 

Considered Negative 
 

ZNF395 4,1 fold increase by STOX1 overexpression in choriocarcinoma cells * 
Considered Negative 
 

ZNF627 3,8 fold increase by STOX1 overexpression in choriocarcinoma cells *  

ZNF644 2,7 fold decrease by PDX1 overexpression in choriocarcinoma cells *  

ZNF654 7,9 fold increase by STOX1 overexpression in choriocarcinoma cells * 
Trophoblast cells and 
decidua (cytoplasm) 

ZNF559 5,3 fold increase by STOX1 overexpression in choriocarcinoma cells *  

ZNF91 
3,8 fold increase by PDX1 overexpression in choriocarcinoma cells 
submitted to protein depletion $ 
2,1 fold decrease by protein depletion in choriocarcinoma cells § 

 

ZBTB45 
2,3 fold increase by PDX1 overexpression in choriocarcinoma cells 
submitted to protein depletion $ 

Trophoblast cells and 
decidua (cytoplasm) 

ZNF608 
5,6 fold increase by protein depletion in choriocarcinoma cells § 
2,7 fold increase by protein depletion in PDX1 overexpressing 
choriocarcinoma cells # 

Strong labelling of 
syncytium (cytoplasm) 
 

ZNF354C 

1,8 fold increase by protein depletion in PDX1 overexpressing 
choriocarcinoma cells # 
1,9 fold increase by PDX1 overexpression in choriocarcinoma cells 
submitted to protein depletion $ 

Strong labelling of 
syncytium, endothelial cells 
(cytoplasm) 
 

ZNF292 2,4 fold decrease by PDX1 overexpression in choriocarcinoma cells * Syncytium, endothelial cells, 
(cytoplasm) 

ZNF295 

2 fold increase by protein depletion in PDX1 overexpressing 
choriocarcinoma cells # 
3,1 fold decrease by PDX1 overexpression in choriocarcinoma cells * 
2,1 fold decrease by PDX1 overexpression in choriocarcinoma cells 
submitted to protein depletion $ 

Strong labelling of 
syncytium nuclei 

* compared to choriocarcinoma cells without PDX1 or STOX1 overexpression 

# compared to PDX1 overexpressing choriocarcinoma cells without protein depletion 

§ compared to choriocarcinoma cells without protein depletion and without PDX1 overexpression 

$ compared choriocarcinoma cells with protein depletion without PDX1 overexpression 

Table 1: Gene selection according to transcriptomic data 

We then analysed the expression of these selected genes in normal (C for Control placentas, 

n=16) and different types of pathological placentas: preeclamptic placentas (PE, n=12), preeclamptic 
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placentas associated with IUGR (PE+IUGR, n=7), IUGR placentas (IUGR, n=9) and vascular IUGR 

(vascIUGR, n=7), for which the vascular anomaly was demonstrated by the observation of a notch 

during Doppler echography. The patient characteristics are summarized in Table 2.  

 

 
n 

Mother 

age 

Weeks of  

Amenorrhea 

Birth 

weight  

(g) 

Systolic 

Blood 

pressure 

(mmHg) 

Diastolic 

Blood 

Pressure 

(mmHg) 

Proteinuria  

(g/24h) 

Notch 

(Uterine 

Doppler) 

C 16 39 ± 2 
39 

± 3 days 

3530 

± 210 
<140 <90 <0,3 0 

PE 12 31 ± 2 
33+5 

± 7 days * 

1950 

± 170 * 
151 ± 3 90 ± 2 3,5 ± 0,9 0 

PER 7 35 ± 1 
31 

± 10 days * 

1080 

± 140 * 
159 ± 12 100 ± 6 5,0 ± 2,4 

2 in one 

case 

IUGR 9 31 ± 3 
34+2 

± 7 days * 

1520 

± 150 * 
<140 <90 <0,3 0 

Vasc 

IUGR 
7 30 ± 2 

34+1 

± 8 days * 

1560 

± 230 * 
<140 <90 <0,3 

2 in all 

cases # 

# : Notch observed at the second and at the third trimester visit 

± sem 

* p<0,05 by Student test (comparison with the control group) 

 

Table 2: Patient characteristics 

 

We were able to show a significant difference of mRNA level for 10 out of the 16 studied 

genes in at least one type of pathological placentas (in bold in the Table 1). For 9 of them, the 

variations were reductions.  

We revealed a significant decrease of ZNF334 and ZNF559 mRNAs in all IUGR placentas 

(Figure 1, p=5.2x10-4 and p=7.5x10-4 for ZNF334 and ZNF559, respectively, for the two IUGR groups 

together by Post-hoc Student test). For ZNF334, there is a 63% decrease in the IUGR group 

(p=1.7x10-2 by Post-hoc Student test) and an 82% decrease in the vascular IUGR group (p=1.9x10-3 by 

Post-hoc Student test). For ZNF559, there is a 60% decrease in the IUGR group (p=3.1x10-2 by Post-

hoc Student test) and an 80% decrease in the vascular IUGR group (p=3.9x10-4 by Post-hoc Student 

test).  
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To note, these two mRNA are present at relatively high levels in placentas, with ZNF559 

being about twice less abundant than ZNF334.  

 

 

Figure 1: ZNF334 and ZNF559 mRNAs are significantly decreased in IUGR placentas 
Expression was assessed by qRT-PCR in 16 Term control placentas (T), 12 preeclamptic placentas 
(PE), 7 preeclamptic placentas associated with IUGR (PE+IUGR), 9 IUGR placentas (IUGR) and 7 
vascular IUGR (vascIUGR). The Ct values of each sample were normalized by those obtained for 
SDHA. The expression level obtained for the control placentas was arbitrary set to one. p=6.19x10-3 
for ZNF334 and p=1.24x10-2 for ZNF559 by ANOVA.  
 

 For ZIMβ, ZNFγ5, ZNF654 and ZNFγ54C, ANOVA analyses didn’t reach significant values, 

but there is a significant decrease in the vascular IUGR placentas subgroup (Figure 2). Indeed, there is 

a 44% decrease for ZIM2 and ZNF35 (p=3.56x10-2 and p=3.11x10-2, respectively by Student test), 

there is a 62% reduction for ZNF654 (p=7.39x10-3 by Student test) and a drop of 58% for ZNF354C 

(p=8.82x10-3 by Student test).  

The expression of ZIM2 is really weak in placentas, around 8 times less than ZNF334, despite 

a strong expression of the protein according to ProteinAtlas; whereas ZNF354c is expressed almost at 

the same amount than ZNF334. ZNF35 is three times less abundant than ZNF334. ZNF654 mRNAs 

are more abundant with an expression of almost 3 times superior than this of ZNF334.  
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Figure 2: ZIM2, ZNF35, ZNF654 and ZNF354C mRNAs are specifically reduced in vascular 
IUGR placentas 
Expression was assessed by qRT-PCR in 16 Term control placentas (T), 12 preeclamptic placentas 
(PE), 7 preeclamptic placentas associated with IUGR (PE+IUGR), 9 IUGR placentas (IUGR) and 7 
vascular IUGR (vascIUGR). The Ct values of each sample were normalized by those obtained for 
SDHA. The expression level obtained for the control placentas was arbitrary set to one.  
 

 

ZNF91, ZNF292 and ZNF295 were showed decreased in preeclamptic and IUGR placentas 

(Figure 3). For ZNF91, there are a 64% decrease in preeclamptic placentas (p=1.4x10-2) and a 69% 

drop in IUGR placentas (p=1.2x10-2). The decrease for ZNF91 observed in vascular IUGR placentas is 

not significant. For ZNF292, there are a 45% decrease in preeclamptic placentas (p=2.8x10-2), a 63% 

drop in IUGR placentas (p=2.2x10-3) and a 67% reduction in vascular IUGR placenta (p=4.4x10-4). 

For ZNF295, there are a 57% decrease in preeclamptic placentas (p=1.4x10-3), a 55% drop in IUGR 

placentas (p=8.3x10-3) and a 52% reduction in vascular IUGR placenta (p=1,4x10-2). 

These three genes are well expressed in placentas, with the highest expression for ZNF91, 

which is around 70 times more expressed than ZNF334. The ZNF292 and ZNF295 mRNAs are around 

30 and 8 times more abundant than ZNF334 mRNA, respectively.  
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Figure 3: ZNF91, ZNF292 and ZNF295 mRNAs are decreased in preeclamptic and IUGR 
placentas 
Expression was assessed by qRT-PCR in 16 Term control placentas (T), 12 preeclamptic placentas 
(PE), 7 preeclamptic placentas associated with IUGR (PE+IUGR), 9 IUGR placentas (IUGR) and 7 
vascular IUGR (vascIUGR). The Ct values of each sample were normalized by those obtained for 
SDHA. The expression level obtained for the control placentas was arbitrary set to one. p=2.35x10-2 
for ZNF91, p=1.87x10-3 for ZNF292 and p=4.51x10-2 by ANOVA.  
 

We showed an increase for only one gene (Figure 4) : ZNF395 displays a 2,1 fold increase in 

preeclamptic placentas associated with IUGR (p=6.9x10-3 by Student test, in this case, the ANOVA 

analysis was not significant). 

ZNF395 is also well expressed in placentas, as its mRNA is around 20 times more abundant 

than ZNF334 mRNA.  
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Figure 4: ZNF395 mRNA is specifically increased in placenta from preeclampsia associated with 
IUGR patients 
Expression was assessed by qRT-PCR in 16 Term control placentas (T), 12 preeclamptic placentas 
(PE), 7 preeclamptic placentas associated with IUGR (PE+IUGR), 9 IUGR placentas (IUGR) and 7 
vascular IUGR (vascIUGR). The Ct values of each sample were normalized by those obtained for 
SDHA. The expression level obtained for the control placentas was arbitrary set to one.  
 

 

 As hypoxia is known to be an important signal for placental development (Hung and Burton, 

2006), we addressed the possible regulation by hypoxia of the genes that we found modified in JEG-3 

choriocarcinoma cells. Six genes were increased by hypoxia (Figure 5), with different kinetics. 

ZNF395 mRNA was augmented around 6 fold after 6 hours in hypoxia (2% O2), compared to 

normoxia (20% O2, p=1.86x10-4 by Student t-test compared to 6h of normoxia). There is also a 

significant increase after 24 hours of hypoxia for ZNF334 by almost 8 fold (p=8.78x10-5 by Student t-

test compared to 24h of normoxia), followed by a decrease by 4 fold at 36h (p=2.64x10-2 by Student t-

test compared to 36h of normoxia). For ZNF654 and ZNF292, after 24h of hypoxia, there is a 

significant increase by 4 fold (p=3.55x10-4 and p=5.53x10-3 by Student t-test compared to 24h of 

normoxia, respectively), and for ZNF295 by 2 fold (p=64.94x10-3 by Student t-test compared to 24h of 

normoxia). For ZNF559, there is an induction by more than 3 fold at 24h (p=2.01x10-2 by Student t-

test compared to 24h of normoxia) and by 5 fold at 36h (p=1.75x10-2 by Student t-test compared to 

36h of normoxia).  
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Figure 5: Hypoxia induces the expression of ZNF334, ZNF395, ZNF654, ZNF559, ZNF292 and 
ZNF295 
Expression was assessed by qRT-PCR in cells submitted to 3, 6, 12, 24, 36 or 48h of hypoxia (2% O2) 
or under classical normoxic culture condition (20% O2). The Ct values of each sample were 
normalized by those obtained for SDHA. The graphical representation shows the relative expression in 
hypoxia compared to normoxia.  
 

 
Discussion 
 
 To sum up, we show here a decrease in placental mRNA for 9 genes encoding zinc finger 

proteins in pathological placentas. These variations are either found in all IUGR placentas (ZNF334 

and ZNF559), or more specifically in vascular IUGR (ZIM2, ZNF35, ZNF654 and ZNF354C), or are 

found in preeclamptic as well as IUGR placentas (ZNF91, ZNF292 and ZNF295). For the placentas 

affected by both pathologies, we found only one deregulated gene (ZNF395), whose expression was 

significantly increased. Six of these genes were induced by hypoxia. These genes are therefore good 

candidates to explain some part of the pathophysiology of placental diseases.  

 For most of the genes analysed here, the available information about their function or their 

regulation is limited.  

ZNF334 is described as expressed in CD4 lymphocyte and decreased in those from patients 

with rheumatoid arthritis, and proposed to share with CD28 promoter a regulatory sequence named 

“α” in its own promoter, suggesting a possible co-regulation (Soroczyńska-Cybula et al., 2011).  
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For ZNF559, it was shown upregulated a 30-fold after 5-aza-dC treatment of a gastric cancer 

cell line (AGS) and its promoter was shown to be methylated in 5 of 6 gastric cancer cell lines and in 6 

of 10 primary gastric cancer cells (Yamashita et al., 2006).  

ZIM2 encodes a Kruppel-type (C2H2) zinc-finger protein with a conserved Kruppel-

associated box (KRAB) domain, shares a set of 5' exons and a common promoter with PEG3 gene, 

and both genes are paternally expressed. ZIM2 has the highest levels of expression in adult testis and 

modest levels in fetal kidney and brain (Kim et al., 2004). More recently, ZIM2 was proposed to play 

a role in meiotic pairing and synapsis in C. elegans (Phillips et al., 2009).  

ZNF35 encodes a 58-kDa polypeptide containing 11 consecutive finger motifs located at the 

amino terminus, an acidic domain located at the carboxy terminus, and the core sequence it recognizes 

is 5'-C/GC/GAAG/TA-3' (Pengue et al., 1993). Recently, it was shown that its murine homologous 

Zfp105 is highly expressed in adult mouse testis, and in particular in pachytene spermatocytes. ZNF35 

expression was then confirmed in human testis. ZNF35 was located primarily in the cytoplasm of male 

germ cells. Reduced male fertility was observed in adult Zfp105(LacZ/LacZ) mice, suggesting a role 

of this factor in male reproduction (Zhou et al., 2010).  

ZNF654 was recently proposed to be a tumour suppressor gene. Indeed, ovarian 

tumourigenesis was offset by the transfer of chromosome 3 fragments containing notably ZNF654 in 

the tumorigenic OV-90 ovarian cancer cell line, and ZNF654 underexpression was observed in 

malignant ovarian tumour samples as compared with primary cultures of normal ovarian surface 

epithelial cells or benign ovarian tumours (Cody et al., 2009).  

ZNF354C, also known as hKid3 or KID3 (for Kidney, Ischemia, and Developmentally-

regulated protein 3), encodes a 554 amino acid protein with an amino-terminal KRAB domain and 11 

carboxyl-terminal C(2)H(2) zinc finger motifs. It is notably expressed in human fetal brain and kidney. 

It recognizes the consensus core sequence 5'-CCAC-3' and exhibits transcription repressor activity 

(Gao et al., 2004). As the expression of the murine homologous Kid3 gene in the kidney is 

developmentally regulated, it suggests a role for Kid3 in the early stages of nephrogenesis (Gao et al., 

2004).  

ZNF91 is part of a KRAB-ZNF genes subfamily that has expanded specifically in primates to 

comprise more than 110 loci in the human genome (Hamilton et al., 2006). ZNF91 is overexpressed in 

mononuclear cells of acute myelogenous leukemia patients, and an anti-sense strategy suppressed cell 

growth, and induced apoptosis, suggesting an important role of this factor in cell proliferation and/or 

anti-apoptosis (Unoki et al., 2003). ZNF91 is located in a region of chromosome 19, which is often 

gained in ovarian carcinomas, and therefore it may play a role by favouring tumour development 

(Micci et al., 2010). ZNF91 also functions as a repressor for the human Fc gamma RIIB transcription 

(Nishimura et al., 2001).  

A single-nucleotide polymorphism located in an intron of ZNF292 was recently identified as a 

susceptibility marker for Alzheimer Disease (Furney et al., 2011). Tumor-associated antigens targeting 
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ZNF292 were found in the sera from patients affected by monoclonal gammopathy of undetermined 

significance (Blotta et al., 2009). Growth factor independence 1B (Gfi-1B), a transcription factor 

essential for the development of hematopoietic cells and differentiation of erythroid and 

megakaryocytic lineages, induces ZNF292, as demonstrated by its upregulation in Gfi-1B 

overexpressing cells (Koldehoff et al., 2008). In mice, ZNF292 homologous gene, Zfp292 or Zn-16, 

would have an endocrine role. Indeed, it is able to induce growth hormone (GH) expression by 

interacting with Pit-1 (Lipkin et al., 1993) and its mRNA abundance correlates with GH expression 

(Wojtkiewicz et al., 2002).  

Human ZNF295 protein harbors a BTB/POZ domain and multiple Krüppel (C(2)H(2)) type 

zinc finger domains, and thus belongs to a family of POK (POZ and Krüppel) transcription factor. Due 

to alternative splicing and the use of different polyadenylation signals, ZNF295 gene produces two 

protein isoforms: ZNF295L with 1066 amino acid residues and ZNF295S with 865 amino acid 

residues, containing 9 and 5 zinc finger domains, respectively. ZNF295 is ubiquitously expressed in 

human fetal and adult tissues. ZNF295 acts as a transcription repressor. Both ZNF295L and ZNF295S 

could interact not only with themselves and each other, but also with another POK protein ZFP161 

known to function as a transcription repressor and an activator. ZNF295 may therefore be involved in 

the bi-directional control of gene expression in concert with ZFP161 (Wang et al., 2005). ZFP295 

expression is also modulated by angiotensin II in H295R human adrenocortical cells and it 

significantly increases cortisol secretion (Romero et al., 2010).  

ZNF395, also known as PBF (for Papillomavirus binding factor) and HDBP2 (for Huntington's 

disease binding protein 2), is a nuclear-cytoplasmic shuttling factor with the ability to inhibit cell 

growth. It has been identified by its ability to bind to GC-rich sequence elements within upstream 

promoter regions of certain human papillomavirus (HPV) types and of the Huntingtin protein, 

respectively (Tanaka et al., 2004). More recently, it was shown to bind to SAP30 and represses 

transcription via recruitment of the HDAC1 co-repressor complex (Sichtig et al., 2007). Very recently, 

by loss and gain of function experiments, ZNF395 was shown to coordinate the transcriptional 

regulatory pathway of PPARG2, which may be necessary for the genesis of adipocytes (Hasegawa et 

al., 2013).  

Globally, none of the zinc finger genes identified in this study have been previously described 

as important for the placental development or physiology. They constitute therefore new candidate 

genes, whose functions in the placenta could reveal new pathways important for the pathophysiology 

of placental diseases, and more particularly IUGR.  
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ANNEXE 5 

  

GGEENNEETTIICC  AANNDD  EEPPIIGGEENNEETTIICC  

MMEECCHHAANNIISSMMSS  CCOOLLLLAABBOORRAATTEE  TTOO  

CCOONNTTRROOLL  SSEERRPPIINNAA33  EEXXPPRREESSSSIIOONN  

AANNDD  IITTSS  AASSSSOOCCIIAATTIIOONN  WWIITTHH  

PPLLAACCEENNTTAALL  DDIISSEEAASSEESS  
(Accepté pour publication dans Human Molecular Genetics 

en janvier 2012, publié en mai 2012) 
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ANNEXE 6 

  

CCOOMMBBIINNAATTIIOONN  OOFF  PPRROOMMOOTTEERR  

HHYYPPOOMMEETTHHYYLLAATTIIOONN  AANNDD  PPDDXX11  

OOVVEERREEXXPPRREESSSSIIOONN  LLEEAADDSS  TTOO  

TTBBXX1155  DDEECCRREEAASSEE  IINN  VVAASSCCUULLAARR  

IIUUGGRR  PPLLAACCEENNTTAASS  
(Accepté pour publication dans Epigenetics en septembre 

2010, publié en février 2010) 
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I. Communications orales en français 

31èmes Journées de l'Hypertension Artérielle - 5th International Meeting of the French 

Society of Hypertension, Paris, 15-16 décembre 2011 

36èmes Journées nationales, Collège national des Gynécologues et Obstétriciens 

Français, Journée de Recherche en Obstétrique et Gynécologie, Paris, 6 décembre 2012 

(Obtention d’un prix de la Société Hospitalière d’Assurances Mutuelles) 

II. Communications orales en anglais 

22nd European Meeting on Hypertension and Cardiovascular Protection, Londres 

(Royaume Uni), 26-β9 avril β01β (avec l’obtention d’une bourse payant le congrès et l’hôtel 

sur place) 

Joint International Congress of the American Society for Reproductive Immunology 

(ASRI) and the European Society for Reproductive Immunology (ESRI), Hambourg 

(Allemagne), 31 mai-2 juin 2012 

16th NEDWEP-symposium (“NEDerlandse WErkgroep Preeclampsie”, journée 

nééerlandaise sur la prééclampsie), Amsterdam (Pays Bas), 8 mars 2013 

14ème congrès de la société internationale d’immunologie de la reproduction (ISIR), 

Boston (Etats Unis), 28 Mai-1er Juin 2013. Prix du jeune chercheur en recherche 

fondamentale 

III. Présentation sous forme de poster à un congrès 
international 

XVIII ISSHP World Congress (International Society for the Study of Hypertension in 

Pregnancy), Génève, 9-12 juillet 2012 


