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1.  RESUME 
 

Le gène Foxl2 code pour un facteur de transcription membre de la famille 
forkhead/HNF3. Chez l’Homme, des mutations dans le gène FOXL2 sont associées au 
syndrome de blépharophimosis ptôsis épicanthus inversus (BPES), qui est caractérisé par des 
malformations des paupières et peut être associé à une insuffisance ovarienne prématurée 
dans certains cas chez les femmes atteintes.  

Chez la souris, la mutation de ce gène provoque un défaut de formation des paupières et 
un défaut de maturation des follicules ovariens, reproduisant des aspect du BPES. Dans les 
ovaires, il existe une régulation réciproque entre Foxl2 et Dlx5 et Dlx6, dans les cellules de la 
granulosa où ils permettent la maturation des follicules ovariens.  

 
Au cours de mon travail de thèse, je me suis intéressé à l’implication de Foxl2, Dlx5 et 

Dlx6 dans le développement et la fonction de l’utérus. De plus, j’ai contribué à la 
caractérisation du défaut de formation des paupières provoqué par l’inactivation de Foxl2. 

 
Dans l'utérus, l’expression de Foxl2 est présente dès la naissance dans le mésenchyme qui, 
pendant la maturation post-natale, donne origine au stroma et au myomètre. Foxl2 est exprimé 
dans le stroma et dans la partie profonde du myomètre en formation. Pour étudier le rôle de 
Foxl2 dans la maturation post-natale et la fonction de l’utérus, nous l’avons invalidé de 
manière conditionnelle grâce à l’action de la cre recombinase contrôlée par le promoteur du 
récepteur de la progestérone (Pgr cre / +). Les souris femelles Pgr cre / + ; Foxl2 flox / flox sont 
infertiles. De plus, l’utérus de ces souris présente une diminution du stroma, une hypertrophie 
et une désorganisation du myomètre interne. On note aussi chez ces mutants une absence de 
formation de la couche de cellules musculaires lisses entourant les vaisseaux sanguins dans le 
stroma. L’étude par qPCR montre que l’inactivation de Foxl2 dérégule l’expression de 
certains gènes Wnt, impliqués dans la maturation utérine. En conclusion, nos données 
suggèrent que Foxl2 a un rôle crucial dans la maturation postnatale du mésenchyme de 
l'utérus et dans la différenciation et l’organisation du myomètre.  
 
En parallèle de mon étude sur Foxl2, j’ai étudié l’expression de Dlx5 dans l’utérus, avec 
l’hypothèse qu’une régulation réciproque entre ces gènes pouvait aussi avoir un rôle dans cet 
organe. Les gènes Dlx5 et Dlx6 codent pour des facteurs de transcription à homéodomaine 
liés au gène Distal -less (Dll) chez la drosophile.  
Dlx5 est présent dans l'épithélium des canaux de Müller à partir de E15.5 puis dans 
l’épithélium utérin durant toute la maturation post-natale et chez l’adulte. De la même 
manière que pour étudier Foxl2 dans la maturation post-natale de l’utérus, nous avons 
invalidé de manière conditionnelle Dlx5 et Dlx6 par l’action de la Pgr cre / +. L’étude montre 
que les souris Pgr cre / + ; Dlx5/6 flox / flox ont un nombre très réduit de glandes utérines et que la 
lumière utérine présente de nombreuses invaginations anormalement larges comparées aux 
souris contrôles. L’épithélium de ces mutants est réduit. En PCR quantitative, nous avons 
montré une augmentation de l’expression Wnt7a et une diminution de l’expression de Foxa2 
qui jouent tous deux un rôle dans la formation des glandes. De plus, nous montrons que 
l’expression de DLX5 est perturbée dans une pathologie humaine, l’endométriose, supposant 
que sa dérégulation pourrait jouer un rôle dans cette pathologie. Dlx5 et Dlx6 joueraient donc 
un rôle primordial dans la génération des glandes utérines, nécessaires chez l’adulte à 
l’implantation de l’embryon. 
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2.  ABSTRACT 
  
The Foxl2 gene encodes a transcription factor forkhead family member / HNF3. In humans 
mutations in FOXL2 are associated with blepharophimosis, ptosis, and epicanthus inversus 
syndrome (BPES), which is characterized by malformations of the eyelids and associated with 
premature ovarian failure in some cases in women. In mouse, Foxl2 is implicated in ovarian 
follicles maturation and reproducing aspect of BPES. In the ovaries, there is a mutual 
regulation between Foxl2 and Dlx5 and Dlx6 in the granulosa cells that permit the maturation 
of ovarian follicles. 
 
In my thesis work, I am interested in the involvement of Foxl2, Dlx5 and Dlx6 in the 
development and function of the uterus. In addition, I contributed to the characterization of 
the formation of default eyelid caused by the mutation Foxl2. 
 
In the uterus, the expression of Foxl2 is present from birth during postnatal maturation in the 
mesenchyme that gives origin to the stroma and myometrium. Foxl2 is expressed in the 
stroma and in the deep part of the training myometrium. To study the role of Foxl2 in the 
postnatal maturation and function of the uterus, we conditionally deleted Foxl2 with cre 
recombinase controlled by the promoter of the Progesterone Receptor 2 (Pgr cre / +). Female 
mice Pgr cre / + ; Foxl2 flox / flox are infertile. In addition, these mice uterus has a decrease 
stromal layer and a hypertrophy and disruption of the internal myometrium layer. These 
mutants lack smooth muscle cell layer surrounding the blood vessels in the stroma. The study 
by qPCR shows that inactivation of Foxl2 deregulates the expression of certain Wnt genes 
involved in the maturation of the uterus. In conclusion, our data suggest that Foxl2 has a 
crucial role in the postnatal maturation of the uterine mesenchyme and in the differentiation 
and organization of the myometrium. 
 
Alongside my study on Foxl2, I also studied the expression of Dlx5 in the uterus, thinking 
that a reciprocal regulation of these genes could also have a role in this organ. The Dlx5 and 
Dlx6 genes encode transcription factors related homeodomain gene Distal-less (Dll) in 
Drosophila. Dlx5 is present in the epithelium of Müllerian ducts from E15.5 and in the uterine 
epithelium during the postnatal maturation and adulthood. In the same way as for studying 
Foxl2 in the postnatal maturation of the utérus, we conditionally deleted Dlx5 and Dlx6 by the 
action of Pgr cre / +. The study shows that mice Pgr cre / + ; Dlx5/6 flox / flox present a strong 
reduction of uterine glands and the uterine lumen shows invaginations abnormally large 
compared to control mice. The epithelium of these mutants is abnormally reduced. 
Quantitative PCR experiments show increased expression of Wnt7a and a decrease in the 
expression of Foxa2, any two that play a role in the formation of the glands. Moreover, we 
show that the expression of DLX5 is disturbed in a human disease, endometriosis, assuming 
its deregulation may play a role in this disease. Dlx5 and Dlx6 therefore play a key role in the 
generation of uterine glands, necessary in adults during embryo implantation. 
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AMH Anti-Mullerian Hormone 
APC Adenomatosis Polyposis Coli 
  
BMP Bone Morphogenetic Protein 
BPES Syndrome de Blepharophimosis Ptôsis Epicanthus Inversus 
  
CCNC Cellules de la Crête Neurale Céphalique 
CD Cellule Déciduale 
  
CHH Complexe Hypothalamo-Hypophysaire 
CMC Cellules du Mésoderme Crânien 
CME Couche Musculaire Externe 
CMI Couche Musculaire Interne 
CML Cellule Musculaire Lisse 
COUP-TFII Chicken Ovalbumin Upstream Promoter-Transcription Factor II 
CS Cellule Stromale 
  
Dll Distal-less 
Dlx Distal-less homeobox gene 
Dvl Dishevelled 
  
E2 17β-œstradiol 
E10.5 stade de développement de l’embryon de souris (10,5 jours de développement) 
EG Epithélium Glandulaire 
EGF Epidermal Growth Factor 
EL Epithélium luminal 
ER Estrogen Receptor 
  
Fgf9 Fibroblast Growth Factor 9 
FMR1 Fragile Mental Retardation 1 
Foxl2 Forkhead box L2 
FSH Folliculo Stimulating Hormone 
Fzd Frizzled 
  
GnRH Gonadotropin Releasing Hormone 
GU Glande Utérine 
  
HB-EGF Heparin Binding EGF like growth factor 
  
IGF insulin Growth Factor 
IGFBP Insulin-like Growth Factor Binding Protein 
IL Interleukine 
IOP Insuffisance Ovarienne Prématurée 
  
JZ Junctional Zone 
lacZ Gène bactérien codant la β-galactosidase 
Lef Lymphoid enhancer-binding factor 
LH Luteinising Hormone 
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LPS levator palpebrae superioris 
LIF Leukemia Inhibitory Factor 
LIFR Récepteur du LIF 
  
MeCP2 Methyl CpG binding protein 
MnSOD Manganese Super Oxyde Dismutase 
Msx Msh homeobox 
  
NLS Nuclear Localisation Signal 
NOBOX Newborn ovary homeobox 
  
P4 Progésterone 
P/D Axe Proximo-Distal 
PCR Polymérase Chain Reaction 
PIS Polled/Intersex Syndrome 
PN Post Natal 
PR Progesterone Receptor 
Ptgs2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 
  
qPCR PCR quantitative 
  
Rspo1 R-spondin 1 
  
SHFM1 Split Hand/Foot Malformation 
Sirt1 Sirtuine 1 
SRY Sex-determining Region of Y chromosome 
StAR Steroidogenic Acute Regulatory 
  
TCF Transcription factor 
TGFβ  Transforming Growth factor β 
TGFBR1 Récepteur 1 au TGFβ 
Tnfaip3 Tumor Necrosis Factor alpha-induced protein 3 
TSH Thyroïd Stimulating Hormone 
  
UGKO Uterine Gland Knockout 
  
Wnt Wingless integration site 
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La reproduction est l’ensemble des processus par lesquels une espèce se perpétue par la 

naissance de nouveaux organismes. C’est une des activités fondamentales partagées par toutes 

les espèces vivantes avec la nutrition et la croissance. La fonction reproductive est le pilier sur 

lequel repose la persistance de la vie au cours du temps. Cette fonction couvre un grand 

nombre de processus complexes allant du comportement au développement embryonnaire. 

 

Dans mes travaux, je me suis intéressé à un de ces nombreux aspects qui est la formation des 

voies génitales féminines et en particulier le développement de l’utérus ; organe spécialisé des 

mammifères Euthérien dont la fonction est de permettre la nidation de l’embryon et son 

développement. Mes travaux ont été effectués chez la souris. 

 

1.  L’UTERUS : DEVELOPPEMENT ET 

FONCTION 
 

1.1. Les voies génitales féminines 

1.1.1. Formation et différenciation des voies génitales  
Chez les mammifères, les voies génitales se forment durant l’embryogenèse à partir du 

mésoderme intermédiaire. Elles sont formées initialement comme une partie du système 

urogénital qui comprend les reins, les gonades, les tractus urinaire et reproductif (Cunha 

1975, Kobayashi et al. 2003). Après la gastrulation, le mésoderme intermédiaire prolifère et 

certaines cellules effectuent une transition du type mésenchymato-épithélial pour générer les 

tubules qui composent les canaux de Wolff et le canaux de Müller (Masse et al. 2009, Kurita 

2011). Les voies génitales femelles se développent à partir des canaux de Müller et les voies 

génitales mâles se forment à partir des canaux de Wolff. Les canaux de Wolff se forment en 

premier. Ensuite, les canaux de Müller se développent par un bourgeonnement de l'épithélium 

de surface antérieure du mésonéphros. Ce bourgeonnement forme un canal par invagination 

épithéliale et s’étend caudalement guidé dans sa progression par les canaux de Wolff. Les 

canaux de Müller vont s’allonger latéralement puis médialement où les deux parties droite et 

gauche vont fusionner au niveau du sinus urogénital (Figure	
   1). Selon les espèces de 

mammifères, cette fusion va être plus ou moins antérieure. Elle est spécifique à l'espèce et elle 

définit la morphologie de l’utérus (simplex, bicorne, ou duplex). Chez la souris, cette fusion 
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est partielle, ce qui conduit à la formation d’un utérus bicorne permettant l’implantation 

simultanée de plusieurs embryons. Chez les primates, cette fusion est plus antérieure, 

aboutissant à la formation d’un utérus simplex (Kobayashi et al. 2003, Spencer et al. 2005). 

 
Chez la souris, l’appareil génital reste indifférencié jusqu’à 13,5 jours de développement 

(E13.5) où il est constitué des deux canaux et de deux gonades indifférenciées. Dans le cas où 

l’embryon est une femelle, l’absence d’hormone anti-Müllerienne (AMH) sécrétée par le 

testicule va permettre la persistance des canaux de Müller et l’absence d’androgènes va 

permettre la régression des canaux de Wolff (Figure	
  1). Ces derniers donneront naissance aux 

voies génitales femelles composées des oviductes (ou trompes de Fallope), de l’utérus, du 

cervix (ou col de l’utérus) et de la portion haute du vagin par fusion de la partie inférieure des 

deux canaux de Müller (Cunha 1975). 

 
 Figure 1: Formation des canaux de Müller et différenciation sexuelle chez la souris 

A : Formation des canaux de Müller (rouge) et migration le long des canaux de Wolff 
(bleue). B ; Différenciation des voies génitales de E13.5 à E15.5. A E13.5 les deux canaux sont 
présents (haut). La différenciation des gonades permet la différenciation des voies génitales. La 
production d’AMH par les testicules provoque la régression des canaux de Müller et la 
persistance des canaux de Wolff chez le mâle, et la testostérone permet leur développement 
(gauche) et l’absence de ces facteurs conduit par défaut, à la persistance des canaux de Müller 
(droite). Adapté de (Kobayashi et al. 2003). 
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1.1.2. Maturation post-natale de l’utérus chez la souris 

1.1.2.1. Maturation histologique 

 

Chez les mammifères placentaires, l’utérus est composé de différentes couches tissulaires : i) 

l’endomètre, composé d’un épithélium luminal et glandulaire et de cellules stromales, ii) du 

myomètre, constitué d’une couche périphérique interne et d’une couche longitudinale externe, 

puis iii) d’une couche de cellules séreuses périmétriale. Cette morphologie adulte résulte d’un 

long processus de maturation, principalement post-natal. 

 

Chez la souris, l’utérus des nouveaux-nés est composé d’un épithélium luminal simple et une 

épaisse couche de cellules mésenchymateuses indifférenciées qui sont entourées par des 

cellules séreuses du périmétrium (Figure	
  2). De la naissance à 3 jours post-natal (PN3), les 

cellules de l’épithélium luminal (EL) au départ cubique s’allongent pour devenir colonnaires 

simple (Cunha 1975). Durant la même période, les cellules mésenchymateuses se réorientent 

et forment trois couches : la couche interne (orientation circulaire), la couche médiane et la 

couche externe (orientation longitudinale) (Figure	
  2) (Brody et al. 1989). A PN5, les cellules 

du mésenchyme se différencient régionalement. Les cellules situées à proximité de 

l’épithélium se différencient en cellules stromales fibroblastiques (CS) tandis que les cellules 

les plus distales se différencient en cellules musculaires lisses (CML). Ces dernières forment 

premièrement la couche myomètriale interne (CMI), puis de la couche myomètriale externe 

(CME) à PN10. Ces deux couches sont séparées par une couche vasculaire (Figure	
   2 et 

Figure	
  3).  
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 Figure 2 Maturation post-natale de l’utérus murin. 

Coloration histologique sur des coupes coronales d’utérus de souris à différents stades de la 
maturation post-natale. A) PN0 B) PN3. Les cellules du mésenchyme se séparent en 
différentes couches, les cellules de la couche interne (I) ont une orientation aléatoire, les 
cellules de la couche médiane (M) s’orientent de manière circulaire. C) PN5. Les cellules de 
la couche médiane (M) commencent à se différencier en cellules musculaires. Les cellules de 
la couche externe (O) s’orientent de manière longitudinale, les cellules de l’épithélium (E) 
s’allongent et des bourgeonnements de l’épithélium apparaissent pour former des glandes 
utérines (G). D) PN15. Les différentes couches histologiques sont formées. On distingue le 
stroma (ES), les deux couches musculaires (CM et LM) et la couche vasculaire (VL). E) Chez 
l’adulte. Les différentes couches cellulaires augmentent et le nombre de glandes (G) croît. I : 
couche interne, M : couche médiane, O : couche externe, G : glande utérine, E : épithélium, 
LM : myomètre longitudinal ou couche myométriale externe, VL : couche vasculaire, CM : 
myomètre circulaire ou couche myométriale interne, ES : stroma. D’après (Brody et al. 
1989). 
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 Figure 3: Développement du myomètre chez la souris 

A : Chronologie du développement des différentes couches du myomètre. PN : jour de 
développement post-natal, CMI : Couche musculaire interne, CME : Couche musculaire externe. 
B : Immunohistochimie anti-SMAα montrant les cellules musculaires lisses différenciées durant le 
développement post-natal. D’après (Brody et al. 1989). 

 

A partir de PN5, des invaginations de l’EL donnent naissance aux glandes utérines (GU) 

observables dès PN7 (Brody et al. 1989, Kurita et al. 2001). Ces invaginations se forment par 

bourgeonnement de l’EL à partir d’une cellule épithéliale (origine monoclonale) qui pénètre 

dans le stroma, prolifère et forme des glandes tubulaires simples (Figure	
   4). Par 

rétrécissement de la face apicale, l’épithélium glandulaire (EG) prend une orientation 

circulaire permettant la forme tubulaire (Gray et al. 2001).  

 

A PN15 les différents tissus caractéristiques de l’utérus sont présents. L’endomètre est 

constitué de l’EL, des CS et des GU. Le myomètre est composé des CML et des vaisseaux 

sanguins. Le périmétrium est également présent. L’utérus possède sa structure définitive si ce 

n’est que le nombre de GU augmente et que le stroma prolifère jusqu’à la maturité sexuelle à 

PN30 (Brody et al. 1989). 



 

 23	
  

 

 Figure 4: Développement des glandes utérines chez la souris 

A : Chronologie de la formation des glandes utérines durant le développement post-natal. 
PN : jour de développement post-natal. D’après Gray et al. 2001. B : Immunohistochimie CAR2 
marquant l’épithélium durant la formation des glandes utérines sur des coupes sagittale d’utérus 
murin. GE : glande utérine, M : myomètre, LE : épithélium luminal. D’après Hu et Spencer 2005. 

 

Chez l’adulte, le myomètre de part ces contractions a de multiple fonctions. Il permet 

l’ascension des spermatozoïdes après l’accouplement, la répartition des embryons lors de 

l’implantation et l’expulsion du fœtus lors de la parturition (Bartol et al. 1999, Spencer et al. 

2005). Les GU, elles, ont un rôle primordial dans plusieurs espèces étudiées (vache, cochon, 

mouton, souris ou rat) car elles sont nécessaires à l’implantation embryonnaire. En effet, 

l’absence de glandes provoque une infertilité chez les modèles UGKO (uterine gland knock 

out) ovins, caprins ou murins, induits par des traitements hormonaux néonataux (Gray et al. 

2001, Cooke et al. 2012). Les GU synthétisent et secrètent de multiples facteurs comme des 

enzymes, des facteurs de croissance, des cytokines et des nutriments qui permettraient un 

premier support nutritif à l’embryon et participeraient aux processus d’implantation 

embryonnaire. Cependant, le rôle exact et les mécanismes d’action de ces facteurs restent 

actuellement encore mal connus. L’un des plus cité est le Leukemia Inhibitory Factor (LIF), 

une cytokine de la famille de l’IL-6, qui est produit par les GU juste avant l’implantation 

embryonnaire. En effet, l’absence de LIF dans l’utérus chez les souris Lif-/- conduit à une 

infertilité qui est rétablit après l’injection de LIF recombinant suggérant un rôle majeur de 

cette molécule (Stewart et al. 1992) dans le processus d’implantation.  
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1.1.2.2. Mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation post-natale 

utérine 

 

1.1.2.2.1. Interactions épithélium-mésenchyme 

Les travaux de Cunha et coll. ont montré que les mécanismes de la maturation de l’utérus 

dépendent des interactions entre le mésenchyme et l’épithélium. Dans une première étude, 

cette équipe a montré l’importance de l’épithélium sur le développement du myomètre utérin. 

Dans ces travaux, cette équipe a greffé sur la capsule rénale des tissus utérins néonataux 

recombinés, comprenant soit du mésenchyme seul, soit du mésenchyme avec de l’épithélium 

provenant d’utérus de différents âges. Les résultats ont montré que l’absence d’épithélium ne 

conduisait qu’à la formation d’un myomètre rudimentaire, alors que la présence de 

l’épithélium quelque soit l’âge du donneur permettait la formation complète du myomètre 

(Cunha et al. 1989, Cunha et al. 1992). Une autre étude de la même équipe a montré cette 

fois, l’influence du mésenchyme sur la différenciation de l’épithélium en utilisant la même 

technique, mais cette fois avec des mésenchymes utérins ou vaginaux recombinés avec des 

épithéliums utérins ou vaginaux. Ils ont montré que le mésenchyme utérin, entre PN2 et PN7, 

induit la différenciation de l’épithélium en épithélium utérin quelque soit son origine. Cela 

suggère que des signaux provenant du mésenchyme utérin permettent la différenciation 

épithéliale (Cunha 1976). Cette étude supporte l’idée que des facteurs diffusibles provenant 

de l’épithélium et du mésenchyme régulent la morphogénèse via des signaux paracrines, 

juxtacrines et peut-être même autocrines. Même si la nature de ces facteurs reste évasive, de 

nombreuses études ont permis de démêler les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

différenciation utérine. 

 

1.1.2.2.2. Les	
  gènes	
  Hoxa	
  :	
  implication	
  dans	
  la	
  segmentation	
  des	
  voies	
  génitales	
  

Les gènes Hox codent pour des facteurs de transcription à homéodomaines très conservés. 

Leur expression est nécessaire à l’établissement du plan du corps chez les métazoaires et ils 

régulent des voies de signalisation aboutissant au développement et à la différenciation 

embryonnaire. Ils confèrent notamment l’identité aux différents segments embryonnaires 

(Favier et al. 1997). La différenciation de l’axe antéropostérieur des canaux de Müller est 

régulée par la famille des gènes Hoxa. Chez la souris, les gènes du cluster Hoxa : Hoxa9, 

Hoxa10, Hoxa11 et Hoxa13, présents sur le chromosome 6, sont exprimés dans leur ordre 3’-

5’ le long de l’axe antéropostérieur dans le mésenchyme des canaux de Müller (Figure	
  5A) 
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(Hsieh-Li et al. 1995, Gendron et al. 1997, Taylor et al. 1997, Kitajewski et al. 2000). Ainsi, 

durant la différenciation et chez l’adulte, l’expression de ces gènes est segmentée: Hoxa9 est 

exprimé dans les oviductes, Hoxa10 et Hoxa11 dans l’utérus et Hoxa13 dans le cervix et le 

vagin antérieur (Taylor et al. 1997, Kitajewski et al. 2000). 

 

 Figure 5: Les gènes Hox et Wnt durant la morphogénèse prénatale et la maturation 
post-natale utérine 

A : A la naissance les domaines d’expression des gènes Hoxa se régionalisent le long de 
l’axe antéropostérieur des voies reproductives femelles. La régionalisation de l’expression 
d’Hoxa10 précède légèrement celle des gènes Wnt7a et Wnt5a qui se fait quelques jours après la 
naissance. B : Hypothèse du rôle des gènes Wnt et Hoxa dans la formation des glandes utérines et 
la croissance du stroma durant la maturation post-natale utérine. Wnt7a est requis pour la 
maintenance (flèches en pointillées) d’un haut niveau de Wnt5a, Wnt4, Hoxa10 et Hoxa11. Le 
signal de Wnt5a coopère avec un facteur inconnu pour induire la répression de Wnt7a requise 
dans l’épithélium luminal pour la formation des glandes utérines. Adapté de (Spencer et al. 
2005). 

 

Cette expression segmentaire est nécessaire à la formation correcte des différentes 

composantes des voies génitales. En effet, il a été montré que l’absence d’Hoxa10 provoque 

la transformation homéotique de la partie supérieure de l’utérus en oviducte (Benson et al. 

1996) et que l’absence d’Hoxa11 induit également une transformation partielle de l’utérus en 

oviducte (Gendron et al. 1997). Le remplacement de l’homéodomaine d’Hoxa11 par celui 

d’Hoxa13, normalement exprimé dans le cervix, résulte en une posteriorisation de l’utérus qui 

ressemble à une structure cervico-vaginale suggérant que l’action des Hox se fait par 

l’homéodomaine (Mark et al. 1997, Zhao et al. 2001). De plus, il a été vu chez d’autres souris 

mutantes (Wnt7a-/-, décrites plus loin), qui possèdent une diminution de la taille du stroma, 
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une diminution de l’expression d’Hoxa10 et Hoxa11, indiquant que le maintien d’un haut 

niveau d’expression de ces gènes est nécessaire à la croissance du stroma durant la maturation 

utérine (Figure	
  5B) (Mericskay et al. 2004). 

 
1.1.2.2.3. Les gènes Wnt, implications dans la formation des glandes utérines et dans le 

développement du myomètre 

Les gènes Wnt (Wingless integration site) codent pour des glycoprotéines sécrétées dans le 

milieu extracellulaire. Elles jouent un rôle durant l’embryogénèse et l’homéostasie des tissus 

adultes. Les voies de signalisation des Wnt sont multiples. Classiquement, on distingue la 

voie canonique et les voies non-canoniques. Toutes ces voies de signalisation impliquent la 

liaison de Wnt à un récepteur membranaire de la famille des Frizzled (Fzd) dont la 

transduction du signal passe par la protéine Dishevelled (Dvl). La voie de signalisation 

canonique permet la stabilisation de la β-caténine et son accumulation cytoplasmique qui agit 

après sa translocation nucléaire comme co-activateur des facteurs de transcriptions Tcf/Lef et 

permettent la régulation de gènes cibles. La voie non-canonique dite de polarité cellulaire 

régule la conformation du cytosquelette et la voie non-canonique Wnt/calcium régule la 

concentration calcique intracellulaire (Cadigan et al. 2009) (Figure	
  6).  

 

De nombreux membres des Wnt sont exprimés dans l’utérus dès la naissance comme Wnt4, 

Wnt5a, Wnt7a, Wnt7b, Wnt10b, Wnt11 et Wnt16 (Miller et al. 1998, Miller et al. 1998, 

Hayashi et al. 2011). Wnt4 est exprimé dans tous les types cellulaires. Wnt5a et Wnt16 sont 

exprimés dans le stroma. Wnt7a et Wnt7b dans l’EL et les EG superficiels. Wnt11 s’exprime 

dans l’EL et l’EG (Hayashi et al. 2011). Leurs récepteurs Fzd6 et Fzd10 sont détectés dans 

l’épithélium (Hayashi et al. 2011). Chez l’adulte, le niveau et les sites d’expression de Wnt 

fluctuent durant le cycle oestral, suggérant un rôle continu durant la différenciation 

fonctionnelle de l’utérus (Miller et al. 1998, Miller et al. 1998). De nombreuses études ont pu 

montrer que la présence des Wnt jouait un rôle majeur dans la maturation post-natale de 

l’utérus. 
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 Figure 6 : Voies de signalisation des Wnt 

Trois principales voies de signalisation des Wnt : (a) la voie canonique Wnt/β-caténine, (b 
et c) les voies non-canoniques incluant (b) la voie Wnt/calcium dépendante et (c) la voie 
Wnt/polarité cellulaire. (a) Dans les cellules la β-caténine est normalement associée aux 
jonctions adhérentes et peut être cytoplasmique. En absence de stimulation par Wnt, la β-
caténine est dégradé par sa phosphorylation par le complexe APC–Axin–GSK3b–CK1γ et son 
ubiquitination, entrainant sa dégradation par le protéasome. En présence du signal Wnt qui se lie 
à Fzd et à son corécepteur Lrp5/6, recrute Dvl qui inhibe la formation du complexe APC–Axin–
GSK3b–CK1γ. La β-caténine s’accumulant dans le cytoplasme peux entrer dans le noyau et 
activé ses gènes cibles par son association avec la famille de facteurs de transcription Tcf/Lef1. 
(b) La voie non-canonique Wnt/calcium, passe par la liaison de Wnt à Fzd, qui peut provoquer 
une augmentation du calcium intracellulaire par l’activation de la PLC, cela activant la CAMK et 
la PKC dans la cellule. De plus, Fzd en association avec les récépteurs Kny, Ror2 ou Ryk peut 
aussi activer la JNK qui peut activer AP-1. (c) La voie non-canonique Wnt/polarité cellulaire est 
caractérisée par la distribution asymétrique de Fzd, CELSR, Pk et Vangl2, qui permet la 
polarisation cellulaire. Wnt active aussi les GTPase Rho Cdc42, RhoA et Rac1 qui provoquent 
des réarrangements du cytosquelette par la participation de Daam1. Rac1 peut aussi activer la 
JNK qui agit sur la régulation de gènes par AP-1. D’après (Franco et al. 2009). 

 

Chez la souris, des mutations impliquant les gènes Wnt5a et Wnt7a empêchent la formation 

des glandes utérines (Miller et al. 1998, Mericskay et al. 2004). L’absence de Wnt7a 

provoque un phénotype complexe : les souris mutantes Wn7a-/- sont viables mais infertiles. 

Elles ont un utérus hypoplasique dépourvu de GU dont le stroma est réduit et le myomètre est 

hypertrophique et désorganisé (Miller et al. 1998, Parr et al. 1998). De plus, l’EL des ces 
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mutants devient graduellement squameux à partir de 3 mois se rapprochant d’un épithélium 

vaginal (Miller et al. 1998). Chez ces mutants, on observe que les expressions de Hoxa10, 

Hoxa11 et Wnt4 sont affectés, suggérant que Wnt7a régulerait ces cibles au niveau du stroma, 

ce qui expliquerait la diminution de croissance observée de ce dernier (Miller et al. 1998). 

Pour mieux comprendre le rôle de Wnt7a, des équipes ont utilisé une approche d’invalidation 

conditionnelle. L’inactivation post-natale de Wnt7a dans l’utérus sous le contrôle du récepteur 

de la progestérone (Pgr), actif dès PN3, affecte aussi l’expression d’Hoxa10, Hoxa11, Wnt4, 

mais aussi l’expression de Wnt5a, Wnt11 et Wnt16, indiquant un réseau de régulation 

complexe entre ces gènes dont Wnt7a serait l’initiateur (Figure	
   5B). Ces mutants 

conditionnels ont une absence de développement des GU ce qui confirme l’importance de 

Wn7a dans leur formation. Cependant, l’épithélium et la couche musculaire ne sont pas 

affectés, au contraire de ce que l’on observe chez des souris Wnt7a-/-. Ceci suggère que 

l’action de ce gène sur le développement du myomètre et sur l’épithélium est antérieure à 

PN3 (Dunlap et al. 2011).  

 

Wnt5a, quant à lui, est exprimé dans le mésenchyme utérin sous-jacent à l’épithélium. Les 

souris invalidées pour Wnt5a meurent à la naissance due à un défaut de formation de l’axe 

antéropostérieur (Yamaguchi et al. 1999). Des techniques de greffe des voies génitales sur la 

capsule rénale ont permis d’observer qu’après leur maturation, les voies génitales issues des 

souris Wnt5a-/- sont courtes et enroulées et que l’utérus ne possède pas de GU. Ceci souligne 

que Wnt5a est aussi requis pour la formation des GU (Mericskay et al. 2004). Merisckay et 

coll. ont proposé qu’une répression localisée de Wnt7a par Wnt5a dans l’épithélium luminal 

provoquerait la différenciation et l’invagination de l’EL à l’origine des GU. Les analyses de 

chimères chez la souris suggèrent que les glandes ont une origine monoclonale (Lipschutz et 

al. 1999), montrant que la répression de Wnt7a pourrait se faire dans une seule cellule qui 

donnerait naissance à une glande. Wnt5a étant exprimé tout le long du mésenchyme, cela 

suggère qu’un facteur supplémentaire est requis pour inhiber Wnt7a, cependant, son origine 

reste inconnue. 

 

Dans le but de mieux comprendre le rôle de la signalisation Wnt dans le développement 

utérin, des études ont entrepris de cibler l’expression de la β-caténine (Ctnnb1), un élément 

clef de la voie de signalisation canonique de Wnt. L’inactivation conditionnelle de la β-

caténine en utilisant la Pgr-Cre, provoque une absence de GU (Jeong et al. 2009). Au 
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contraire, la stabilisation de la β-caténine qui induit une activation constitutive de la voie Wnt 

provoque des hyperplasies glandulaires (Jeong et al. 2009). Ces résultats indiquent que la voie 

canonique des Wnt est impliquée dans le processus de formation des GU, appuyant 

l’hypothèse que Wnt5a et Wnt7a agiraient par cette voie. De plus, la stabilisation de la β-

caténine induit aussi une hypertrophie myomètriale et la présence de glandes dans le 

myomètre (Tanwar et al. 2009, Oh et al. 2013). De la même manière, l’inactivation d’APC 

(Adenomatosis Polyposis Coli), une protéine permettant la destruction de la β-caténine, 

provoque également des défaut de formation du myomètre, qui est discontinu et désorganisé 

(Wang et al. 2011). Ces données suggèrent que l’effet de Wnt7a sur le développement du 

myomètre passerait également par cette voie. L’ensemble de ces études montrent un contrôle 

fin, complexe et interactif des Wnts sur la maturation post-natale utérine, qui est maintenue 

par la voie d’activation canonique permettant à la fois la formation des GU et l’organisation 

de la couche myométriale (Kurita 2011). 

 

1.1.2.2.4. Les autres gènes impliquées dans le développement post-natale 

D’autres gènes sont connus pour être impliqués dans la formation des glandes utérines, 

notamment le gène Foxa2, codant pour un facteur de transcription, a un rôle important dans la 

formation des bourgeonnements épithéliaux et la morphogénèse d’autres organes épithelio-

mésenchymateux (Besnard et al. 2004, Kaestner 2010). Dans l’utérus, son inactivation 

conditionnelle conduit à une absence totale de GU confirmant son importance dans la 

formation de celles-ci (Jeong et al. 2010). De plus, chez les mutants conditionnels Wnt7a dans 

l’utérus, Foxa2 n’est pas exprimé, suggérant que Wnt7a pourrait agir en amont de Foxa2 dans 

la cascade régulant la formation des glandes utérines. 

 

Récemment, une étude a montré que l’action des TGFβ (facteur de croissance transformant 

beta), des cytokines impliquées dans le prolifération et la différenciation cellulaire, permettent 

le développement du myomètre durant la maturation utérine (Gao et al. 2014). L’inactivation 

de son récepteur TGFBR1 provoque de sévères défauts de formation et de configuration du 

myomètre, celui-ci est fin et désorganisé. Cette étude montre que les défauts de formation de 

l’utérus observés chez les mutants ne sont pas dus à une altération de l’expression de gènes de 

la différenciation musculaire, mais s’apparentent plutôt à un défaut d’expression des protéines 

de matrice extracellulaire et une perturbation de la migration cellulaire durant une phase 

critique du développement. L’activation constitutive de TGFR1, au contraire, provoque une 
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hypertrophie du myomètre, par une augmentation de l’expression de marqueurs musculaires 

et un défaut de formation des GU qui serait due à l’hypertrophie musculaire. Ces résultats 

montrent l’importance d’un contrôle précis du signal TGFβ dans l’établissement du 

microenvironnement utérin permettant un développement normal du myomètre (Gao et al. 

2015). 

 

1.1.2.2.5. L’effet des œstrogènes sur le développement post-natale 

Des études ont montré que le développement post-natal utérin se fait indépendamment des 

stéroïdes ovariens car l’utérus des souris ovariectomisées se développe normalement (Clark et 

al. 1970, Gray et al. 2001). De la même manière, l’utérus des souris invalidées pour le 

récepteur des œstrogènes ERα possède des utérus histologiquement normaux. Cependant, les 

différentes couches cellulaires sont présentes dans des proportions réduites, montrant que 

ERα n’est pas essentiel pour l’organogenèse du tissu, mais pour sa croissance (Lubahn et al. 

1993). De nombreuses études ont pu montré que l’administration précoce d’œstrogènes ou de 

certains agonistes du récepteurs des œstrogènes perturbait la maturation post-natale utérine. 

Par exemple, les traitements néonataux par le diéthylstilbestrol (distilbène – DES), un 

agoniste du récepteur des œstrogènes, provoquent une désorganisation du myomètre, ainsi 

qu’une stratification de l’EL et une absence de GU (Brody et al. 1989). L’expression de Wnt4, 

Wnt5a, Wnt7a, Wnt11 et Wnt16 et des gènes Hoxa est réduite ou supprimée chez ces 

animaux, expliquant ainsi les défauts de développement observés (Ma et al. 1998, Hayashi et 

al. 2011). Ceci montre que les œstrogènes ne sont pas essentiels à la spécification des 

différentes couches utérines lors du développement précoce de l’utérus. En revanche, 

l’activation précoce des cascades de signalisation de ces hormones perturbe le processus de 

maturation. 

Expression  
spatio-temporelle des 
gènes 

Gènes 

Canaux 
de Müller 

Utérus 
néonatal 

Phénotype des mutants KO (N) ou 
Conditionnels (C) 

Références 
bibliographiques 

Wnt4 EM, MM ST Aucune VG (N), 
pas de GU (C), diminution de la fertilité (C) 

(Miller et al. 1998, 
Vainio et al. 1999, 
Franco et al. 2011) 

Wnt5a EM, MM ST Croissance réduite dans la partie postérieure 
des CM (N), pas de GU (N) 

(Miller et al. 1998, 
Mericskay et al. 2004) 

Wnt7a EM EL Postériorisation des CM (N), EL pluristratifié 
(N), hypertrophie du myomètre (N), pas de 
GU (N et C) 

(Miller et al. 1998, Parr 
et al. 1998, Carta et al. 
2004, Dunlap et al. 
2011)  
 Wnt7a EM EL Postériorisation des CM (N), EL pluristratifié 

(N), hypertrophie du myomètre (N), pas de 
GU (N et C) 

(Miller et al. 1998, Parr 
et al. 1998, Carta et al. 
2004, Dunlap et al. 
2011)  
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 Tableau 1: Gènes impliqués dans le développement des canaux de Müller et de 
l'utérus 

Adapté de (Spencer et al. 2012). ?: inconnu, C : mutant conditionnel, CM : canaux de 
Müller EG : épithélium glandulaire, EL : épithélium luminal, EM : épithélium müllerien, GU : 
glandes utérines MM : mésenchyme müllerien, N : mutant KO, ST : stroma. 

 

1.2. Fonction de l’utérus 

1.2.1. Régulation hormonales 

1.2.1.1. L’axe gonadotrope 

 

Une fois la maturation sexuelle achevée (autour de 4 semaines chez la souris), l’ensemble du 

système reproductif est fonctionnel. L’axe gonadotrope comprend le complexe hypothalamo-

hypophysaire (CHH) central et des gonades. L’hypothalamus secrète une neuro-hormone, la 

GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) qui agit via le système vasculaire porte 

hypothalamo-hypophysaire sur les cellules gonadotropes de l’adénohypophyse. La 

stimulation par la GnRH va induire la sécrétion de deux hormones : la FSH (Follicle 

Stimulating Hormone) et la LH (Luteinizing Hormone). Ces deux hormones, aussi appelées 

gonadotrophines, vont stimuler l’ovaire et entrainer la maturation folliculaire et la production 

de stéroïdes sexuels dont l’œstradiol (E2) et de la progestérone (P4), hormones essentielles à 

la fonction reproductive de l’utérus. En retour, les hormones ovariennes vont exercer un 

Expression  
spatio-temporelle des 
gènes 

Gènes 

Canaux 
de Müller 

Utérus 
néonatal 

Phénotype des mutants KO (N) ou 
Conditionnels (C) 

Références 
bibliographiques 

Wnt11 ? EL, EG Aucun (C) (Hayashi et al. 2011)  
Wnt16 ? ST ? (Hayashi et al. 2011) 
Fzd6 ? EL, EG ? (Hayashi et al. 2011) 
Fzd10 ? EL, EG ? (Hayashi et al. 2011) 
Ctnnb1 tout tout Utérus hypotrophique et enroulement des 

oviductes défectueux (C), myogenèse 
remplacé par de l’adipogénèse (C), pas de 
GU. 

(Arango et al. 2005, 
Jeong et al. 2009) 

Hoxa10 MM ST Transformation homéotique de la partie 
antérieure de l’utérus en oviducte (N) 

(Benson et al. 1996, 
Branford et al. 2000)  

Hoxa11 MM ST Transformation homéotique partielle de la 
partie antérieure de l’utérus en oviducte (N), 
utérus hypoplasique et diminution des GU 
(N)  

(Gendron et al. 1997, 
Branford et al. 2000, 
Zhao et al. 2001)  

Hoxa13  aucune Agénésie de la portion caudale des CM (Warot et al. 1997) 
Foxa2 ? EG Pas de GU (C) (Jeong et al. 2010) 
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rétrocontrôle sur la sécrétion de FSH et LH. L’œstradiol est produite par les follicules entrés 

en croissance. En milieu de cycle, la forte concentration en E2 dépassant un certain seuil 

exerce un rétrocontrôle positif sur le CHH induisant un pic de LH qui provoque l’ovulation du 

(des) (suivant les espèces de mammifères) follicule(s) arrivé(s) à maturité. Par la suite les 

cellules de la granulosa et de la thèque du follicule ovulé se différencient (lutéinisation) et 

constituent le corps jaune sécréteur de P4, qui exerce un rétrocontrôle négatif sur le CHH et 

qui va permettre la nidation de l’embryon en cas de fécondation (Figure	
   7). Si il y a 

fécondation, le corps jaune est maintenu, sinon celui-ci dégénère.  

 

 Figure 7: Axe gonadotrope et régulation hormonale chez la femelle 

La sécrétion de FSH stimule la croissance folliculaire produisant l’œstradiol qui exerce un 
rétrocontrôle négatif sur le CHH. Arrivé à maturité, les follicules produisent un taux élevé 
d’œstradiol qui va exercer un rétrocontrôle positif sur le CHH et déclencher un pic de LH, 
déclenchant l’ovulation à l’œstrus. Le follicule ovulé se transforme en corps jaune qui produit la 
progestérone et exerce un rétrocontrôle négatif sur le CHH. L’œstradiol et la progestérone 
permettent les modifications de l’utérus nécessaires à la nidation de l’embryon. D’après 
http://www.bio-top.net/Transmission_vie/6_determinisme.htm. 
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1.2.1.2. Le Cycle œstral 

 
Les processus de reproduction chez les femelles mammifères sont caractérisés par des 

modifications cycliques dans le tractus génital. L’ensemble de ces changements est appelé 

cycle œstral. Chez la souris, le cycle œstral est divisé en quatre phases: le prœstrus, l'œstrus, 

le metœstrus et le diœstrus. Au niveau ovarien, le prœstrus correspond à la croissance et à la 

maturation folliculaire. L'œstrus correspond à la phase de réceptivité de la femelle et conduit à 

l'ovulation, c’est à dire, à l’expulsion d’un ovocyte mature. Le metœstrus correspond lui, à 

l'organisation fonctionnelle du corps jaune avec production de la progestérone. Le diœstrus, 

enfin, correspond à la phase lutéale. La durée de ces cycles est d’environ 4-5 jours chez la 

souris. 

 
 

 Figure 8 : Structure de l’ovaire adulte chez la souris 

Schéma représentant une coupe d’un ovaire adulte. On peut distinguer les différents stades 
de maturation folliculaire au niveau cortical de cet organe. http://app-asap.over-
blog.com/article-structure-de-l-ovaire-43833787.html 

 
 

L’ovaire est divisé en deux zones : une zone corticale, contenant les follicules ovariens et une 

zone médullaire richement vascularisée (Figure	
  8). La maturation de l’ovocyte se fait au sein 

de la structure du follicule ovarien. Au cours de sa maturation, le follicule va grandir pour 

permettre l’expulsion de l’ovocyte mature.  
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Durant la maturation folliculaire, certains follicules primordiaux vont maturer en follicules 

primaires puis secondaires par prolifération des cellules de la granulosa qui vont former 

plusieurs couches autour de l’ovocyte. La thèque va se mettre en place en périphérie du 

follicule. On distingue la thèque interne, très vascularisée et qui sera le siège d’une synthèse 

des stéroïdes ovariens, de la thèque externe qui est un tissu conjonctif. Puis, les cellules de la 

granulosa vont produire des sécrétions qui vont former une cavité remplie de liquide 

folliculaire, l’antrum. On parle alors de follicule antral. Enfin, le dernier stade de maturation 

du follicule précédant l’ovulation est le follicule pré-ovulatoire, ou follicule de De Graaf 

(Figure	
  8). Au cours du prœstrus, se déroule la phase folliculaire : les cellules de la granulosa, 

qui expriment le récepteur à la FSH, vont être stimulées par cette hormone et proliférer, 

permettant la maturation des follicules et la production d’E2. A l’œstrus, la synthèse 

importante d’œstradiol par les follicules pré-ovulatoires entraîne un rétrocontrôle positif sur 

l’hypophyse à l’origine d’un pic de LH qui déclenche l’ovulation. Durant le metœstrus et le 

diœstrus, se déroule la phase lutéale, le follicule ovulé se cicatrise pour donner naissance à 

une structure temporaire : le corps jaune (ou corpus luteum) qui va être maintenu par les 

sécrétions de LH provenant de l’hypophyse. En cas de fécondation de l’ovocyte expulsé, le 

corps jaune gestatif permet la synthèse de P4, nécessaire au maintien de la gestation. Au cours 

du développement de l’embryon, le corps jaune dégénère et la synthèse des hormones 

stéroïdes est assurée par le placenta. En l’absence de fécondation, le corps jaune dégénère et 

forme une cicatrice dans l’ovaire : le corps blanc (ou corpus albicans) et un nouveau cycle 

peut alors recommencer.  

1.2.1.3. Modification structural de l’utérus durant le cycle œstral 

 

Le prœstrus et l’œstrus sont des phases anaboliques durant lesquelles une croissance active se 

fait dans les voies génitales en réponses aux hormones ovariennes, alors que le metœstrus se 

caractérise par une phase catabolique et des changements dégénératifs. Le diœstrus est une 

période de quiescence et de croissance lente. Le pic du taux d’E2 circulant qui précède 

l’ovulation a lieu à l’œstrus, tandis que le niveau de P4 augmente durant le metœstrus et le 

diœstrus et diminue du prœstrus à l’œstrus (Figure	
   9) (Walmer et al. 1992, Wood et al. 

2007). 

 

Au cours des phases de prœstrus et d’œstrus, en réponse aux E2, l’utérus se distend sous 

l’influence d’une forte activité glandulaire. En prœstrus, les EG prolifèrent et les glandes 
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deviennent hypertrophiques. Les cellules de l’EL s’allongent et la contractilité musculaire est 

plus prononcée. Des leucocytes apparaissent dans la muqueuse utérine et des macrophages 

sont présents dans le stroma sous-jacent à l’EL (dans toutes les autres phases, ils sont présents 

dans le myomètre et le stroma).  

En œstrus, le stroma prolifère, la vascularisation et l’hypertrophie glandulaire sont 

maximales. On observe une dégradation du collagène de type IV et de laminine de la lame 

basale des épithéliums.  

La phase de metœstrus est une étape de forte activité catabolique. La taille de l’utérus diminue 

et la vascularisation décroît. La matrice extracellulaire du stroma change et présente une forte 

diminution de collagène de type I. En parallèle de la chute du taux d’E2 et de P4, l’épithélium 

perd son organisation et montre une dégénérescence vacuolaire marquée suivie d’un 

remplacement progressif. On note une augmentation de l’apoptose dans l’épithélium luminal 

et dans le stroma. Des neutrophiles sont présents dans l’épithélium permettant la phagocytose 

des débris cellulaires issus de la dégénérescence vacuolaire. En diœstrus, l’utérus se rétrécit 

encore et devient anémique, la lumière est extrêmement réduite. La motilité musculaire est 

faible. Les glandes endométriales se replient et deviennent atrophiques (Wood et al. 2007). 

 

 
 Figure 9: Aspect histologique de l'utérus murin et variations hormonales durant le 
cycle oestral. 

A : Coloration Hematoxyline-Eosine de coupes sagittales d’utérus de souris durant les 
quatre phases du cycle oestral. Barre d’échelle=500µm. B : Taux d’œstradiol et de progestérone 
circulant durant les différentes phases du cycle. P : prœstrus, O : œstrus, M : metœstrus, D : 
diœstrus. D’après (Wood et al. 2007). 
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1.2.2. Rôle de l’utérus : l’implantation embryonnaire 

1.2.2.1. Transport des spermatozoïdes 

 

Après avoir traversé le vagin et le cervix, les spermatozoïdes pénètrent dans l’utérus. Leur 

transport est rendu possible grâce à l’activité contractile du myomètre. L’intensité de ces 

contractions augmente au cours de la phase folliculaire pour atteindre un pic lors de 

l’ovulation avec des contractions de basses fréquences et de hautes amplitudes. Ce sont les 

hormones ovariennes qui régulent ce mécanisme : la P4 inhibe et les E2 stimulent l’activité 

musculaire utérine. Des études chez la truie, ont montré que les E2 augmentent les jonctions 

« gap » entre les cellules du myomètre, le taux de myosine contenu dans les CML et ainsi 

l’activité contractile de ces cellules (Langendijk et al. 2005). Les hormones hypophysaires 

entrent également en jeu par le biais de l’ocytocine et de la LH. Associée aux E2, l’ocytocine 

induit la production de prostaglandines E2 dans l’utérus qui agit ainsi directement sur la 

contraction myométriale (Langendijk et al. 2005). De plus, les hormones contenues dans le 

liquide séminal déversé par le mâle amplifient également ce phénomène. En effet, le liquide 

séminal contient aussi des E2, de l’ocytocine et des prostaglandines (Katila 2001). Les 

spermatozoïdes atteignent ainsi rapidement l’entrée des oviductes où la fécondation de 

l’ovocyte va avoir lieu. Dans l’oviducte, l’œuf fécondé va ensuite par des évènements de 

divisions successives, et de différenciation cellulaire former le blastocyste au 4ème jour de 

gestation (E4). Le blastocyste mature est composé de trois types cellulaires : l’épithélium 

externe ou trophectoderme, l’endoderme primitif et la masse de cellules internes 

pluripotentes. Les cellules de la masse interne seront à l’origine de l’embryon et le 

trophectoderme fera la première connexion physique et physiologique avec l’épithélium 

utérin maternel. Arrivé à maturité, le blastocyste part de l’oviducte pour aller s’implanter dans 

l’utérus (Wang et al. 2006). 

 

1.2.2.2. L’implantation embryonnaire 

 
1.2.2.2.1. Les différentes étapes de l’implantation embryonnaire 

L’implantation a lieu chez la souris à E4, lorsque les cellules du trophectoderme entrent en 

contact avec l’épithélium utérin. L’implantation se déroule en trois phases successives : 

l’apposition, l’adhérence et enfin, l’invasion (Figure	
   10). Cette séquence d’événements, 
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orchestrée par les stéroïdes ovariens, dure environ 24 heures chez la souris. Le processus 

d’implantation nécessite une modification profonde des deux tissus. Une synchronie précise 

se met en place entre la maturation de l’embryon et celle du tissu maternel. Pour cela, le 

blastocyste perd tout d’abord la zone pellucide qui le recouvre par protéolyse. Par ailleurs, les 

cellules du trophectoderme acquièrent des propriétés de cellules invasives (trophoblaste) 

(Figure	
   10). Simultanément, l’utérus doit être en phase de réceptivité : les cellules 

épithéliales perdent leurs microvillosités et l’expression de mucines (muc-1) au pôle apical, 

marqueur de polarité, disparaît. La composition des membranes apicales et basales devient 

similaire (Bazer et al. 2009). 

 

A l’apposition, le blastocyste établit un premier contact avec la surface du tissu maternel. 

Cette étape est facilitée par la fermeture de la lumière de l’utérus qui se fait sous l’influence 

de la P4. Le contact se fait au pôle anti-mésométrial des cornes utérines (face ventrale de la 

souris). La voie de signalisation d’HB-EGF, localement induite par le blastocyste sur l’EL, est 

essentielle à cette phase (Hamatani et al. 2004). Durant la phase d’adhérence, des systèmes 

d’adhésion entrent en jeu à E5.5 ancrant l’embryon à la paroi utérine. L’association entre le 

trophectoderme et l’épithélium devient plus stable. Les molécules d’adhésion les plus 

importantes dans ce processus sont les intégrines, les selectines, les galectines, les 

protéoglycans héparanes-sulfates, les cadhérines et les complexes trophinine-tastine-bystine 

(Carson et al. 2000, Dey et al. 2004, Wang et al. 2006). Durant la phase d’invasion, les 

cellules de l’épithélium utérin meurent par apoptose, la lame basale est détruite, et les cellules 

du trophoblaste pénètrent le tissu maternel. Dans le processus d’invasion, l’action des 

prostaglandines est essentielle (Wang et al. 2006). A ce stade, les cellules du stroma, 

adjacentes au site d’implantation, prolifèrent et se différencient, constituant une nouvelle 

structure appelée décidua. Durant la décidualisation, les cellules stromales se divisent, 

deviennent polyploïdes, gonflent, acquièrent du glycogène et s’entourent d’une nouvelle 

matrice extracellulaire par une surexpression de fibronectines et de laminines (Abrahamsohn 

et al. 1993). Elles expriment de nouvelles protéines : la prolactine, l’α-actine et l’IGFBP-1 

(Insuline-like Growth Factor Binging Protein 1) et de la phosphatase alcaline (King et al. 

2000, Thibault et al. 2001). Les cellules déciduales (CD) constituent une importante source de 

facteurs nutritifs essentiels au développement embryonnaire, mais également de facteurs de 

croissance et de cytokines leurs permettant de jouer un rôle d’immunorégulateurs au cours de 

l’invasion du blastocyste pour la protection de la mère contre la nature invasive de l’embryon 

(Thibault et al. 2001, Bazer et al. 2009) .  
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 Figure 10: Implantation embryonnaire dans l'utérus chez la souris 

A) Perte de la zone pellucide. B) Protéolyse des mucines exprimées au pôle apical des CE 
de l’endomètre. C) Apposition de l’embryon sur l’EL de l’endomètre. D) Acquisition de 
microvillosités à la surface des CE. E) Décidualisation des CS et pénétration de l’embryon dans 
l’endomètre. Adapté de (Bazer et al. 2009). 

 
A E5.5, lorsque l’implantation est achevée, l’embryon a établi un système provisoire 

d’échanges avec la circulation maternelle composée de trois éléments : l’endoderme pariétal, 

la membrane de Reichert (une membrane basale extracellulaire sécrétée par les cellules 

pariétales), et le trophoblaste. Ce système d’échange fonctionne jusqu’à la fin de la période de 

gastrulation à E8, lorsque les circulations maternelle et fœtale sont connectées et que le 

placenta définitif est formé. Jusqu’à E10.5 (correspondant à la fin de la période invasive) les 

CD entrent soit en apoptose, soit dans une nouvelle phase de différenciation conduisant à la 

formation de cellules de la décidue basale ou caduque basale (King et al. 2000). 

 

1.2.2.2.2. Régulation de l’implantation 

Les stéroïdes ovariens orchestrent les modifications utérines permettant l’implantation via 

leurs récepteurs nucléaires et leur différents isoformes ER (ERα et ERβ) et PR (PRA et PRB). 

Les E2 via ERα activent la prolifération cellulaire tandis que la P4 induit la différenciation 

des CS via PRA durant les trois jours qui succèdent l’attachement de l’embryon à l’EL (soit 
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de E4.5 à environ E8) (Paria et al. 1999, Mulac-Jericevic et al. 2000, Thibault et al. 2001, 

Ramathal et al. 2010).  

 

Les E2 vont activer un certain nombre de gènes cibles durant l’implantation dont le LIF. Le 

LIF joue un rôle déterminant dans la phase préimplantatoire puisque sa présence permet les 

mécanismes de décidualisation, d’attachement et de migration de l’embryon dans l’utérus 

(Stewart et al. 1992, Wang et al. 2006). Il est exprimé chez la souris dans l’épithélium 

glandulaire à E3 et dans le stroma à E4. Le LIF produit par les GU se lie à son récepteur LIFR 

et son corécepteur gp130 va activer Stat3 dans l’épithélium luminal. Il régule ainsi la 

transition entre prolifération et différenciation de l’EL. Dans le stroma, le LIF régule la 

prolifération par la régulation du signal à l’EGF (epidermal growth factor) et la 

décidualisation en contrôlant des gènes régulés par la P4, comme Indian hedgehog (Ihh) 

notamment (Figure	
  11) (Hantak et al. 2014). 

 

En effet, certains signaux issus de morphogènes comme hedgehog (HH), Wnt et les BMP 

(bone-morphogenetic-proteine) jouent aussi un rôle important dans l’implantation. Ihh, 

produit par l’EL sous l’influence de la P4 active le facteur de transcription COUP-TFII 

(chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor II) présent dans les cellules 

stromales et permet de manière indirecte la réceptivité utérine par les signaux envoyés du 

stroma à l’épithélium. Ihh est également important pour la décidualisation car il permet via 

COUPTFII l’induction de Bmp2 qui est exprimé dans le stroma dès l’adhésion du blastocyste 

et permet la décidualisation (Paria et al. 2001). Wnt4, aussi exprimé dans le stroma durant la 

même période, permet également la décidualisation des cellules stromales en régulant leur 

différenciation et leur survie par la régulation de l’action de la P4 (Franco et al. 2011). 

 

L’expression d’un certain nombre de gènes essentiels à la maturation post-natale joue donc 

aussi un rôle important dans l’implantation. C’est le cas de certains gènes homéotiques 

comme les gènes Hoxa10 et Hoxa11. Ces gènes sont exprimés fortement par le stroma utérin 

durant la phase réceptive et cette expression persiste durant la décidualisation (Benson et al. 

1996). L’inactivation de Hoxa10 et Hoxa11 chez la souris provoque une infertilité due à un 

défaut de décidualisation et de prolifération stromale, indiquant qu’il sont essentiels à ces 

processus (Lim et al. 1999). D’autres gènes homéotiques, Msx1 et Msx2 (msh homeobox), 

sont aussi essentiels car ils permettent le changement de la polarité dans l’EL nécessaire à 

l’invasion en inhibant l’expression de Wnt5a, qui module les complexes E-cadhérine-β-
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caténine qui établissent la polarité apico-basale (Daikoku et al. 2011). L’ensemble de ces 

mécanismes moléculaires est résumé Figure	
  11. 

	
  

 Figure 11: Dynamique de l'implantation chez la souris 

L’utérus devient réceptif à l’implantation par l’intermédiaire de différents signaux 
moléculaires. Le LIF secrété par les glandes utérines (GU), sous l’influence des E2, va se lier à 
ses récepteurs LIFR/gp130 sur les cellules de l’épithélium luminal (EL) et activer Stat3, qui va 
permettre la diminution de l’expression des mucines 1 (Muc1) au site d’implantation. L’activation 
de la voie JAK/STAT va aussi stimuler la production d’EGF par l’EL et permettre la prolifération 
des cellules stromales. Hand2 dont l’expression est stimulée par la P4 dans les cellules stromales, 
va inhiber l’activation de la voie de signalisation FGF/ERK ce qui va diminuer la prolifération et 
induire la différenciation de l’EL. Dans l’EL, l’augmentation de l’expression de Msx1 agit sur 
l’expression de Wnt5a stromale ce qui va diminuer les complexes β-caténine-E-cadhérines et 
diminuer la polarité cellulaire de l’EL. Le LIF et la P4 vont stimuler la production d’Ihh dans 
l’EL qui va agir sur les cellules stromales en stimulant COUPTFII qui va augmenter l’expression 
de BMP2 qui agit sur la décidualisation des cellules stromales. L’expression dans les cellules 
stromales de Wnt4, Hoxa10 et Hoxa11, est aussi essentielle pour la décidualistation. 
L’interaction HB-EGF et ErbB1/4 va permettre l’attachement du blastocyste à l’EL. VS : 
Vaisseaux sanguins. Adapté de (Hantak et al. 2014) et (Cha et al. 2012) 
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2.  LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION 

DLX5, DLX6 ET FOXL2 : 

IMPLICATIONS DANS LA 

REPRODUCTION 

2.1. Les gènes Dlx5 et Dlx6 

2.1.1. Les gènes Dlx 
 

Un gène homéotique est un gène dont la mutation conduit à l’apparition d’un organe bien 

formé, mais à un mauvais emplacement du corps (appelé homéose). Les premières 

descriptions de phénotypes homéotiques remontent à 1894 par William Bateson, qui observa 

l’apparition de pattes à la place des antennes chez la drosophile. Bateson comprit qu’au cours 

du développement, un « choix » a lieu, donnant l’identité propre d’un segment de 

l’organisme. Lorsque ce choix est faux, le segment perd son identité et ne possède pas les 

appendices ou organes attendus. On apprendra plus tard que ce sont des gènes qui déterminent 

ces choix. 

 

Les gènes Dlx codent pour des facteurs de transcription à homéodomaine apparentés au gène 

distal-less (Dll) de Drosophile (Cohen et al. 1989 , Porteus et al. 1991). Ces gènes ont été 

identifiés dans de nombreux groupes de Bilatériens (Holland et al. 1996, Caracciolo et al. 

2000, Myojin et al. 2001, Neidert et al. 2001 ). Les gènes Dlx sont impliqués dans de 

nombreux processus développementaux, notamment dans la morphogenèse des appendices, le 

développement du cerveau antérieur et des structures cranio-faciales telles que les arcs 

pharyngés et des organes sensoriels (revue dans (Panganiban et al. 2002)). Chez la 

drosophile, le gène Dll est exprimé dans le primordium des pattes et des différents appendices 

antérieurs (Figure	
  12) (Cohen et al. 1989, Panganiban et al. 2002). L’inactivation totale de 

Dll conduit à une létalité embryonnaire avant le premier stade larvaire (Cohen et al. 1989). 

L’analyse de mutants hypomorphes, présentant une réduction de l’activité de Dll, a permis de 

montrer son rôle dans la mise en place de l’axe proximo-distal (P/D), des appendices tel que 

les pattes, les antennes, les pièces buccales ou encore la plaque anale (Cohen et al. 1989, 

Gorfinkiel et al. 1999).  
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 Figure 12 : Profil d’expression du gène Distal-less (dll) chez la Drosphile 

L’utilisation d’un gène rapporteur (lacZ) codant pour la β-galactosidase permet de 
visualiser le profil d’expression du gène Dll chez la drosophile adulte. Photos représentant une 
antenne (A-C) ou une patte (D-F). Ce gène est exprimé dans la partie distale des appendices 
(antennes (B), pattes (E), etc.). Dll3 et Dll7 sont deux allèles hypomorphes (Panganiban et al. 
2002). 

 
Les gènes Dlx (Distal-less related homeobox gene) ont, par la suite, été identifiés dans de 

nombreuses espèces, notamment chez tous les chordés (Dolle et al. 1992, Schummer et al. 

1992, Holland et al. 1996, Caracciolo et al. 2000, Myojin et al. 2001, Neidert et al. 2001). Le 

modèle actuel propose que le gène ancestral Dll ait subit une duplication en cis aboutissant à 

l’apparition de deux gènes Dll-A et Dll-B en « tandem inverse » chez les urochordés (par 

exemple Ciona intestinalis) (Figure	
  13). Une série d’évènements de duplication a conduit à la 

formation d’au moins trois paires de gènes Dlx chez les vertébrés. Chacune de ces paires est 

liée à un cluster de gènes Hox. L’hypothèse actuelle est en faveur d’une co-évolution des 

gènes Hox et Dlx par les mêmes événements de duplication (Stock et al. 1996, Zerucha et al. 

2000, Sumiyama et al. 2003).  
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 Figure 13 : Modèle de l’évolution des gènes Dlx 

Ce modèle présente l’évolution des gènes Dlx à partir d’un hypothétique gène ancestral. 
Une duplication en cis aurait abouti à l’apparition des gènes Dll-A et Dll-B qui par une 
succession de duplication en trans aurait conduit à l’apparition de trois paires de gènes Dlx chez 
les Vertébrés (Zerucha et al. 2000). 

 
Les génomes de mammifères contiennent six gènes Dlx qui sont répartis en trois clusters 

bigéniques : Dlx1-2, Dlx5-6 et Dlx3-4 respectivement sur les chromosomes 2, 7, 17 chez 

l’Homme et 2, 6, 11 chez la souris (Selski et al. 1993, Robinson et al. 1994, Simeone et al. 

1994, Nakamura et al. 1996). L’organisation génomique de ces clusters est sensiblement 

identique. Les deux gènes d’un même cluster sont organisés en tandem inverse et comportent 

chacun trois exons avec une région intergénique de taille variable (Figure	
  14). 
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 Figure 14 : Représentation schématique de l’organisation génomique des gènes 
DLX humains 

Les exons sont représentés par les rectangles vides et la taille de la région intergénique 
correspond à la distance entre les deux codons stop. Référence des séquences génomique : 
AC0223925 pour DLX1-2, AC004774 pour DLX5-6 et 1C452638 pour DLX3-4(7) (Sumiyama et 
al. 2003). 

 
Dans notre laboratoire, nos études se focalisent sur un couple de gènes Dlx : les gènes Dlx5 et 

Dlx6. Ces deux gènes sont impliqués dans de nombreux processus développementaux chez les 

vertébrés. Ainsi, on retrouve leur expression dans des structures cranio-faciales (telles que le 

cerveau antérieur, les dérivés des cellules de la crête neurale céphalique ou les organes 

sensoriels) et dans les différents appendices de l’embryon en développement (les membres, le 

tubercule génital) (Figure	
  15) (Simeone et al. 1994, Acampora et al. 1999, Beverdam et al. 

2002, Depew et al. 2002, Robledo et al. 2002). Le profil d’expression des gènes Dlx est 

comparable à celui du gène Dll chez la drosophile (pièces buccales, pattes et plaque anale) 

indiquant une certaine conservation de la fonction des gènes Dlx dans la morphogenèse au 

cours de l’évolution.  

 

Chez l’adulte, l’expression de ces gènes est maintenue dans certains tissus tels que le cerveau 

(Stuhmer et al. 2002), l’os (Samee et al. 2008) ou encore les gonades femelles (Bouhali et al. 

2011).  

 

Several well defined pattern formation gene sys-
tems have been reported. The Hox system which gov-
erns anterior-posterior axis and proximo-distal appen-
dicular axis patterning is well known and serves as
an excellent system for analysis. However, the Hox
system is relatively complex consisting of 39 genes
organized into four clusters in higher vertebrates
(Ruddle et al., 1999). Therefore, we have focused on
the less complex Distal-less gene system consisting
of only six genes divided into three bigene clusters.
We believe that this gene system can be used profit-
ably to provide insight into the Ohno gene duplica-
tion hypothesis.

The Dlx/Distal-less bigene cluster system

Evolutionary history

The distal-less system consists of three bigene clus-
ters, termed Dlx1-2, Dlx5-6, and Dlx3-7 (Figure 1),
that are closely linked within approximately one
megabase to the Hox gene clusters, respectively, Hox
D, A, and B on different chromosomes. Sequence
comparisons between the mouse clusters shows a
close relationship between Dlx1-2 and Dlx5-6 and a
more distant relationship of both to Dlx3-7 (Figure 2).
Orthologous gene clusters are also seen in the ze-
brafish. Phylogenetic analysis indicates that the Dlx
gene family increased first by a tandem gene dupli-
cation, most probably in the primitive chordates, and
then by several genome duplications in the verte-
brates to give rise to the three bigene clusters seen
today in man and mouse (Stock et al., 1996).

Protostome invertebrates appear to have a single
true Dlx gene, as exemplified by Distal-less in Droso-
phila, or ceh-43 in C. elegans (Figure 3). Outside of
the vertebrates, the only animal known to have a Dlx
bigene cluster is the ascidian Ciona intestinalis
(DiGregorio et al., 1995). Ascidians are members of

Figure 1. Approximate drawings for human Dlx clusters. Interegenic sizes (stop codon to stop codon) are shown. Empty boxes indicate
coding regions. Reference genome sequences: AC023925 for Dlx1-2, AC004774 for Dlx5-6, and AC452638 for Dlx3-7 respectively.

Figure 2. A neighbour-joining tree for Dlx clusters. Paired Dlx
homeodomains are concatenated to represent each Dlx clusters for
mouse and zebrafish. Single dlx gene in vertebrate ancestor is
assumed. 1000 replication for bootstrap analysis have been done.
Values more than 500 are shown in figure.
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 Figure 15 : Profil d’expression des gènes Dlx5 chez l’embryon de souris 

A-B. Hybridation in situ Dlx5 in toto chez des embryons sauvages à E10.5 (A) et E11.5 (B). 
C-D. Coloration X-gal sur des embryons Dlx5lacZ à E14.5. Dlx5 est exprimé au niveau des 
structures cranio-faciales (arc mandibulaire (md) et 2ème arc pharyngien (AP2)), de la crête 
apicale ectodermique des bourgeons de membres antérieurs (FL) et postérieurs (HL) ainsi qu’au 
niveau du tubercule génital (tête de flèche) (Merlo et al. 2000). 

 

2.1.2. Rôle de Dlx5/6 chez la souris 

2.1.2.1. Inactivation des gènes Dlx5 et Dlx6 chez la souris 

 

Des modèles murins d’inactivation d’un ou de plusieurs gènes Dlx ont été réalisés pour 

étudier leurs fonctions (Qiu et al. 1995, Qiu et al. 1997, Acampora et al. 1999, Beverdam et 

al. 2002, Depew et al. 2002, Merlo et al. 2002, Depew et al. 2005). Ces études ont montré 

que l’inactivation d’un seul gène Dlx présente un phénotype moindre en comparaison avec la 

double inactivation de Dlx du même cluster. Cela indique une redondance fonctionnelle entre 

ces gènes, mais également des rôles propres à chaque Dlx. 

 

L’inactivation des gènes Dlx5 et Dlx6, chez la souris, a été générée en 2002, entre autres, au 

sein de notre laboratoire (Beverdam et al. 2002, Depew et al. 2002, Merlo et al. 2002). Ces 

souris ont été obtenues par recombinaison homologue ciblée, par insertion d’une construction 

présentant une délétion comprise entre l’exon 1 de Dlx5 et l’exon 1 de Dlx6 (Figure	
  16).  
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 Figure 16 : Construction utilisée pour la génération du double mutant Dlx5;Dlx6  

Une région de 17kb comprise entre les exons 1 de Dlx5 et Dlx6 a été remplacée par une 
cassette lacZ (Merlo et al. 2002). 

 

L’analyse des mutants a montré l’implication de ces gènes dans le développement 

embryonnaire. La double inactivation homozygote de Dlx5 et Dlx6 conduit à une létalité 

périnatale et à des graves malformations cranio-faciales. Dans la majorité des cas, les 

nouveau-nés Dlx5/6-/- présentent une exencéphalie. Les structures les plus atteintes sont les 

dérivés du bourgeon mandibulaire (mâchoire inférieure) qui présentent une forme et une taille 

similaire aux dérivés maxillaires (mâchoire supérieure) (Figure	
  17) (Beverdam et al. 2002, 

Depew et al. 2002). Cette transformation conduit à la formation d’une bouche symétrique. 

Ainsi, en l’absence de Dlx5 et Dlx6, on observe une transformation homéotique de la 

mâchoire inférieure. 

 

Ce phénotype est dû à la perte d’expression des gènes Dlx5 et Dlx6 dans les cellules de la 

crête neurale céphalique, provoquant une perte de leur identité et une incapacité à former les 

os et le cartilage du squelette crânien. Ce défaut entraîne à son tour une absence de formation 

de muscles cranio-faciaux (Beverdam et al. 2002, Heude et al. 2010). Ces données montrent 

que ces gènes sont requis pour donner l’identité mandibulaire aux dérivés cranio-faciaux. 
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 Figure 17 : Phénotype « cranio-facial » des embryons de souris Dlx5/6-/- 

Vue externe et préparation squelettique d’embryons contrôles et mutants (Dlx5/6-/-) à 
E18.5. On observe une transformation (mx*) de la mâchoire inférieure (md) en mâchoire 
supérieure (mx) résultant en une mâchoire symétrique (modifiée d’après (Beverdam et al. 2002)). 

 

Par ailleurs, les embryons Dlx5/6-/- présentent une ectrodactylie des pattes postérieures 

(absence d'un ou plusieurs doigts) (Figure	
  18). Les préparations squelettiques d’embryons à 

E14.5 et E18.5 montrent des défauts de la partie distale de membres caractérisés par des 

doigts plus courts ou absents souvent accompagnés par une syndactylie des doigts restants 

(fusion plus ou moins complète de deux ou plusieurs doigts) (Merlo et al. 2002). Les gènes 

Dlx5 et Dlx6 ont été considérés comme des candidats pour la maladie humaine rare dite 

ectrodactylie non syndromique ou malformation des « pieds et mains fendus » de type 1 (Split 

Hand/Foot Malformation type 1, SHFM1, OMIM # 183600) car ils sont contenus dans la 

région génomique minimale liée à cette ectrodactylie en 7q21.3 (Scherer et al. 1994, 

Crackower et al. 1996).  

 

D’autre part, les patients atteints de SHFM1 sont souvent également atteints d’un retard 

mental et/ou de défauts cranio-faciaux et certains hommes présentent également des défauts 

de masculinisation tels qu’un hypospadias, un micro-penis ou des testicules atrophiques 

(Giltay et al. 2002, Garcia-Ortiz et al. 2005, Suzuki et al. 2008). 
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porte une incisive. Les mutants présentent aussi des défauts de l’oreille moyenne, le marteau 

semble être transformé en une structure ectopique similaire à l’enclume.  

Les embryons mutants Dlx5/6 présentent donc une duplication des structures du 

maxillaire, la mâchoire inférieure se transformant en mâchoire supérieure (Fig. 19). On peut 

considérer ici, qu’en absence de Dlx5 et Dlx6, la mâchoire inférieure montre une 

transformation homéotique [Beverdam et al., 2002 ; Depew et al., 2002 ; Depew et al., 2005].  

 

 

 

 

Les études d’expression de gènes impliqués dans la genèse des structures maxillo-

mandibulaires ont permis d’expliquer la transformation de la mâchoire inférieure observée en 

absence de Dlx5/6. Au cours du développement des embryons Dlx5/6
-/-, Dlx1 et Dlx2 sont 

toujours exprimés dans le bourgeon mandibulaire [Depew et al., 2002]. Le bourgeon 

mandibulaire va donc acquérir l’identité du bourgeon maxillaire, et les CCNC vont se 

différencier en dérivés de mâchoire supérieure, expliquant ainsi la transformation des 

structures de la mâchoire inférieure.  

Figure 19. Phénotype crâniofacial des mutants Dlx5/6
-/-

. 

Observation macroscopique de la tête de souris nouveau-né inactivées pour Dlx5/6. 

Les préparations squelettiques montrent une duplication des structures du  maxillaire 

chez les mutants Dlx5/6
-/-

, la mâchoire inférieure présente une transformation en 

mâchoire supérieure, résultant en une bouche symétrique. On peut ainsi considérer que 

l’inactivation de Dlx5/6 provoque une transformation homéotique (modifié d’après 

[Beverdam et al., 2002]). 

i, incisive ; j, jugal ; md, mandibule ; mx, maxillaire ; mx*, maxillaire ectopique 
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 Figure 18 : Phénotype « pattes fendues » des embryons de souris Dlx5/6-/- 

Vue externe et préparation squelettique d’embryons contrôles et mutants (Dlx5/6-/-) à E18.5 
(Merlo et al. 2002) 

 

2.1.2.2. Rôle des gènes Dlx5 et Dlx6 dans la reproduction 

2.1.2.2.1. Dans	
  le	
  testicule	
  

 

L’étude de Nishida et coll. en 2008 a présenté le rôle des gènes Dlx5 et Dlx6 dans la fonction 

reproductive masculine (Nishida et al. 2008). Dlx5 et Dlx6 sont exprimés dans les testicules 

par les cellules de Leydig, responsables de la stéroïdogenèse testiculaire (Figure	
  19). 

 

 
 Figure 19 : Expression de Dlx5 et Dlx6 dans les cellules de Leydig chez la souris 

Hybridation in situ montrant l’expression des gènes Dlx5 et Dlx6 dans la région 
interstitielle de testicules embryonnaire de souris à E16.5. Les cellules marquées présentent les 
caractéristiques morphologiques des cellules de Leydig et co-expriment P450scc, un marqueur 
spécifique des cellules de Leydig (Nishida et al. 2008). 

 

Ces données ont permis de montrer que Dlx5 et Dlx6 avaient un rôle dans la différenciation 

testiculaire et la stéroïdogenèse. Ce rôle a été confirmé par l’étude de l’action de Dlx5 sur 
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l’expression du gène StAR (Steroidogenic Acute Regulatory gene). StAR est un gène essentiel 

à la stéroïdogénèse qui code pour un transporteur permettant l’entrée du cholestérol dans la 

mitochondrie, étape limitante dans la synthèse des hormones stéroïdiennes. Une étude in vitro 

sur des cellules de Leydig en culture a montré que Dlx5 active indirectement l’expression de 

StAR par GATA-4 (Nishida et al. 2008).  

 

In vivo, l’analyse de l’inactivation de Dlx5 et Dlx6 a permis de confirmer leur rôle dans le 

contrôle de la stéroïdogenèse. En effet, le double mutant Dlx5/6-/- présente des défauts de 

masculinisation caractérisés par une réduction de l’ordre de 50% du taux de testostérone 

testiculaire, une réduction de la distance ano-génitale, une diminution de l’expression de StAR 

au niveau des testicules fœtaux (Figure	
  20) (Nishida et al. 2008). 

 

 
 Figure 20 : Phénotype « testiculaire » des embryons de souris Dlx5/6-/- 

A. Expression de StAR détectée par hybridation in situ. On peut observer une réduction 
importante du niveau d’expression de ce gène en contexte double mutant pour Dlx5 et Dlx6 
(Dlx5/6 DKO). Les étoiles (*, panneau A) représentent les cordons séminifères. B. Mesure du 
taux de testostérone testiculaire. Test statistique de Student *, p < 0,01. C, Mesure de la distance 
ano-géniale (AGD) (entre les deux têtes de flèche) d’embryons à E18.5 (Nishida et al. 2008). 

 

Ainsi, cette étude a permis de montrer que les gènes Dlx peuvent contrôler la fonction de 

reproduction chez les mammifères. 
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2.1.2.2.2. Dans	
  l’ovaire	
  

 

Dans une étude du laboratoire, Bouhali et coll. en 2011 ont montré que ces gènes jouaient 

aussi un rôle dans la reproduction féminine. En effet, la réduction allélique de ces gènes chez 

les femelles Dlx5/6+/- conduit à une diminution de fertilité associée à un défaut de maturation 

des follicules ovariens. Ce défaut conduit à un épuisement précoce du pool folliculaire 

reproduisant une pathologie humaine qui est l’insuffisance ovarienne prématurée (IOP). Cette 

pathologie est caractérisée par un arrêt prématuré de la fonction ovarienne (OMIM #311360, 

#300511, #300604, #608996, #611548, #612310, #612964). Elle est définie cliniquement par 

une aménorrhée de plus de quatre mois avant l’âge de 40 ans, accompagnée d’une élévation 

des taux circulants de FSH (Goswami et al. 2005, Christin-Maitre et al. 2008). La prévalence 

de cette maladie est de 1% chez les femmes de moins de 40 ans et de 1/1000 chez les femmes 

de moins de 30 ans. Cette prévalence est estimée entre 1 et 3% de la population (Aiman et al. 

1985). Même si la majorité des cas d’IOP sont idiopathiques (Goswami et al. 2005), plusieurs 

étiologies ont déjà été décrites. Les causes principales peuvent être (i) auto-immunes, (ii) 

iatrogènes, (iii) virales ou (iv) génétiques (Christin-Maitre et al. 2006, Bachelot et al. 2009). 

 

Dans cette étude, Bouhali et coll. ont pu mettre en évidence la régulation croisée entre Dlx5 et 

Foxl2 : un gène majeur dans la fonction ovarienne et dont les mutations chez la femme sont 

associés à l’IOP (Figure	
  21) (Bouhali et al. 2011). En effet, il avait déjà été montré que chez 

les mutant Dlx5/6 durant l’embryogénèse, il y avait une augmentation de l’expression de 

Foxl2 dans la région des arc branchiaux où Dlx5/6 s’expriment normalement, indiquant que 

Dlx5 et Dlx6 inhibait Foxl2 durant l’embryogénèse (Jeong et al. 2008). Ici, l’équipe a pu 

monter que c’était aussi le cas dans l’ovaire. Les expériences in vitro sur une lignée de 

cellules de granulosa humaine KGN, ont montré que Dlx5 inhibait l’expression de Foxl2 et 

que Foxl2 activait l’expression de Dlx5. Chez les femelles Dlx5/6+/-, l’hybridation in situ 

révélant les transcrits de Foxl2, a mis en évidence une expression augmentée de Foxl2 dans 

les follicules à antrum comparée aux contrôles soulignant une diminution de l’inhibition de 

Foxl2 par Dlx5/6 (Figure	
  21). Il existe donc une régulation mutuelle de ces gènes orchestrant 

la maturation folliculaire ovarienne.  

 

 
 



 

 51	
  

 
 Figure 21. Phénotype ovarien des souris Dlx5/6+/-  

A. Hybridation in situ montrant la présence des ARNm de Dlx5 (a) et Dlx6 (b) dans les cellules de la 
granulosa des follicules à antrum. B, C. Phénotype ovarien des Dlx5/6+/- . On note la présence de 
follicules anormaux (B b’), la diminution de follicules de stade précoce et l’augmentation de follicules 
tardifs et de corps jaune chez les mutant (C, colonnes noires) comparé au contrôle (C, colonne 
blanche). D. Une plus forte expression de Foxl2 dans les stades follicule tertiaire (III) est observé 
dans les ovaires Dlx5/6+/-comparés au contrôle. I : follicule primaire, II : follicule secondaire, III : 
follicule tertiaire, CL : corpus luteum. D’après (Bouhali et al. 2011). 
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2.2. Le gène Foxl2 

2.2.1. Profil d’expression de Foxl2 
 

Foxl2 est un gène monoexonique de 2,7kb. Il code pour un facteur de transcription de 376 

acides aminés contenant un domaine de liaison à l’ADN forkhead, deux séquences de 

localisation nucléaire (ou NLS, Nuclear Localisation Signal) et un domaine polyalanine 

constitué d’une répétition homogène de quatorze résidus alanines chez les mammifères 

(Beysen et al. 2008, Moumne et al. 2008). 

 

 

 
 Figure 22 : Structure du gène Foxl2 

Représentation schématique de l’exon du gène Foxl2. Les nombres au dessus 
correspondent aux nucléotides, ceux en dessous aux acides aminés. 

 

L’analyse des séquences protéiques réalisée chez différents mammifères, chez le poulet et 

certains poissons montre que ce gène est très conservé entre les espèces (Figure	
  23) (Cocquet 

et al. 2002, Cocquet et al. 2003, Govoroun et al. 2004, Wang et al. 2004, Baron et al. 2005). 

Le domaine forkhead présente un haut degré de conservation (Figure	
  23, en bleu). En effet, 

seuls trois acides aminés de ce domaine ne sont pas conservés entre l’Homme, la chèvre, la 

souris et le fugu (Cocquet et al. 2002). 

 

rôle reste mal connu (figure 3). En dehors de ces deux
domaines, aucune similitude n’a été retrouvée avec
d’autres protéines.

L’expression somatique précoce de FOXL2 lors du
développement ovarien et à l’âge adulte suggère un dou-
ble rôle : dans la différenciation des cellules somatiques
puis dans le maintien de la fonction ovarienne. Chez la
souris, Foxl2 est exprimé dans l’ovaire pendant le déve-
loppement ovarien et le modèle des souris invalidées pour
foxl2 montre que la suppression des deux allèles du gène
foxl2 n’entraîne pas de réversion sexuelle. Foxl2 n’est
donc pas un gène impliqué dans la différenciation de la
gonade en ovaire. Cependant, il est indispensable à la
différenciation et à la prolifération des cellules de la gra-
nulosa [CG] puisque les souris invalidées pour FOXL2
[Foxl2 -/-] ont un blocage de maturation des follicules à la
transition cellules squameuses-cellules cuboïdes. Les CG
ne peuvent proliférer puisqu’elles ne franchissent pas ce
stade de différenciation [43]. FOXL2 est donc un gène
nécessaire à la mise en place et au maintien du fonction-
nement ovarien.

De plus, chez les souris Foxl2-/-, il existe une déplétion
complète du pool folliculaire dès 8 semaines de vie alors
que ce pool est normal à la naissance. Une hypothèse
proposée est la suivante. Les facteurs sécrétés par les ovo-
cytes et/ou les follicules en développement contrôleraient
l’activation des follicules primordiaux [44]. L’Amh et l’acti-
vine A ont été proposés comme facteurs inhibiteurs et la
follistatine comme facteur protecteur contre cet effet inhi-
biteur [45]. Chez les souris foxl2 -/-, l’Amh et l’activine A
ne sont pas exprimées dans les ovaires [42]. Au contraire,
Gdf 9, facteur ovocytaire, marqueur de l’activation des
follicules primordiaux s’exprime fortement dès la nais-
sance chez ces souris [46]. Dans les ovaires des souris
dépourvues de Foxl2, il existe un arrêt de maturation des
follicules à un stade précoce, il n’y a donc pas d’effet
inhibiteur sur l’activation des follicules primordiaux. Un
grand nombre de follicules primordiaux s’activent et
s’atrésient, d’où une déplétion rapide des ovaires en folli-
cules.

Depuis la découverte du gène FOXL2 en 2001, de
nombreuses mutations ont été décrites à travers le monde.
Plus de 125 mutations de FOXL2 ont été retrouvées chez
des patients avec BPES de type I et II. Deux « hot spots »
ont été retrouvés : 30 % des mutations de la protéine
FOXL2 sont secondaires à une extension du domaine
polyalanine de 14 à 24 résidus alanines et 13 % sont des
duplications de 17-pb c.843-859dup [g.1080-1096dup ;
p.P287fs] [47-51].

Il ressort de ces premières études une possible corré-
lation génotype-phénotype :

– quand un domaine polyalanine est tronqué, le risque
d’IOP est important ;

– pour les mutations ne touchant ni le domaine
Forkhead ni le domaine polyalanine, le phénotype n’est
pas prévisible. Dans certaines familles, on retrouve même
pour une même mutation les deux types de BPES avec ou
sans IOP ;

– une expansion du domaine polyalanine donne un
BPES type II ;

– pour les mutations faux sens, aucune corrélation
n’est possible ;

– les microdélétions sont souvent associées à un retard
mental.

Une base de données pour colliger les mutations
FOXL2 connues chez l’homme a été créée
[http://medgen.ugent.be/foxl2] [38].

Parmi les 7 patientes que nous avons étudiées, aucune
n’a présenté une aménorrhée primaire. Par contre, elles
ont présenté des troubles primaires du cycle. Dans les cas
décrits de la littérature, le phénotype ovarien des patientes
avec BPES n’est pas toujours précisé. Dans la plupart des
cas documentés à ce jour, les patientes ne présentent pas,
comme nos patientes, d’aménorrhée primaire mais des
troubles des règles précoces [47]. Chez nos patientes,
l’aménorrhée définitive survient relativement tardivement
vers 35 à 40 ans. Ainsi, l’insuffisance ovarienne progres-
sive que présentent les patientes avec BPES est atypique
par rapport aux patientes de notre cohorte qui présentent
une IOP avec un caryotype normal XX. En effet, la majorité

1 238 
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1368 2745
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1

TGA 

Nucléotides

Acides aminés 

Domaine Forkhead  

Domaine polyalanine

Figure 3. Schéma de la structure de FOXL2.
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 Figure 23 : Alignement de la séquence protéique de Foxl2 chez les vertébrés 

Les acides aminés conservés sont notés avec une étoile (*). Le domaine forkhead de liaison 
à l’ADN est noté en bleu. Foxl2 contient également un domaine polyalanine (représenté en rose). 
D’après (Cocquet et al. 2003). 

 

Chez la souris, au cours du développement, Foxl2 est exprimé dans le mésenchyme péri-

oculaire (Figure	
  24) et dans le noyau mésodermique des arcs pharyngiens 1-3 (Crisponi et al. 

2001, Schmidt et al. 2004, Shi et al. 2014).	
  

 

 - 42 - 

Homme           MMASYPEPEDAAGALLAPETGRTVKEPEGP-PPSPGKGGGGGGGTAPEKPDPAQKPPYSY  
Chèvre          MMASYPEPEDASGALLAPETGRAAKEPEAPAPPSPGKGGGGGAGAAPEKPDPAQKPPYSY  
Souris          MMASYPEPEDTAGTLLAPESGRAVKEAEAS-PPSPGKGGG----TTPEKPDPAQKPPYSY  
Fugu            MMATYQNPEDDAMALMVHDTN-TTKEKERP-KEEPVQDKVE------EKPDPSQKPPYSY 
Poisson zèbre   MMATYPGHEDNGMILMDTTSSSAEKDRTKD---EAPPEKG------PDKSDPTQKPPYSY  
Poulet          MMSGYADGEEDAVAMLAHDGG-GSKEPERG-KEELSAEKG------PEKPDPSQKPPYSY  
                **  *   *               *                       * ** ******* 
 
Homme           VALIAMAIRESAEKRLTLSGIYQYIIAKFPFYEKNKKGWQNSIRHNLSLNECFIKVPREG  
Chèvre          VALIAMAIRESAEKRLTLSGIYQYIIAKFPFYEKNKKGWQNSIRHNLSLNECFIKVPREG 
Souris          VALIAMAIRESAEKRLTLSGIYQYIIAKFPFYEKNKKGWQNSIRHNLSLNECFIKVPREG  
Fugu            VALIAMAIRESSEKRLTLSGIYQYIISKFPFYEKNKKGWQNSIRHNLSLNECFIKVPREG 
Poisson zèbre   VALIAMAIRESSEKRLTLSGIYQYIISKFPFYEKNKKGWQNSIRHNLSLNECFIKVPREG  
Poulet          VALIAMAIRESAEKRLTLSGIYQYIISKFPFYEKNKKGWQNSIRHNLSLNECFIKVPREG  
                *********** ************** ********************************* 
 
Homme           GGERKGNYWTLDPACEDMFEKGNYRRRRRMKRPFRPPPAHFQPGKGLFGAGGAAGGCGVA  
Chèvre          GGERKGNYWTLDPACEDMFEKGNYRRRRRMKRPFRPPPAHFQPGKGLFGAGGAAGGCGVA  
Souris          GGERKGNYWTLDPACEDMFEKGNYRRRRRMKRPFRPPPAHFQPGKGLFGSGGAAGGCGVP  
Fugu            GGERKGNYWTLDPACEDMFEKGNYRRRRRMKRPFRPPPTHFQPGKSLFG----------- 
Poisson zèbre   GGERKGNYWTLDPACEDMFEKGNYRRRRRMKRPFRPPPTHFQPGKSLFGG----------  
Poulet          GGERKGNYWTLDPACEDMFEKGNYRRRRRMKRPFRPPPTHFQPGKSLFGP----------  
                ************************************** ****** ***            
 
Homme           GAGADGYGYLAPPKYLQSGFLNNSWPLPQPPSPMPYASCQMAAAAAAAAAAAAAAGPGSP  
Chèvre          GAGADGYGYLAPPKYLQSGFLNNSWPLPQPPSPMPYASCQMAAAAAAAAAAAAAAGPGSP  
Souris          GAGADGYGYLAPPKYLQSGFLNNSWPLPQPPSPMPYASCQMAAAAAAAAAAAAAAGPGSP  
Fugu            ---GDGYGYLSPPKYLQSSFMNNSWSLGQPPAPMSYTSCQMAS------------GNVSP  
Poisson zèbre   ----EGYGYLSPPKYLQSGFINNSWS----PAPMSYTSCQVSS------------GSVSP  
Poulet          ----DGYGYLSPPKYLQSTFMNNSWPLPQPPAPVPYASCQMSG--       ---GSVSP  
                     ***** ******* * ****     * *  * ***               *  **      
 
Homme           GAAAVVKGLAGPAASYGPYTRVQSMALPPGVVNSYNGLGGPPAAPPPPP---HPHPHPHA  
Chèvre          GAAAVVKGLAGPAASYGPYSRVQSMALPPGVVNSYNGLGGPPAAPPPPP---HPHSHPHA  
Souris          GAAAVVKGLAGPAASYGPYSRVQSMALPPGVVNSYNGLGGPPAAPPPPPPPPHPHPHPHA  
Fugu            VN---VKGLSAP-TSYNPYSRVQSMALP-SMVNSYNGMS-------------HHHHPAHP 
Poisson zèbre   VN---MKGLSAP-SSYNPYSRVQSIGLP-SMVNSYNGISHH-----------HHHHHTHP  
Poulet          VN---VKGLSGP-ASYGPYSRVQSVALP-GMVNSYNGVAHP--------------HHPHA  
                      ***  *  ** ** ****  **   ******                     *  
 
Homme           HHLHAAAAPPPAPPHHGAAAPPPGQLSPASPATAAPPAPAPTSAPGLQFACARQP-ELAM  
Chèvre          HHLHAAAAPPPAPPHHGAAAPPPGQLSPASPATAAPPAPAPTNAPGLQFACARQP-ELAM  
Souris          HHLHAAAAPPPAPPHHGAAAPPPGQLSPASPATAAPPAPAPTSAPGLQFACARQP-ELAM  
Fugu            H--------------------HAQQLS---PATAAPPPVSSSNGAGLQFACSRQPAELSM 
Poisson zèbre   HAL-----------------PHAQQLSPA---TAAAPPVTTGNGTGLQFACSRQPAELSM  
Poulet          HH--------------------PQQLGPASP---APPAAPAANGAGLQFACARQPAELSV  
                *                       **        * *        ****** *** **   
 
Homme           MHCSYWDHDSKTGALHSRLDL 376 
Chèvre          MHCSYWDHDSKTGALHSRLDL 377 
Souris          MHCSYWDHDSKTGALHSRLDL 375 
Fugu            MHCSYWEHETKHSALHTRIDI 
Poisson zèbre   MHCSYWDHESKHSALHARIDI 306 
Poulet          MHCSYWEHDSKHGALHSRIDI 305 
                ****** *  *  *** * *  
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 Figure 24: Expression de Foxl2 dans le mésenchyme péri-occulaire   

A : A E14.5 l’hybridation in situ avec les ARN anti-sens de Foxl2 montre un signal fort 
dans les paupières en développement (à gauche), la sonde contrôle ne montre aucun signal 
(droite). B : Hybridation in situ Foxl2 sur une section sagittale de l’œil à E14.5. L’expression est 
concentrée dans le mésenchyme périocculaire (pm). El : paupières, cs : sac conjonctival, lf : 
fibres cristallines. D’après (Crisponi et al. 2001). 

	
  
De plus, Foxl2 est aussi exprimé dans l’hypophyse durant le développement embryonnaire. Il 

apparaît à partir de E11.5 au niveau du lobe antérieur hypophysaire en développement. Cette 

expression persiste dans cette zone jusqu’à l’âge adulte. Des analyses plus précises montrent 

que Foxl2 est présent dans les cellules différenciées ou non, ce qui suggère un rôle dans la 

différenciation des cellules de l’hypophyse au cours du développement. Par la suite, Foxl2 est 

présent dans les cellules gonadotropes (sécrétrices de gonadotrophines), thyréotropes 

(sécrétrices de TSH) et une partie des cellules lactotropes au cours de la gestation (Ellsworth 

et al. 2006). 

  
 Figure 25: Profil d'expression de Foxl2 dans l'hypophyse 

Immunohistochimie dirigée contre Foxl2 sur des coupes d’hypophyse d’embryons de 
souris. A : absence d’expression à E10.5, B, C ; expression de Foxl2 en vert à E11.5 et E12.5. D, 
E, F : IHC de Foxl2 en rouge et des hormones d’intérêt en vert : D : αGSU marque les cellules 
gonadotropes, E : LHb marque les cellules lactotropes et F : TSHb marque les cellules 
tyréotropes. D’après (Ellsworth et al. 2006). 
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Foxl2 est l’un des premiers marqueurs de la différenciation ovarienne. Il est détecté dès le 

stade E12.5 chez la souris dans les cellules folliculaires ovariennes (Figure	
  26) (Schmidt et 

al. 2004). Cette expression est maintenue dans l’ovaire durant toute la vie fœtale et jusqu'à 

l’âge adulte où Foxl2 est très fortement exprimé dans les cellules somatiques des follicules 

primordiaux. Durant la maturation folliculaire, son expression est maintenue et restreinte dans 

les cellules de la granulosa des follicules à des stades précoces puis diminue progressivement 

dans les follicules matures (Figure	
  26). La présence de Foxl2 de manière précoce dans les 

ovaires est aussi observée chez d’autres espèces n’appartenant pas aux mammifères telles que 

certains poissons : la truite arc-en-ciel et le tilapia (Wang et al. 2004, Baron et al. 2005), le 

poulet (Govoroun et al. 2004) et la tortue (Loffler et al. 2003). La conservation de ce profil et 

son expression précoce au niveau des gonades suggère un rôle prépondérant de Foxl2 dans la 

différenciation et le développement ovarien. 

 

 

 Figure 26 : Profil d’expression de Foxl2 dans les gonades chez la souris 

Détection de l’activité β-galactosidase de souris rapportrices Foxl2lacZ chez des embryons à 
E12.5 (A,B) et adultes (C,D). Chez l’embryon, l’expression de Foxl2 est détectée uniquement au 
niveau des ovaires. Chez l’adulte, l’expression est restreinte aux cellules de la granulosa avec un 
taux plus élevé dans les follicules primordiaux (flèches noires) et une diminution au cours de la 
maturation folliculaire (flèches blanches) (Schmidt et al. 2004). 
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2.2.2. Rôle de Foxl2 

2.2.2.1. Mutations de FOXL2 chez l’Homme 

 

Des mutations de FOXL2 ont été décrites chez l’Homme et sont responsables du syndrome du 

Blepharophimosis Ptôsis Epicanthus Inversus (BPES, OMIM #110100) qui peut être associé à 

une IOP (Harris et al. 2002, Kosaki et al. 2002, De Baere et al. 2003, Fokstuen et al. 2003, 

Loffler et al. 2003, Udar et al. 2003).  

 

Le BPES est une maladie génétique rare qui touche 1/5000 naissances. Dans les cas 

familiaux, la transmission de la maladie répond majoritairement à un modèle autosomique 

dominant. Le BPES est caractérisé par quatre malformations palpébrales majeures présentes 

dès la naissance (Lawson et al. 1995). Les personnes atteintes de cette maladie présentent un 

rétrécissement de l'ouverture des yeux (blépharophimosis), des paupières tombantes (ptôsis), 

et un pli vers le haut de la peau de la paupière inférieure près du coin interne de l'œil 

(épicanthus inversus). En outre, il existe une distance accrue entre les coins intérieurs des 

yeux (télécanthus). Le ptôsis est dû à une dysplasie, ou l'absence du muscle élévateur de la 

paupière : le levator palpebrae superioris (LPS) (Figure	
  27) (Dollfus et al. 2003, Decock et 

al. 2011). En raison de ces anomalies, les paupières ne peuvent pas s’ouvrir complètement, et 

la vision peut être limitée. Les personnes atteintes peuvent aussi avoir certains traits du visage 

distinctifs dont une arête nasale large, oreilles basses, ou une distance raccourcie entre le nez 

et la lèvre supérieure (un philtrum court).  

 

On distingue deux types de BPES en fonction de la présence d’une IOP (BPES de type I) ou 

non (BPES de type II) (Zlotogora et al. 1983). Quatre-vingt trois pour cent des patients 

présentant un BPES ont une mutation dans FOXL2 (Beysen et al. 2005). Les mutations 

peuvent toucher la séquence codante (mutations intra-géniques) ou des séquence régulatrices 

(mutations extra-géniques). Les mutations intra-géniques représentent la majorité des 

mutations décrites dans ce gène. Des mutations faux-sens ont été observées essentiellement 

dans le domaine forkhead et induisent des modifications de la localisation subcellulaire de la 

protéine et de l’activité transcriptionelle de FOXL2 (Beysen et al. 2008). Les mutations non-

sens conduisent à la formation d’une protéine tronquée dont l’activité est abolie ou très 

réduite en fonction de la position du codon stop. D’autres types de mutations trouvées sont 

des insertions/délétions ne modifiant pas le cadre de lecture de la protéine. C’est le cas, par 
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exemple, des expansions du domaine polyalanine, décrite dans 30% des patients atteints de 

BPES. 

 

 
 Figure 27: Malformation des paupières chez des patients BPES 

D’après (Verdin et al. 2012). 
 

2.2.2.2. Les souris invalidées pour Foxl2 

	
  
Chez la souris, l’inactivation homozygote de ce gène conduit à une létalité de 95% des 

animaux avant le sevrage. Ces animaux sont caractérisés par une taille réduite due à une 

diminution de 60% de la concentration sérique IGF1 (insulin growth factor) pouvant être due 

au défaut hypophysaire. Par ailleurs, ils présentent des malformations cranio-faciales sévères, 

caractérisées par une hypoplasie des paupières visible dès E13.5. De plus, les nouveaux-nés 

naissent avec les yeux ouverts. Les 5% qui survivent au sevrage peuvent vivre au-delà d’un 

an, mais les femelles Foxl2-/- sont stériles (Schmidt et al. 2004, Uda et al. 2004). L’analyse 

des ovaires Foxl2-/- montre que les follicules mutants sont bloqués au stade primordial et 

n’entame pas la maturation folliculaire (Figure	
   29). Les cellules de la granulosa restent 

aplaties et ne se différencient pas en cellules cuboïdales qui caractérisent les follicules 

primaires.  
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 Figure 28: Phénotype palpébrale des souris Foxl2-/- 

A et B ; Histologie sur coupe d’œil de souris sauvage (A) et Foxl2-/- (B) à E13.5. Souris à 
E17.5 (C-D) et à la naissance, sauvage (C,E) et Foxl2-/-(D,F). D’après (Uda et al. 2004) 

 

 
 Figure 29: Phénotype ovarien des souris Foxl2-/- 

A : Ovaire de souris sauvage, B : Ovaire de souris Foxl2-/-. Les ovaires des souris mutantes 
présentent un arrêt de la croissance folliculaire et les cellules somatiques apparaissent 
désorganisées avec un stroma réduit. D’après (Schmidt et al. 2004) 

 

Chez la chèvre, il a été montré que la mutation naturelle d’une région de 11,7 kilobases, 

appellée mutation PIS pour « polled intersex syndrome » incluant un élément régulateur 

affectant l’expression de Foxl2 provoquait une inversion sexuelle des femelles XX en mâle. 

Ces chèvres ont une différenciation de type testiculaire incluant la différenciation des cellules 

de Sertoli et la formation de tubules séminifères (Pailhoux et al. 2001). L’inactivation de 
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FOXL2 chez la chèvre obtenue par « genome editing » résume le phénotype PIS (Boulanger 

et al. 2014). Ces résultats suggèrent que Foxl2 aurait aussi un rôle dans l’identité ovarienne. 

Une étude de Uhlenhaut et coll. montre que l’inactivation conditionnelle de Foxl2 chez la 

souris dans des ovaires adultes provoque une réversion sexuelle partielle des ovaires (Figure	
  

30) (Uhlenhaut et al. 2009). Dans cette étude, l’équipe montre que l’expression de Foxl2 est 

nécessaire pour le maintien de l’identité ovarienne et empêche la transdifférenciation d’un 

ovaire adulte en testicule. En effet, l’inactivation de Foxl2 dans des ovaires adultes induit une 

expression de marqueurs testiculaires dont Sox9 (cible de Sry). Ils observent une 

reprogrammation des cellules de la granulosa en cellules de type Sertoli et Leydig et des taux 

de testostérone similaires aux frères de portée XY (Figure	
  30) (Uhlenhaut et al. 2009). Ces 

résultats montrent pour la première fois que le phénotype ovarien est un processus actif qui 

doit être maintenu tout au long de la vie. 

 

 Figure 30 : Réversion sexuelle des gonades XX des mutants conditionnels Foxl2 

(A) Histologie des gonades XX du contrôle Foxl2f/f (panneaux de gauche) et des gonades 
XX du mutant conditionnel R26CreERT2;Foxl2f/f (panneaux de droite) trois semaines après 
traitement au tamoxifène induisant la recombinaison. On peut remarquer différentes 
caractéristiques des cellules de Sertoli telles que des extensions cytoplasmiques (*), des nucléoles 
tripartites et une lame basale importante (flèche noire). (B) Analyse comparative globale de 
l’expression génique des gonades XX Foxl2f/f (control) et XX R26CreERT2;Foxl2f/f (mutants) trois 
semaines après traitement au tamoxifène. (C) Zoom de l’analyse montrée en (B) montrant 
l’augmentation d’expression de Sox9. (D) Analyse comparative de l’expression génique des 
ovaires contrôles et mutants avec un profil testiculaire. On remarque que les gonades XX 
R26CreERT2;Foxl2f/f acquièrent un profil d’expression génique beaucoup plus proche d’un profil 
testiculaire que d’un profil ovarien. Les couleurs (de vert à rouge) représentent des niveaux 
d’expression absolue (Uhlenhaut et al. 2009). 
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Mais ce n’est pas la seule fonction que Foxl2 joue dans la reproduction. Ce facteur de 

transcription est aussi exprimé dans les cellules gonadotropes et thyréotropes de l’hypophyse 

chez l’adulte (Cocquet et al. 2002, Ellsworth et al. 2006). L’inactivation conditionnelle de 

Foxl2 spécifique dans les cellules gonadotropes conduit à une réduction de la fertilité. Chez 

les mâles, on observe une réduction de la taille des testicules et la spermatogénèse est réduite. 

Pour les femelles, on observe une diminution de la taille des ovaires et l’ovulation est 

moindre. Ces atteintes au niveau des gonades sont liées à la déficience en FSH de ces souris 

mutantes, plus particulièrement dans la diminution de la synthèse de la sous-unité Fshβ. Foxl2 

agit donc aussi sur la production de FSHβ hypophysaire (Tran et al. 2013). 

 

 
 Figure 31: Inactivation conditionnelle de Foxl2 dans l'hypophyse 

A : Immunohistochimie anti-Foxl2 dans l’hypophyse des souris contrôles (control) et 
mutantes conditionnelles (cKO). B : La taille des portées est réduite chez les mutants, C : 
L’expression de Fshb et Fst sont réduites chez les mutants mâles et femelles. D’après (Tran et al. 
2013). 
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2.2.3. Les cibles transcriptionnelles de Foxl2 
 

 
 Figure 32: Cibles transcriptionnelles de Foxl2 dans l’hypophyse et les ovaires 

Foxl2 régule la synthèse des gonadotrophines au niveau de l’hypophyse. Au niveau 
ovarien, Foxl2 régule quatre voies majeures : l’inflammation, l’apoptose, la détoxification des 
espèces réactives de l’oxygène et le métabolisme du cholestérol. Les cibles activées sont en rouge 
et les cibles inhibées sont en vert. D’après (Batista et al. 2007, Benayoun et al. 2011). 

 

2.2.3.1. Cibles ovariennes de Foxl2 

Considérant la fonction critique de Foxl2 dans la différenciation ovarienne, des gènes cibles 

ont été identifiés en utilisant des analyses à haut débit sur des modèles humain et murin. Dans 

le contexte ovarien, Foxl2 régule l’homéostasie du cholestérol et la synthèse des hormones 

stéroïdes par la régulation de Star et de l’Aromatase (Pannetier et al. 2006, Bouhali et al. 

2011). Il joue aussi un rôle dans la détermination ovarienne en inhibant Sox9 et l’AMH. Il agit 

sur la folliculogénèse en interagissant directement avec la protéine NOBOX (Bouilly et al. 

2014), sur l’ovulation en activant Ptgs2 et sur la réponse au stress et l’apoptose en régulant 

Sirt1, MnSOD, Tnfaip3 et Fos (Batista et al. 2007).  

 

2.2.3.2. Cibles hypophysaires 

Ellsworth et ses collaborateurs ont déterminé les cibles de Foxl2 dans l’hypophyse de souris 

(Ellsworth et al. 2003, Ellsworth et al. 2006) (Figure	
  32). Foxl2 régule l’expression du gène 
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codant pour le récepteur de la GnRH ainsi que le gène Cga codant pour la sous-unité alpha 

commune aux gonadotrophines (α-LH, α-FSH et α-TSH). 

Par ailleurs, d’autres études ont montré que Foxl2 était un régulateur indirect de la synthèse 

de la sous-unité β de la LH et de la FSH (Blount et al. 2009, Tran et al. 2013). Cette 

régulation se fait en dimère avec Smad3 et régule l’expression de la follistatine. La follistatine 

est un régulateur de l’activité des facteurs de croissance de type TGFβ, synthétisés par des 

cellules gonadotropes de l’hypophyse antérieure. La follistatine régule en aval la synthèse des 

sous-unités β de la LH et de la FSH. De plus Foxl2 régulerait également de façon directe 

l’expression de la sous-unité β de la FSH (Blount et al. 2009, Tran et al. 2013).  

 

2.3. Foxl2 et Dlx5/6 dans l’utérus 

2.3.1. Foxl2 dans l’utérus 
Des études chez l’Homme (Talbi et al. 2006, Governini et al. 2014) ont montré que la 

protéine FOXL2 était présente dans l’endomètre. L’étude de Talbi et coll. explorant par 

biopuces l’expression du génome entier durant le cycle menstruel a révélé une expression 

élevée de FOXL2 durant la phase proliférative. Une autre étude de Governini et coll. a 

localisé la protéine dans le stroma et l’épithélium glandulaire (Figure	
  33) (Governini et al. 

2014).  

 Figure 33: Expression de FOXL2 dans l'endomètre humain 

Immunohistochimie dirigée contre la protéine FOXL2 sur des endomètres de patientes en 
phase proliférative et sécrétoire. On note un marquage (marron) cytoplasmique de Foxl2 
dans le stroma et dans l’épithélium glandulaire en phase poliférative. Ce marquage est 
surtout visible dans l’épithélium en phase sécrétoire. D’après Governini et al. 2014. 

 

Chez le bovin, une étude a pu révéler la présence du transcrit et de la protéine de FOXL2 dans 

l’endomètre durant le cycle œstral et que son expression augmentait durant la phase 
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correspondant à la dégradation du corps jaune (phase lutéolytique). Les études en 

immunohistochimie ont montré que durant le cycle, Foxl2 était présent dans le stroma, dans 

l’épithélium glandulaire et dans l’endothelium vasculaire. Dans cette étude, il a été vu que la 

supplémentation de progestérone induisait la répression de FOXL2. Durant le cycle, la 

protéine Foxl2 change de localisation subcellulaire dans l’épithélium glandulaire: 

cytoplasmique durant la phase folliculaire, il devient nucléaire durant la phase lutéolytique. 

Durant la période de gestation son expression diminue. Ces données suggèrent que Foxl2 est 

régulé négativement par la progestérone et que c’est par ce mécanisme qu’il est inhibé durant 

la gestation (Eozenou et al. 2012) (Figure	
  34). 

 
 Figure 34: Expression de Foxl2 dans l'utérus bovin 

A : Immunohistochimie dirigée contre la protéine Foxl2 à 14 (a,d), 20 jours (b, e) de cycle 
et 20 jours de gestation. (c,f) Foxl2 est localisé dans les cellules stromales (STR) de manière 
nucléaire et dans l’épithélium glandulaire de manière cytoplasmique à 14 jour de cycle (a,d) et 
nucléaire à 20 jours de cycle (b,e). Durant la gestation, la protéine Foxl2 n’est plus présente (c,f). 
B :qPCR montrant la quantification relative des ARNm de Foxl2 dans les zones carenculaires 
(CAR) et intercarenculaire (ICAR), durant le cycle ou pendant la gestation. C : Quantification 
relative de la protéine par Western Blot durant le cycle et pendant la gestation. On note une 
diminution des ARNm et des protéines durant la gestation et une augmentation à 20 jours du 
cycle correspondant à la chute de progestérone. D’après (Eozenou et al. 2012). 
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2.3.2. Dlx5 dans l’utérus 
Le gène DLX5 chez la femme est aussi exprimé dans l’endomètre. Son expression est 

particulièrement élevée durant les phases sécrétoires précoces et tardives, correspondant à une 

période de forte activité glandulaire (Talbi et al. 2006). Des études d’analyse de transcriptome 

sur certaines pathologies de l’endomètre chez la femme ont montré que l’expression de DLX5 

est augmenté de l’ordre de 3 fois sur des analyses de biopuces réalisées dans l’endomètre des 

patientes atteintes d’adénocarcinomes endométroïdes, un type de cancer caractérisé par la 

prolifération anarchique de glandes, comparé aux endomètres sains (Maxwell et al. 2005). 

Dans une autre pathologie, l’endométriose, qui se caractérise par la présence de tissu 

endométrial en dehors de la cavité utérine, il a été remarqué que l’expression de DLX5 

diminue de l’ordre de 15 fois comparée aux endomètre sains (Hu et al. 2006). 

 

 

Ces données suggèrent que Foxl2 comme Dlx5 et Dlx6 joueraient un rôle central dans la 

reproduction à différents niveaux : hypophysaire ; ovarien et utérin. Cependant aucune étude 

n’a pu démontré leurs rôles exacts dans l’utérus. 

 

L’objectif de mon travail de thèse a été de déterminer en partie, les rôles de ces facteurs de 

transcription dans l’utérus chez la souris. 
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1.  INTRODUCTION AUX TRAVAUX DE 

THESE 
 

Mes travaux font suite à l’étude de Bouhali et coll. réalisée dans notre laboratoire, qui a mis 

en évidence que Dlx5 et Dlx6 étaient présents dans les ovaires adultes et que leur diminution 

allélique provoquait une diminution de la fertilité des femelles. Cette étude a pu montrer chez 

les femelles une anomalie de maturation des follicules ovariens associée à la dérégulation 

d’un autre gène, Foxl2. Suite à ces résultats, nous nous sommes intéressés de plus près à 

l’expression de ces facteurs de transcription dans les voies reproductives. Je me suis donc 

proposé d’étudier si ces gènes Dlx5, Dlx6 et Foxl2 sont présents dans l’utérus car aucune 

étude auparavant n’avait été réalisée. 

 

L’hypothèse de départ est que ces deux gènes se régulant l’un l’autre dans les ovaires, ils 

pouvaient aussi interagir dans l’utérus. J’ai donc réalisé mes études sur Dlx5/6 et Foxl2 en 

parallèle afin de déterminer i) leur profil d’expression complet dans l’utérus depuis sa 

formation, ii) l’effet de leur inactivation conditionnelle dans les voies reproductives, iii) si une 

interaction entre ces facteurs était possible dans l’utérus. 

 

Pour cela, j’ai utilisé une approche de modèle murin. Tout d’abord, j’ai réalisé un profil 

d’expression complet de ces gènes en utilisant des souris rapportrices LacZ. J’ai pu voir dans 

cette étude que Dlx5 était exprimé dès E15.5 dans l’épithélium des canaux de Müller au 

niveau de la partie qui donnera le futur utérus et que Foxl2, lui, commençait à être exprimé 

dans l’utérus dans le mésenchyme dès la naissance. Poursuivant mon analyse, j’ai pu voir que 

ces gènes étaient aussi présents durant la maturation post-natale de l’utérus jusqu’à chez 

l’adulte, suggérant un rôle dans le développement et la fonction de l’utérus. Les souris 

inactivées pour Dlx5/6 meurent à la naissance et l’inactivation de Foxl2 provoque une forte 

létalité péri-natale. Afin de voir l’implication dans le développement post-natale utérin, j’ai 

utilisé le système Cre-LoxP et ainsi généré un modèle d’inactivation conditionnelle où la cre-

recombinase est sous le contrôle du promoteur du récepteur 2 de la progestérone, qui est actif 

dès les premiers jours de la naissance dans l’utérus. En parallèle de ces études, j’ai pu 

participer à l’analyse des causes des malformations craniofaciales provoquées par l’absence 

de Foxl2 chez les souris invalidées pour ce gène. 
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2.  RESUME DE L’ARTICLE 1 

2.1. Foxl2 est exprimé dans l’utérus dès la naissance et persiste jusqu’à chez l’adulte 

Dans cette étude, j’ai montré que Foxl2 était exprimé dans les voies génitales à partir de 

E15.5 dans les parties correspondantes au futur cervix et aux oviductes (Article1 Figure 1A, 

B). A la naissance, Foxl2 s’exprime dans le mésenchyme utérin (Article1 Figure 1C), puis 

durant la maturation post-natale, il est présent dans le stroma et la partie profonde du 

myomètre en développement. Chez l’adulte, il est présent uniquement dans le stroma, mais il 

est absent du myomètre (Article1 Figure 1C). 

2.2. Les cellules Foxl2 positives donnent naissance à la partie profonde du myomètre 

interne et à la paroi des vaisseaux sanguins. 

Une étude de lignage a pu déterminer la contribution des cellules ayant exprimé Foxl2 aux 

différentes couches tissulaires de l’utérus. J’ai pu voir que les cellules qui avaient exprimé 

Foxl2 participaient à la formation du stroma, de la couche profonde du myomètre et de la 

couche musculaire entourant les vaisseaux (Article1 Figure 2). 

2.3. L’inactivation conditionnelle de Foxl2 dans l’utérus provoque une infertilité 

Afin d’analyser le rôle de Foxl2 durant la maturation post-natale de l’utérus, j’ai étudié 

l’inactivation conditionnelle de ce gène sur les souris Pgr cre / + ; Foxl2 flox / flox. J’ai pu 

observer que les souris adultes étaient infertiles (Article1 Tableau1), malgré une fonction 

ovarienne apparemment normale (Article1 Suppl. Figure 2). Aucun site d’implantation n’est 

observé dans les utérus à E5.5, suggérant que l’infertilité serait due à un problème 

d’implantation. 

2.4. Inactivation conditionnelle de Foxl2 dans l’utérus provoque une architecture 

anormale du tissu et un défaut de formation de la couche de cellules musculaires 

entourant les artères 

Les analyses des utérus des souris Pgr cre / + ; Foxl2 flox / flox à plusieurs âges (PN6, 15, 25 et 

chez l’adulte) ont montré une diminution de la couche stromale, une hypertrophie et une 

désorganisation du myomètre dès le début de la maturation post-natale (Article1 Figure 4 et 

Figure 5). Chez l’adulte, on observe une couche de muscles supplémentaire dans la partie 

profonde du myomètre. De plus, on observe un défaut de formation des couches musculaires 
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entourant les vaisseaux dans l’utérus (Article1 Figure 6). Ces résultats montrent que 

l’expression de Foxl2 dans le mésenchyme durant la maturation utérine est nécessaire à la 

différenciation du stroma et du myomètre, ainsi qu’à leur organisation. Ces défauts 

d’organisation de la couche musculaire pourraient expliquer en partie l’infertilité, car chez la 

femme, il a été observé que l’hypertrophie de ce tissu était associée à une infertilité. 

2.5. Effet de l’inactivation de Foxl2 sur des gènes clés impliqués dans la maturation 

post-natale 

Chez les mutants Pgr cre / + ; Foxl2 flox / flox, on note une modification de l’expression de 

certains gènes impliqués dans le développement post-natal, en particulier Wnt7a, qui joue un 

rôle dans la formation du myomètre et régule d'autres gènes Wnt. Nous avons constaté que, 

dans les utérus Pgr cre / + ; Foxl2 flox / flox , certains gènes de la famille Wnt sont touchés: Wnt4 

et Wnt7a sont augmentés à PN15, tandis que tous les autres Wnts sont diminués (Wnt11 à 

PN15, Wnt5a à PN25 et Wnt16 à tous les âges). La perturbation de ce réseau complexe de 

régulation montre que Foxl2 agit sur la différenciation post-natale en régulant ces signaux. 

 

En conclusion, Foxl2 est exprimé dès la naissance dans le mésenchyme et permet le 

développement et l’organisation du stroma et du myomètre ainsi que la formation de la 

couche musculaire entourant les artères. Durant la maturation, Foxl2 agit sur la régulation de 

certains gènes Wnt agissant sur la maturation post-natale. 
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Abstract
Foxl2 codes for a forkhead/HNF3 transcription factor essential for follicular maturation and maintenance of ovarian identity.
FOXL2 mutations are associated with Blepharophimosis, Ptosis and Epicanthus inversus Syndrome (BPES) characterized by
eyelid malformations (types I and II) and premature ovarian insufficiency (type I). We show that Foxl2 is not only expressed by
the ovary, but also by other components of the mouse female reproductive tract, including the uterus, the cervix and the
oviduct. In the uterus, Foxl2 expression isfirst observed in theneonatalmesenchyme and, during uterinematuration, persists in
the stroma and in the deep inner myometrial layer (IML). In the adult, Foxl2 is expressed in the differentiated stromal layer, but
no longer in the myometrium. Conditional deletion of Foxl2 in the postnatal (PN) uterus using Progesterone Receptor-cre (Pgrcre/+)
mice results in infertility. During PN uterine maturation Pgrcre/+; Foxl2flox/flox mice present a severely reduced thickness of the
stroma layer and anhypertrophic, disorganized IML. In adult Pgrcre/+; Foxl2flox/floxmice a supplementarymuscular layer is present
at the stroma/myometrium border and vascular smoothmuscle cells fail to form a coherent layer around uterine arteries. Wnt
signalling pathways play a central role in uterinematuration; in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox mice,Wnt genes are deregulated suggesting
that Foxl2 acts through these signals. In humans, thickening of the IML (also called “junctional zone”) is associatedwith reduced
fertility, endometriosis and adenomyosis. Our data suggest that Foxl2 has a crucial role in PNuterinematuration and could help
to understand sub-fertility predisposition in women.

Introduction
In all mammals, the uterus develops as a specialization of the
paramesonephric or Müllerian ducts, which gives rise to the
infundibula, oviducts, uterus, cervix and anterior vagina (1).
Themature uterine wall is composed of two functional compart-
ments, the endometrium and the myometrium. The endomet-
rium is constituted by a simple columnar luminal epithelium
(LE) surrounded by a fibroblastic stroma and endometrial glands
(EG) which secrete factors required for the establishment of uter-
ine receptivity and embryo implantation (2–5). The stroma is sur-
rounded externally by the myometrium, a muscular structure
constituted by three different layers: the circularly oriented

inner myometrial layer (IML), also called junctional zone (JZ) in

human MRI imaging, the vascular myometrial layer and the lon-
gitudinally oriented outer myometrial layer (OML). Myometrial
contractions, drivenby the IML (or the JZ in humans) are essential
for trophoblast invasion, sperm transport and parturition (6). At
birth, the mouse uterus lacks EG and muscles, and consists of a
simple epithelium supported by undifferentiated mesenchyme.
The complex processes of neonatal uterine differentiation and
uterine gland formation are regulated by epithelium/mesen-
chyme interactions, which involve the extracellular matrix,
growth factors-mediated signals and expression of steroid hor-
mone receptors (7). Adenogenesis begins at postnatal day 5
(PN5), from epithelial invaginations, which lead to the formation
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of GE (glandular epithelium) buds and results in the development
of simple tubular glands lined by a simple cuboidal epithelium
(8). During postnatal (PN) development, the neonatal mesen-
chyme differentiates into two layers: the endometrial stroma
and the myometrial muscular layers. Mouse uterine myogenesis
begins at PN3 when the oriented outer mesenchymal cells differ-
entiate into bundles of smooth muscle cells, prefiguring the IML.
At PN15, the inner, outer and vascular myometrial layers are
already formed and the maturation phase continues by the
growth of these individual layers. The mouse uterus is fully
mature around PN30 (9).

FOXL2 codes for a forkhead/HNF3 transcription factor that dis-
plays a highly conserved expression in the vertebrate ovary (10).
In humans, FOXL2mutations cause the autosomal dominant Ble-
pharophimosis–Ptosis–Epicanthus inversus Syndrome (BPES)
(OMIM ID: 110100) (11). A large spectrum of FOXL2 mutations
has been identified and two types of BPES have been described.
Both forms of BPES are characterized by oculo-facial dysmorph-
ism,which, in BPES type I, is also associated to premature ovarian
insufficiency (POI). Several mousemodels carrying targeted Foxl2
mutations have been generated (12–14). Homozygous females
show dysmorphic eyelids/foreheads (15) and are infertile, due
to an early impairment of follicular development and a defect
in primordial follicle individualization (13). It has been shown
that Foxl2 regulates the expression of genes involved in the con-
trol of steroidogenesis (16,17). Foxl2 interacts with Steroidogenic
Factor-1 (SF-1) and inhibits the expression of both CYP17 (16) and
StAR (18), and activates the expression of Cyp19a1 (aromatase)
(19), suggesting that its involvement in POI might result from a
misregulation of steroid biosynthesis.

Recent studies show that, beside the ovary, where Foxl2 is ex-
pressed in early ovarian follicles and by granulosa cells (18,20),
strong expression also occurs in the endometrium. High-through-
put profiling experiments of human endometrium show that the
highest levels of FOXL2 expression are reached during the prolif-
erative phase (21). Uterine expression of Foxl2 is also supported
by studies in the bovine where the gene is negatively regulated
by progesterone (22). In human and in bovine endometrium, im-
munodetection of FOXL2 protein has suggested its localization in
the stroma and in GE (22,23). Furthermore, FOXL2 is overexpressed
in endometriosis, a human pathology characterized by the
presence of ectopic endometrial tissue outside the uterine cavity
(23). Despite these data, the possible role of FOXL2 in uterine
maturation and function has not yet been explored.

Here, we show that stromal uterine cells (SC) express Foxl2
throughout PN development. Using a mouse model in which
Foxl2 is conditionally deleted in the uteruswe show that this tran-
scription factor is essential for several aspects of normal uterine
maturation including myometrial and vascular formation. Foxl2
uterine deletion results in infertility. Our findingsmight implicate
Foxl2 in reproductive disorders of the uterus and should be taken
into consideration when counselling BPES patients undergoing
in vitro fertilization.

Results
Uterine expression of Foxl2

The distribution of Foxl2 during uterine development was ana-
lysed in Foxl2LacZ/+ mice (12). At 18.5 days post coitum (E18.5),
Foxl2 is expressed by the ovary, the oviduct and the cervix, but
not by the uterus (Fig. 1A, right panel). Foxl2 expression is first de-
tected in the uterus at birth (Fig. 1A; left panel) and persists in the
ovary, oviduct and cervix (Fig. 1B). In the uterus, during early PN

maturation (Fig. 1C; PN3, PN5 central panel), Foxl2 is detected in
mesenchymal cells which are precursors of stroma and myome-
trial smoothmuscle cells. To discern stromal andmyometrial ex-
pression of Foxl2, we detected, by immunohistochemistry (IHC),
the expression of smooth muscle actin α (SMAα) (Fig. 1C, right
panel). During early PN maturation (Fig. 1C; PN3, PN5 right
panel), Foxl2 is expressed bymesenchymal precursors of the stro-
ma (9) and by few smoothmuscle cells at the border between the
uterine mesenchyme and the early myometrium (arrowheads
Fig. 1C). At later maturation stages (PN8-PN12), Foxl2 expression
persists in the stroma and in the deep part of the IML (arrow-
heads). In the adult, Foxl2 is expressed by stroma cells and
blood vessel walls (Fig. 1C, lower lane), but is no longer detected
in the myometrial layer. The uterine distribution of Foxl2 is also
confirmed by in situ hybridization and IHC in the adult (Supple-
mentary Material, Fig. S1 and Fig. 3C).

Foxl2-positive cells give rise to the inner part of the IML
and to uterine blood vessels walls

Early mesenchymal cells of the uterus are known to be precur-
sors of both the stroma and the myometrium (9). To analyse
the contribution of Foxl2-positive precursors to different compo-
nents of the uterus, we used Foxl2cre/+; R26RLacZ/+mice inwhich all
derivatives of Foxl2-positive cells are lacZ positive. Our results
show that Foxl2-positive precursors generate: (a) most stroma
cells, (b) SMAα-positive cells of the deep IML (arrowheads) and
(c) uterine blood vessels (arrows) (Fig. 2). These findings support
the notion that the deep IML and uterine vascular smooth
muscle cells (VSMCs) surrounding blood vessels both derive
from Foxl2-positive progenitors in the stroma. A small subpopu-
lation of luminal epithelial cells appears also to derive from
Foxl2-positive precursors (small arrows, Fig. 2D); this is in line
with the reported contribution of stroma stem cells derivatives
to the LE (25).

Foxl2 conditional inactivation in the uterus

In order to analyse the role of Foxl2 in PN maturation of the
uterus, we crossbred mice carrying a Foxl2 conditional allele
(Foxl2flox/flox) (14), with the Progesterone Receptor-Cre knockin
(PgrCre/+) mice (26) in which the Cre-recombinase gene is ex-
pressed in the epithelium and in the stroma of the PN uterus
(27). As the Pgr promotor is also active in the granulosa of antral
follicles (28) and in the pituitary gland (29), we verified the tis-
sue-specific pattern of recombination of Foxl2 in our mice. In
Pgrcre/+; Foxl2flox/flox mice at PN25 the recombinant allele was de-
tected only in the uterus, but not in the ovary or in the pituitary
gland (Fig. 3A). At this stage, Pgr is not expressed in the granu-
losa of immature follicles and in the pituitary of prepubescent
females (26,30).

As expected, neither Foxl2 mRNA nor Foxl2 protein were
detected in the uterus of Pgrcre/+; Foxl2flox/flox mice (Fig. 3B, C and
Fig. 7).

Pgrcre driven Foxl2 inactivation results in infertility

Pgrcre/+; Foxl2flox/flox females are not fertile. Interestingly, the ana-
lysis of daily vaginal smears in the two weeks following sexual
maturation showed a normal oestrus cycle and vaginal plugs
were present after mating with WT males indicating a normal
sexual behaviour and a normal ovarian function. Ovaries of ma-
ture mutant and WT mice were similar, with the presence of all
classes of follicles and corpora lutea (Supplementary Material,
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Fig. 2). Despite these apparently normal features, after crossing
with WT males, adult Pgrcre/+; Foxl2flox/flox females never got preg-
nant (Table 1). Interestingly, the probability of generating a litter
after mating, was strongly reduced (50%) for Pgrcre/+; Foxl2flox/+

females when compared to Pgr+/+; Foxl2flox/flox littermates. At 5.5
days post coitum, no implantation sites were present in Pgrcre/+;
Foxl2flox/flox uteri, histological analysis confirmed the absence of
implanted embryos in mutants.

Figure 1. Foxl2 expression during uterine maturation. (A) LacZ expression in the reproductive tract of female Foxl2LacZ/+ mice at E18.5 and at birth. Before birth Foxl2 is
expressed in the oviduct, the ovary and the cervix; uterine expression begins only at birth. (B) LacZ expression in the adult oviduct and cervix of female Foxl2LacZ/+

mice. (C) LacZ expression in Foxl2LacZ/+ mice during PN development and in the adult. During PN development, Foxl2 is expressed by most SC (s), by cells surrounding
blood vessels (small arrows) and by the deep IML (arrowheads). In the adult, no Foxl2 expression was detected in the myometrium. Left and central panels
counterstained with eosine; right panels, IHC with anti-SMAα antibodies. cvx: cervix, eml: external myometrial layer, ge: glandular epithelium, iml: inner myometrial
layer, le: luminal epithelium, m: myometrium, o: ovary, ov: oviduct, s: stroma, u: uterus; small arrows: ß-gal positive blood vessels; arrowheads: positive zone for
SMAα and ß-gal. Scale bar: 100 µm.
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Conditional inactivation of Foxl2 in the uterus results
in abnormal tissue architecture

At all ages analysed (PN6, PN15, PN25 and adult) the IML of Pgrcre/+;
Foxl2flox/flox mice was hypertrophic and disorganized compared to
age-matched controls and the border between the stroma and
IML was not as sharply defined as in control uteri (Fig. 4). The LE
and the external myometrial layer (EML) were apparently normal
and the total uterine thickness was unchanged (Fig. 5A).

At PN6, in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox mice, the SMA-positive cells of
the IML occupied a large part of the uterine surface while the
SMA-negative stromal layer, well-recognizable in control ani-
mals, was significantly reduced (Figs 4 and 5B). The stroma/IML
border could not be clearly identified in mutant animals due to
the presence of dispersed SMA-positive cells.

As PN15, the stromal layer was strongly reduced and the
expanded SMA-positive IML layer occupied most of the uterine
surface. Interestingly, in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox mice, smoothmuscle
fibres of the deep IML were disorganized and did not follow the
circular orientation of the IML.

At PN25, Foxl2-deleted uteri presented a clearly detectable
stromal layer; however, the limit between the stroma and the
IML was disorganized and not as clearly defined as in control an-
imals. In the stroma of control animals SMA-positive cells were
invariably associated to blood vessels while, in mutant animals,
SMA-positive cells were associated to arteries only in a restricted
region close to the stroma/IML border and most of them were
dispersed throughout the stroma with no evident association to
blood vessels.

In Pgrcre/+; Foxl2flox/flox adult animals, the IML remained
disorganized, andwas characterized by the presence of a supple-
mentary, longitudinally oriented, muscular layer separating it

from the stroma (sml in Fig. 4). In Pgrcre/+; Foxl2flox/flox adults, no
SMA-positive cells were present in the stroma while, in control
adult animals, stromal blood vessels were invariably surrounded
by SMA-positive cells.

In the uterus of PN15, PN25 and adult Pgrcre/+; Foxl2flox/flox ani-
mals, the SMAα-positive component was significantly larger
than controls (Figs 4 and 5B). At PN15, the average thickness of
the IML of mutant uteri was almost doubled while the average
thickness of the stroma was reduced by more than 50% (Fig. 5B,
P15). These significant uterine dysmorphologies persisted at
PN25, after uterine maturation, and in the adult: the IML of mu-
tant uteri was 2.4 times larger than controls at PN25 and 1.9
times in the adult; the thickness of the stroma was reduced for
about 25% at both ages (Fig. 5B).

Foxl2 inactivation results in defects of the smoothmuscle
wall of uterine arteries

Most SMAα-positive cells present in the normal uterine stroma
are VSMCs surrounding arteries and arterioles. Starting at
PN25, the stroma of Pgrcre/+; Foxl2flox/flox uteri presented few,
sparse, SMA-positive cells not obviously associated to blood
vessels (Fig. 4 PN25, Adult).

We immunostained uterine sections with anti-CD31 (an
endothelial cell marker of blood vessels) and anti-SMAα anti-
bodies. In PN25 and adult control animals all stromal SMAα-posi-
tive cells are elongated and in close contact with major blood
vessels confirming that they are VSMC. In contrast, in the stroma
of Pgrcre/+; Foxl2flox/flox uteri, the CD31 and SMAα staining patterns
are not juxtaposed indicating that SMAα-positive cells are not
associated to blood vessels (Fig. 6A).

Figure 2. Lineage of Foxl2-positive precursors in the uterus. Uterine LacZ expression in PN21 and adult Foxl2LacZ/+ mice (A and C) compared to Foxl2Cre/+; R26RLacZ/+ mice
(B and D) counterstained with anti-SMAα antibodies. Vascular smooth muscle cells surrounding arteries (VSMCs, arrows) and smooth muscle cells of the deep IML
(arrowheads) are LacZ-positive in B and D, therefore they derive from Foxl2-positive precursors. VSMCs and deep IML cells are not LacZ-positive in A and C suggesting
a transient expression of Foxl2. In adult Foxl2Cre/+; R26RLacZ/+ mice, groups of LacZ-positive cells are also present in the LE (small arrow), suggesting that they derive
from Foxl2-positive precursors. Abbreviations as in Figure 1. Scale bar: A and B: 50 µm, C and D: 100 µm.
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3D reconstructions of confocal acquisitions show that, inmu-
tant animals, most SMAα-positive cells are not in direct contact
with blood vessels and fail to form VSMC layers (Fig. 6B and
Supplementary Material, Fig. S3).

Effect of Foxl2 inactivation on the expression of key genes
of uterine maturation

After Foxl2 inactivation, several key genes involved in uterine PN
maturation were dysregulated (Fig. 7). In the uterus several Wnt
genes are known to orchestrate PN maturation (7). In particular
Wnt7a plays a role in myometrial formation (31) and regulates
other Wnt genes and Hoxa10 and Hoxa11 (32), which play an im-
portant role in stromal proliferation. We found that, in Pgrcre/+;
Foxl2flox/flox uteri at PN6, PN15, PN25 most Wnt family genes are
affected: Wnt4 and Wnt7a are up-regulated at PN15, while all
other Wnts are downregulated (Wnt11 at PN15, Wnt5a at PN15

and PN25 and Wnt16 at all ages). No variations were observed
in the expression of Hoxa10 and Hoxa11. Msx1 and Msx2 were
downregulated at PN6 and PN15. As expected, in conditionally
deleted uteri, Foxl2 expression was not detectable at any age.

Discussion
Foxl2 is involved in myometrial differentiation

Foxl2 plays a central role in ovarian specification and physiology;
mutations of this gene are associated with a specific form of POI.
Here we show that Foxl2 is also expressed at other levels of the
female reproductive tract. In the uterus, Foxl2 expression begins
in the neonatal mesenchyme and persists up to adulthood in
the stroma. We demonstrate by lineage analysis that the
deep IML and VSMCs surrounding uterine arteries derive from
Foxl2-positive mesenchymal precursors. Conditional inactiva-
tion of Foxl2 in the uterus results in infertility associated with

Figure 3. Post-natal deletion of Foxl2 in the uterus. (A) At PN25, thefloxed (flox) and the deleted (Δ) alleles of Foxl2 (24)were detected by PCR in different tissues after crossing
Foxl2flox/flox femaleswith Pgrcre/+; Foxl2flox/+males; columns “a”: tissues derived from Foxl2flox/floxmice, columns “b”: tissues derived from Pgrcre/+; Foxl2flox/floxmice. The Δ allele
was present in the uterus, but not in the ovary and in the pituitary where PGR-cre and Foxl2 are expressed. (B) qPCR shows relative expression of Foxl2mRNA in Foxl2flox/flox

and Pgrcre/+; Foxl2flox/flox uteri at PN25. Control gene: Sdha. Foxl2 mRNA is no longer present in the cre-deleted uterus. (C) Foxl2 IHC in Foxl2flox/flox and in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox

uteri at PN25. Foxl2 protein is not present in the stroma of the cre-deleted uterus; background staining persists in the LE and in the myometrium. Scale bar: 100 µm.

Table 1. Foxl2 inactivation in the uterus leads to infertility

Total of females
crossed

Number
of plugs

% of plug giving
a litter

Average litter size
(standard deviation)

Pgr+/+; Foxl2flox/flox 39 61 85.2 8.2 (±1.62)
Pgrcre/+; Foxl2flox/+ 28 59 44.1 7.2 (±1.22)
Pgrcre/+; Foxl2flox/flox 8 14 0 0

Pgrcre/+; Foxl2flox/floxwere unable to give a litter after a successful crosswithWTmales. Note that the proportion of plug giving a litter of 85% in floxedmice is reduced to 44%
in heterozygous mutant; that suggest the deletion of one allele of Foxl2 in the uterus have an effect in the establishment of pregnancy. A same female was crossed 1–5
times.
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myometrial disorganization and vascular defects. Pgrcre/+; Foxl2
flox/flox mice present an enlarged and disordered myometrial
layer, suggesting a defect of myometrial differentiation. In adult
Pgrcre/+; Foxl2flox/flox uteri, a supplementary layer of the myome-
trium is present at the myometrium/stroma border and VSMCs
surrounding stromal arteries are absent. It has been shown that
early stroma mesenchymal cells are progenitors of both the
mature stroma and the myometrium (9).

Wnt patway deregulation in the absence of Foxl2

Several members of the Wnt family are deregulated in Pgrcre/+;
Foxl2flox/flox uteri (Fig. 7). In particular, the expression of Wnt5a,
Wnt11 and Wnt16 is significantly reduced while Wnt4 and
Wnt7a are up-regulated during uterine maturation. Wnt genes
are key modulators of the epithelial-mesenchymal interactions
essential for pre- and PN development of the uterus (7,33).

Wnt7a and Wnt11 are expressed by the uterine epithelium;
Wnt4, Wnt5a and Wnt16 by the stroma. Wnt5a, Wnt7a, Wnt11
and their downstream partners and targets (e.g. APC, β-catenin,
Vangl-2) are involved in myometrial development and/or adeno-
genesis (7,34–36). Myometrial defects were also observed by em-
ploying models to induce or inhibit Wnt/βcatenine signalling in
utero. The Wnt7a−/− mice exhibit an hyperplastic myometrial
layer (31). Interestingly, the myometrial phenotype is not pre-
sent in PgrCre/+; Wnt7aflox/flox conditional mutants (31,32); this
suggests that the epithelial Wnt7a-dependent signal controlling
myogenesis precedes PGR-cre activation which begins at PN3.
The myometrial phenotype of Pgrcre/+; Foxl2flox/flox uteri is remin-
iscent of that of Wnt7a−/− mutants; however, uterine-specific
deletion of Foxl2 results in Wnt7a up regulation. These findings
suggest the existence of regulation loop between the Foxl2-posi-
tive stroma and the Wn7a-positive LE (Fig. 7): deletion of Foxl2 in
the stroma would derepress Wnt7a in the epithelium which, in

Figure 4.Altered uterine architecture in the absence of Foxl2. SMAα-stained sections of uteri from Pgr+/+; Foxl2flox/flox (left) and in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox (right) mice of different
ages (PN6, PN15, PN25, Adult). In Pgrcre/+; Foxl2flox/floxmice at PN6, PN15 and PN25 the thickness of the stroma (s) is reducedwhile the innermyometrial layer is increased. At
PN6 and PN15 the border between the stroma and the IML is not clearly delimited and disorganized. In the adult, a supplementary myometrial layer with a longitudinal
orientation (red arrows) is present between the stroma and the circularly oriented imlmyofibres. Vascular smoothmuscle cells are absent in stroma in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox

uteri. eml: external myometrial layer, iml: inner myometrial layer, le: luminal epithelium, s: stroma, sml: supplementary myometrial layer, Scale bar: 100 µm.
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turn, would not be able to induce a response of the Foxl2-
negative stroma.

During early PNmaturation, expressionofWnt7a in the LE is re-
quired for the maintenance of high levels ofWnt4, Wnt5a, Hoxa10
andHoxa11 in themesenchyme, which, in turn induces the differ-
entiation of the mesenchyme into endometrium or myometrium
(37). The strong deregulation of stroma-specific Wnts (Wnt4,
Wnt5a and Wnt16) observed in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox uteri could
result from a Foxl2-dependent regulation in mesenchymal cells.

Wnt signalling acts either through the canonical β-catenin/
APC-complex pathway or through other non-canonical pathways.
Interestingly targeted inhibition of the canonical Wnt pathway in
the uterus result in myometrial defects confirming the import-
ance of Wnt signalling for uterine maturation. Mesenchyme-spe-
cific deletion of APC or β-catenin in Amhr2Cre/+; APCflox/flox and
Amhr2Cre/+; β-cateninflox/flox present a disorganized myometrium.
In Amhr2Cre/+; APCflox/flox mice the myometrium is discontinuous,
while inAmhr2Cre/+; β-cateninflox/floxmice themyometriumpresents
nodules which are then replaced by adipocytes (34,38,39). A
phenotype reminiscent of the Wnt7a−/−myometrial hypertrophy
was seen in Vangl2−/− mice (33,36).

A possible model to explain our findings would involve a
Foxl2-dependent regulation of Wnt7a in the epithelium, which,
in turn, would affect other Wnt genes in the stroma via Vangl2.
Foxl2 seems to participate in the establishment of themesenchy-
mal response to Wnt7a ultimately determining the differenti-
ation-balance between SC and the cellular muscular layer
(CML). Foxl2 inactivation in the uterus would thus result in mus-
cular hypertrophy through the deregulation of theWnt7a signal-
ling pathways in favour of CML.

The reduction of Wnt5a expression in our mutants might ex-
plain their reduced fertility. Indeed, a recent study shows that
Wnt5a is important for uterine crypt formation and embryo im-
plantation through non-canonical ROR signalling (40). Indeed,
Wnt5a seems important to position blastocysts along the anti-
mesometrial pole and to permit attachment and implantation.

Vascular defects in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox uteri

As demonstrated in Figure 6B and Supplementary Material,
Fig. S3, some Foxl2-positive stroma cells give rise to VSMCs sur-
rounding arteries of the uterus. In the absence of Foxl2 these

Figure 5. Quantitative analysis of uterine layers thickness. (A) Total uterine thickness (µm) in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox and control mice during PN maturation (PN6, PN15 and
PN25) and in the adult. (B) Proportion of uterine thickness occupied by the stroma and by the inner myometrial layer in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox and control mice during PN
maturation (PN6, PN15, PN25) and in the adult quantified on SMAα-stained slices. Iml, inner myometrial layer; * = P<0.05, **=P<0.005, Mann and Whitney t-test analysis.
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precursors do not generate a normal vascular smooth muscular
layer around blood vessels. Foxl2 could act as a regulator of the
global organization of myogenic cells through the deregulation
of cell adhesion. Adhesion defects might also contribute to the
myometrial disorganization described above. The effect of
Foxl2 on the formation of a coherent vascular smooth muscle
layer could be much more general and not only limited to the
uterus, for example we have observed the activation of Foxl2
also in cephalic vasculature (15).

Implications for human pathology

In the humanuterus the IML corresponds to the region also called
JZ in MRI imaging. The JZ represents the inner third of the myo-
metrium; together with its overlying endometrium, this region
plays a critical role in placentation (41). There is no sharp ana-
tomical demarcation between the JZ and the surrounding uterus,
however its specific functional and pathological characteristics
granted the use of this term to describe the maternal part of
the utero-placental unit.

The JZ is responsible for uterine contractions throughout the
menstrual cycle and is involved in, sperm transport, menses
clearance and trophoblast invasion during placentation (42). An
enlarged JZ has been observed in patients with recurrent miscar-
riage (43,44), with pelvic endometriosis (45) and adenomyosis,
characterized by a benign invasion of the myometrium by the
endometrium (46,47). Recently, MRI and vaginal sonography
have highlighted anatomical defects in the myometrium in ade-
nomyosis and endometriosis in women. Instead of smoothmus-
cle changes representing a response to invading endometrial
tissue, this imaging data have suggested that the primary defect
in these conditions was myometrial dysfunction (48,49). These
observations seem to indicate that disruption of the normal
innermyometrial architecture due to excessivemyocyte prolifer-
ation is a cause of diffuse adenomyosis rather than a conse-
quence of it (48). Interestingly, mice treated with either
tamoxifen present an adenomyosis-like phenotypewith disorga-
nized concentric and longitudinal smooth muscle layers (50)
similar to those obtained after Foxl2 inactivation. In human ade-
nomyosis, β-catenin expression is higher in glandular epithelial

Figure 6.Uterine vascular defects resulting from Foxl2 inactivation. (A) Double IHC for SMAα (green) andCD31 (red) onuteri from Pgr+/+; Foxl2flox/flox (left) and Pgrcre/+; Foxl2flox/flox

(right) at PN25 and in the adult. Arrows indicate vessels in which the CD31-positive endothelium is in close association with the SMA-positive VSMCs (see also B, left).
Arrowheads indicate CD31-positive vessels in proximity, but not in close association, with SMAα-positive cells. (B) 3D reconstruction of confocal acquisitions of a
representative vascular segments from Pgr+/+; Foxl2flox/flox (left) and in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox (right) at PN25. Scale bar: 100 µm in PN25, 200 μm in Adult, in A; 10 µm in B.
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cells; in the mouse, constitutive activation of the β-catenin path-
way results in an adenomyosis-like phenotype (51) suggesting a
link to the canonical Wnt pathway.

It appears that the JZ constitutes one of the primary sites of
vascular pathology in pregnancies. It has been shown that a
thick JZ is associated with repeated implantation failures in in
vitro fertilization procedures, indicating that the JZmay be an im-
portant predictive factor for implantation and suggesting MRI for
patients with consecutive implantation failures (44,52).

There is no specific study on the uterine function of BPES
women, but spontaneous pregnancy leading to delivery have
been reported. BPES type II female patients are usually consid-
ered to be fertile. However, several observations indicate that
menstrual abnormalities and/or reduced fertility are associated
with BPES type II, suggesting a partial phenotypic overlap be-
tween BPES type I and type II (11,53,54). One should not forget
that in women, heterozygous loss of FOXL2 might result in a
milder uterine phenotype than that observed in homozygous
mice. In view of these observations, our finding of a disorganized
IML in Pgrcre/+; Foxl2flox/floxuteri couldwell be at the origin of abnor-
mal uterine function and contribute to a better understanding of
human subfertility.

Materials and Methods
Mice

Procedures involving animals were conducted in accordance
with the directives of the European Community (council directive
86/609) and the French Agriculture Ministry (council directive 87–
848, 19 October 1987, permissions 00782 to GL). Micewere housed

in specific pathogen-free and light, temperature (21°C) and hu-
midity (50–60% relative humidity) controlled conditions. Food
and water were available ad libitum. Foxl2 expression pattern
was studied using a knockin Foxl2LacZ/+ stain (12). We also used
Foxl2Cre/+, bred with Rosa26lox-stop-lox-LacZ/+ (refered to as R26RLacZ/+)
(55) mice to study the lineage of Foxl2 expressing cells. Pgr Cre
mice were provided by John P. Lydon and Francesco De Mayo
Houston TX (26). Cre expressing strains were used to induce
cell population-specific Foxl2 invalidation when bred with a
Foxl2lox/lox mice strain (14). To obtain Foxl2 Pgrcre/+; Foxl2flox/flox we
crossbreed Pgrcre/+; Foxl2flox/+ males with Pgr+/+; Foxl2flox/flox fe-
males. To obtain Foxl2LacZ/+ mice we crossbreed Foxl2LacZ/+ males
with B6D2F1N females. To obtain Foxl2cre/+; R26RLacZ/+ mice we
crossbreed R26RLacZ/LacZ males with Foxl2cre/+ females. Animals
were backcrossed with wild-type B6D2F1/N from Charles River
Laboratory (Italy).

Genotyping mice

For genotyping, DNA was extracted from mice tails and uteri
using “KAPA express” extraction kit (Kapa Biosystems). Mutant
mice were genotyped by PCR using allele-specific primers using
TAKARA Ex Taq (Takara) or KAPA2G Fast Genotyping PCR mix
(Kapa Biosystems):

– Foxl2-lacZ: 1. wild-type (WT) allele 1: 5′-CAGATGATGGC
CAGCTACCCCGAGC-3′ and 2. wild-type (WT) allele 2: 5′-
GTTGTGGCGGATGCTATTCTGCCAGCC-3′; mutant allele:
5′-GTAGATGGGCGCATCGTAACCGTGC-3′. PCR product of
500 bp shows LacZ type allele and 300 bp showsWTallele.

– Foxl2-floxed-delta: 1. Exon_Foxl2.fw: 5′-GGACAGCTTCTGG
ATGCAGAGCC-3′, 2. Upstream_Foxl2.fw: 5′-GCACACTTG

Figure 7. Effect of Foxl2 inactivation on the expression of key genes of uterinematuration. RelativemRNA expression of gene implicated in PN development of uterus from
PN25 Foxl2flox/flox and in Pgrcre/+; Foxl2flox/flox mice. Control gene: Sdha. *= P<0.05, **=P<0.01, Mann and Whitney test analysis.
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CGCAGTATCACGTGT-3′, 3. Downstream_Foxl2.rv: 5′-CA
GCGGAGGCGACAAAGCGGAGTCGCAGG-3′. PCR product
of 100 bp shows wild-type allele, 200 bp product shows
floxed allele and a 500 bp product shows the recombinant
Δ allele.

– PGR-Cre and Foxl2-Cre mice: 1. Cre-L1: 5′-GCCACCAGCC
AGCTATCAACTC-3′, 2. Cre-R1: 5′-TTGCCCCTGTTTCACT
ATCCAG-3′. PCR product of 250 bp shows cre-recombinase
gene.

– R26R mice: 1. Z1: 5′-GCGTTACCCAACTTAATCG-3′, 2. Z2:
5′-TGTGAGCGAGTA ACAACC-3′, a PCR product of 350 bp
shows LacZ allele.

Fertility test

For testing fertility, a total of 75 sexually mature female mice
(2-month to 1-year-old) were bred with WT males (B6D2F1N) for
up to 6 months, and vaginal plugs were detected. The litter size
per mice during this period was recorded for each genotype.
The duration of oestrous cycles was determined in female mice
by daily analysis of the vaginal smears for a period of 4 weeks
(56). For implantation studies, mice were sacrificed at 5.5 dpc
and the number of implantation sites was recorded (57).

Histological analysis

Tissue samples and treatment
Uteri were dissected in Phosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma,
France). Pictures of whole uteri were taken, and each uterine
horn was measured for width (at two sites), length and area.
Uteri were fixed in 4% paraformaldehyde for 1 day at 4°C or in
Bouin’s fixative solution (75% saturated picric acid, 20% formol
40%, 5% acetic acid) for 7 days at 4°C. Fixed uteri were embedded
in paraffin and 8-μm-thick sections were prepared. For cryostat
sections tissues were cryoprotected in 4% paraformaldehyde
with 15% sucrose for 1 day, then in sucrose 30% for 1 day and
stored at −80°C. Cryoprotected uteri were embedded in OCT
(Leica, France) and 12-μm-thick sections were prepared. Uterine
sections were stained by Mallory Trichromic (58) (Groat’s hema-
toxylin, acid fuchsin, aniline blue/orange G or by hematoxylin
and eosine.

Immunohistochemistry
Immunohistochemistry was performed on deparaffinized sec-
tions using standard protocols of the Dako Envision kit or the
Dako ARK kit (DAKO, France). Anti-FOXL2 polyclonal rabbit pri-
mary antibody (22) was used at 1/200 dilution; the monoclonal
mouse primary antibody for anti-SMAα (Sigma, France) was
used at 1/2000 and the polyclonal rabbit primary antibody for
anti-CD31 (Abcam, France) at 1/50. All primary antibodies were
diluted in PBSwith various Fetal Calf Serum (FCS) concentrations
from 1 to 10%. The optimal FCS concentration was determined in
calibration experiments.

For fluorescent IHC, we used floating sections of 50 µm and
the same primary antibody concentration was applied; second-
ary antibodies were Alexa Fluor 488 and/or Alexa Fluor 594 goat
anti-rabbit and/or goat anti-mouse (Invitrogen, France).

In situ hybridization
Foxl2 expression was analysed by in situ hybridization on 50 µm
floating sections using digoxigenin (DIG)-UTP labelled antisense
RNA probes against Foxl2 mRNA (59). After hybridization, probes

were detected using an alkaline-phosphatase-conjugated anti-
DIG antibody and BM Purple substrate (Roche).

Uterine layer measurement
Uterine layers were measured on sections after staining with
anti-SMAα antibodies. For each uterus, the thickness of each
layer was measured on five coronal sections distributed along
uteri deriving from five different animals for each genotype and
age (total n = 25measures/genotype, age). Using the FIJI software,
radiuses were drawn from the centre of the uterus and the thick-
ness of the different layers (LE, Stroma, IML and EML) was
measured.

qPCR

Total RNA was isolated from uterine samples using an RNeasy
minikit (Qiagen) according to the manufacturer instructions.
On-column deoxyribonuclease (Qiagen) digestion was incorpo-
rated into an RNA isolation procedure to remove potential gen-
omic DNA contamination. RNA concentration and the ratio of
the absorbance at 260 and 280 nm were measured using a Nano-
Drop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific). Reverse tran-
scription was carried out using 600 or 200 ng total RNA and
Superscript III (Invitrogen) or Primscript (Ozyme) reverse tran-
scriptase to obtain cDNA. Quantitative real-time PCR (qPCR)
was performed using 7300 Real-Time PCR (Applied Biosystem).
The PCR programme consisted of 95°C for 10 min, 40 cycles 95°
C of 15 s, 60°C for 10 min. Relative gene expressionwasmeasured
with Taqman gene expression assays (Life Technologies, France).
All primers were Taqman pre-designed primers (Life Technolo-
gies). To measure the relative amount of PCR products, the Ct of
Sdha was used as a control gene, was subtracted from the Ct of
genes of interest to derive ΔCt. The ΔCt of mutant animals was
compared with ΔCt of control animals and the difference was as-
signed as ΔΔCt. The fold change between two samples was then
calculated as 2−ΔΔCt.

Statistical analysis

The Mann–Whitney unpaired test was conducted using Prism
(Graphpad Software, La Jolla, CA, USA) to calculate the differ-
ences between groups. All values are expressed as means ± SEM
of combined data from replicate experiments. Values of P < 0.05
were considered statistically significant.

Supplementary Material
Supplementary Material is available at HMG online.
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4.  RESUME DE L’ARTICLE 2 

4.1. Dlx5 et Dlx6 s’expriment dans l’épithélium durant le développement et la 

maturation post-natale l’utérus 

Dans cette étude, j’ai montré que Dlx5 était exprimé à partir de E15.5 dans la partie médiane 

des canaux de Müller, qui est le futur utérus (Article2 Fig.1A). Son expression persiste durant 

toute l’embryogenèse et est localisée à E18.5 dans l’épithélium (Article2 Fig.1D, E, F). 

Pendant la maturation post-natale de l'utérus, Dlx5 est exprimée par l'épithélium luminal qui 

forme progressivement les glandes utérines. A PN6, Dlx5 est exprimé dans l'épithélium 

luminal et dans les bourgeonnements épithéliaux à l’origine des glandes (Article2 Fig. 2A). A 

PN8 et PN12, Dlx5 est exprimé dans l’épithélium luminal et glandulaire en formation 

(Article2 Fig. 2C et C'). Dans l'utérus adulte, Dlx5 et Dlx6 sont exprimés dans tout 

l'épithélium (Article2 Fig. 2D, D', E, E 'et F, F'). 

4.2. L’inactivation conditionnelle de Dlx5 et Dlx6 dans l’utérus provoque un défaut 

de formation des glandes utérines, associé à la présence d’invaginations 

anormales et à un changement de morphologie épithéliale. 

Afin d’analyser le rôle de Dlx5 et Dlx6 durant la maturation post-natale de l’utérus, j’ai étudié 

l’inactivation de ces gènes de manière conditionnelle sur les souris Pgr cre / + ; Dlx5/6 flox / flox. 

Les souris adultes sont infertiles. L’absence de ces gènes dans l’utérus provoque une très forte 

réduction du nombre de glandes utérines (Article2 Fig. 4B) et la lumière possède une 

structure différente où l’on note la présence de nombreuses invaginations larges qui se 

retrouvent dans toute la longueur de l’utérus (Article2 Fig. 4A). De plus, l’épithélium luminal 

des mutants Pgr cre / + ; Dlx5/6 flox / flox devient cubique au lieu d’être colonnaire (Article2 Fig. 

5D). Ces données montrent que la présence de Dlx5 et Dlx6 dans l’épithélium est nécessaire à 

l’organisation de la lumière et à la formation des GU. La forte réduction du nombre de GU et 

le changement de morphologie épithéliale pourraient expliquer l’infertilité de ces souris. 

4.3. Inactivation conditionnelle de Dlx5 et Dlx6 dans l’utérus agit sur l’expression de 

gènes clés gouvernant la maturation utérine 

Les utérus des souris Pgr cre / + ; Dlx5/6 flox / flox présentent des dérégulations de plusieurs gènes 

clés impliqués dans la maturation post-natale utérine (Article2 Fig. 6). En particulier certains 

gènes épithéliaux jouant un rôle clé dans la formation des glandes utérines, dont Wnt7a, qui 
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est augmenté et Foxa2, normalement exprimé par les GU, qui est sous exprimé. Ceci suggère 

que Dlx5 et Dlx6 agiraient sur la formation des glandes utérines par la régulation de ces 

gènes. 

4.4. Analyse de l’expression de DLX5 dans l’endométriose 

Nous avons ensuite examiné l'expression de DLX5 dans l'utérus humain normal et 

pathologique. Nous observons que, dans l'endométriose, des modifications de la morphologie 

épithéliale sont accompagnées par de profondes modifications du profil d'expression de DLX5 

(Article2 Fig. 7). Ces observations suggèrent que DLX5 a un rôle dans la définition du statut 

de l'épithélium de l'endomètre, qui peut être dérégulé dans cette pathologie. 
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Abstract  

Dlx5 and Dlx6 encode for two homeodomain transcription factors which during development, 

play important roles in the control of morphogenesis and cell differentiation. Mutations in the 

Dlx5/Dlx6 locus (7q21.3) are associated to the ectrodactyly Split Hand Foot Malformation 

type I, indeed, during limb development these genes are expressed by epithelial cells of the 

apical ectodermal ridge and determine appendage patterning.  

Here we show that Dlx5 and Dlx6 are also expressed in the epithelium of Müllerian ducts 

from E15.5 and that their expression persists in the uterine luminal and glandular epithelia 

throughout postnatal maturation and in the adult. We have conditionally inactivated 

postnatally both Dlx5 and Dlx6 in the uterus using a Pgrcre/+ allele. Double-mutant females 

are sterile. The uteri of Pgrcre/+; Dlx5/6flox/flox mice present very few uterine glands while the 

uterine lumen is characterized by numerous abnormally large invaginations. In Dlx5/6 mutant 

uteri the luminal epithelium is not columnar, but presents a cuboidal-like morphology. qPCR 

analysis of candidate genes shows that in Dlx5/6 mutant uteri the expression of Wnt7a, which 

plays a role in gland formation, is increased while Msx1, which is involved in epithelial 

morphology change during implantation, is significantly reduced. Remarkably, the 

morphology of the mutant luminal epithelium closely-resembles that observed in ectopic 

human endometriotic lesions in which Dlx5 expression is strongly reduced.  

We conclude that Dlx5 and Dlx6 are involved in determining uterine epithelial architecture 

and in the generation of uterine glands; their expression might be, therefore, needed for 

embryo implantation. 
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INTRODUCTION 

 

The histological organization of the adult uterine endometrium consists of a simple columnar 

luminal epithelium (LE) supported by stromal cells that contain tubular and coiled 

endometrial glands lined by glandular epithelium (GE) (1, 2). Circular and longitudinal layers 

of smooth muscle, termed the myometrium, surround the endometrium. Development of the 

uterus begins prenatally with formation, patterning, and then fusion of the Müllerian ducts (3) 

(4). Although the organogenetic development and differentiation of most female reproductive 

tract organs from the Müllerian ducts are complete at birth, the uterus is neither fully 

developed nor differentiated at birth. Establishment of tissue-specific uterine histoarchitecture 

is only completed postnatally in laboratory rodents, domestic animals, and humans (5). 

 

At birth, the neonatal mouse uterus lacks endometrial glands and consists of a simple LE 

supported by relatively undifferentiated mesenchyme (2). Between birth (Postnatal Day [PN] 

0) and PN3, the three layers of mesenchyme are distinctly segregated into radially oriented 

endometrial stroma and inner circular and prospective outer longitudinal myometrial layers. 

By PN6, epithelial invaginations appear that represent formation of GE buds (5). By PN12, 

endometrial glands extend from the LE into the surrounding endometrial stroma,. The basic 

adult configuration of the uterus in mice is established by PN15 (5). Postnatal uterine 

morphogenesis is a critical period, because disruption of endometrial adenogenesis and 

mesenchymal specification and differentiation can cause permanent fertility problems in the 

adult (6, 7). Moreover, proper development of the endometrial stroma and myometrium is 

crucial for endometrial receptivity and decidualization as well as for expulsion of the fetus at 

term (8). During the preimplantation period of early pregnancy, endometrial glands synthesize 

and secrete several proteins required for the establishment of uterine receptivity and embryo 

implantation (9-12). Postnatal uterine morphogenesis is complex and governed by intrinsic 

stromal-epithelial interactions that are precisely orchestrated by multifactorial gene networks 

as well as endocrine hormones after puberty (13). 

 

Dlx genes comprise a highly conserved family of homeobox genes homologous to the Distal-

less (Dll) gene of Drosophila. During embryonic development, Dlx genes are expressed in 

craniofacial primordia, basal telencephalon and diencephalon, in the apical ectodermal ridge 

of the limb buds. Deletion of the coding and intergenic regions of Dlx5 and Dlx6 with a single 
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targeting event in the mouse results in perinatal death, limb malformations reminiscent of the 

human ectrodactyly, Split Hand Foot Malformation type I (SHFM1) and in the transformation 

of lower jaws into upper-like jaws (14-16). Besides these patterning defects, these same 

mutants have also permitted to identify the roles for Dlx5 and Dlx6 in the control of cell 

differentiation. In particular, Dlx5/6 play a role in the control of bone development (17), in the 

differentiation of Leydig cells (18). In female physiology, Dlx5 and Dlx6 are expressed in 

granulosa cells of ovarian follicules and control follicular maturation and steroidogenesis. 

Heterozygous mutant females Dlx5/6+/- have a reduced fertility due to rapid follicular 

depletion (19). Several studies have shown that DLX5 is also expressed in the human 

endometrium. Ideed, high-throughput profiling experiments have shown that, beside the 

ovary, DLX5 and DLX6 are also upregulated during the secretory phase in the human 

endometrium (20). In endometrial pathologies, several studies have shown deregulation of 

DLX5 in comparison to healthy endometrium. For example in endometriosis, a condition 

characterized by the presence of uterine tissue outside the uterine cavity, DLX5 is one of the 

most downregulated genes in endometriotic lesion compare to eutopic endometrium (21). 

Moreovover, in endometroid adenocarcinomas, DLX5 expression is upregulated (22, 23).  

 

Here, we have analysed the function of Dlx5 and Dlx6 in the mouse uterus. Conditional 

inactivation of Dlx5 and Dlx6 in the uterus during post-natal maturation results in reduced 

adenogenesis and abnormal lumen architecture, with large number of wide invaginations that 

extended along the uterus. The LE morphology is impaired and appears cuboidal. We provide 

evidence of the fact that DLX5 is also expressed by human uterine epithelia and that its 

expression is deregulated in certain forms of endometriosis suggesting that DLX5 and DLX6 

could represent interesting targets to tackle this condition. 
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RESULTS 

 

Dlx5 expression during uterine development 

The distribution of Dlx5 during uterine development was analysed in Dlx5LacZ/+ mice. At 15.5 

days post coitum (dpc), just after sexual differentiation, Dlx5 is expressed by the in the medial 

part of the Müllerian ducts, that correspond to the future uterus (Fig.1A). At E16.5 and E18.5, 

Dlx5 continue to be expressed in the Müllerian ducts, but also in the cervix (Fig.1B, C). At 

E18.5 Dlx5 expression is detectable in the uterine epithelium, as seen with Dlx5LacZ/+ mice 

(Fig1.D, E) and by in situ hybridization (Fig.1F). 

 

Dlx5 and Dlx6 are expressed in luminal and glandular epithelia in the post-natal uterus 

During post-natal maturation of the uterus, Dlx5 is expressed by the luminal epithelium that 

progressively forms uterine glands. At PN6, Dlx5 is present in the luminal epithelium and in 

the forming epithelial buds (Fig. 2A’). At PN8, Dlx5 is expressed in the first uterine glandular 

epithelium (Fig. 2B’) and persists then (PN12) in luminal and glandular epithelium (Fig. 2C 

and C’). In the adult uterus, Dlx5 is still expressed in the glandular epithelium and in some 

portion of the luminal epithelium (Fig. 2D and D’). In situ hybridization confirms that both 

Dlx5 and Dlx6 transcripts are present in all luminal and glandular epithelium (Fig. 2E, E’ and 

F, F’).  

 

Dlx5 and Dlx6 conditional inactivation in the uterus 

We generated mice carrying an allele permitting the conditional inactivation of both Dlx5 and 

Dlx6 (Dlx5/6flox/flox). We then crossed Dlx5/6flox/flox mice with Progesterone receptor Cre 

knockin (PgrCre/+) mice (24) to obtain conditional ablation of Dlx5 and 6 in the uterus. The Pgr 

promotor is active from P3 in the uterine epithelium and from P6 in the uterine stroma (25). 

At this stage, Pgr is not expressed in the granulosa of immature follicles (24, 26). At P25, in 

PgrCre/+; Dlx5/6flox/flox the recombinant allele was present in the uterus but not in the tail (Fig 

3B). qPCR analysis confirmed the absence of Dlx5 and Dlx6 transcripts from  the uterus of 

PgrCre/+; Dlx5/6flox/flox mice (Fig. 3C). 

 

PgrCre driven Dlx5/6 inactivation results in infertility 

PgrCre/+; Dlx5/6flox/flox females are not fertile. Ovaries of PN25 mutant and WT mice were 

similar, with the presence of all classes of follicles (Fig. 4). Despite these apparently normal 
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features, after crossing with WT males, adult PgrCre/+; Dlx5/6flox/flox females never remained 

pregnant.  

 

Conditional inactivation of Dlx5/6 in the uterus results in abnormal luminal 

invaginations and reduced adenogenesis. 

PgrCre/+; Dlx5/6flox/flox females at PN25 present few uterine glands (Fig. 4 A, B). The number 

of uterine glands was significantly (p = 0.0024) lower in the mutant (1.681 ± 0.3064) than in 

controls (7.639 ± 1.328). We note that the PgrCre/+; Dlx5/6flox/flox uteri present a higher number 

of large luminal invaginations than controls, which present a small lumen with thin 

invagination often terminated by uterine glands. To better analyse the morphology of the 

uterine lumen, we performed 3D segmentation of a uterine portion of a 512 µm length. 3D 

reconstruction of luminal shape shows a completely different structure of mutant luminal 

invaginations. In mutant PgrCre/+; Dlx5/6flox/flox mice, invaginations are profound and 

continuous over a large portion along the uterus and often bifurcated at the end, on the 

contrary in control animals invaginations were present only punctually along the uterus (Fig. 

4A).   

 

Dlx5/6 inactivation results in uterine luminal epithelium defects. 

The luminal epithelium of PgrCre/+;Dlx5/6flox/flox uteri is abnormal. The simple columnar 

organization of the luminal epithelium in control uterus (Fig. 5C) appears more cuboidal in 

mutant PgrCre/+;Dlx5/6flox/flox (Fig. 5D). In mutant LE, nuclei are round and localized in the 

center of the cell contrary to the basal pole localization observed in controls.  

 

Effect of Dlx5/6 inactivation on the expression of key genes of uterine maturation.  

In PgrCre/+;Dlx5/6flox/flox uteri, several key genes involved in uterine post-natal maturation 

were deregulated (Fig. 6). In the uterus, several Wnt genes are known to orchestrate post-natal 

maturation (4). In particular, Wnt7a plays a role in glandular and myometrial formation (30) 

and regulates other Wnt genes and Hoxa10 and Hoxa11 (Dunlap 2011), which play an 

important role in stromal proliferation. At PN25 Wnt7a, expressed in the luminal epithelium, 

and Wnt11, expressed in both glandular and luminal epithelium, are upregulated. Msx1 and 

Msx2, are expressed by LE cells. In PgrCre/+;Dlx5/6flox/flox uteri Msx1 is downregulated while 

Msx2 is upregulated. As expected, Foxa2, normally expressed by uterine GE is 

downregulated in mutant uteri. Surprisingly LIF, which is mostly produced by the uterine 
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glands, was upregulated. Hoxa10 and Hoxa11, which are expressed in the stroma, are 

downregluated.  As expected, in conditionally-deleted uteri, Dlx5 and Dlx6 expression is not 

detectable. 

 

Altered expression of Dlx5 in human endometriosis. 

It has been previously shown by transcriptome analysis that DLX5 is expressed in the human 

endometrium and that is the most downregulated gene in ectopic	
  endometriotic lesions (21). 

As in the mouse, in the human endometrium, DLX5 is present in the endometrial glandular 

epithelium. A strong homogenous signal is detected (Fig.7). In endometriotic tissues, the 

DLX5 protein is not homogenously distributed with segments of the epithelium DLX5-

negative, and other DLX5-positive. Moreover, even DLX5-positive regions of the 

endometriotic epithelium present a weaker DLX5 immunostain than control endometrium.  

As in PgrCre/+;Dlx5/6flox/flox mice, the epithelium of endometriotic lesion was often cuboidal 

and abnormal when compared to eutopic uterine LE.  
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DISCUSSION 

It has been previously show that Dlx5 and Dlx6 are expressed at several levels of the female 

reproductive tract (FRT). Although their function in the ovary	
  has been previously analysed in 

mutant mice (19), very few data were so far available on the distribution and function of 

Dlx5/6 at other levels of the FRT.  With this study we provide new insight to understand the 

physiological role of Dlx5/6 in the postnatal uterus. We show that conditional inactivation of 

Dlx5 and Dlx6 in during maturation of the mouse uterus results in reduced adenogenesis, 

abnormal lumen architecture and luminal epithelium morphology. We also show that DLX5 is 

expressed by human uterine luminal and glandular epithelium and that its deregulation is 

associated with endometriosis. Collectively our data suggest that Dlx5 and Dlx6 could be 

important actors for healthy implantation and development of the embryo. 

 

Dlx5 and Dlx6 are involved in uterine adenogenesis  

The absence of Dlx5/6 provokes a severe reduction in UG formation. As shown in qPCR 

experiment Foxa2 is clearly downregulated in PgrCre/+; Dlx5/6flox/flox uteri. Foxa2 is known to 

be implicated in the development of endoderm-derived organs such as the	
   liver, pancreas, 

lung, and prostate (27, 28) and is a master gene for uterine adenogenesis (6).  Post-natal 

conditional inactivation of Foxa2 in the uterus leads to a total absence of UG formation and 

infertility (6). Our results suggest that Dlx5 and Dlx6 are upstream activators of  Foxa2 

during uterine glandular development. 	
  

Wnt family genes organize pre- and post-natal development of the uterus through complex 

epithelial-mesenchymal interactions and several members of the Wnt canonical pathway are 

involved in regulation of uterine adenogenesis (29).  

Wnt7a is a key regulator of adenogenesis. Wnt7a inactivation (30) or conditional inactivation 

in the uterus (31), leads to defect in adenogenesis, and provokes infertility. In these 

conditional mutants, a clear down regulation of Foxa2 is also observed (31). We show that the 

inactivation of Dlx5 and Dlx6 provokes an upregulation of Wnt7a, suggesting the homeostasis 

of uterine adenogenesis is assured through a complex regulatory network involving Foxa2. 

This hypothesis is supported by the fact that other genes follow the same deregulation in 

PgrCre/+; Dlx5/6flox/flox as in Wnt7a conditional mutant (Msx1 is down regulated, Msx2 is 

upregulated, Hoxa10 and Hoxa11 are dowregulated (31) suggesting that Dlx5 and Dlx6 act 

through Wnt7a signalling. It has been suggested that Wnt7a during adengenesis could be 
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repressed in one cell of LE to forms glands. It is interesting to note that also during limb 

development epithelial expression in the apical ectodermal ridge initiates a complex 

signalling network that include Wnt7a, Msx1 and Msx2.	
  

	
  

Deregulation of epithelial genes in the absence of Dlx5/6 

Wnt11 and Wnt7a are upregulated in PgrCre/+; Dlx5/6flox/flox, suggesting Dlx5 and Dlx6 could 

act as repressor of these genes. Wnt11 is expressed in LE and GE, and Wnt7a is expressed in 

LE. While inactivation of Wnt7a provokes the absence of glands, Wnt11 conditional 

inactivation does not produce any obvious uterine phenotype. The only deregulation observed 

in the absence of Wnt11 is a deregulation of Vangl2 (29) a gene known to act on the 

definition of cellular planar polarity. Indeed, Vangl2 mutants present an altered cell polarity in 

LE (32). Therefore the upregulation of Wnt11 observed in our Dlx5/6 conditional mutant, 

might explain the abnormal cell polarity of the LE.	
  

Moreover two other homeobox genes involved in the control of epithelial signalling are 

deregulated in PgrCre/+; Dlx5/6flox/flox uteri: Msx1 is downregulated and Msx2 is upregulated. 

Msx1 is expressed during peri-implantation in the luminal epithelium. Msx1/2 conditional 

mutants have an implantation failure due to an absence of epithelial polarization similar to 

what is observed in the up regulation of Wnt5a. 	
  

The increasing number of luminal invaginations in Dlx5/6 mutant could be linked to the 

reduction of adenogenesis. These uterine invaginations are at the origin of the UG formation, 

the absence of Dlx5/6 could provoke an abnormal fusion of the luminal epithelium at the 

bottom of these invaginations which would fail to form glands. Moreover the change in 

epithelial cell morphology, suggests that Dlx5/6 affect the epithelial cytoskeleton permitting 

the formation of glands. 	
  

	
  

Implications for human pathology 

We then examined the expression of DLX5 in normal and pathological human uteri. In normal 

uterus DLX5 is strongly expressed by both the glandular and luminal epithelium. We focused 

our attention on the distribution of Dlx5 in the ectopic endometrium of endometriotic lesions, 

the reason for this choice is that it has been shown that DLX5 is strongly deregulated in 

endometriosis. We observe that in endometriosis, changes in epithelial morphology are 

accompanied by a strong reduction of the expression of DLX5. Remarkably the chages in 

epithelial morphology resemble closely those observed in conditionally inactivated mice, 
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suggesting that expression of DLX5 in the uterine luminal epithelium is essential also in 

human to assure normal uterine function.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

Mice 

 Procedures involving animals were conducted in accordance with the directives of the 

European Community (council directive 86/609) and the French Agriculture Ministry 

(council directive 87–848, 19 October 1987, permissions 00782 to GL). Mice were housed in 

specific pathogen-free and light, temperature (21°C) and humidity (50-60% relative humidity) 

controlled conditions. Food and water were available ad libitum. Animals were backcrossed 

with wild-type B6D2F1/N from Charles River Laboratory (Italy).  

By targeted homologous recombination, we first put the exon 2 of Dlx5 and Dlx6 between 

two LoxP sites. Neo and Hygro were used as selective marker respectively for Dlx5 and Dlx6, 

were put between FRT sites, and were excised by flippase recombinase. We first perform 

Dlx5 recombinaison, we used ES cells from these mice to perform Dlx6 recombination. 

 

Genotyping mice 

For genotyping, DNA was extracted from mice tails and uteri using KAPA express extract kit 

(Kapa Biosystems). Mutant mice were genotyped by PCR using allele-specific primers using 

TAKARA Ex Taq (Takara) or KAPA2G Fast Genotyping PCR mix (Kapa Biosystems):  

-Dlx5LacZ/+ mice: 1. Z1: 5’-GCGTTACCCAACTTAATCG-3’, 2. Z2 : 5’-TGTGAGCGAGTA 

ACAACC-3’, a PCR product of  350bp shows LacZ allele. 

-Dlx5-floxed-delta: Er: 1. 5’-TTCCATCCCTAAAGCGAAGAACTTG-3’, Lf: 2. 5’-

CCTCCCAGAAATACCCCTTCTCTTG-3’. PCR product of 753bp shows wild type allele, 

943bp product shows floxed allele and a 244bp product shows the recombinant ∆ allele.  

-Dlx6-floxed-delta: Er2: 1. 5’-CTTTAGGCGTTGGGAAAAGCCAGG-3’, Lf2: 2. 5’- 

CTGGTCTCAGCTCATAAGTTTCCTTC-3’. PCR product of 856bp shows wild type allele, 

1014bp product shows floxed allele and a 193bp product shows the recombinant ∆ allele.  

-PGR-Cre mice: 1. Cre-L1: 5’-GCCACCAGCCAGCTATCAACTC-3’, 2. Cre-R1: 5’-

TTGCCCCTGTTTCACTATCCAG-3’. PCR product of 250bp shows cre-recombinase gene. 

Pgr Cre mice were provided by John P. Lydon and Francesco De Mayo Houston TX (24). To 

obtain Dlx5LacZ/+ mice we crossbreed Dlx5LacZ/+ males with B6D2F1N females. To obtain 

Pgrcre/+; Dlx5/6flox/flox mice, we crossbreed Pgrcre/+; Dlx5/6flox/+ males with Dlx5/6flox/flox 

females.  
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Fertility test 

For testing fertility, a total of 75 sexually mature female mice (2 month to 1 year old) were 

bred with WT males (B6D2F1N) for up to 6 month, and vaginal plugs were detected. The 

litter size per mice during this period was recorded for each genotype. 

 

Histological analysis 

Tissues sample and treatment 

Uteri were dissected in Phosphate Buffer Saline (PBS). Pictures of whole uterus were taken, 

and each uterine horn was measured for width (at two sites), length and area. Uteri were fixed 

in 4% paraformaldehyde for 1 day at 4°C or in Bouin's fixative solution (75% saturated picric 

acid, 20% formol 40%, 5% acetic acid) for 7 days at 4°C. Some of them were cryoprotected 

in 4% paraformaldehyde with 15 % sucrose for 1 day, then in sucrose 30% for 1 day and 

stored at -80°C before further use. Fixed uteri were embedded in paraffin and 8- µm-thick 

sections were prepared. Cryoprotected uteri were embedded in OCT (Leica) and 12-µm-thick 

sections were prepared. Uteri sections were stained with Mallory Trichromic protocol 

(Groat’s hematoxylin, acid fuchsin, aniline blue/orange G (33). Some other uteri sections 

were stained with hematoxylin and eosine. 

 

Immunohistochemistry  

Immunohistochemistry was performed on deparaffinized sections using standard protocols of 

the Dako Envision kit or the Dako ARK kit. Anti-DLX5 polyclonal rabbit primary antibody 

was used at 1/200 dilution, diluted in PBS with 5% Fetal Calf Serum (FCS) concentrations. 

 

In situ hybridization 

Gene expression was analyzed by in situ hybridization on floating sections of 50µm. using 

digoxigenin (DIG)-UTP labelled antisense RNA probes against Dlx5 and Dlx6. After 

hybridization, probes were detected using an alkaline-phosphatase-conjugated anti-DIG 

antibody and BM Purple substrate (Roche).  

 

qPCR 

Total RNA was isolated from uterine samples using an RNeasy minikit (Qiagen) according 

the manufacturer instructions. On-column deoxyribonuclease (Qiagen) digestion was 
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incorporated into an RNA isolation procedure to remove potential genomic DNA 

contamination. RNA concentration and the ratio of the absorbance at 260 and 280 nm were 

measured using a NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific). Reverse 

transcription was carried out using 600 or 200 ng total RNA and Superscript III (Invitrogen) 

or Primscript (Ozyme) reverse transcriptase to obtain cDNA. Quantitative real-time PCR 

(qPCR) was performed using 7300 Real-Time PCR (Applied Biosystem). The PCR program 

consisted of 95°C for 10 min, 40 cycles 95°C of 15 seconds, 60°C for 10 min. Relative gene 

expression were measured with Taqman gene expression assays  (Life Technologies, France). 

All primers were Taqman pre-designed primers (Life Technologies). To measure the relative 

amount of PCR products, the Ct of Sdha was used as a control gene, was subtracted from the 

Ct of genes of interest to derive ∆Ct. The ∆Ct of mutant animals was compared with ∆Ct of 

control animals and the difference was assigned as ∆∆Ct. The fold change between two 

samples was then calculated as 2-∆∆Ct. 

 

Statistical analysis 

The Mann-Whitney unpaired test was conducted using Prism (Graphpad Software, La Jolla, 

CA) to calculate the differences between groups. All values are expressed as means ± SEM of 

combined data from replicate experiments. Values of P < 0.05 were considered statistically 

significant. 
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FIGURE AND TABLE LEGENDS 

 

Figure 1: Dlx5 expression during uterine development 

LacZ expression in female reproductive tract of Dlx5LacZ/+ mice at E15.5 (A), E16.5 (B), 

E18.5 (C). Before birth, Dlx5 is expressed in the medial part of the Müllerian duct that 

corresponds to the future uterus. At E18.5, Dlx5 expression is localized in the luminal 

epithelium of the prospective uterus as seen in Dlx5LacZ/+ mice and by in situ hybridization on 

sections of wild type pups. ut: uterus, cvx: cervix, ov: ovary, m: mesenchyme. Scale bar: (D) 

100µm (E,F) 50µm. 

 

Figure 2: Dlx5 and Dlx6 expression during uterine post-natal development 

Uterine LacZ expression in Dlx5LacZ/+ mice during uterine post-natal development (A, B, C) 

and in the adult (D). Dlx5 is expressed by the luminal and glandular epithelium during 

adenogenesis. In the adult, Dlx5 expression is present in GE and in portions of the LE. In situ 

hybridization for Dlx5 (E) and Dlx6 mRNA (F) shows that both transcripts are present in GE 

and LE of the adult uterus. le: luminal epithelium, m: mesenchyme, ge: glandular epithelium, 

s: stroma. Scale bar: (A, B, C, D, E, F): 100µm. (A’,B’, C’, D’, E’, F’): 50µm. 

 

Figure 3: Post-natal deletion of Dlx5 and Dlx6 in the uterus 

(A) Targeting strategy to generate Dlx5/6flox/flox mice; at the end of the procedure, both exons 

2 of Dlx5 and Dlx6 were framed between loxP sequences with selective markers framed 

between flippase recognition sequences. After flippase deletion in vivo, selective markers 

were excised. In the mutant allele after Cre-mediated deletion, the exons 2 of Dlx5 and Dlx6 

are excised. (B) At PN25, the floxed (flox) and the deleted (∆) alleles of Dlx5 were detected 

by PCR after crossing Dlx5/6flox/flox females with Pgrcre/+; Dlx5/6flox/+ males. The ∆ allele was 

present only in the uterus. Columns 1, 2 : PCR product for the Dlx5 allele in tissues derived 

from Pgrcre/+; Dlx5/6flox/+ mouse, Q: tail, U: uterus. Columns 3, 4 : PCR for the Cre allele. 5, 

6, 7, 8: Control samples. (C) qPCR shows relative expression of Dlx5 and Dlx6 mRNA in 

Dlx5/6flox/flox and Pgrcre/+; Dlx5/6flox/flox uteri at PN25. Control gene: Sdha. Dlx5 and Dlx6 

mRNA are no longer presents in the cre-deleted uterus.  

 

Figure 4: Dlx5/6 conditional deletion leads to abnormal lumen invaginations and 

impaired adenogenesis.  
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 (A) Phenotype resulting from uterine Dlx5/6 ablation in PN25 mouse. In the uterus, the 

lumen presents an higher number of large and bifurcated epithelial invaginations. Fewer or no 

uterine glands are observed in Pgrcre/+; Dlx5/6flox/flox uteri in comparison to Dlx5/6flox/flox uteri. 

3D lumen segmentation shows that, in the mutant, luminal invaginations are large and occupy 

relatively long segments of the uterus while, in controls, invaginations are thinner and 

localized. (B) The ovary of mutant and control are similar and present all class of follicles. 

Means of the number of uterine glands per cross section in control and mutant uteri. The 

number of uterine glands was significantly (p = 0.0024) lower in the mutant (1.681 ± 0.3064) 

than in controls (7.639 ± 1.328). Scale bar: 250µm. 

 

Figure 5: Dlx5/6 conditional deletion provokes abnormal luminal epithelium 

morphology. 

The luminal epithelium of a Pgrcre/+; Dlx5/6flox/flox uterus (A, B) is compared to that of a 

control Dlx5/6flox/flox uterus (B, D). The luminal epithelium in Pgrcre/+; Dlx5/6flox/flox mice are 

more cuboidal (D) than the simple columnar epithelium seen in normal mice (C). In mutant 

epithelium, the cytoplasm is not elongated at the apical pole and the nucleus is round and 

localized in the center of the cell; on the contrary, control LE present an elongated nucleus 

localized in the basal pole. le: luminal epithelium, s: stroma. Scale bar: 50µm. 

 

Figure 6: Effect of Dlx5 and Dlx6 inactivation on the expression of key genes of uterine 

maturation. 

Relative mRNA expression of genes implicated in post-natal development of the uterus from 

PN25 Dlx5/6flox/flox and Pgrcre/+;Dlx5/6flox/flox mice. Control gene: Sdha. *= p<0,05, **=p<0,01, 

Mann and Whitney test analysis. 

 

 

Figure 7: DLX5 protein is present in normal human endometrial GE and has an 

abnormal distribution in endometriotic lesions 

DLX5 immunostaining in human normal endometrium and in endometriotic lesions. DLX5 is 

present in GE of the normal endometrium. The epithelium of endometriotic lesions shows an 

heterogenous and weak immunoreactivity to anti-DLX5 antibodies. 
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6.  RESUME DE L’ARTICLE 3 
 

Le syndrome du BPES est caractérisé par une fissure palpébrale étroite et une dysplasie ou 

une absence des muscles élévateurs des paupières. Foxl2 est le seul gène connu comme étant 

muté dans ce syndrome. Cependant, aucune étude ne s’est penchée sur les origines des 

malformations craniofaciales associées à ce gène. Dans cette étude, nous présentons les 

détails des processus développementaux conduisant aux malformations associées à l’absence 

de Foxl2 par l’étude de différents modèles murins. 

6.1. Foxl2 est exprimé dans les cellules de la crête neurale céphalique et les cellules du 

mésoderme crânien. 

Le développement craniofacial implique la migration, la différenciation synchronisée et la 

coopération de plusieurs types cellulaires incluant les cellules de la crête neurale céphalique 

(CCNC) et des cellules du mésoderme crânien (CMC). Dans cette étude, nous avons montré 

par l’utilisation des souris rapportrices Foxl2LacZ/+, que Foxl2 était exprimé à E8.5/E9.5 au 

niveau d’une région restreinte du mésencéphale incluant des CCNC et des CMC, qui donnent 

origine aux muscles et os du crâne et participent à la formation des structures péri-oculaires. 

A des stades plus tardifs, nous avons observé que Foxl2 s’exprime dans les structures péri-

oculaires durant le développement de l’œil, à la fois dans des dérivés de crêtes neurales 

(paupière inférieure, certains cartilages et os dérivés des CCNC incluant l’os sphénoïde et l’os 

frontal) et dans des dérivés de CMC incluant la paupière supérieure et les muscles extra-

oculaires (muscles oculomoteurs et releveur de la paupière supérieure). 

6.2. Foxl2 est requis pour la fermeture des paupières  

L’analyse des mutants Foxl2-/- a montré que les protubérances à l’origine des paupières ne 

sont pas visibles chez les mutants à E13.5. A E15.5 jusqu’à PN0, les extensions du périderme 

qui permettent la formation des paupières ne sont pas présentes. De E16.5 à P0, on remarque 

également que suite à ces défauts de formation des paupières, l’œil est affecté, présentant une 

réduction de la cornée. Ces données suggèrent que Foxl2 a un rôle central dans le 

développement précoce des paupières et leur extension. 
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6.3. L’inactivation de Foxl2 interfère avec le développement des muscles extra-

oculaires  

L’analyse des mutants pour Foxl2 montre des défauts des muscles péri-oculaires. Ces muscles 

sont bien différenciés mais présentent des morphologies, des points d’ancrages et des 

trajectoires anormales. Les muscles les plus affectés sont impliqués dans l’ouverture des 

paupières (le levator palpebrae superioris (LPS) et Müller et leur fermeture (orbicularis oculi) 

également touchés dans le BPES. Afin de savoir si ces défauts sont dus à l’absence 

d’expression de Foxl2 dans les CCNC ou les CMC, des inactivations sélectives ont été faites. 

Celles-ci ont montré que l’inactivation spécifique de Foxl2 dans les CCNC présentent les 

mêmes défauts d’attachement du LPS, et une absence des muscles obliques inférieur et 

supérieur, comme chez le Foxl2-/-. L’inactivation spécifique dans les CMC présente un 

phénotype moindre, avec des muscles dont la taille est légèrement réduite, montrant que le 

phénotype des muscles oculaires des Foxl2-/- est causé principalement par l’absence de Foxl2 

dans les CCNC. Ceci suggère que l’expression de Foxl2 dans le mésoderme pourrait avoir 

uniquement un effet trophique déterminant la taille du muscle, alors que l’expression dans les 

CCNC serait requise pour déterminer le positionnement des muscles extra-oculaires. 

L’absence de Foxl2 dans les CCNC pourrait changer leurs propriétés et empêcher le 

développement musculaire normal. De plus, les CCNC pourraient jouer un rôle important sur 

l’attachement des muscles, étant aussi progénitrices des tendons, des os et des cartilages.  

6.4. Défauts squelettiques des souris inactivées pour Foxl2 

Foxl2 étant exprimé dans les CCNC et le CMC qui sont également à l’origine des os 

craniofaciaux, nous avons analysé le phénotype crânien des souris inactivées pour Foxl2. 

Cette analyse a montré que les petites ailes du presphenoide sont fortement réduites. On note 

également une fusion des os maxillaires avec les os prémaxillaire et jugaux. L’inactivation 

spécifique de Foxl2 dans les CCNC provoque une fusion des os jugaux ainsi qu’une fusion 

des os maxillaire-prémaxillaire, tandis que l’inactivation de Foxl2 dans le CMC provoque un 

défaut du sphénoïde. Les défauts observés chez les souris Foxl2-/- sont donc un composite de 

défauts CNCC et CMC. 
	
  

En conclusion, nos résultats présentent un nouveau regard sur les origines développementales 

complexes du BPES et permettent de mieux comprendre les origines des anomalies oculaires 

associées à ce syndrome.	
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Abstract
Blepharophimosis, ptosis, epicanthus-inversus syndrome (BPES) is an autosomal dominant genetic disorder characterized by
narrow palpebral fissures and eyelid levator muscle defects. BPES is often associated to premature ovarian insufficiency (BPES
type I). FOXL2, a member of the forkhead transcription factor family, is the only gene known to be mutated in BPES. Foxl2 is
essential formaintenance of ovarian identity, but the developmental origin of the facial malformations of BPES remains, so far,
unexplained. In this study, we provide the first detailed account of the developmental processes leading to the craniofacial
malformations associated to Foxl2. We show that, during development, Foxl2 is expressed both by Cranial Neural Crest Cells
(CNCCs) and by Cranial Mesodermal Cells (CMCs), which give rise to skeletal (CNCCs and CMCs) and muscular (CMCs)
components of the head. Usingmice inwhich Foxl2 is selectively inactivated in either CNCCs or CMCs,we reveal that expression
of Foxl2 in CNCCs is essential for the development of extraocular muscles. Indeed, inactivation of Foxl2 in CMCs has onlyminor
effects on muscle development, whereas its inactivation in CNCCs provokes a severe hypoplasia of the levator palpabrae
superioris and of the superior and inferior oblique muscles. We further show that Foxl2 deletion in either CNCCs or CMCs
prevents eyelid closure and induces subtle skeletal developmental defects. Our results provide new insights in the complex
developmental origin of human BPES and could help to understand the origin of other ocular anomalies associated to this
syndrome.

Introduction
Blepharophimosis, Ptosis, Epicanthus inversus Syndrome (BPES)
is a rare, autosomal dominant syndrome with a prevalence of 1
for 50 000 births (1). BPES patients present complex eyelidmalfor-
mations characterized by a narrowing of the horizontally eye

opening (blepharophimosis), droopy upper eyelids (ptosis), a
skin fold arising upwards and inwards from the lower eyelid (epi-
canthus inversus) and lacrimal puncta anomalies, such as lateral
displacement or stenosis. These patients often display an in-
creased distance between the eyes (telecanthus). The ptosis is
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due to a dysplasia, or absence, of the major eyelid elevator mus-
cle: the levator palpebrae superioris (LPS) (2,3). Other ocular anom-
alies such as, refractive error, strabismus and amblyopia (4) are
often associated to BPES. BPES diagnostic ismostly based on clin-
ical examination of the patients. In female BPES patients, facial
malformations can be associated (BPES type I) or not (BPES type II)
to premature ovarian failure (5). At least 88% of BPES type I and
II patients present a mutation or a deletion of FOXL2 coding or
regulatory sequences (OMIM 605597) (6–10). The variability of
BPES phenotype results from the diversity of the genetic lesion
at the origin of the disease: FOXL2 mutations, modifications in
shared regulatory sequences that can also affect the expression
neighbouring genes or, in rare cases, chromosomic transloca-
tions (4). Rarely, nystagmus, euryblepharon, ectropion, micro-
phthalmos, microcornea, trabecular dysgenesis, optic nerve
hypoplasias, colobomas of the optic disk and congenital alacrima
have also been reported in putative BPES patients, often without
a proven molecular diagnosis (4,11–15). FOXL2 codes for a fork-
head/HNF3 transcription factor expressed in the developing
and adult ovary (16,17). During mouse development, Foxl2 is
also expressed by the periocular mesenchyme and in the meso-
dermal core of pharyngeal arches 1–3 (6,18,19).

Craniofacial development requires long-distance migration,
synchronized differentiation and cooperation of many cell
types, including cranial neural crest cells (CNCCs) and cranial
mesodermal cells (CMCs). CNCCs give rise to most chondrocra-
nial and dermatocranial elements (20–22). Conversely, CMCs
are at the origin of craniofacial muscles and some posterior skel-
etal elements of the skull (22–25). Although the craniofacial ex-
pression of Foxl2 has been reported (6,16), the aetiology of BPES
facial signs remains unexplained. It has been proposed that
Foxl2 is predominantly expressed by CNCCs (26), while some of
the signs of the disease imply CMCs derivatives such as palpebral
muscles.

Several murine models with mutations or invalidation of
Foxl2 have been generated to study the specification and main-
tenance of ovarian identity, sex determination and fertility
(18,19,27,28). Even if BPES in humans is caused by haploinsuffi-
ciency of FOXL2, many aspects of the human syndrome are well
reproduced by mouse models carrying homozygous Foxl2 muta-
tions. Although Foxl2mutant mice present eyelid defects at birth
with subsequent degeneration of the eye cups (6,29,30), the de-
velopmental processes associating Foxl2 mutations to craniofa-
cial development have been poorly analysed.

Here, we provide the first account of the aetiology of the cra-
niofacial malformations associated to Foxl2 mutations. To this
end, besidemice carrying a constitutive, global Foxl2 inactivation,
we generated animals in which Foxl2 is selectively deleted either
in CNCCs or in CMCs. Our analyses demonstrate for the first time
the complex aetiology of the facial development, which implies
both CNCCs and CMCs derivative providing a conceptual frame-
work to decode the origin of human BPES facial defects.

Results
Foxl2 is expressed by CNCCs and CMCs derivatives

To determine the Foxl2 expression pattern during craniofacial de-
velopment, we used a Foxl2LacZ/+ strain (19). At E8.5, during lens
placode formation, Foxl2 is expressed in a restricted anterior re-
gion of the embryo at the level of themesencephalon immediate-
ly caudal to the developing eye (Fig. 1A, E8.5); this region provides
the CNCCs and CMCs (31,32) that, at later developmental stages,
participate to form periocular structures. At E9.5, β-Galactosidase

(β-GAL) positive mesenchymal cells surround the eye, with the
exception of its rostral aspect (Fig. 1A, E9.5). Sections of E9.5 em-
bryos show that, at the mesencephalic level, all mesenchymal
cells, including migrating CNCCs and CMCs, as well as popula-
tions of non-neural ectodermal cells and endodermal cells are
β-GAL positive while the neural ectoderm and post-migratory
CNCCs in the first pharyngeal arch are negative (data not
shown). As the eye develops, the periocular Foxl2 expression pro-
file ismaintained; eventually β-GAL positive cells completely sur-
round the eye (Fig. 1A E10.5–E13.5). Other structures expressing
Foxl2 during craniofacial development include the maxillary
arch, the pharyngeal endoderm, themesodermal core of pharyn-
geal arches 1 and 2 (PA1, PA2) and their derivatives (Fig. 1A).

We used double immunohistochemistry to determine the
identity of Foxl2-positive cells. At E11.5, a subpopulation of
MYOD-positive periocular muscle precursors also expressed
Foxl2 (Fig. 1B and B′ arrows). We used Wnt1ERT2Cre/+ROSALacZ/+, a
tamoxifen inducible Cre expressing mouse strain, which CNCCs
progeny are permanently labelled by LacZ expression, to examine
Foxl2 expression by CNCCs. When the effects of tamoxifen injec-
tion at E7 and E7.5 were analysed at E13.5, the majority of CNCCs
derivatives in the lower eyelid were Foxl2-positive (Fig. 1C and C′,
arrowheads).

Wewondered which structures and cell types of the newborn
mouse head derive from Foxl2 expressing cells. To this end, we
analysed pups issued from a Foxl2Cre/+ROSALacZ/+ crossing, per-
manently labelling Foxl2 expressing cells and their derivatives
by LacZ expression. In the cephalic region of these mice, both
CMCs and CNCCs derivatives were β-GAL positive including:
(i) all the muscles derived from the mesodermal core of PA1
and PA2; (Fig. 1A and D, Supplementary Material, Fig. S1B and
D); (ii) certain CNCCs-derived periocular cartilages and bones
including the sphenoid and the frontal bones (Fig. 1D and D″);
(iii) the upper (CMCs-derived) and lower (CNCCs-derived) eyelids
(Fig. 1D). The lacrimal, salivary and harderian glands were also
positive (Fig. 1D, Supplementary Material, Fig. S1A). Most other
structures of the head did not derive from Foxl2-positive precur-
sors (Fig. 1D, Supplementary Material, Fig. S1B).

Foxl2 is required for foetal eyelid closure

The eyelids of Foxl2-null mice (Foxl2-KO) are open at birth
(6,29,30); the origin of this malformation has not been analysed.
To address this question, we monitored Foxl2 expression at key
stages of ocular development and the consequences of its invali-
dation on palpebral formation. In mouse, eyelid protuberances
appear at E13.5 and primitive eyelids are clearly visible at E15.5
(Fig. 2B1 and B2). At E15.5, rounded peridermal cells at the eyelid
margin proliferate and converge until complete eyelid closure at
E16.5 (Fig. 2B2 and B3, Supplementary Material, Fig. S2A) (33).

Foxl2 is expressed by mesenchymal cells of the upper and
lower eyelid precursors at E11.5 and E13.5, before overt eyelid for-
mation (Fig. 1B and C). At E15.5, FOXL2 protein is present in most
upper (Fig. 2A2) and lower (Fig. 2A3) eyelidmesenchymal cells, in
the extraocular muscles (Fig. 2A4), in the frontal bone (Fig. 2A4)
and in the Harderian gland (Fig. 2A5), but is absent from the eye-
lid epithelium (Fig. 2A1–A3) and other eye components.

In E13.5 Foxl2-KO embryos, eyelid protuberances are not yet
visible (Fig. 2C1). At E15.5, the periderm extension, which permits
eyelid closure (33), does not form in Foxl2-KO (Supplementary
Material, Fig. S2B); inmutant foetuses, the defect of eyelid growth
persists from E15.5 to P0 (Fig. 2C2–C4) resulting in an open eye
phenotype at birth. Moreover, the Harderian gland is not present
in Foxl2-KO mice (Fig. 2C3–C4, black asterisks).
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At E13.5 and E15.5, other eye components, including the neural
retina, the lens and the cornea, develop normally in Foxl2-KO foe-
tuses. From E16.5 to P0, in the absence of Foxl2, the eye becomes
graduallymore affected. In particularly, the cornea becomes thin-
ner in mutant mice compared with controls (Fig. 2B2–C4, Supple-
mentary Material, Fig. S2C–H). At birth, the eye of Foxl2mutants is
abnormal, with a lens apposed to a thin cornea (Fig. 2C4), an
affected retinal pigment epithelium, and malformed choroid and
scleral layers (Supplementary Material, Fig. S2G–J).

Inactivation of Foxl2 interferes with the development
of extraocular muscles

Extraocular muscles include the six oculomotor muscles that
control eye movement (Superior, Inferior, Lateral and Medial

rectus; Superior and Inferior oblique) and the muscles that con-
trol superior eyelid elevation: the levator palpebrae superioris
(LPS) and the Müller’s muscle (or superior tarsal muscle) (34), a
small smooth muscle anchored to the LPS; eyelid closure is con-
trolled by the orbicularis oculi muscle.

Human BPES is characterized by a dysplasia of the LPS leading
to ptosis. Other ocular anomalies, such as strabismus and ambly-
opia, are often associated to BPES (4), suggesting possible defects
of oculomotormuscles. To investigate the effect of Foxl2 inactiva-
tion on extraocular muscle development, we identified striated
and smooth muscles by immunostaining for DESMIN and
Smooth Muscle Actin (αSMA) on sections from Foxl2-KO and
control foetuses. At E13.5, oculomotor muscles, including the
superior and inferior rectus and the superior oblique, are already
present in control foetuses (Supplementary Material, Fig. S3A–F);

Figure 1. Foxl2 is expressed by CNCCs and CMCs derivatives during development. (A) Whole mount X-GAL stainings of Foxl2lacZ/+ embryos from E8.5 to E13.5. At E8.5,
β-Galactosidase (β-GAL) is expressed in a restricted region of the embryo at the level of the mesencephalon (yellow arrowhead) caudally to the eye precursor (black
asterisk). From E9.5 to E13.5, β-GAL-expressing cells are observed in the periocular zone (pink arrowhead) and in the mesodermal core (mc) of the first and second
pharyngeal arches and their derivatives. (B and B′) β-GAL/MYOD immunohistochemisty on sections of an E11.5 Foxl2lacZ/+ embryo. β-GAL expression is detected in the
periocular mesenchyme including the MYOD-positive oculomotor muscles of mesodermal origin (dashed squares in B, arrows in B′). (C and C′) β-GAL/FOXL2
immunohistochemisty on sections of an E13.5 Wnt1creERT2/+ ROSAlacZ/+ embryo. Tamoxifen injections at E7 and E7.5 induce a stable expression of lacZ in Wnt1-positive
CNCCs in the periocular region at E13.5 (C). In the lower eyelid precursor (dashed square in C and C′), β-GAL positive cells also express Foxl2 (arrowheads in C′).
(D) X-GAL staining on sections of a Foxl2cre/+ ROSALacZ/+ newborn mouse. At P0, β-GAL-positive cells deriving from Foxl2-positive precursors are widely present in the
periocular region. β-GAL-positive cells include CMCs derivatives: the upper eyelid (D), extraocular muscles (superior oblique and superior rectus in D′) and the
masticatory muscles (masseter muscle in D), and CNCCs derivatives: the lower eyelid (D), the frontal bone, the sphenoid cartilage (D″) and the harderian gland (D).
e, eye; fr, frontal bone; hg, harderian gland; j, jugal bone; le, lens; lel, lower eyelid; mc, mesodermal core; mm, masseter; mx, maxillary arch; nr, neural retina; sp,
sphenoid; so, superior oblique; sr, superior rectus; uel, upper eyelid. Scale bars in A 150 µm; in C′ for B 250 µm, for B′ 30 µm, for C 250 µm and for C′ 40 µm; in D″ for D
250 µm and for D′–D″ 50 µm.
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in Foxl2-KO embryos, these muscles are well differentiated but
show different relative positions. In particular the superior
oblique is posterior to the rectus muscles in Foxl2-KO mutants
(Supplementary Material, Fig. S3G–L).

From E15.5 to P0, the oculomotor muscles, including the su-
perior and inferior rectus, the retractor bulbi and the superior

oblique, are present in Foxl2-KO foetuses, but with abnormal
morphologies, anchorage points and trajectories compared
with controls (Fig. 3A–F), as better analysed by 3D reconstructions
at P0 (Fig. 4). The abnormal eyelid development that we described
in Foxl2-KO mice (Fig. 2) is accompanied by muscular defects.
During normal development, a dramatic change occurs between

Figure 2. Foetal distribution of FOXL2 in the periocular region and eyelid developmental defect in Foxl2-KOmice. (A1–A5) FOXL2 immunohistochemistry in the periocular
region on frontal sections of E15.5 normal foetuses. During eyelid development, Foxl2 is expressed in the eyelid mesenchyme but not in the eyelid epithelium (ep) and
extending periderm (pe) (A2–A3). Foxl2 expressing cells are also observed in the frontal bone (fr) and in the oculomotor muscles such as the superior oblique (so) (A4).
Moreover, Foxl2 expression is detected in the harderian gland (A5). (B1–C4) Haematoxylin and eosin staining of frontal sections in the periocular region of control
(B1–B4) and Foxl2-KO (C1–C4) foetuses from E13.5 to P0. At E13.5, the protruding eyelids are less developed in Foxl2-KO mice whereas the eye does not show differences
compared with controls. Later, Foxl2-KO foetuses present a defect of eyelid outgrowth resulting in an open-eye phenotype at birth (black arrowheads, C2-C4). The eyelid
closure anomaly in Foxl2 mutants is associated to a thinning of the cornea. Note the absence of the harderian gland in the mutants (black asterisk C3–C4). c, cornea; ep,
epithelium; fr, frontal bone; hg, harderian gland; le, lens; lel, lower eyelid; nr, neural retina; pe, peridermal cells; uel, upper eyelid; sc, sclera; so, superior oblique. Scale bar
in C4 for A1 200 µm, for A2–A4 50 µm and for B1–C4 250 µm
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E15.5 and E16.5 in the size and shape of the orbicularis oculi
(Fig. 3A′–C′), which parallels eyelid extension and forms the de-
finitive eyelid muscle at P0 (Fig. 3E′). In contrast, in Foxl2-KO
mice, the orbicularis persists as a hypoplastic muscular mass at
the base of the undeveloped eyelid, and does not extend as in
control animals (Fig. 3B′, D′ and F′). In addition, in normal ani-
mals, the LPS reaches the eyelid from E16.5 to P0. The LPS acts
as the major eyelid opening muscle, while a second levator mus-
cle, the Müller smooth muscle, binds to the superior tarsus, an
elongated plate of connective tissue at the eyelid margin
(Fig. 3E′). In mutants, we observed neither the LPS nor the Müller
muscle at the level of the hypoplastic eyelid (Fig. 3F′). As an add-
itional defect, Foxl2-KO foetuses lack a differentiated frontalmus-
cle at all stages analysed (Fig. 3B, B′, D and F, white asterisks).

We conclude that extraocularmusclemalformations in Foxl2-
KO mice begin early during craniofacial morphogenesis and that
the most severely affected muscles are those involved in eyelid
opening (LPS, Müller) and closure (orbicularis oculi).

Foxl2 invalidation in CNCCs recapitulates extraocular
muscle defects of Foxl2-null mice

Given the complex spatial organization of the muscles in the
eye region, we performed 3D segmentation of bones, carti-
lages and muscles in the periocular region of newborn mice,
as shown in Figure 4A1–A1″. As Foxl2 is expressed both in
CNCCs and in CMCs (Fig. 1), we wondered whether the origin
of the defect was to be found in either of these populations or
in both. To this end, we compared the periocular morphology
of control newborn mice (Fig. 4A) with that observed in three
different strains in which Foxl2 was either: constitutively
invalidated (Foxl2-KO, Fig. 4B), invalidated specifically in
CNCCs (Foxl2-KOcncc, Fig. 4D), or specifically in CMCs (Foxl2-
KOmesoderm, Fig. 4C). These selective deletions were obtained
by crossing conditional Foxl2 mutants with either Foxl2-Cre
(constitutive inactivation), Sox10-Cre (CNCCs) or Mesp1-Cre
(CMCs) mice. The invalidation of Foxl2 either in CMCs or in

Figure 3. Defect of extraocular muscle development in Foxl2-KO foetuses. (A–D, A′–D′) Immunofluorescent detection of the myogenic marker DESMIN (E and F, E′ and F′)
and co-immunofluorescent localization of DESMIN and αSMAon frontal sections in the periocular region of control (A, C, E) and Foxl2-KO (B, D, F) foetuses from E15.5 to P0.
From E15.5 to P0, DESMIN is present in the differentiated oculomotormuscles, including the superior and inferior rectus (sr and ir), the retractor bulbi (rb) and the superior
oblique (so) (A, C, E). Foxl2mutants presentmorphological differences of oculomotormuscles (B, D, F) and an insertion defect of the superior oblique (B–D and B′–D′). From
E15.5 to E16.5 in control foetuses at the eyelid level, the orbicularis oculi (oo) precursor follows the eyelid outgrowth to form the final muscle at P0. In parallel, the levator
palpebrae superioris (lps) develops from E16.5 to P0 in the eyelid (C′–E′) and the Müller muscle (mu) differentiates in the palpebral structure (E′). In Foxl2-KO foetuses, the
defect of eyelid formation (B′, D′, F′white arrowheads) leads to the presence of amusclemasswhich corresponds to thenot elongated orbicularis oculi (B, D, F, B′, D′, F′). Foxl2
inactivation also provokes the absence of differentiated lps and Müller muscles in the hypoplastic eyelid (green asterisks D′, F′). Note that the frontal muscle does not
develop in Foxl2 mutants (B, B′, D white asterisks). c, cornea; ir, inferior rectus; lel, lower eyelid; lps, levator palpebrae superioris; mu, Müller muscle; oo, orbicularis
oculi; rb, retractor bulbi; so, superior oblique; sr, superior rectus; uel, upper eyelid. Scale bars in A–F 250 µm and in F′ for A′–F′100 µm.
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CNCCs results in similar eyelid phenotypes that observed in
mice constitutively deleted for Foxl2 (Supplementary Material,
Fig. S4).

We first analysed the morphology of the LPS, of particular
interest for a BPESmurinemodel. In Foxl2-KOmice, the LPS is pre-
sent, but does not reach the upper eyelid as in controls and

Figure 4. Extraocular muscle phenotype of Foxl2-KO, Foxl2-KOmesoderm and Foxl2-KOcncc mice at birth. (A1) Skeletal preparation of a newborn mouse head showing the
region analysed by 3D segmentation (dashed rectangle); (A1′, A1″) higher magnifications of the same region. (A2–D5) 3D segmentations of the orbital bones and
extraocular muscles, including the LPS (line 2), the rectus (line 3) and the superior and inferior oblique (line 3–4) of control (A), Foxl2-KO (B), Foxl2-KOmesoderm (C) and
Foxl2-KOcncc (D) at birth. The LPS reaches the superior eyelid in controls (A2), but not in the Foxl2-KO (B2). Foxl2 invalidation in CNCCs (D2), but not in CMCs (C2)
impairs LPS extension to the eyelid. (A3–D3) In all cases, four rectus muscles develop around the eye, despite different sclera (grey) morphologies. (A4–D4) In control
animals (A4) the superior oblique muscle follows a complex trajectory reaching first the trochlear region (t) and then sharply changing of direction and contacts the
superior part of the sclera. In Foxl2-KO mice, the superior oblique does not exit the trochlear region (B4). In Foxl2-KOmesoderm mice (C4) the superior oblique follows a
normal trajectory, although its contact zone with the sclera appears more focal. Whereas in Foxl2-KOcncc (D4), the superior oblique is hypomorphic and fails to reach
the sclera. (A5–D5) The inferior oblique muscle is present in control (A5) and Foxl2-KOmesoderm (C5), but is absent in Foxl2-KO and Foxl2-KOcncc mice (B5 and D5). Scale
bars in A1 for A1–D1 and in A2 for A2–D5 1 mm.
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attaches, instead, to the frontal bone (Fig. 4A2–B2). Foxl2-KOcncc

mice recapitulate the LPS phenotype of Foxl2-KO mice
(Fig. 4D2). In contrast, in Foxl2-KOmesoderm mice, the LPS retained
its natural attachment point on the hypoplastic eyelids, but the
lateral extension of the muscle was reduced (Fig. 4C2) compared
with controls (Fig. 4A2).

In each genotype, the four branches of the rectusmusclewere
present (Fig. 4A3–D3) andwell positioned around the sclera, how-
ever, in Foxl2-KO mice, the rectus muscles apparently covered a
larger portion of the sclera surface.

The two obliquemuscles, superior and inferior, were severely
affected in Foxl2-KO mice. In control animals, the superior ob-
liquemuscle first reaches the trochlea and then turns sharply to-
wards the sclera (Fig. 4A4). In Foxl2-KOs, only a small proximal
segment of the superior oblique muscle persists, it is anchored
to the frontal bone and does not reach the sclera (Fig. 4B4); the in-
validation of Foxl2 in CNCCs results in a similar phenotype
(Fig. 4D4). Foxl2 invalidation in CMCs results in a more subtle
phenotype: the superior oblique connects the orbit to the sclera
passing through the trochlea, although its anchorage to the
sclera is more focal (Fig. 4C4). The inferior oblique is absent
both in Foxl2-KO and in Foxl2-KOcncc (Fig. 4B5 and D5), and has a
normal morphology in Foxl2-KOmesoderm mice (Fig. 4A5 and C5).
The ocular muscle defects observed in the Foxl2 mutants are
summarized in Table 1.

Skull-bone defects in Foxl2 mutant mice

Since Foxl2 is expressed by CNCCs and CMCs (Fig. 1), which both
give rise to craniofacial skeletal components (22), we analysed
the bone phenotype of globally Foxl2-invalidated newborn
mice. At birth, Foxl2-KO mice present ossification defects of the
neurocranium components including the frontal, squamosal,
parietal and interparietal bones (Fig. 5A1–B1). The analysis of
the cranial base reveals that the lesser wings of the presphenoid
are dramatically reduced comparedwith controls, while the basi-
sphenoid and basioccipital bones are not affected (Fig. 5A2–A3
and B2–B3). Foxl2-KO mice also show a fusion of the maxillary
bone with the premaxillary and jugal components (Fig. 5A4–A5
and B4–B5). In the reporter Foxl2Cre/+ROSALacZ/+ line at P0, the less-
er wings of the presphenoid, the premaxillary, the maxillary and
the jugal bones express LacZ (SupplementaryMaterial, Fig. S1C–E)
strongly suggesting the implication of Foxl2 in the formation of
the latter structures.

In Foxl2-KOmesodermmice, defects of the parietal and interpar-
ietal bones and of the lesser wing of the presphenoid bone

(CMCs-derived) are similar to that observed in Foxl2-KOmutants,
the frontal bone and the maxillary components are not affected
(CNCC derived) (Fig. 5C). In contrast, Foxl2-KOcncc mice showa fu-
sion of the maxillary, premaxillary and jugal bones (CNCCs-de-
rived) associated to a normal presphenoid phenotype (Fig. 5D).
The craniofacial bone defects observed in the Foxl2 mutants are
summarized in Table 1.

Discussion
The developmental origin underlying BPES facial malformations
in humans has not been elucidated so far. Here, taking advan-
tage of several mousemodels of invalidation of Foxl2, we address
the question of the Foxl2 involvement in craniofacial develop-
ment. We show that Foxl2 is expressed by both CNCCs and
CMCs, and is required for correct periocular muscle and bone
morphogenesis. Using selective inactivation of Foxl2 in CNCCs
or in CMCs, we are able for the first time to demonstrate that, al-
though both populations are important, CNCCs provide the topo-
logical cues needed for the morphogenesis of certain CMCs-
derived extraocular muscles such as the LPS or the oblique
muscles.

Foxl2 expression during craniofacial development

Although Foxl2 expression during development of the mouse
cephalic region has been reported (6,18,19,35), our results provide
the first precise account of its spatio-temporal expression during
craniofacial development. At E8.5/E9.5, Foxl2 is expressed bymost
cells present in a restricted region of the head at the level of the
mesencephalon including migratory CNCCs and CMCs. This re-
stricted pattern of expression suggests that FOXL2 participates
in the complex regulatory networks which define specific cranio-
facial regions, and that genetic mechanisms must exist to limit
its expression anteriorly and posteriorly. At later stages, Foxl2 ex-
pression is maintained in the mesodermal core of the first pha-
ryngeal arch and in CNCCs of the maxillary arch, but is down
regulated in CNCCs of the mandibular arch (Fig. 1A) possibly
through a Dlx5/6-dependent mechanism (18,35). In the periocu-
lar region, Foxl2 expression persists until eyelid fusion (E16.5);
afterwards its level of expression in the eyelids diminishes to
be hardly detectable at birth (30) (data not shown). The data sug-
gest that Foxl2 has a central role in early eyelid development and
eyelid extension.

As eyelids are structures specific to gnathostomes (36), Foxl2
might have been essential for their appearance during vertebrate
evolution. Interestingly, Foxl2 expression has been reported dur-
ing foetal eyelid development of the dogfish and the goat (16,37),
suggesting a conserved and ancestral role in eyelid development.
The comparative analysis of Foxl2 sequences in different species
reveals that the Foxl2 coding region is highly conserved in verte-
brates (16,38). The analysis of Foxl2 expression in the cephalic
region of other species such as lampreys, amphioxus and hagfish
might shed light on the evolutionary origin of eyelids in
vertebrates.

Role of Foxl2 in eye and eyelid development

We show that, at the ocular level, Foxl2-positive precursors con-
tribute to form the sclera delimitating the corneal structure, the
suspensory ligaments in contact to the ciliary body, the retinal
pigment epithelium and the choroid coat apposed to the neural
retina (Supplementary Material, Fig. S1F–H). In contrast Foxl2

Table 1. Summary of craniofacial muscles and bone defects observed
in Foxl2 mutants

Structures Origin Foxl2-
KO

Foxl2-
KOmesoderm

Foxl2-
KOcncc

Eyelids CMCs + CNCCs − − −
LPS CMCs − +/− −
Rectus muscles +/− + +/−
Superior/Inferior
Oblique muscle

− +/− −

Presphenoid
lesser wings

− − +

pmx/mx/jg CNCCs − + −

−, highly impaired or absent; +/−, reduced ; +, not affected.
CMCs, cranial mesodermal cells; CNCCs, cranial neural crest cells; jg, jugal bone;
LPS, levator palpebrae superioris; mx, maxillary bone; pmx, premaxillary bone.
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precursors do not participate to other eye components such as
the lens, the neural retina and the cornea.

Foxl2-KO newborns are characterized by a dysgenesis of the
retinal pigment epithelium, of the sclera and of the choroid
layer (Supplementary Material, Fig. S2I and J), suggesting a direct
role of Foxl2 in the development of these structures. During early
development, the cornea of Foxl2-KO mice is normal. At later
stages, however, the cornea is much thinner and the whole
eye morphology is affected (Fig. 2, Supplementary Material,
Fig. S2C–H). Some data suggest that defects of eyelid closure
might be at the origin of corneal anomalies (39,40); a closed eyelid
is required for the development of ocular surface (40). The cor-
neal degeneration observed in the Foxl2-KO newborns might be
secondary to the failure of eyelid closure.

Our results reveal that Foxl2-positive precursors contribute to
form periocular bones and muscles (Fig. 1D, Supplementary Ma-
terial, Fig. S1B–E), and all structures constituting the core of the
upperand lower eyelids, but not to the overlaying eyelid epidermis
(Fig. 1D, Fig. 2A2–A3 and Supplementary Material, Fig. S1B and F).
The data suggest an abnormal mesenchyme–epithelial inter-
action preventing peridermal extension during eyelid closure
(Fig. 2 and Supplementary Material, Figs S2 and S4). The upper
and lower eyelids have different embryonic origin (CMCs and

CNCCs, respectively) (41) and invalidation of Foxl2 in either
CMCs, CNCCs or both results in similar eyelid phenotypes in
which eyelids are hypoplastic (Supplementary Material, Fig. S4).
These findings suggest that the expression of Foxl2 results in com-
mon developmental effects in cell populations of different origin.

Role of Foxl2 in extraocular muscles development

In Foxl2-KOmice, the LPS and the SOmuscles are present, but are
severely affected: they do not present their natural points of at-
tachment on the superior eyelid and on the sclera but display, in-
stead, abnormal attachment points on the frontal bone (Figs 3D, F
and 4B). This phenotype is reminiscent of human BPES in which
the LPS is either absent or hypoplastic (2,3). Remarkably, al-
though the LPS and the SO muscles derive from the mesoderm,
these muscle present abnormal attachment points when Foxl2
is invalidated only in CNCCs, but have normal connections
when Foxl2 is inactivated in CMCs (Fig. 4C and D, Table 1). In
Foxl2-KOmesoderm mice, ocular muscles such as the rectus, the
LPS and the SO appear, however, reduced in size. In Foxl2-KO,
the SO develops enough to contact at E15.5 its distal target, the
sclera (Fig. 3B, B′ and Supplementary Material, Fig. S2), although
its trajectory is aberrant since the characteristical shape of this

Figure 5. Craniofacial bone phenotype of Foxl2-KO, Foxl2-KOmesoderm and Foxl2-KOcncc mice at birth. Alcian blue/Alizarine red head skeletal preparations of a newborn
control (A) and Foxl2-KO (B), Foxl2-KOmesoderm (C) and Foxl2-KOcncc (D) mice. In Foxl2-KO mutants, the lateral view of the skull shows ossification defects of the frontal
(fb), squamosal (sq), parietal (pb) and interparietal (ip) bones compared with controls (A1–B1). The dorsal view of the cranial base of Foxl2-KO mice (B2) reveals that
the lesser wings (lw) of the presphenoid bone (ps) are reduced (A3–B3, black arrow and asterisk). Foxl2 inactivation also provokes a fusion of the maxillary bone (mx)
with the premaxillary (pmx) (A4–B4, white arrow and asterisk) and jugal ( jg) components (A5–B5, black arrow and asterisk). In Foxl2-KOmesoderm mice, neurocranium
and presphenoid bone defects are similar to those observed in Foxl2-KO mutants (C1–C3), whereas the maxillary components are not affected (C4–C5). In contrast,
Foxl2-KOcncc mice show a fusion of the maxillary, premaxillary and jugal bones associated to a normal presphenoid phenotype (D3–D5). Scale bars shown in D2 for
A1–D2 1 mm and in D5 for A3–D5 500 µm.
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muscle, through the CNCCs-derived trochlea, is absent (Fig. 3A,A′
and B,B′, Supplementary Material, Fig. S2). It is only in a second
time, at E16.5, the eyelid closing stage, that the superior oblique
looses its scleral attachment and binds to the frontal bone
(Fig. 3D and D′), where it remains attached until birth (Figs 3E,F
and 4). This indicates that the superior oblique does not require
Foxl2 for initial growth and extension.

In Foxl2-KO mice, the LPS never extends to the upper eyelid,
but is attached to the frontal bone (Figs 3D,D’ and 4B2). Since
muscle-target recognition requires compatible adhesion cues
(42), the absence of Foxl2 in CNCCs could modify the identity of
CNCCs-derivatives including tendons and bones leading to LPS
and SO misrecognition of their targets.

Therefore, Foxl2 expression in themesoderm could have a cell
autonomous, trophic role in determining muscle size, while its
expression in CNCCs could be required to determine the position-
ing of extraocular muscles. Consistently with our finding, previ-
ous studies also implicated CNCCs in the development of
craniofacial muscles by regulating their patterning, proliferation
and differentiation (43,44). The absence of FOXL2 might change
CNCCs properties, thereby preventing normalmuscular develop-
ment. Furthermore CNCCs might play an important role in the
scaffolding of muscle attachment points, as they are progenitors
of tendons, cranial bones and cartilages.

The inferior oblique is absent in Foxl2-KO and Foxl2-KOcncc

mice, suggesting that a CNCCs Foxl2-dependent signal is required
for its development.

Our findings suggest complex pleiotropic roles of Foxl2
in periocular muscle morphogenesis which could be differently
modulated by the genetic background or by the type of Foxl2
mutation, resulting in a large spectrum of phenotypes as
observed BPES patients.

Role of Foxl2 in skeletal development

Herewe have shown that, besidemuscular defects, inactivation of
Foxl2 induces also subtle craniofacial skeletal defects. Forexample,
the jugal–maxillary and the maxillary–premaxillary junctions are
absent in Foxl2-KO mice, resulting in the fusion of these bones
(Fig. 5B4 and B5); these bones are CNCCs derivatives and, as ex-
pected, this phenotype is observed in Foxl2-KOcncc mice (Fig. 5D4
and D5). Recently, craniofacial skeletal alterations partially over-
lapping those described in this report, have also been reported in
mice carrying a piggyBac insertionmutation upstream of Foxl2 re-
sulting in a reduced, but not absent, expression of the gene (18).
The skeletal alterations observed in piggyBac insertional mutants
14 days after birth include a maxillary–premaxillary dysmorphol-
ogy which could derive from an embryonic defect similar to what
we observe after Foxl2 inactivation.

The lesser wings of the sphenoid derive from CMCs, and at-
tach to the body of the sphenoid, which is a CNCCs derivative
(22). Consistently with their embryonic origin, we observe the
absence of the lesser wings of the sphenoid in Foxl2-KOmesoderm,
but not in Foxl2-KOcncc mice (Fig. 5A3–D3).

As craniofacial bones are the targets for craniofacial muscle
recognition, Foxl2 seems to be implied in a complex dialogue
between structures to determine their mutual positioning.

Analysis of cranial morphology of BPES patients has shown a
relatively normal phenotype (4), however, minor features include
a broad nasal bridge, low-set ears and a short philtrum (45).

Our phenotype has been analysed at birth, when, in the
mouse, different skull bony elements are not yet fused. Although
it might be difficult to compare our findings to those observed in
BPES patients after bone fusion has taken place, our analysis

might pave the way for a better understanding of human cranio-
facial signs of the disease.

BPES aetiology: lessons from Foxl2 conditional mouse
mutants

Foxl2 mutant mice are good models of BPES ovarian phenotype
(19,29); conditional inactivation of the gene in adult ovary has
shown its importance to prevent transdifferentiation of an
adult ovary to a testis (28). Although these mice present obvious
craniofacial defects, no in-depth analysis of the origin of their fa-
cial phenotype has been reported. Here we show that Foxl2 mu-
tants recapitulate most of the facial signs of BPES and are,
therefore, a useful tool to understand the aetiology of the mor-
phological defects associated to the disease in particular, and
the complex interplay of mammalian facial development in
general.

The LPS phenotype in BPES is still controversial. It has been re-
ported that BPES patients show absence or hypoplasia of LPS (3).
In contrast, two other studies demonstrated that the posterior
part of the LPS is present in the orbital region while the anterior
LPS aponeurosis is dramatically disorganized at the eyelid level
(2,46). These last observations are consistent with what we ob-
serve in Foxl2 mutants. We show that the LPS is present in Foxl2
mutants; however, it never enters the superior eyelid and has,
instead, an anchorage point on the frontal bone (Figs 3 and 4).

Other ocular anomalies such as defects in optical acuity (asso-
ciated with retina or lens defects, e.g. hyperopia or astigmatism),
defects in oculomotor muscle functions (strabismus, nystag-
mus), defects in lower palpebral development and eyelid margin
(euryblepharon, ectropion) and abnormal eye morphology (mi-
crophthalmos, microcornea, trabecular dysgenesis, optic disc
coloboma) (4,11–15) are present at lower penetrance in BPES pa-
tients without, however, a proven molecular diagnosis. Our find-
ings could help to understand the origin of rare BPES-associated
phenotypic defects and determine their possible association
with FOXL2. For example, abnormal oculomotormuscles (oblique
muscles) might explain strabismus and nystagmus; lower palpe-
bral formation and eyelid marginal defects could be a direct con-
sequence of abnormal eyelid development; defects in optical
acuity and abnormal eyemorphologymight be associated to dys-
genesis of the sclera, of the suspensory ligaments of the ciliary
body or of the choroid and retinawhich are involved in coloboma
pathologies.

We show that Foxl2 is expressed during craniofacial glandular
development, including the lacrimal, salivary and harderian
glands (Fig. 2 and Supplementary Material, Fig. S4). In mouse,
the harderian gland produces the tear lipids, which prevent
tear evaporation. The harderian gland is absent in humans (47),
and tear lipids are produced by the meibomian glands. Interest-
ingly, congenital lacrimal puncta anomalies and, more rarely,
alacrima, associated or not to the absence of lacrimal glands
are present in BPES patients (15,48). Foxl2 inactivation in the
mouse leads to the CNCCs-dependent absence of harderian
glands (Fig. 2), while the lacrimal and the salivary glands are
still present (data not shown) revealing a novel role of Foxl2 on
craniofacial glandular development.

The BPES facial phenotype is characterized by a defect of eye-
lid formation. During human development, eyelid fusion is com-
pleted at 9 weeks post-fertilizationwith subsequent reopening at
20 weeks (49). From 9 to 14 weeks, the orbicularis oculi, the LPS and
the Müller muscles develop within the fused upper eyelids (49).
Our data suggest that several aspects of the BPES facial pheno-
type might derive from a problem in palpebral development
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during the eyelid closure/reopening process. It might, therefore,
be interesting to analyse the eyelid closure/reopening process
in human foetuses at risk of BPES through prenatal high-reso-
lution ultrasound examination, which may permit detection of
early abnormal eyelid development as early as 12–13 weeks.

Materials and Methods
Animals

Procedures involving animals were conducted in accordance
with the directives of the European Community (council directive
86/609) and the French Agriculture Ministry (council directive 87–
848, 19 October 1987, permissions 00782 to GL).

Foxl2 expression patternwas studied using a knockin Foxl2LacZ/
+ stain (19). We also used Foxl2Cre/+, bred with Rosa26lox-stop-lox-LacZ/+

(refered to as RosaLacZ/+) (50) mice to study Foxl2 expressing cell.
Cranial neural crest cell lineage was also studied using an tam-
oxifen inducible Tg(Wnt1-Cre/ERT2)1Alj/J (Jackson Laboratory,
referred to as Wnt1CreERT2/+) bred with RosaLacZ/+ mice. To induce
recombination of the reporter in CNCCs, tamoxifen was injected
intraperitonealy at E7 and E7.5 (Sigma-Aldrich, 1 mg in corn oil).

Cre expressing strains were used to induce cell population-
specific Foxl2 invalidationwhen bredwith a Foxl2lox/loxmice strain
(28). We targeted Foxl2 invalidation in CNCCs derivatives with
Sox10Cre/+ mice (51) (Sox10Cre/+ Foxl2lox/lox, referred to as Foxl2-
KOcncc in themanuscript). Foxl2was invalidated in headCMCsde-
rivatives using Mesp1Cre/+ mice (52) (Mesp1Cre/+ Foxl2lox/lox named
Foxl2-KOmesoderm in the manuscript). Foxl2Cre/+ mice were used
to target all Foxl2 expressing cells (28) (Foxl2Cre/lox refered to as
Foxl2-KO in the manuscript). Alternatively, we used homozygous
Foxl2LacZ/LacZ mice as knockout Foxl2 newborn and embryos. No
difference was observed in the phenotype between Foxl2Cre/lox

and Foxl2LacZ/LacZ mice. Mice were maintained on a mixed
(Black6/CD1) background.

Embryos up to E16.5 were fixed by overnight immersion in 4%
paraformaldehyde at 4°C. Newborn mice were fixed by transcar-
diac perfusion with 4% paraformaldehyde and post-fixed for 2 h
in the same fixative. After fixation, P0 mice heads were decalci-
fied for 2 days with Jenkin’s solution (4% hydrochloric acid 37%,
3% acetic acid, 10% chloroform, 10% dH2O, 73% absolute ethanol).
Samples were either cryoprotected in 30% sucrose, frozen and
20 µm thick cryostat sectioned, or dehydrated, embedded in
paraffin and 12 µm thick microtome sectioned.

Immunohistochemistry

Sections were incubated overnight at 4°C with the primary anti-
bodies diluted in PBS 3% BSA 0.025% Triton (for anti-FOXL2) or in
PBS 5% SVF (others) with the following dilutions: rabbit anti-DES-
MIN (Abcam AB15200, 1:800), rabbit anti-FOXL2 (Thermo Scientic
PA1-802, 1:400), mouse anti-SMA (Sigma-Aldrich A5228, 1:4000),
chicken anti-β-GAL (AVES labs, 1:2000), rabbit anti-MYOD
(Santa-Cruz C-20:sc-304, 1:1200).

Immunohistochemistrywas performed using standard proto-
cols of the Dako Envision kit and the Dako ARK kit for DAB stain-
ing. Fluorescent immunohistochemistry were performed using
species-specific fluorescent secondary antibodies (Jackson
ImmunoResearch; 1:500) that were incubated for 2 h at room
temperature, and counterstained with Dapi (Sigma-Aldrich).

Skeletal preparation

P0micewere placed in tap water O/N at 4°C, then in boiling water
for 20–30 s in order to remove the skin and placed in ethanol 95%

O/N. Theywerewashed in distilledwater and immersed in theAl-
cian blue for 24 h to stain the cartilaginous structures. Samples
were washed in 70% ethanol for 6–8 h, transferred to a solution
of 1% KOH for 5 min and placed overnight in Alizarin red to
stain bony structures. They were thinned in a solution of 1%
KOH/glycerol 20% for 2 days and stored in a solution of 1% KOH/
glycerol 2:8.

Histological staining and 3D segmentation

For histological staining, classical Haematoxylin and Eosin stain-
ings were performed on E13.5 to P0 heads paraffin sections using
stabilized haematoxylin and 1% aqueous eosin solutions (RAL
diagnostics, France).

For 3D reconstruction, heads from P0 mice were fixed in
Bouin’s solution (Sigma, France), decalcified for 2 days with Jen-
kin’s solution, paraffin embedded and sectioned as described.
Complete sets of frontal sections were stained by Mallory’s tri-
chromic as in Everett and Miller (53) to reveal histological differ-
ences between tissues. Pictures from all the sections were
aligned, piled and registered using the Fiji plug-in of NIH ImageJ
‘Register Virtual Stack Slices’ (http://fiji.sc/wiki/index.php/
Register_Virtual_Stack_Slices). The aligned pictures from these
sections were analysed with Mimics (Materialise, Belgium), a 3D
segmentation software.

β-Galactosidase detection

For whole-mount LacZ expression analysis, embryos were im-
mersed in 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta--galactopyranoside
(X-GAL) at 30°C for 24 h. Newborn heads were stained in toto after
skin removal. For X-GAL staining on sections, heads were cryo-
protected in 1× PBS-30% sucrose, then sectioned at 50 µm with
a cryostat. β-Galactosidase activity was then revealed by immers-
ing the free-floating sections in X-GAL at 30°C for 24 h. These sec-
tions were counterstained with a 1% acqueous eosin solution
(RAL diagnotics, France)

Supplementary Material
Supplementary Material is available at HMG online.
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1.  FOXL2 EST REQUIS POUR 

L’ORGANISATION DU STROMA ET DU 

MYOMETRE 
 

Les résultats de l’Article 1, montrent que Foxl2 s’exprime dès la naissance dans les cellules 

du mésenchyme utérin. L’étude de lignage a montré que les cellules mésenchymateuses ayant 

exprimé Foxl2 participent à la formation du stroma, de la couche profonde du myomètre 

interne et de la couche musculaire entourant les vaisseaux. L’absence de Foxl2 dans l’utérus 

provoque une diminution de la couche stromale associée à une hypertrophie et une 

désorganisation du myomètre. 

 

L’hypertrophie myométriale indique que l’absence de Foxl2 provoquerait la différenciation 

anormale du stroma en cellule musculaire lisse. Ce qui indique que Foxl2 pourrait permettre 

la segmentation entre le stroma et le myomètre en maintenant les cellules stromales dans un 

état indifférencié. Or, il a été vu dans une étude sur des cellules de ligné myoblastique C2C12, 

qu’un micro ARN spécifique miR-133a, très exprimé durant la différenciation musculaire, 

diminuait l’expression de Foxl2 dans les progéniteurs myogéniques (Luo et al. 2015). Ces 

résultats suggèrent que l’inhibition de Foxl2 serait induite durant la différenciation 

musculaire. Dans une autre étude, il a été vu que l’activation constitutive de TGFBR1 

provoquait aussi une hypertrophie et une désorganisation du myomètre. Chez ces souris, 

l’expression de nombreux gènes spécifiques aux muscles lisses est augmentée, suggérant que 

le signal induit par TGFβ permettrait leur expression (Gao et al. 2015). La voie de 

transduction du signal de TGFβ à son récepteur agit via les protéines SMADs qui agissent en 

tant que facteurs de transcription pour réguler un certain nombre de gènes cibles. Or, certaines 

protéines SMAD sont connues pour être des partenaires de Foxl2, notamment SMAD2, 

SMAD3 et SMAD4 qui forment des complexes avec Foxl2 et jouent un rôle dans la 

régulation de l’expression de la Follistatine et de la sous-unité β de la FSH (FSHβ) (Blount et 

al. 2009, Tan et al. 2010). L’interaction entre ces protéines pourrait également avoir lieu dans 

l’utérus et permettre de réguler la différenciation musculaire dans les cellules du mésenchyme 

utérin. Il serait intéressant de voir si l’inactivation de Foxl2 sur des cellules en culture issues 
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de mésenchyme utérin indifférencié permet la différenciation en cellules musculaires lisses. 

De même, il serait intéressant de voir si la présence de Foxl2 peut empêcher la différenciation 

musculaire de ces cellules et par quel mécanisme moléculaire il agit.  

 

L’étude de lignage montre que les cellules musculaires entourant les vaisseaux proviennent de 

cellules ayant exprimé Foxl2. L’absence de la formation de ces couches musculaires dans les 

mutants conditionnels montre que la présence de Foxl2 permet la migration et l’attachement 

des CML aux vaisseaux. Foxl2 pourrait agir dans ce processus en favorisant la transcription 

de molécules d’adhésion ou la synthèse de certains composants de la matrice extracellulaire. 

Cette action de Foxl2 dans l’adhésion et la migration pourrait être plus générale que dans 

l’utérus et aussi permettre l’organisation de la couche profonde du myomètre interne qui est 

vue comme désorganisée chez les mutants conditionnels. D’autres données non publiées ont 

pu montrer que Foxl2 était aussi présent dans les vaisseaux d’autres organes, au niveau de la 

vascularisation du cerveau notamment, suggérant que ce rôle de Foxl2 serait plus général, et 

non spécifique à l’utérus. Il serait intéressant de regarder l’ensemble de la vascularisation des 

souris mutantes pour Foxl2 afin de voir si la formation des couches musculaires entourant les 

artères se fait normalement. 

 

Notre étude a pu montrer un rôle essentiel de Foxl2 dans la maturation post-natale de l’utérus. 

Cependant, les causes provoquant le défaut d’implantation chez les mutant conditionnels 

restent indéterminées. Celles-ci pourraient être dues aux défauts de formation observés dans 

la couche musculaire interne. Chez la femme, il a été décrit que les contractions de cette 

couche musculaire, appelée aussi zone jonctionelle (JZ), joue un rôle important dans 

l’invasion du trophoblaste (Brosens et al. 1995). Des études ont montré que les anomalies de 

cette couche musculaire sont reliées à des problèmes de fertilité et des pathologies utérines 

telle que l’adénomyose et l’endométriose, également associées à des problèmes de fertilité 

(Piver 2005, Tocci et al. 2008, Exacoustos et al. 2013). Mais l’infertilité pourrait également 

provenir d’un rôle plus tardif de Foxl2 chez l’adulte durant l’implantation. 

 

En effet, durant mes travaux, j’ai aussi analysé le profil d’expression de Foxl2 pendant 

l’implantation embryonnaire. Cette étude montre que l’expression de Foxl2 disparaît au 

niveau des sites d’implantation et plus particulièrement dans les cellules de la décidue (Figure	
  

35). L’expression de Foxl2 est maintenue dans les parties de l’utérus situées en dehors des 

sites d’implantation. Cela suggère que la suppression de l’expression de Foxl2 pourrait jouer 
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un rôle dans la décidualisation des cellules du stroma. Ceci conforterait notre hypothèse 

suggérant que l’expression de Foxl2 est requise pour maintenir l’identité stromale. Une étude 

plus approfondie du rôle de Foxl2 dans l’implantation est nécessaire. Il serait en particulier 

intéressant de voir quel moment précis de l’implantation est anormale chez les souris mutées 

pour Foxl2, et si le stroma de ces souris a la capacité de se différencier en décidue en 

procédant à une décidualisation artificielle (Deb et al. 2006). 

 

 

 Figure 35: Expression de Foxl2 durant l'implantation à E5.5 

Coloration X-Gal d’un utérus de souris Foxl2LacZ/+ à E5.5. A : vue externe. B, C : Contre-
coloration Eosine d’une coupe d’utérus au niveau d’un site d’implantation. On note que 
l’expression de Foxl2 est absente du stroma entourant le blastocyste implanté. Une fine couche de 
cellules périphériques exprime encore Foxl2.  

 

De plus, chez la souris, Foxl2 est présent dans le stroma adulte. Chez la vache, il a été observé 

que l’expression de Foxl2 est inhibée par le traitement à la P4 (Eozenou et al. 2012). Chez la 

femme, le niveau d’expression de Foxl2 varie au cours du cycle menstruel où on observe une 

très forte expression durant la phase proliférative et une diminution de l’expression durant les 

phase sécrétoire précoce et tardive correspondant à l’élévation du taux de P4 (Talbi et al. 

2006). J’ai pu voir que, chez la souris aussi, l’expression de Foxl2 varie au cours du cycle 

œstral. Par la technique d’hybridations in situ, on peut voir que le transcrit de Foxl2 n’est pas 

présent durant le diœstrus (Figure	
  36), ce qui semble correspondre à ce que l’on observe chez 

la vache et chez la femme. Comme chez la vache, chez la souris, Foxl2 semble être régulé de 

manière négative par la P4. Il serait intéressant de voir si l’injection de P4 chez des souris 

adultes ovariectomisées diminue l’expression de Foxl2. De plus, il serait intéressant 

d’approfondir ces résultats en étudiant de plus près les sites de liaison du récepteur de la P4 

sur le promoteur de Foxl2 et de vérifier cela par des études d’immunoprécipitation de la 

chromatine (ChIP). 
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 Figure 36: Expression de Foxl2 durant le cycle œstral 

Hybridation in situ du transcrit de Foxl2 sur les coupes d’utérus durant l’œstrus et le 
diœstrus. On note une absence totale de marquage au niveau du stroma en diœstrus.  

 
De manière intéressante, dans les ovaires, FOXL2 joue un rôle dans la balance prolifération-

apoptose en régulant des gènes pro- (ATF3, IER2) et anti-apoptotiques (TNFAIP3, IER3, 

BCL2A1) (Batista et al. 2007). Cela suggère que Foxl2 pourrait être en jeu dans les 

mécanismes de prolifération qui ont lieu durant le cycle. Foxl2 pourrait avoir différents rôles 

dans l’utérus, que ce soit au niveau de la maturation post-natale, mais aussi durant le cycle et 

l’implantation embryonnaire. 

 

Les femmes atteintes du syndrome BPES type I, en rapport avec des mutations à l’état 

hétérozygote du gène Foxl2, présentent des défauts de formation des paupières associés à une 

insuffisance ovarienne précoce (Verdin et al. 2012). Le phénotype est hétérogène, certaines 

femmes présentant un cycle menstruel normal ou au contraire une aménorrhée et une 

réduction de la fertilité (Crisponi et al. 2001, Fokstuen et al. 2003, Meduri et al. 2010). 

Actuellement, il n’existe pas d’étude spécifique de la fonction utérine des femmes BPES, 

mais des rares grossesses spontanées conduisant à la naissance ont été rapportées. Du fait de 

l’insuffisance ovarienne que ces femmes présentent, le projet parental peut passer par le don 

d’ovocytes. Il n’existe pas de données sur les résultats de fécondation in vitro après don 

d’ovocytes dans cette population spécifique. Ainsi, chez la femme, la perte de fonction 

hétérozygote de FOXL2 pourrait entrainer un phénotype utérin plus modéré que celui observé 
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chez nos souris homozygotes mutantes. Néanmoins, il serait important d’analyser le 

développement myométrial de ces femmes en explorant plus précisément par IRM cette 

couche spécifiquement. Il pourrait être important de voir si l’endomètre de ces femmes, 

malgré la mutation de FOXL2, est apte à l’implantation. 

 

2.  DLX5 ET DLX6 PERMETTENT LA 

FORMATION DES GLANDES UTERINES 

UTERINE 
 

Notre étude a permis de montrer que Dlx5 et Dlx6 jouent un rôle primordial dans la 

maturation post-natale de l’utérus. Leur expression dans l’épithélium permet la formation des 

GU et agissent sur la morphologie épithéliale. 

 

Les invaginations anormalement larges observées chez les souris invalidées de façon 

conditionnelle dans l’utérus pour Dlx5/6 suggèrent que l’expression de Dlx5 et Dlx6 n’est pas 

requise pour la formation précoce des invaginations à l’origine des GU, mais plutôt pour la 

fermeture de celles-ci. En effet, durant la formation des GU, le changement morphologique de 

l’épithélium est essentiel. On observe notamment une diminution de la surface du pôle apical, 

permettant la formation d’une structure tubulaire. Dlx5 et Dlx6 pourraient agir sur 

l’expression de certaines protéines importantes pour ces changements épithéliaux, notamment 

en régulant l’expression de Foxa2. De plus, on remarque que chez ces mutants les expressions 

de nombreux gènes épithéliaux comme Msx1, Msx2, Wnt7a et Wnt11 sont dérégulées. Msx1 

et Msx2 font partie d’un système de régulation complexe avec Dlx5 et Dlx6 impliqué dans 

l’organisation des bourgeons des pattes. Ces deux couples de gènes convergent dans la 

régulation de certains BMP (Bone morphogenetic protein) (Vieux-Rochas et al. 2013). Or les 

gènes Msx1 et Msx2 jouent un rôle clé durant l’implantation, notamment par l’inhibition de 

l’expression de Wnt5a dans l’épithélium, permettant une diminution de la polarité cellulaire 

nécessaire à l’implantation embryonnaire	
   (Daikoku et al. 2011). Il se pourrait que la 

dérégulation des Msx observée dans nos souris invalidées pour Dlx5/6 puisse être en cause 

dans le changement de morphologie épithéliale. De plus, il serait intéressant chez les souris 

invalidées pour Dlx5/6 de voir le profil d’expression de molécules clés jouant un rôle dans la 

polarité épithéliale, telles que la E-cadherine, Scribble ou Vangl2. 
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Durant cette étude, nous avons mis en évidence le rôle de Dlx5 et Dlx6 dans le 

développement post-natal. Mais ces deux gènes sont également exprimés chez l’adulte et 

pourraient avoir un autre rôle durant les changements cycliques de l’utérus et durant 

l’implantation. Nous avons pu mettre en évidence qu’il n’y a pas de changement de la 

localisation de Dlx5 ou Dlx6 durant le cycle œstral, durant lequel ils restent exprimés au sein 

de l’épithélium luminal et glandulaire. Cependant, durant l’implantation à E5.5, Dlx5 est 

présent au niveau des GU mais semble disparaître de l’épithélium luminal indiquant que son 

inactivation localisée pourrait avoir un rôle dans l’implantation et notamment dans le 

changement de morphologie épithéliale. Pour cela, il serait intéressant de suivre l’expression 

de Dlx5 et Dlx6 durant les différentes phases de l’implantation.  

 

	
  

 Figure 37: Expression de Dlx5 durant l'implantation à E5.5 

Coloration X-Gal d’un utérus de souris Dlx5LacZ/+ à E5.5. A : vue externe. B, C : Contre-
coloration Eosine d’une coupe d’utérus au niveau d’un site d’implantation. On note que 
l’expression de Dlx5 est présente dans les GU mais disparaît de l’épithélium luminal. 

	
  
Les causes de l’infertilité décrites chez ces souris invalidées pour Dlx5 et Dlx6 restent à 

déterminer. Cependant, le fait de la quasi totale absence de GU chez ces souris, laisse 

supposer que la diminution des GU serait la cause de l’infertilité. Néanmoins, de manière 

surprenante, on observe une augmentation de l’expression du LIF chez les souris invalidées 

pour Dlx5 et Dlx6, qui est normalement produit par les GU. Cette découverte pourrait 

suggérer que les GU, malgré leur anomalie morphologique, seraient capables de synthétiser ce 

facteur. Afin d’aller plus loin dans l’analyse, une étude du sécrétome serait nécessaire pour 

déterminer si les sécrétions sont comparables entre les deux génotypes. 

 

L’endométriose, chez la femme, se caractérise par la présence de tissu utérin hors de la cavité 

utérine. Il a été observé sur les études de transcriptomes que DLX5 était sous exprimé de 

l’ordre de 15 fois dans les tissus endométriotiques comparés à l’endomètre sain	
   (Hu et al. 
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2006). Dans notre étude, nous montrons que le profil d’expression de DLX5 change dans 

l’épithélium des tissus endométriaux où il est plus faible et disparate comparé à ce que l’on 

peut observer dans les GU. De plus, les épithéliums de ces lésions ont une morphologie très 

éloignée de ce que l’on observe dans les GU et rappelle celle observée chez les souris 

invalidées pour Dlx5/6, suggérant que l’expression de DLX5 serait aussi requise chez la 

femme pour maintenir la morphologie épithéliale.  

 

L’interaction entre Foxl2 et Dlx5/6 participe au fonctionnement ovarien normal, comme cela 

a été décrit précédemment par notre groupe (Bouhali et al. 2011). Notre hypothèse de départ 

était que cette régulation mutuelle pouvait exister aussi au sein de l’utérus. Cependant, 

contrairement à l’ovaire, dans l’utérus, les types cellulaires exprimant Dlx5/6 et Foxl2 sont 

différents. Dlx5 et Dlx6 sont exprimés au niveau de l’épithélium et Foxl2 au niveau du 

stroma. Ce qui suggère que des interactions sur leurs promoteurs récpectifs sont peu 

probables. De plus, les phénotypes des souris inactivées pour Dlx5/6 et Foxl2 sont clairement 

différents. Nous n’observons aucune variation du nombre de glandes chez les souris Pgr cre / 

+ ; Foxl2 flox / flox et les souris Pgr cre / + ; Dlx5/6 flox / flox ne montrent pas de changement de la 

couche myométriale. L’étude par qPCR de l’expression de Dlx5 et Dlx6 dans les KO 

conditionnels Pgr cre / + ; Foxl2 flox / flox et de Foxl2 dans les KO conditionnels Pgr cre / + ; 

Dlx5/6 flox / flox ne montrent pas de différences du niveau d’expression, montrant bien que dans 

l’utérus, il n’existe pas d’interaction dans la régulation de ces deux facteurs de transcription. 

 
Il est intéressant de noter cependant que Dlx5 et Dlx6, tout comme Foxl2, sont exprimés dans 

tout l’axe reproducteur. Ces gènes s’expriment dans l’axe hypothalamo-hypophysaire, dans 

l’ovaire. Nos travaux démontrent pour la première fois, qu’ils sont aussi exprimés dans 

l’utérus.  

Foxl2 est présent dans l’hypophyse, dans les cellules gonadotropes et thyréotropes où il 

permet la synthèse de la sous-unité β de la FSH	
  (Tran et al. 2013). Dans les ovaires, Foxl2 

joue un rôle primordial dans la fonction et le maintien de l’identité ovarienne	
   (Uda et al. 

2004) (Uhlenhaut et al. 2009), et dans l’utérus, il permet le développement du stroma et du 

myomètre	
  (Bellessort et al. 2015). Dlx5 est exprimé par les cellules sécrétrices de GnRH de 

l’hypothalamus où la protéine Dlx5 induit directement l’expression de la GnRH	
  (Givens et al. 

2005), dans l’ovaire Dlx5 et Dlx6 agissent sur la maturation folliculaire	
  (Bouhali et al. 2011) 

et dans l’utérus Dlx5 et Dlx6 permettent le développement des glandes utérines essentielles à 

l’implantation embryonnaire. 
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Comme nous avons pu le voir, le rôle de ces gènes à chaque niveau du système reproducteur 

est très différent, mais se révèle être essentiel. Cette expression générale à tout le système 

suggère que la fonctionnalité de ces gènes est primordiale pour assurer la fonction 

reproductrice. 
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Primary ovarian insufficiency (POI) is characterized by the loss of ovarian function before the age of 40 in
humans. Although most cases of POI are idiopathic, many are familial, underlying a genetic origin of the dis-
ease. Mutations in genes involved in the control of steroidogenesis, such as NR5A1 (SF-1, Steroidogenic
Factor 1), CYP17, CYP19A1 (aromatase), StAR (Steroidogenic Acute Regulatory), and the forkhead transcrip-
tion factor FOXL2 have been associated with different forms of POI. In males, the homeobox transcription
factors Dlx5 and Dlx6 are involved in the control of steroidogenesis through the activation of GATA4-
induced-StAR transcription. Here, we analyze the potential involvement of Dlx5 and Dlx6 in female reproduc-
tion. To this end, we make use of an existing mouse model in which Dlx5 and Dlx6 are simultaneously dis-
rupted. We show that: (i) allelic reduction of Dlx5 and Dlx6 in the mouse results in a POI-like phenotype,
characterized by reduced fertility and early follicular exhaustion; (ii) in granulosa cell lines, a reciprocal regu-
lation exists between Dlx5 and Foxl2; (iii) in the mouse ovary, allelic reduction of Dlx5/6 results in the upre-
gulation of Foxl2. We propose that the mutual regulation between Dlx5/6 and Foxl2 and their opposite effects
on StAR expression might contribute to determine the homeostatic control of steroidogenesis within the
ovary. Dysregulation of this homeostatic control would result in abnormal follicular maturation and reduced
fertility. Our results bring new elements to our conceptual model of follicle maturation and maintenance and
provide new potential genetic targets for cases of familial POI.

INTRODUCTION

Primary ovarian insufficiency (POI) (1), the early loss of
normal ovarian function, can result from different ovarian
defects including early decrease in the primordial follicle
pool, increased or accelerated follicular atresia, follicle
growth blockade or increased follicle exhaustion owing to
accelerated maturation. The clinical characteristics of POI
are a primary or secondary amenorrhea with elevated levels
of circulating gonadotropins like luteinizing hormone (LH)
and follicle-stimulating hormone (FSH) and low levels of
estradiol.

Although most cases of POI are idiopathic, and few are due
to metabolic, autoimmune or iatrogenic causes, compelling
evidence suggest that certain forms of the disease have a
genetic etiology. Many POI cases are familial (2–5) and
specific genetic alterations or mutations have been associated
with syndromic or non-syndromic forms of POI (1). Although
the most frequent anomalies are chromosome X alterations,
POI-associated mutations have been also identified in autoso-
mal genes: ATM (mutated in Ataxia Telangiectasia) (6,7),
FSHR (8), GDF9 (9), NOBOX (10,11), AIRE (12), the Steroi-
dogenic Acute Regulatory gene (StAR) (13) and the forkhead
transcription factor FOXL2. In particular, mutations of
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FOXL2, responsible for Blepharophimosis Ptosis Epicanthus
inversus Syndrome, a rare syndrome characterized by
complex eyelid malformations, have also been associated
with POI (14–16).
FOXL2 is expressed in the ovary, where it regulates the

expression of genes involved in the control of steroidogenesis
(17,18): it interacts with Steroidogenic Factor-1 (SF-1) and
inhibits the expression of both CYP17 (17) and StAR (19)
and activates the expression of CYP19A1 (aromatase) (20),
suggesting that its involvement in POI might result from a dys-
regulation of steroid biosynthesis. StAR-mediated mitochon-
drial cholesterol transport is the rate-limiting step in steroid
biosynthesis and is therefore one of the best targets for the
regulation of steroid availability. Among the many transcrip-
tion factors and signaling pathways involved in the control
of StAR, we have recently shown that the homeobox transcrip-
tion factor Dlx5 activates StAR expression in cooperation with
GATA-4 (21).
Dlx genes comprise a highly conserved family of homeobox

genes homologous to the Distal-less (Dll) gene of Drosophila.
During embryonic development, Dlx genes are expressed in
craniofacial primordia, basal telencephalon and diencephalon,
in the distal regions of extending appendages, in differentiat-
ing osteoblasts and in Leydig cells.
Deletion of the coding and intergenic regions ofDlx5 andDlx6

with a single targeting event in the mouse results in perinatal
death and in a limb malformation reminiscent of the human
ectrodactyly, Split Hand Foot Malformation type I (SHFM1)
and in the lower-to-upper jaw transformation (22–24).
Besides these patterning defects, these same mutants have

also permitted to identify the roles for Dlx5 and Dlx6 in the
control of cell differentiation. In particular, Dlx5/6 play a
role in the control of bone development (25) and in the differ-
entiation of Leydig cells (21). Besides both being upstream
regulators of StAR, Dlx5/6 and Foxl2 appear to be associated
in a common regulatory network. Foxl2 expression is strongly
activated in the first pharyngeal arch of Dlx5/6-null embryos
indicating that Dlx5/6 are direct or indirect repressors of its
expression (26).
Here, we make use of the same Dlx5/6 mutants to analyze

the function of these genes in female reproduction. We show
that the allelic reduction of Dlx5 and Dlx6 in the mouse
results in a POI phenotype characterized by the rapid depletion
of the follicular pool and premature female infertility and that
a mutual regulation between Foxl2 and Dlx5 also takes place
in the ovary. Our findings suggest a more general implication
of Dlx genes in the control of steroidogenesis and reproduction
than previously suspected.

RESULTS

Allelic reduction of Dlx5 and Dlx6 results in female
subfertility

We have noticed that Dlx5/6+/2 mice are subfertile. Intercross
between heterozygous animals carrying this mutant haplotype
backcrossed on the B6D2F1/JRj genetic background rarely
resulted in pregnancy. Consequently, the few litters obtained
were constituted by a small number of pups and it was
almost impossible to obtain homozygous embryos. Therefore,

for many years, the Dlx5/6 mutation has been backcrossed on
the B6D2F1/N genetic background. To gather information
about the reproductive status of mice carrying the Dlx5/6+/2

haplotype, we analyzed the breeding record of our colony
over 10 years (Fig. 1). First, we analyzed the number of
pups per litter.

On the one hand, when crossed with wild-type (WT)
females, B6D2-Dlx5/6+/2/N males produced the same
number of pups (9.17+ 2.28) as males carrying other
mutations on the same genetic background (e.g.
B6D2-Dlx5+/2/N (9.36+ 2.00)); this value corresponds to
the average litter size of B6D2 male mice in our animal facil-
ity. We concluded that Dlx5/6+/2 males were not subfertile.

On the other hand, we observed a pronounced reduction in
the number of pups per litter of Dlx5/6+/2 females. Indeed,
when Dlx5/6+/2 females were crossed with B6D2 partners,
the litter size was invariably reduced by about 40% indepen-
dently of other heterozygous mutant alleles carried by the
males (Fig. 1). This reduction in litter size was highly signifi-
cant and reproducible (P, 1025).

The female subfertility associated with the Dlx5/6+/2

mutation was also associated with a shorter reproductive age
of these mice. Indeed, Dlx5/6+/2 females produced in
average 1.8 litters (n ¼ 31) and most of them carried their
last litter no later than at 6 months (22/31) of age; whereas,
their WT littermates produced an average of 4.5 litters and
in most cases had the last litter after 1 year of age.

This reduced fertility was accompanied by significantly
increased levels of LH in 6-month-old Dlx5/6+/2 females
(WT 0.22+ 0.14 ng/ml; Dlx5/6+/2 0.59+ 0.19 ng/ml; P ¼
0.019); variations in FSH and estradiol did not reach a level
of significance in the sample we analyzed.

Allelic reduction of Dlx5 and Dlx6 results in premature
follicular maturation

Given the strong female subfertility associated with the Dlx5/6
mutation, we further analyzed the ovarian phenotype of these
animals.

Figure 1. Average litter size of WT and Dlx5/6+/2 female mice when mated
with different transgenic males. B6D2-Dlx5/6+/2/N males produced the same
number of pups (9.17+2.28) as males carrying other mutations on the same
genetic background [e.g. B6D2-Dlx5+/2/N (9.36+2.00)]; this value corre-
sponds to the average litter size of B6D2 male mice in our animal facility.
The litter size obtained crossing B6D2-Dlx5/6+/2 females crossed with
B6D2 males was reduced by about 40% (P, 1025) independently from the
genotype of the male. Statistical analyses by t-test. ∗∗∗P , 1025.
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Histological analysis of 6-month-old mice ovaries revealed
an abnormal follicular maturation in Dlx5/6+/2 mice (Fig. 2B
and B′) compared with their WT littermates (Fig. 2A and A′).
Mutant ovaries were smaller and presented a higher number of
abnormal follicles containing multiple oocytes (Fig. 2B and
B′). In particular, Dlx5/6+/2 ovaries had a highly significant
reduction in the number of primordial/primary follicles and
secondary/pre-antral follicles and a significant increase of
antral/pre-ovulatory follicles and corpora lutea (Fig. 2C).
These results indicate a depletion of the follicular pool in
Dlx5/6+/2 mice, which is likely to result from a higher and
premature follicular activation.
To better understand the mode of action of Dlx5 and Dlx6 on

follicular maturation, we have analyzed their pattern of
expression in the mouse ovary and we have compared it with
that of Foxl2. Dlx5 immunoreactivity (Fig. 3A, A′ and A′′) is
not detectable in primordial and primary follicles, but is
clearly present in the majority of secondary, preantral and
antral follicles in granulosa and theca cells (arrows in Fig. 3A′

and A′′). Foxl2 immunoreactivity (Fig. 3B, B′ and B′′) is
strongly detected in primordial (arrowheads) and primary fol-
licles and is much lower in secondary and antral follicles
[(27); Fig. 3B, B′ and B′′].

In situ hybridization with Dlx6- (Fig. 3C) and Dlx5-
(Fig. 3D) specific probes (24) resulted in a pattern of
expression similar to that obtained with anti-DLX5 antibodies,
showing high levels of expression in secondary, preantral and
antral follicles (II and III in Fig. 3C) and very low levels in
primary and primordial follicles (arrowheads in Fig. 3D).
Both at the protein and at the mRNA level, the pattern of

Dlx5/6 and Foxl2 distribution (28) during follicular maturation
is partially overlapping in the granulosa of mature follicles and
is to a large extent complementary in earlier follicles and in
theca cells suggesting a possible mutual regulation.

Reciprocal regulation between Dlx5/6 and Foxl2 in
granulosa cells

In the first pharyngeal arch mesenchyme of the early mouse
embryo, Dlx5 and Dlx6 are repressors of Foxl2 (26). To
explore if a similar regulation could be found also in adult
ovarian granulosa cells, we simultaneously transfected KGN
human granulosa-like cells (29) with: (i) a reporter construct
(pFoxL2-luc, Fig. 4A) in which the luciferase gene is under
the control of the FoxL2 promoter and (ii) an expression
vector for either FOXL2 or Dlx5. In agreement with the pre-
viously published data (30–32), FOXL2 was a strong activator
of pFoxL2-luc (Fig. 4C; P ¼ 1027). Conversely,
co-transfection of pFoxL2-luc and the Dlx5 expression
vector resulted in a significant decrease in the pFoxL2-luc
expression (Fig. 4D; P ¼ 7 × 1025) when compared with the
endogenous activation of pFoxL2-luc in KGN cells. A
similar regulation was found when identical experiments
were repeated on the COV434 granulosa cell line (data not
shown). These data suggest that Dlx5 is a transcriptional
repressor of FOXL2 also in adult granulosa cells. Inspection
of the pFoxL2-luc construct revealed the presence of a puta-
tive Dlx response element at position 2860 (Fig. 4A). To
explore the possibility that this response element is involved
in FOXL2 repression by Dlx5, we generated two truncated var-
iants of the pFoxL2-luc vector (p-704-luc and p-527-luc),
which did not include the putative Dlx5-binding element
(Fig. 4A). The Dlx5-mediated inhibition was maintained on
both constructs (Fig. 4D) suggesting an indirect action of
Dlx5. As expected, p-527-luc, which lacked the two major
FOXL2-responsive elements at 2579 and 2569 (32), lost
the capacity to be activated by FOXL2 (P ¼ 0.85; Fig. 4C).
However, its basal level of expression was still significantly
reduced by Dlx5 (P ¼ 9 × 1023; Fig. 4D). Similar results
were obtained in KGN and COV434 granulosa cell lines.
To explore the possibility that FOXL2 could exert a reciprocal

regulation on the expression of Dlx5/6, we co-transfected KGN
cells with reporter vectors in which the luciferase gene is under
the regulation of two well-known Dlx5/6 intragenic enhancers
(p-mI56i-luc and p-mI56ii-luc; Fig. 4B) and a FOXL2 expression
vector. FOXL2could activate significantly the expression level of
both reporters (p-mI56i-luc: P ¼ 1023; p-mI56ii-luc: P ¼ 9 ×
1026) suggesting that it can act as an activator ofDlx5/6 (Fig. 4E).

Foxl2 regulation in Dlx5/61/2 ovaries

To test whether Dlx5/6 allelic reduction results in the regu-
lation of Foxl2 in vivo, we performed in situ expression

Figure 2. Early follicular exhaustion in Dlx5/6+/2 mice. (A–B′) Sagittal sec-
tions of WT (A, A′) and Dlx5/6+/2 (B, B′) littermate ovaries. I: primordial and
primary follicles; II: secondary and pre-antral follicles (II∗ malformed second-
ary follicle); III: antral and pre-ovulatory follicles; CL: corpora lutea. Scale
bar: (A, B) 0.5 mm; (A′, B′) 50 mm. (C) Average number of follicles in sec-
tions of WT (open bars) and Dlx5/6+/2 (black bars) ovaries. The values rep-
resent the average number per section+ standard error of the mean (SEM).
Statistical analyses by t-test. ∗P, 0.05; ∗∗∗P, 0.001.
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analyses on Dlx5/6+/2 ovaries (Fig. 5). As already seen at the
protein level (Fig. 3B), in WT ovaries, Foxl2 is expressed in
granulosa cells at all stages of follicle maturation. However,
its expression decreases during follicular maturation (Fig. 5B
and E). In primary and secondary follicles, we could not
detect any difference in the level of Foxl2 expression
between WT and Dlx5/6+/2 ovaries (Fig. 5B and C). On the
same sections, however, the Foxl2 in situ hybridization
signal was clearly more intense in the antral follicles of
Dlx5/6+/2 animals (Fig. 5E and F), indicating its upregulation
at late stages of follicular maturation in a mutant background.

DISCUSSION

In this study, we have shown that allelic reduction of Dlx5 and
Dlx6 in the mouse results in reduced female fertility character-
ized by smaller litter size and premature reproduction arrest.
Histological analysis of Dlx5/6+/2 ovaries reveals a premature

follicular depletion. As FSH and LH levels are not decreased
in Dlx5/6+/2 mice, the reduced fertility could be interpreted as
a form of POI.

In humans, POI is characterized by at least 6 months of
amenorrhea, sex steroid deficiency and high serum concen-
trations of FSH before the age of 40. Our mouse model pre-
sented a similar subfertility profile, but hormonal levels and
ovarian histology were analyzed before the arrest of the repro-
ductive period. The rapid depletion of the follicular pool and
the increased levels of LH are compatible with certain POI
phenotypes observed in other mouse models (1,33).

One of the genes responsible for autosomal familial cases of
syndromic POI is the forkhead transcription factor FOXL2. In
humans, FOXL2 is one of the earliest known markers (27) of
ovarian differentiation and plays a role at an early stage of
ovarian development. FOXL2 is also strongly expressed in
postnatal and adult follicular cells and is involved in ovarian
development and/or maintenance during all female fertile

Figure 3. Localization of Dlx5, Dlx6 and Foxl2 expression in the mouse ovary. Dlx5 immunostaining (A, A′ and A′′) was present in the granulosa (gr) and theca
cells (arrows) of secondary (II), preantral and antral (III) follicles and was much weaker in less-differentiated follicles. Strong Foxl2 immunostaining (B, B′ and
B′′) was present in primordial (arrowheads) and primary follicles (I) and strongly reduced in more differentiated follicles. In situ hybridization using antisense
RNA probes against Dlx6 (C) and Dlx5 (D). Dlx6 and Dlx5 expression was detected in secondary, preantral, and antral granulosa and theca cells, but not in
primordial or primary follicles. Scale bar: (A, B) 50 mm; (A′, A′′) 25 mm; (B′, B′′) 5 mm; (C, D) 100 mm.
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Figure 4. Mutual regulation between Dlx5 and FOXL2 in cultured granulosa cells. (A) Representation of the pFoxL2-luc luciferase reporter vector and of its
truncated variants, indicating the putative FoxL2 and homeobox binding sites. (B) Representation of the Dlx5;Dlx6 intragenic region containing two conserved
enhancers (upper panel) and of the p-mI56i-luc and p-mI56ii-luc reporter vectors. (C, D, E) Relative luciferase activity assessed in KGN granulosa cells, trans-
fected with the luciferase reporter vectors (indicated in the X-axis) and either an empty vector (open bars), FOXL2 (black bars) or Dlx5 (dashed bars) expression
vectors. Relative luciferase units represent mean values obtained from six biologically independent replicates. Error bars represent standard deviation between
replicates. Statistical analyses by t-test. ∗∗P , 0.01; ∗∗∗P , 0.001.

Figure 5. Foxl2 expression in Dlx5/6+/2 ovaries. Foxl2 in situ hybridization on 6-month-old WT (A, B, D, E) and Dlx5/6+/2 (C, F) ovarian cryosections. Foxl2
is expressed by granulosa cells (gr) of secondary (II) and antral (III) follicles and is not detected in theca cells (arrows). (A, D) Control in situ hybridization using
Foxl2 sense mRNA probe; (B, C, E, F) Foxl2 antisense in situ hybridization on WT (B, E) and Dlx5/6+/2 (C, F) ovaries. A, D; B, E; C, F represent follicles at
different stages of maturation present on the same section. The Foxl2 signal is more intense in of Dlx5/6+/2 mutants than in WT antral follicles. Scale bar: 50 mm
in (A–C); 100 mm in (D–F).
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life (28). Indeed, recently, by conditional inactivation of Foxl2
in the mouse, it has been shown that Foxl2 is required to
prevent transdifferentiation of an adult ovary to a testis (34).
Foxl2-targeted inactivation in adult ovarian follicles results
in reprogramming of granulosa and theca lineages into Sertoli-
like and Leydig-like cell lineages.
As Dlx5/6 are suppressors of Foxl2 during mouse embryo-

nic craniofacial development (26), we have verified if a similar
regulation was present also in the ovary. In vitro, our results
suggest that a reciprocal regulatory loop might exist between
FOXL2 and Dlx5: Dlx5 inhibits the expression of FoxL2,
whereas the latter activates both its own transcription and
that of Dlx5/6. In vivo, this finding was mirrored by an
increase in Foxl2 expression in Dlx5/6+/2 ovaries.
Our results suggest that a reciprocal regulatory loop might

exist between Foxl2 and Dlx5/6 during folliculogenesis
(Fig. 6). Foxl2 is strongly expressed in primordial and
primary follicles but its expression decreases during follicle
maturation. High levels of Foxl2 are present in primordial
and primary follicles, whereas Dlx5 is not detected (Fig. 3
and Fig. 6, upper panel). We have shown that FOXL2 can acti-
vate the expression of Dlx5/6 in granulosa cells. It is therefore
possible that, during early stages of follicular maturation,
Foxl2 initiates the expression of Dlx5/6. In secondary follicles,
Dlx5 and Dlx6 are co-expressed with Foxl2 in granulosa cells
and could be involved in its downregulation (Fig. 6, middle
panel). Finally, in mature antral follicles, Dlx5 and Dlx6 are
highly expressed. Allelic reduction of Dlx5 and Dlx6 results
in an accelerated follicular maturation and in premature fol-
licular exhaustion. We find a higher level of Foxl2 expression
in antral follicles of mutant ovaries, which could be explained
by a partial reduction of the Dlx5/6-dependent inhibition
(Fig. 6, lower panel). Indeed, the ovarian phenotype observed
in our mouse model is the opposite of that observed in
Foxl22/2 mice, where follicles are blocked at primordial–

primary transition (28). Similarly, in POI patients carrying
FOXL2 mutations, follicles often fail to undergo maturation
(35).

The cooperation between Dlx5/6 and Foxl2 might also
affect the process of steroidogenesis. We have previously
shown that Dlx5/6 are expressed in fetal Leydig cells during
mouse testis development, their double homozygous inacti-
vation leads to decreased testosterone levels and to an abnor-
mal masculinization phenotype. The mechanism through
which Dlx5 regulates steroidogenesis involves a GATA-4-
dependent activation of StAR (21). Foxl2 might also be
involved in the regulation of StAR as an indirect inhibitor
(19). These findings suggest that the mutual regulation
between Dlx5/6 and Foxl2 and their opposite effects on
StAR expression might contribute to determine the homeo-
static control of steroidogenesis within the ovary. Dysregula-
tion of this homeostatic control would result in abnormal
follicular maturation and reduced fertility. As Dlx5/6 homozy-
gous mutants die at birth, further studies on conditional and
inducible mouse mutants will permit to better elucidate the
regulatory network involving Dlx5/6 and Foxl2.

Our results provide new candidate genes to better under-
stand the genetic bases of POI and, more generally, of follicle
maturation and maintenance. The Dlx5/6 locus becomes a
natural target to search for POI-associated mutations; this
same locus has been previously associated with SHFM (22);
however, no mutation has been identified in the coding
region of these genes suggesting a regulatory defect (36,37).
As POI is not associated with limb or craniofacial defects
ascribable to Dlx5/6, it is likely that an ovary-specific enhan-
cer is involved.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Animal procedures were approved by National and Insti-
tutional ethical committees. Dlx5 and Dlx5/6 mutant mice
were genotyped as previously described (22,24,38). DNA
was extracted from mice tails using a lysis buffer (sodium
hydroxide) and neutralized with a neutralization buffer
(Tris–HCl and ethylene diaminetetraacetic acid). Animals
were backcrossed with WT B6D2F1/JRj females purchased
from Elevage Janvier (France) or with WT B6D2F1/N from
Charles River Laboratory (Italy). The relative fertility of
Dlx5/6+/2 heterozygous mutants was determined by analyzing
the record of over 10 years of crossings of these animals
(about 36 generations) performed in the animal facility of
the Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro, IST,
Genova, Italy.

Histological analysis

Ovaries of 6-month-old mice were fixed overnight (O/N) in
Bouin’s fixative (Sigma, France) at 48C. Samples were then
dehydrated with ethanol and Safe Solv (Labonord, France)
and embedded in paraffin. Serial 8 mm sections of the whole
ovary were stained by Mallory Trichromic protocol [Groat’s
hematoxylin, acid fuchsin, aniline blue/orange G (39)]. We
prepared a complete set of parasagittal serial sections of

Figure 6. Summary diagram depicting the complementary expression levels of
Foxl2 and Dlx5, Dlx6 during folliculogenesis and their mutual regulation in
granulosa cells. After allelic reduction of Dlx5/6 (right column), Foxl2 is
de-repressed resulting in premature follicular exhaustion. I: primordial–
primary follicle, II: secondary follicle, III: antral-mature follicle.
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each ovary analyzed. Follicles were counted from three non-
adjacent sections roughly positioned in the central part of
each ovary using an optical microscope (Olympus). Secondary
and antral follicles were visualized using a 20X objective, pri-
mordial and primary follicles with an oil-immersion 100X
objective. All the surface of each section was inspected
blindly to the genotype for the presence of follicles and the
total number of follicles per section was considered.

In situ hybridization

Ovaries of 6-month-old mice were dissected in phosphate-
buffered saline (PBS), fixed overnight in 4% formaldehyde
at 48C, then cryoprotected by immersion in sucrose 15%
then 30% in PBS before mounting on Tissue-Tek. Superfrost
Ultra Plus slides (Menzel-Gläser) were used to collect 8 mm
cryosections and stored at 2808C before further use.
Gene expression was analyzed by in situ hybridization using

digoxigenin (DIG)-UTP-labeled antisense RNA probes against
Dlx5, Dlx6 (40) and Foxl2. After hybridization, probes were
detected using an alkaline-phosphatase-conjugated anti-DIG
antibody and BM Purple substrate (Roche).

Immunohistochemistry

Paraffin sections of 8 mm were used for immunodetection
using anti-FOXL2 directed against the C-terminal
region (1/350) (27) and anti-DLX5 (1/500) antibodies
(no. HPA005670, Sigma).
Slides were rehydrated and endogenous peroxidases were

inactivated by 2% H2O2 treatment for 15 min. Antigen retrie-
val was performed in citrate buffer (1.8 mM citric acid, 8.2 mM

sodium citrate, pH 6.0) by microwave heating for 5 min twice
(650 W); non-specific sites were blocked with PBS containing
10% fetal calf serum (FCS) (Sigma). Primary antibodies were
diluted in PBS containing 1% FCS and incubated overnight at
48C. Immunodetection was carried out following manufac-
turer’s instructions (no. K4010, Dako).

Hormonal dosage

Blood was collected from 6-month-old mice in heparin tubes.
Plasma was separated by centrifugation and stored at 2208C.
Circulating levels of LH, FSH (ImmunoDiagnostic System

nos CL-AHR002 and CL-AHR004) and estradiol (Beckman
no. DSL-4800) were measured by radioimmunoassay.
Statistical analyses were performed using non-parametric

Mann–Whitney test.

Plasmids and expression vectors

Human FOXL2 ORF was cloned into pcDNA3.1-topoTA
cloning vector (Invitrogen, CA, USA) driven by a cytomega-
lovirus promoter (41) and sequenced. Murine Dlx5 cDNA
was amplified by polymerase chain reaction (PCR) and
cloned in pCS2 + MT using BamH1 restriction enzyme.
pFoxL2-luc was obtained, containing the 2893/+178

caprine FoxL2 promoter driving the luciferase expression.
The FoxL2 promoter was obtained by PCR and inserted in
pGL3-basic vector (Promega, Madison, WI, USA) after

Kpn1/Xho1 enzyme digestion (20). The promoter fragment
2704/+178 was obtained by digestion of pFoxL2-luc with,
respectively, Kpn1/Mlu1 restriction. The –527/+178 promo-
ter fragment was obtained by PCR using pFOXL2-luc vector
as the matrix.
p-mI56i-luc and p-mI56ii-luc plasmids are pGL4-24

(Promega) vectors in which the Dlx5/6 intragenic conserved
enhancers [i and ii, (42)] have been cloned upstream of a
minimal promoter driving luciferase expression.

Cell culture and transfection

Human granulosa cells lines [KGN (29) or COV434 (43)]
were grown in DMEM-F12 medium, supplemented with
10% FCS and 1% penicillin/streptomycin (Invitrogen, CA,
USA). Cells were seeded in 24-well plates 12 h before trans-
fection at a density of 4 × 104 cells/cm2. For transfection,
the calcium-phosphate method was used (44).

Luciferase assays

Reporter assays were performed using the Dual-Luciferase
Reporter Assay System (Promega). A Renilla luciferase
vector (pRL-RSV, Promega) was co-transfected to monitor
transfection efficiency. For each replicate, the firefly activity
observed was divided by the activity recorded from Renilla
luciferase vector. Luminescence was measured using Berthold
LB941 multimode reader TriStar and analyzed with Mikrowin
version 4.3x software.
KGN or COV434 cells were cotransfected with 570 ng of

luciferase reporter vector (pFoxL2-luc or its truncated var-
iants, p-mI56i-luc, p-mI56ii-luc), 400 ng of inducer vector
(empty vector, FOXL2 or Dlx5 expression vectors) and
30 ng of Renilla pRL-RSV control vector.
For each experiment, luciferase activity was measured on

six biologically independent replicates of either KGN or
COV434 cells. Relative luciferase units represent mean
values obtained from independent replicates and are the ratio
of firefly luciferase activity over Renilla luciferase activity
in the samples. Statistical significance was estimated by a
Student’s t-test.
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Le gène Foxl2 code pour un facteur de transcription membre de la famille forkhead/HNF3. Chez 
l’Homme, des mutations dans le gène FOXL2 sont associées au syndrome de blépharophimosis ptôsis 
épicanthus inversus (BPES), qui est caractérisé par des malformations des paupières et peut être 
associé à une insuffisance ovarienne prématurée dans certains cas chez les femmes atteintes.  

Chez la souris, la mutation de ce gène provoque un défaut de formation des paupières et un défaut 
de maturation des follicules ovariens, reproduisant des aspect du BPES. Dans les ovaires, il existe une 
régulation réciproque entre Foxl2 et Dlx5 et Dlx6, dans les cellules de la granulosa où ils permettent 
la maturation des follicules ovariens.  

 
Au cours de mon travail de thèse, je me suis intéressé à l’implication de Foxl2, Dlx5 et Dlx6 dans 

le développement et la fonction de l’utérus. De plus, j’ai contribué à la caractérisation du défaut de 
formation des paupières provoqué par l’inactivation de Foxl2. 

 
Dans l'utérus, l’expression de Foxl2 est présente dès la naissance dans le mésenchyme qui, pendant la 
maturation post-natale, donne origine au stroma et au myomètre. Foxl2 est exprimé dans le stroma et 
dans la partie profonde du myomètre en formation. Pour étudier le rôle de Foxl2 dans la maturation 
post-natale et la fonction de l’utérus, nous l’avons invalidé de manière conditionnelle grâce à l’action 
de la cre recombinasse contrôlée par le promoteur du récepteur de la progestérone (Pgr cre / +). Les 
souris femelles Pgr cre / + ; Foxl2 flox / flox sont infertiles. De plus, l’utérus de ces souris présente une 
diminution du stroma, une hypertrophie et une désorganisation du myomètre interne. On note aussi 
chez ces mutants une absence de formation de la couche de cellule musculaire lisse entourant les 
vaisseaux sanguins dans le stroma. L’étude par qPCR montre que l’inactivation de Foxl2 dérégule 
l’expression de certains gènes Wnt, impliqués dans la maturation utérine. En conclusion, nos données 
suggèrent que Foxl2 a un rôle crucial dans la maturation postnatale du mésenchyme de l'utérus et dans 
la différenciation et l’organisation du myomètre.  
 
En parallèle de mon étude sur Foxl2, j’ai étudié l’expression de Dlx5 dans l’utérus, avec l’hypothèse 
qu’une régulation réciproque entre ces gènes pouvait aussi avoir un rôle dans cet organe. Les gènes 
Dlx5 et Dlx6 codent pour des facteurs de transcription à homéodomaine liés au gène Distal -less (Dll) 
chez la drosophile.  
Dlx5 est présent dans l'épithélium des canaux de Müller à partir de E15.5 puis dans l’épithélium utérin 
durant toute la maturation post-natale et chez l’adulte. De la même manière que pour étudier Foxl2 
dans la maturation post-natale de l’utérus, nous avons invalidé de manière conditionnelle Dlx5 et Dlx6 
par l’action de la Pgr cre / +. L’étude montre que les souris Pgr cre / + ; Dlx5/6 flox / flox ont un nombre très 
réduit de glandes utérines et que la lumière utérine présente de nombreuses invaginations 
anormalement larges comparées aux souris contrôles. L’épithélium de ces mutants est réduit. En 
qPCR, nous avons montré une augmentation de l’expression Wnt7a et une diminution de l’expression 
de Foxa2 qui jouent tout deux un rôle dans la formation des glandes. De plus, nous montrons que 
l’expression de DLX5 est perturbée dans une pathologie humaine, l’endométriose, supposant que sa 
dérégulation pourrait jouer un rôle dans cette pathologie. Dlx5 et Dlx6 joueraient donc un rôle 
primordial dans la génération des glandes utérines, nécessaires chez l’adulte à l’implantation de 
l’embryon. 
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