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RÉSUMÉ 

Les pathologies vasculaires placentaires regroupent des pathologies gestationnelles intriquées 

d’un point de vue clinique, avec pour dénominateur commun la présence d’anomalies de vascu-

larisation placentaires qui détériorent la circulation materno-fœtale et sont responsables 

d’insuffisances vasculo-placentaires. Ces pathologies sont fréquemment associées à une throm-

bophilie, en particulier chez les patientes atteintes de syndrome des antiphospholipides pour 

lesquelles le rôle des thromboses au niveau de la chambre intervilleuse dans la survenue 

d’événements pathologiques obstétricaux est aujourd’hui bien établi. La thrombophilie est par 

ailleurs un facteur de risque de fausses couches spontanées précoces à répétition, qui est une 

autre complication fréquemment rencontrée dans la pratique obstétricale. 

Il existe pourtant des patientes pour lesquelles le bilan de thrombophilie demeure négatif mal-

gré la survenue de fausses couches spontanées à répétition ou d’évènements obstétricaux liés à 

une insuffisance vasculo-placentaire, ce qui laisse à penser que d’autres mécanismes physiopa-

thologiques entrent en jeu dans ces pathologies. La NETose est un processus physiopathologique 

assuré par les polynucléaires neutrophiles qui consiste en l’émission de filets de chromatine 

décondensée et de protéines, relargués dans le milieu extracellulaire. Ces filets, appelés NETs 

pour Neutrophil Extracellular Traps, constituent notamment une des voies d’initiation de la 

thrombogenèse, y compris dans le syndrome des antiphospholipides. 

Dans cette étude, nous avons fait l’hypothèse de l’implication des NETs dans la survenue des 

pathologies vasculaires placentaires chez des patientes pour lesquelles aucun terrain de throm-

bophilie n’a été retrouvé, hypothèse renforcée par des observations récentes sur le potentiel 

pathogène des NETs sur les cellules endothéliales et trophoblastiques. Parmi quatre biomar-

queurs plasmatiques de NETose dosés chez des femmes ayant eu des événements indésirables 

au cours de leurs grossesses imputables à une insuffisance vasculo-placentaire, ou une histoire 

personnelle de fausses couches spontanées à répétition, et sans étiologie connue d’activation de 

la NETose, nous avons retrouvé des taux significativement plus élevés de complexes MPO-ADN 

et de DNAse par rapport aux témoins. En revanche, les taux d’histones H3 citrullinées et d’ADN 

plasmatiques étaient significativement plus élevés chez les témoins que chez les patientes de 

l’étude. Nous n'avons par ailleurs pas retrouvé de différence au niveau des taux de NETs en fonc-

tion du statut vis-à-vis des anticorps antiphospholipides (absence d'anticorps, présence d'anti-

corps intermittents ou non confirmés à 12 semaines, ou syndrome des antiphospholipides con-

firmé). De précédentes études ayant montré que les biomarqueurs de NETs comme l’ADN plas-

matique et les complexes MPO-ADN étaient augmentés dans les contextes de syndrome des an-

tiphospholipides, ce résultat semble compatible avec notre hypothèse d'une augmentation des 

niveaux de base des NETs chez les patientes exemptes de contexte de thrombophilie. 

MOTS CLEFS 

- NETose 

- Pathologies vasculaires placentaires 

- Insuffisance vasculaire placentaire 
- Syndrome des antiphospholipides 

- Fausses couches spontanées précoces à répétition 

- ADN plasmatique 

- Complexes MPO-ADN 
- Histones H3 citrullinées 

- DNAse  
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INTRODUCTION 

A. Grossesse et pathologies vasculaires placentaires 

1. Introduction 

Les pathologies vasculaires placentaires (PVP) regroupent des pathologies gestationnelles hété-

rogènes mais intriquées d’un point de vue clinique : pré-éclampsie (PE) et éclampsie, hématome 

rétroplacentaire (HRP), HELLP syndrome, petit poids pour l’âge gestationnel (PAG) et retard de 

croissance intra-utérin (RCIU), mort fœtale in utero (MFIU). Ces pathologies ont néanmoins pour 

point commun la présence d’anomalies de vascularisation au niveau placentaire détériorant la 

circulation materno-fœtale. 

Les PVP sont fréquemment associées à une thrombophilie, un état pathologique défini par des 

notions cliniques (antécédents de thrombose veineuse profonde, d’embolie pulmonaire, de RCIU 

ou d’HRP avec lésions ischémiques de la plaque basale à l’examen anatomo-pathologique du 

placenta) ou biologiques (présence d’anticorps antiphospholipides (APL), déficits en antithrom-

bine, en protéine C, en protéine S, résistance à la protéine C activée, mutations du facteur V Lei-

den ou du facteur II, hyperhomocystéinémie). Le lien entre thromboses au niveau de la chambre 

intervilleuse et PVP est en effet bien établi1, en particulier dans le cadre du syndrome des anti-

phospholipides (SAPL)2. La thrombophilie est par ailleurs un facteur de risque de fausses 

couches spontanées précoces à répétition (FCR), qui constituent un motif de consultation fré-

quent en médecine générale et gynécologie-obstétrique chez les femmes ayant un désir de gros-

sesse. 

Il existe pourtant des patientes pour lesquelles le bilan de thrombophilie demeure négatif mal-

gré la survenue d’évènements obstétricaux à type de PVP ou de FCR, ce qui laisse à penser que 

d’autres mécanismes physiopathologiques entrent en jeu dans ces pathologies. 

La NETose est un processus physiopathologique assuré par les polynucléaires neutrophiles 

(PNN) et qui consiste en l’émission de filets de chromatine décondensée et de protéines, relar-

gués dans le milieu extracellulaire3. Ces filets, appelés Neutrophil Extracellular Traps (NETs), ont 

de multiples fonctions et constituent notamment une des voies d’initiation de la thromboge-

nèse4–7, y compris dans le SAPL8. 

Nous avons donc fait l’hypothèse de l’implication des NETs dans la survenue de PVP chez 

des patientes pour lesquelles aucun terrain de thrombophilie n’a été retrouvé, hypothèse 

renforcée par des observations récentes sur le potentiel pathogène de ces composés sur les cel-

lules endothéliales et trophoblastiques9. 

2. Définitions 

a. Fausses couches spontanées précoces à répétition 

L’European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE)10 définit la fausse couche 

spontanée (FCS) comme un arrêt spontané de la grossesse avant que le fœtus ne soit viable. Le 

seuil de viabilité retenu est de 22 SA. Les progrès en matière de soins néonataux permettent 

cependant la survie d’un petit nombre de nouveau-nés avant cet âge gestationnel. 

Le Collège National des Gynécologues et Obstétriciens Français (CNGOF)11 définit une fausse 

couche spontanée précoce (FCP) comme l’expulsion spontanée d’une grossesse intra-utérine de 

moins de 14 SA tandis qu’une fausse couche spontanée tardive (FCT) est définie comme une 

perte de grossesse intra-utérine survenant entre 14 SA et 22 SA. 
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Les fausses couches spontanées précoces dites « à répétition » (FCR) sont définies comme la 

survenue d’au moins trois FCP consécutives par le CNGOF, mais l’absence de consensus interna-

tional concernant la terminologie des différents types de fausses couches a motivé la réalisation 

de recommandations européennes par l’ESHRE en 2017, qui retient un seuil de deux FCP, consé-

cutives ou non. C’est ce dernier seuil, moins restrictif que celui du CNGOG et permettant de tra-

vailler sur davantage d’échantillons de notre plasmathèque, qui a été retenu pour cette étude. 

La thrombophilie est un  facteurs de risque de FCR, avec un risque variable en fonction du type 

d’anomalie retrouvée10. Des antécédents de FCR semblent être un facteur de risque de morbidité 

thromboembolique pendant le péripartum, indépendamment d’une thrombophilie maternelle 

connue12. 

La survenue d’une FCP est une problématique fréquente de la femme enceinte puisqu’elle com-

plique plus de 10 % des grossesses, tandis que la FCT complique moins de 1 % des grossesses. 

On estime que les FCR concernent 1 à 5 % des couples fertiles. 

Les anomalies chromosomiques représentent la cause la plus fréquente de FCP sporadiques et 

sont retrouvées dans 50 à 70 % des FCS du premier trimestre, soit 5 à 10 % des grossesses. 

b. Pré-éclampsie et éclampsie 

La conférence de consensus de l’American College of Obstricians and Gynecologists (ACOG) de 

2013 définit la PE comme la présence, chez une femme enceinte, d'une hypertension artérielle 

systolique > 140 mmHg et/ou diastolique > 90 mmHg, et d'une protéinurie supérieure à 300 

mg/24 heures après la vingtième semaine d'aménorrhée (SA)13. 

La PE doit être suspectée en cas de céphalées, vertiges, troubles de la vue, ou lorsque le fœtus est 

trop petit par rapport à l'âge gestationnel. Elle est à distinguer de l'hypertension artérielle gra-

vidique sans protéinurie et d'une hypertension artérielle simple préexistante à la grossesse. 

En France, la PE concerne 1 à 3 % des primipares, contre 0,5 à 1,5 % des multipares14. Elle est 

plus fréquente après 40 ans, en particulier chez les multipares15, ceci pouvant être en rapport 

avec l’augmentation des chiffres tensionnels avec l’âge et une plus grande fréquence des hyper-

tensions artérielles. Il existe par ailleurs un risque de récidive après une première PE d’autant 

plus important que celle-ci est précoce et sévère. 

L’ischémie placentaire, généralement due à des anomalies de placentation dans lesquelles ren-

trent en jeu des conflits immunologiques, est au centre de la physiopathologie de la PE. Si 

l’activation des PNN et leur fixation sur l’endothélium vasculaire ont été bien décrites dans cette 

pathologie depuis la fin des années 9016–20, il a également été montré que des composés issus de 

placentas pré-éclamptiques tels que des fragments de syncytiotrophoblastes inflammatoires ou 

l’interleukine 8 (IL-8) peuvent déclencher la formation de NETs21,22 par les PNN activés. La pré-

sence accrue de NETs retrouvés dans la chambre intervilleuse de placentas pré-éclamptiques 

suggère ainsi qu’ils pourraient jouer un rôle important dans la physiopathologie de la maladie23. 

c. Hématome rétroplacentaire 

L’HRP est défini comme le décollement prématuré d’un placenta normalement inséré avant 

l’accouchement. 

La lésion anatomique responsable est constituée d'un hématome décidual basal qui, en inter-

rompant la circulation materno-fœtale, entraîne rapidement des troubles hémodynamiques as-

sociés à une hypoxie fœtale et à des anomalies de la coagulation.  
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Son diagnostic peut être suspecté devant l’apparition de métrorragies associées à une contrac-

ture utérine, et confirmé par l’examen macroscopique et histologique du placenta. 

L’HRP survient dans environ 0,4 à 1 % des grossesses selon les séries24. Si sa prévalence est rela-

tivement faible, il est responsable de 9 à 12 % des cas de mortalité périnatale24 et est une source 
importante de morbidité post-natale, avec notamment la survenue possible de troubles neurolo-

giques importants pour l’enfant au décours. 

Aucune des patientes de notre étude ne présentait d’antécédent d’HRP. 

d. HELLP syndrome 

Le terme « HELLP » correspond à l’acronyme en anglais de trois signes cliniques définis en 1990 

par Sibai25 : Hemolysis (hémolyse), Elevated Liver enzymes (augmentation des enzymes hépa-
tiques) et Low Platelet count (thrombopénie). 

Ce syndrome, considéré le plus souvent comme une complication possible ou une variante de 

PE, concerne 0,5 à 0,9 % des grossesses et 10 à 20 % des cas de PE. Il peut néanmoins apparaître 

sans signe de PE dans environ 15 % des cas26. 

Les mécanismes physiopathologiques supposés sont difficiles à différencier de ceux de la PE car 

la plupart des constatations faites dans le HELLP syndrome ne lui sont pas spécifiques. Ce syn-

drome correspond ainsi à une microangiopathie gravidique disséminée, conséquence d’un dé-

faut d’implantation trophoblastique qui entraîne un déséquilibre local d’expression des média-

teurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs aboutissant à une ischémie placentaire. 

e. Petit poids pour l’âge gestationnel et retard de croissance intra-utérin 

Le PAG, anciennement hypotrophie fœtale ou néonatale, et le RCIU, correspondent à des défini-

tions statistiques établies à partir de courbes de référence variables selon les auteurs et le plus 

souvent adaptées au sexe du fœtus27. La taille et le poids maternels en début de grossesse, la 

parité et l’origine ethnique sont parfois pris en compte dans l’élaboration de ces courbes. 

Le CNGOF définit le PAG comme un poids isolé (estimation pondérale in utero ou poids de nais-

sance) inférieur au 10ème percentile28. Le PAG est dit modéré s’il est compris entre les 3ème et 

10ème percentiles tandis qu’un PAG sévère correspond à un PAG inférieur au 3ème percentile. 

Le RCIU correspond le plus souvent à un PAG associé à des arguments en faveur d’un défaut de 

croissance pathologique, tels qu’un arrêt ou un infléchissement de la croissance de manière lon-

gitudinale (au moins deux mesures à trois semaines d’intervalle). Dans les situations de PAG sur 

une mesure isolée, l’existence de signes d’altération du bien-être fœtal (diminution des mouve-

ments fœtaux, anomalies du Doppler, oligoamnios) doit faire évoquer un RCIU. Plus rarement, 

un RCIU peut correspondre à un défaut de croissance avec un poids proche du 10ème percentile 

sans atteindre le seuil de classification en PAG. 

Les pathologies fœtales (anomalies chromosomiques, infections, etc.) sont responsables de 10 à 

20 % des RCIU et sont fréquemment associées à des RCIU précoces (apparition au cours du 2ème 

trimestre) et sévères (périmètre abdominal inférieur au 3ème percentile). 

Les PVP constituent l’étiologie de RCIU la plus fréquente, étant responsables d’environ 35 à 50 

% des cas. Elles sont plutôt associées à des RCIU tardifs (apparition au 3ème trimestre), mais les 

RCIU peuvent également être précoces dans les formes sévères. 

Un tiers des RCIU restent cependant mal expliqués et sont classifiés comme « idiopathiques ». 
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f. Mort fœtale in utero 

La MFIU correspond à l’arrêt spontané de l’activité cardiaque du fœtus à un stade gestationnel 

supérieur à 14 SA. Cet arrêt de la grossesse peut avoir lieu avant le travail (mort fœtale antepar-

tum) ou en cours de travail (mort fœtale intrapartum). 

Les anomalies placentaires sont associées à environ 60 % des MFIU29 et sont responsables de 

troubles de la circulation fœto-placentaire pouvant aboutir au décès du fœtus. Elles représentent 

ainsi la première cause ou condition associée à cette pathologie. 

Kidron et al. ont étudié les causes de décès in utero de 120 sujets et ont retrouvé une anomalie 

de la circulation materno-placentaire dans 51 % des cas, suivie d’une anomalie de la circulation 

fœto-placentaire dans 26 % des cas30. Ces anomalies placentaires varient en fonction du terme 

de la grossesse. Pinar et al. ont en effet comparé la prévalence des lésions placentaires dans un 

groupe de 512 placentas provenant de MFIU à un groupe de 1200 placentas provenant de fœtus 

nés vivants, et il a été observé que les lésions inflammatoires du placenta étaient plus souvent 

retrouvées dans des MFIU précoces, alors que les lésions thrombotiques étaient plus souvent 

associées à des MFIU tardives. 

3. Physiopathologie vasculo-placentaire au cours de la grossesse 

a. Grossesse et thrombophilie 

La grossesse est une période à risque thrombogène élevé31 et dont les mécanismes physiopatho-

logiques sont multiples et souvent intriqués. Il est décrit un état d’hypercoagulabilité physiolo-

gique, en lien avec les modifications hormonales, une fibrinogenèse augmentée, une augmenta-

tion des facteurs VII, VIII et X (les II, V et IX restant relativement inchangés), du facteur de von 

Willebrand (vWF), une diminution du taux de protéine S et l’acquisition d’une résistance à la 

protéine C activée32. Les modifications anatomiques qui surviennent au cours de la grossesse 

sont responsables d’une baisse du flux veineux des membres inférieurs par compression extrin-

sèque de l’utérus. Pour finir, des facteurs personnels et environnementaux tels qu’un âge supé-

rieur à 35 ans, une parité supérieure à 2, un tabagisme actif ou passif, une surcharge pondérale, 

un alitement prolongé, une infection intercurrente ou la présence de varices constituent des 

facteurs supplémentaires impliqués dans le surrisque thrombogène33. 

Le risque thrombogène au cours de la grossesse est à l’origine de complications materno-fœtales 

importantes34 qui peuvent être majorées par l’existence d’un état de thrombophilie sous-jacent. 

La thrombophilie est définie par des notions cliniques (antécédent de thrombose veineuse pro-

fonde, d’embolie pulmonaire, de RCIU ou d’HRP avec lésions ischémiques de la plaque basale à 

l’examen anatomo-pathologique du placenta) ou biologiques (présence d’APL, déficit en anti-

thrombine, en protéine C, en protéine S, résistance à la protéine C activée, mutation du facteur V 

Leiden ou du facteur II, hyperhomocystéinémie). 

Toutes ces anomalies sont retrouvées fréquemment dans la population générale, sans être sys-

tématiquement responsables de manifestations cliniques. Le polymorphisme des gènes contrô-

lant la coagulation et la pénétrance variable des mutations permettent d’expliquer cette hétéro-

généité d’expression clinique (Figure 1). 
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Figure 1 : Représentation du risque individuel de thrombose pendant la grossesse, d'après Sucker35 

Si le risque total dépasse un "seuil critique" imaginaire (pointillés), il y a manifestation de l'événement thrombotique. 

b. Placentation normale 

Six jours après la fécondation, le blastocyste s’accole à l’épithélium utérin. Les microvillosités 
trophoblastiques les plus externes établissent un système d’interpénétration avec celles des 

cellules épithéliales utérines. Deux contingents cellulaires se différencient à partir du tropho-

blaste : le cytotrophoblaste en interne, siège d’une activité mitotique intense, et le syncytiotro-

phoblaste en externe, très invasif, et permettant l’ancrage puis l’enfouissement complet du blas-

tocyste au sein de la muqueuse utérine (Figure 2). 

      

Figure 2 : (A) Adhésion du blastocyste ; (B) Implantation du blastocyste au 9ème jour 

D’après le Campus Virtuel Suisse des Universités de Fribourg, Lausanne et Berne [embryology.ch] 

Vers le 8ème jour qui suit la fécondation, des vacuoles extra-cytoplasmiques apparaissent dans la 

masse syncytiale et vont progressivement former des lacunes. L’activité lytique du syncytiotro-

phoblaste érode les capillaires de l’endomètre et permet l’envahissement des lacunes par le sang 

maternel. Leur convergence aboutit à la formation des chambres intervilleuses, qui établissent 

une circulation utéro-placentaire primitive vers le 13ème jour. Cette microcirculation permet no-

tamment le passage de l’hormone chorionique gonadotrope (β-hCG) sécrétée par les cellules 

trophoblastiques vers la circulation sanguine maternelle, avec la possibilité de diagnostiquer 

une grossesse avant même le retard de règles. 

La croissance invasive du syncytiotrophoblaste s’arrête une fois la couche compacte de la mu-

queuse utérine atteinte. Les zones interlacunaires sont envahies par les cellules du cytotropho-

blaste, qui vont former les villosités primaires. Le mésenchyme d’origine embryonnaire migre 

dans le cytotrophoblaste, et sa prolifération aboutit à la formation des villosités secondaires. 

1 – Syncytiotrophoblaste 

2 – Cytotrophoblaste 

3 – Épiblaste 

4 – Hypoblaste 

5 – Blastocèle 

6 – Capillaire sanguin maternel 

7 – Cavité amniotique 

A 

B 



15 

À la fin de la 3ème semaine, le mésoblaste villositaire se différencie en tissu conjonctif et en vais-

seaux sanguins, établissant une véritable communication vasculaire fonctionnelle entre la circu-

lation placentaire et la circulation embryonnaire. Les villosités contenant des vaisseaux sanguins 

différenciés sont appelées villosités tertiaires. 

À partir du 4ème mois, le cytotrophoblaste disparaît peu à peu de la paroi des villosités tertiaires, 

réduisant la distance entre les chambres intervilleuses remplies de sang maternel et les vais-

seaux fœtaux. On parle alors de villosités terminales. 

La barrière placentaire ainsi constituée est formée de l’endothélium capillaire des villosités, du 

TC lâche qui en occupe l’axe, du cytotrophoblaste et du syncytiotrophoblaste (Figure 3). 

                             

Figure 3 : Formation des villosités. (A) 16ème jour ; (B) 21ème jour ; (C) Fin du 4ème mois 

1 – mésoblaste extra-embryonnaire ; 2 – cytotrophoblaste ; 3 – syncytiotrophoblaste ; 4 – capillaires fœtaux 

D’après le Campus Virtuel Suisse des Universités de Fribourg, Lausanne et Berne [embryology.ch] 

c. Mise en place de la circulation materno-fœtale 

Au cours de l’embryogenèse villositaire, les cellules trophoblastiques se différencient en cyto-

trophoblastes villeux (CTV), qui fusionnent pour donner le syncytiotrophoblaste, et en cytotro-

phoblastes extravilleux (CTEV), indispensables à l’implantation et au remodelage des vaisseaux 
utérins. 

Le syncytiotrophoblaste, en contact direct avec le sang maternel, se différencie vers des fonc-

tions d’échange, sécrétrices, endocrines et d’hémostase. Le tapis de microvillosités présent à sa 

surface favorise les échanges entre le sang maternel et le sang fœtal. 

Au 1er trimestre, les CTEV engainent les branches endométriales des artères spiralées, créant des 

bouchons trophoblastiques qui protègent l’embryon de l’hypoxie maternelle. La chambre inter-

villeuse est alors perfusée par un ultrafiltrat plasmatique. Ces bouchons disparaissent progres-

sivement vers 9-10 SA, entraînant une augmentation progressive de la pression partielle en oxy-

gène au sein de la chambre intervilleuse. 

La paroi des artères spiralées est envahie dès 5 SA par une partie des CTEV, ce qui entraîne une 

disparition de la tunique musculaire lisse artérielle et des cellules endothéliales maternelles. Ces 

CTEV deviennent alors endovasculaires, avec des caractéristiques de cellules endothéliales. Les 

artères spiralées perdent leur caractère contractile par transformation de la tunique élastique 

artérielle en une paroi fibreuse atone, à l’origine d’une vasodilatation permettant l’instauration 

d’un débit sanguin suffisant dans la chambre intervilleuse pour la croissance fœtale au cours des 

2ème et 3ème trimestres (Figure 4). 

A B C 
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Figure 4 : Illustration de la circulation utéro-placentaire, d’après Ramsey et Donner 

Carnegie Institute of Washington, 1961-62. Contributions to Embryology series, plate 10. 

d. Anomalies d’invasion trophoblastique 

Initialement décrit en 1972 chez des patientes hypertendues ou atteintes de PE36, l’absence de 

remodelage vasculaire entraînant un défaut d’invasion trophoblastique au cours de la placenta-

tion a ensuite été établi dans des situations de FCR ou de RCIU37. 

Des lésions caractéristiques d’athérosclérose ont ainsi été mises en évidence au sein des artères 

spiralées non remodelées de patientes atteintes de PE, mettant en lumière les mécanismes phy-

siopathologiques entrant en jeu au cours de ces pathologies. Sur le plan histologique, ces lésions 

sont constituées par des dépôts de nécrose fibrinoïde, des thrombi et des cellules adipeuses 

s’accumulant dans la paroi des artères spiralées et entraînant à terme une hypoxie placentaire 

responsable d’anomalies morphologiques (hypotrophie) et tissulaires (thromboses, infarctus) 

du placenta, avec des répercussions sur la croissance fœtale pouvant conduire à une MFIU.  

Du défaut de remodelage par les cellules trophoblastiques résulte un diamètre plus petit des 

artères spiralées, qui gardent alors leur pouvoir contractile car la couche musculaire lisse est 

préservée38. Ceci participe à l’hypoxie placentaire par non-adaptation du débit sanguin utéro-

placentaire, ainsi qu'à des phénomènes d'ischémie reperfusion (Figure 5). 

Dans le cadre du SAPL, des études ont montré que les APL étaient capables d’inhiber l’invasion 

trophoblastique en altérant l'adhésion entre les cytotrophoblastes et les cellules endothéliales, 

ou en modifiant l’expression de diverses molécules telles que des métalloprotéinases de matrice, 

des cadhérines et des intégrines trophoblastiques2. Concernant les NETs, Calo et al. ont démon-

tré in vitro leur effet néfaste sur la capacité des trophoblastes à migrer et à maintenir l'homéos-

tasie immunitaire au niveau placentaire39. 

L’implication des NETs dans des mécanismes thrombogènes tels que le SAPL, les observations 

concernant leur potentiel pathogène sur les cellules endothéliales et trophoblastiques9,39, et la 

présence de NETs dans la chambre intervilleuse de placentas pré-éclamptiques21,40 laissent alors 

à penser qu’ils puissent avoir un rôle thrombotique important et multifactoriel à ce stade de la 

pathologie vasculo-placentaire, en étant responsables de stase sanguine via la formation de mi-

crothrombi, et en participant à l’altération de l’endothélium vasculaire41 (Figure 6). 
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Figure 5 : Invasion trophoblastique et remodelage vasculaire dans la grossesse normale et la pré-éclampsie, 

d’après Beaufils38 

a - cellules NK ; b - trophoblastes extravasculaires ; c - trophoblastes endovasculaires « endothélialisés ». 

 

Figure 6 : Diagramme de Venn illustrant la triade de Virchow, d'après Wolberg et al.42 

e. Mécanismes physiopathologiques associés 

D’autres mécanismes entrent en jeu, notamment dans les RCIU d’origine vasculaire et la PE : 

- L’endothélium vasculaire régule la réponse du tissu musculo-élastique endothélial par la 

synthèse de substances comme le monoxyde d’azote, vasodilatateur et antiagrégant pla-

quettaire, et l’endothéline-1(ET-1), un puissant vasoconstricteur des cellules muscu-

laires lisses. Il est également capable d’agir sur la coagulation locale en modulant la syn-

thèse de protéine C et de prostaglandine I2 (PGI2). 

 
- Le système des prostaglandines joue un rôle important dans la régulation des flux san-

guins utéro-placentaires via la PGI2, qui possède une action vasodilatatrice et antiagré-

gante, et le thromboxane alpha-2 (TXA2), qui possède les propriétés inverses. L’équilibre 

entre ces deux molécules antagonistes est indispensable à la régulation du débit utéro-

placentaire, avec une augmentation de production au cours de la grossesse en faveur de 

la PGI2. 
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- L’augmentation du stress oxydant dans la PE via la production de dérivés réactifs de 

l’oxygène (ROS pour reactive oxygen species) issus de la peroxydation lipidique est bien 

documentée43. Bien que leur production soit un phénomène physiologique essentiel au 

métabolisme cellulaire, les ROS peuvent être à l’origine de dommages structuraux et 

fonctionnels de l’ADN, de l’ARN, des protéines, et des lipides des membranes cellulaires. 

Dans le placenta pré-éclamptique, le défaut du remodelage des artères spiralées res-

treint l’afflux de sang maternel au fœtus, produisant des fluctuations importantes de la 

concentration d’oxygène à l’origine d’épisodes d’ischémie-reperfusion et de la produc-

tion de DRO44. Ces perturbations induisent une apoptose trophoblastique et la libération 

de débris cellulaires et de facteurs anti-angiogéniques dans la circulation maternelle, ce 

qui provoque une inflammation et une dysfonction systémique de l’endothélium mater-

nel. 

 

- Des facteurs angiogéniques tels que le vascular endothelial growth factor (VEGF) et le 

placental growth factor (PlGF) sont produits par le placenta lors de la grossesse et sont 

retrouvés à des taux élevés dans la circulation maternelle. Ils ont une action systémique 

vasodilatatrice et stimulent la production endothéliale de PGI2 via leur récepteur mem-

branaire fms-like tyrosine kinase-1 (Flt-1). En se liant au VEGF et au PlGF, la forme so-

luble de ce récepteur (sFlt-1 pour soluble fms-like tyrosine kinase-1) diminue leur biodis-

ponibilité et inhibe leur activité. Il a été montré sur des modèles animaux que 

l’augmentation des taux circulants de sFlt-1 provoquait des signes cardinaux de PE (hy-

pertension artérielle, protéinurie, œdèmes) ainsi que les complications sévères asso-

ciées45. En cas de PE, il existe en effet une augmentation importante de sFlt-1 au niveau 

placentaire, potentiellement liée au stress oxydatif46, et une augmentation moindre du 

VEGF et du PlGF en parallèle, ce qui aggrave l’hypoxie placentaire et participe à la dys-

fonction endothéliale. Ce déséquilibre de la balance angiogénique PlGF/sFlt-1 est au-

jourd’hui considéré comme l’un des déterminants physiopathologiques majeurs de PE47. 

Les RCIU d’origine vasculaire sont donc liés d’une part à un défaut d’invasion trophoblastique, et 

d’autre part à la constitution d’une véritable « maladie endothéliale », probablement induite par 

le défaut de remodelage vasculaire et à laquelle pourrait participer une activation de la NETose. 

La cellule endothéliale libère en excès de l’ET-1 et du TXA2, ce qui entraîne une augmentation 

des résistances vasculaires. Les facteurs vasodilatateurs tels que le monoxyde d’azote et la PGI2 

sont au contraire libérés de façon réduite par la cellule endothéliale lésée. Cette inversion pro-

gressive des rapports TXA2/PGI2 aggravent les lésions de l’endothélium mais sont également 

responsables d’une activation de la cascade de la coagulation en stimulant l'activation de nou-

veaux thrombocytes et en augmentant l'agrégation plaquettaire. 

Cette augmentation de l’agrégabilité plaquettaire a pour conséquence l’apparition de micro-

thrombi, participant ainsi à la mise en place d’une microangiopathie gravidique et d’une coagu-

lopathie intravasculaire qui peut se diffuser à la circulation maternelle générale et entraîner une 

PE. Cette « maladie endothéliale » touche alors le rein, avec apparition d’une protéinurie et d’une 

hypertension, puis les vaisseaux hépatiques (HELLP syndrome), voire la circulation cérébrale 

dans les cas les plus graves (éclampsie).  

Tous ces mécanismes sont résumés dans la Figure 7. 

Le défaut de remodelage des artères spiralées, associé à des lésions d’infarctus, conduit  donc à 

une fragilité vasculaire placentaire. Dans le cas de l’HRP, la restauration brutale de ce flux san-

guin, comme par exemple au décours d’une poussée hypertensive, va entraîner un hématome au 

sein des tissus lésés. Il se forme alors un dépôt de fibrine et une activation de la fibrinolyse qui 

peut conduire à l’épuisement du fibrinogène et à l’extension de l’hématome. 
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Figure 7 : Schéma physiopathologique de la pré-éclampsie, d'après Lecarpentier et al.47 

B. Neutrophil Extracellular Traps (NETs) et biomarqueurs circulants de NETs 

1. NETs 

a. Généralités et historique 

Les PNN représentent la sous-population majoritaire des leucocytes circulants en situation phy-

siologique. En 1880, Paul Ehrlich permet leur classification parmi les autres sous-populations 

leucocytaires grâce à ses travaux sur les colorants cellulaires48. 

Ce sont des cellules clefs du système immunitaire inné qui constituent une ligne de défense 

contre de nombreux agents pathogènes tels que les bactéries, les micromycètes et les parasites. 

Leurs implications dépassent cependant largement les mécanismes microbicides avec notam-

ment des capacités de production de médiateurs pro- et anti-inflammatoires et des rôles démon-

trés dans des processus de cicatrisation, d’anaphylaxie, d’athérosclérose, ou encore certains mé-

canismes thrombotiques49 (Figure 9). 

En 2004, une équipe du Max Planck Institute for Infection Biology dirigée par Brinkmann dé-

couvre in vitro qu’une induction des PNN par de l’IL-8, des lipopolysaccharides bactériens ou du 

phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA), qui est un activateur puissant de la protéine kinase C, 

entraîne la production de fibres extracellulaires3. Ces fibres sont composées d’ADN décondensé 

prenant la forme d’une toile et associées à des enzymes intracellulaires participant à la machine-

rie antibactérienne, telles que la myéloperoxydase (MPO), l’élastase neutrophile, des pen-

traxines, la lactoferrine ou la métalloprotéinase de matrice de type 9 (MMP9) (Figure 8). 

La nature des composés utilisés pour l’induction suggère que ces fibres, baptisées NETs pour 

Neutrophil Extracellular Traps, interviennent dans certains mécanismes inflammatoires et infec-

tieux. Cette hypothèse a été confirmée in vitro par la mise en évidence de l’activité antibacté-

rienne des NETs après stimulation, attribuée auparavant à une action bactéricide des complexes 

d’histones50. 
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La NETose apparait ainsi comme une voie de mort cellulaire alternative pour le PNN, et fut pour 

cette raison l’objet de controverse car ce mécanisme semblait initialement incompatible avec les 

rôles essentiels et bien connus de chimiotactisme et de phagocytose de ces cellules dans 

l’immunité innée. L’importance des interactions avec les plaquettes dans la formation des NETs, 

via la mise en jeu d’une liaison entre les lipopolysaccharides bactériens et le récepteur plaquet-

taire TLR-451,52 fut démontrée par la suite, ouvrant la voie à la compréhension de l’aspect pro-

thrombotique et procoagulant des NETs. 

La réalité de ces mécanismes est désormais bien connue et de nombreux travaux ont permis de 

comprendre leurs implications dans la physiopathologie de nombreuses maladies appartenant à 

des champs très variés de la pathologie humaine, tels que le sepsis, les maladies auto-immunes, 

les cancers et les maladies thrombotiques. 

Il a été montré que les polynucléaires éosinophiles53, basophiles et mastocytes54 sont également 

capables de générer des pièges extracellulaires (Extracellular Traps = ETs), phénomènes regrou-

pés sous le nom plus générique d’ETosis, et qui semblent coexister chez différentes espèces vi-

vantes, y compris les plantes55,56 (Root Extracellular Traps = RETs), suggérant une relative con-

servation de ce mécanisme protecteur au cours de l’évolution. 

 

 

Figure 8 : Analyse d'un PNN à l'état quiescent et activé par microscopie électronique, d'après Brinkmann3 

A : Les PNN au repos sont circulaires 
et dépourvus de fibres. 

B : Après stimulation par du PMA à 
25 nM pendant 30 minutes, les cel-

lules s’aplatissent, émettent des pro-
trusions membranaires et forment 

des fibres = NETs (flèche). 

C : PNN naïfs en suspension. 

D : Après stimulation par 10 ng d’IL-8 

pendant 45 minutes, émission de 
nombreux pseudopodes par les PNN 

et formation de NETs dans le milieu 
extra-cellulaire (flèche). 

E : Analyse en MEB à haute résolution 
des NETs, qui se composent de fibres 

lisses avec un diamètre de 15 à 17 nm 
(pointes de flèche) et de domaines 

globulaires d’un diamètre d’environ 
25 nm (flèche). Les complexes globu-

laires peuvent être agrégés en fais-
ceaux ou fibres épais. 

F : Après stimulation par 10 ng d’IL-8 
pendant 45 minutes, les NETs émis 

par les PNN ne sont pas entourés par 
une membrane. 
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Figure 9 : Fonctions des PNN dans les maladies vasculaires, d'après Mócsai49 

(A) Les PNN interviennent dans une voie de réaction anaphylactique distincte de la voie classique médiée par les masto-
cytes ou les basophiles. (B) Le recrutement séquentiel de plaquettes, de PNN et de monocytes participe à la pathogenèse 
de l'athérosclérose. (C) Les PNN contribuent à la coagulation et à la thrombose en libérant du facteur tissulaire et des 

inhibiteurs du TFPI (inhibiteur de la voie du facteur tissulaire), ainsi que des NETs procoagulants. 

 

b. Structure et composition des NETs 

Les NETs sont composés de filaments d’ADN de l’ordre de 15 nm de diamètre s’enroulant autour 

d’histones sous forme de nucléosomes3, formant des domaines fortement chargés négativement. 

Ces réseaux d’ADN sont sensibles à l’action de la désoxyribonucléase (DNAse) qui hydrolyse les 

liaisons phosphodiesters de l’ADN et peut ainsi désassembler les NETs. 

Les histones des classes H2A, H2B, H3 et H4, qui forment le cœur des nucléosomes en s’associant 

en octamère, représentent 70 % des protéines associées aux NETs57. Ce sont des protéines très 

riches en acides aminés basiques, notamment en lysine et en arginine, dont la charge positive à 

pH physiologique permet une interaction forte avec les groupements phosphate de l’ADN qui 

portent des charges négatives. La  transformation des résidus peptidylarginine en peptidylcitrul-

line se fait grâce à un processus médié par la peptidyl arginine deiminase de type IV (PAD4) 

nommé citrullination58–60 et qui permet ainsi la décondensation de la chromatine (Figure 10). 

Le réseau de NETs émis par un PNN prend alors l’aspect d’un filet occupant un espace environ 

dix fois plus important que celui occupé par la cellule d’origine. 

Plus d’une trentaine de protéines associées aux NETs ont aujourd’hui été identifiées. Il s’agit de 

protéines d’origine granulaires (élastase neutrophile, lactoferrine, MPO, protéinase 3, high-

mobility group box 1, cathepsine G), cytoplasmiques (calprotectine, S100 calcium binding pro-

tein) ou membranaires (intégrines Mac-1 (CD11b/CD18), composants de la NADPH oxydase 2). 

À cette structure commune des NETs peuvent s’associer d’autres protéines et composants circu-

lants en fonction des situations physiopathologiques. C’est notamment le cas du vWF61, du fac-

teur XII4 et du facteur tissulaire4,62, qui vont avoir des rôles majeurs dans l’implication des NETs 

au cours des phénomènes thrombotiques. 
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Figure 10 : La citrullination, médiée par PAD4, de résidus arginine sur les histones, entraîne la décondensa-
tion de la chromatine, d’après Mohanan et al.59 

c. Inducteurs de NETose 

Le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) est un ester de phorbol synthétique actif à des con-

centrations nanomolaires, et fut le premier inducteur de formation de NETs à être étudié3,63. 

C’est un activateur de la voie de signalisation de la protéine kinase C (voie MAPK-ERK)64 qui 

reproduit in vitro certains aspect de l’inflammation. Le PMA est capable d’induire un « burst 

oxydatif » dans le PNN, entraînant un assemblage des différents composants du complexe de la 

NADPH oxydase65. Cette induction pharmacologique court-circuite les récepteurs membranaires 

physiologiquement impliqués dans la génération de NETs in vivo, ainsi que les voies de signalisa-

tion secondairement mises en jeu. 

De nombreux inducteurs physiologiques de NETose furent par la suite étudiés (Tableau 1), 

principalement dans le cadre de leur capacité de lutte anti-infectieuse.  C’est le cas en particulier 

des lipopolysaccharides bactériens qui sont des composants majeurs de la membrane des bacté-

ries Gram négatif et qui sont reconnus par les PNN via le récepteur TLR4, ce qui entraîne une 

activation de PAD4 par la voie des Src kinases66. 

Tableau 1 : Inducteurs physiologiques de NETose 

Bactéries 

Staphylococcus aureus3,67,68 
Streptococcus pyogenes69 
Escherichia coli70 
Shigella flexneri3 
Salmonella typhimurium3 
Yersinia enterocolitica71 
Pseudomonas aeruginosa72 
Mannheimia haemolytica73 
Mycobacterium tuberculosis74 

Composés bactériens75 
Lipopolysaccharide 
Autres glycoprotéines de membrane 

Levures Candida albicans57,76 

Parasites 
Toxoplasma gondii77 
Leishmania amazonensis78 

Champignons 
Aspergillus fumigatus79 
Aspergillus nidulans80 

Virus VIH-181 

Médiateurs pro-inflammatoires TNF-α - IL-8 - PAF 

Auto-anticorps et complexes immuns82 ANCA83 - Anticorps antiphospholipides9 

Plaquettes activées51  
Protéines du complément  
Dérivés réactifs de l’oxygène  
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d. Mécanisme général de la NETose 

En 2007, une équipe canadienne dirigée par Steinberg et Grinstein baptise la mort cellulaire 

coïncidant avec la formation des NETs de « NETose suicidaire »84. 

Ce mécanisme fut le premier à être décrit dans la littérature et est fortement dépendant de la 

production de ROS, et donc de l’action du complexe enzymatique de la NADPH oxydase, impli-

quant de multiples voies de signalisation intracellulaires. 

La formation des NETs se déroulent en plusieurs étapes, au cours desquelles le PNN activé subit 

de profondes modifications morphologiques. Dans un premier temps, peu après l’activation, le 

PNN change de conformation et s’aplatit pour favoriser l’adhérence au substratum. Le noyau 

augmente de volume et les lobulations de la chromatine disparaissent. Les enzymes granulaires, 

parmi lesquelles l’élastase neutrophile et la MPO, sont transloquées dans le noyau par un méca-

nisme qui semble dépendre de la production de ROS85, et dégradent les histones via une action 

synergique, entraînant la décondensation de la chromatine86. L’enzyme PAD4 intervient à ce 

stade en assurant la citrullination des histones, amplifiant ainsi ce processus de décondensa-

tion59. Après environ une heure, la membrane nucléaire se désagrège et le contenu, dénommé 

« nucléoplasme », constitue une masse homogène au sein du cytoplasme jusqu’à émission dans 

le milieu extracellulaire sous la forme de filets de chromatine, avec rupture de la membrane cy-

toplasmique. Les dernières étapes de formation des NETs impliquent l’assemblage avec de nom-

breuses protéines provenant majoritairement des granules des PNN. 

La perméabilisation de la membrane cytoplasmique n’est pas une simple conséquence méca-

nique de l’expulsion du nucléoplasme mais constitue un véritable processus de mort program-

mée impliquant des interactions complexes entre filaments d’actine du cytosquelette et histones, 

et mettant en jeu le complexe d’intégrines Mac-175, récepteur membranaire faiblement exprimé 

de manière constitutive à la surface des PNN mais dont l’expression augmente lorsqu’ils sont 

activés. Ce complexe, dont le rôle était déjà connu dans la régulation de certaines fonctions leu-

cocytaires telles que l’adhésion, la migration, la chimiotaxie, la phagocytose, le burst oxydatif et 

la dégranulation, intervient donc également dans la NETose. 

Cette mort programmée se distingue ainsi du mécanisme d’apoptose classique, qui fait interve-

nir des voies de signalisation différentes. Ceci fut mis en évidence par des expériences de blo-

cage de la voie des caspases, des MLKL (Mixed Lineage Kinase domain-Like) et du protéasome, 

qui n’ont que très peu affecté la NETose87,88. 

L’implication systématique des ROS au cours de la NETose est cependant discutée, au travers 

d’études mettant en évidence des mécanismes de production de NETs indépendants de la voie 

des ROS et n’entraînant pas systématiquement une mort cellulaire89. 

2. Biomarqueurs circulants de NETs 

a. Introduction 

L’hétérogénéité des techniques utilisées dans la littérature et l’absence de gold standard claire-

ment établi témoignent de la complexité de l’étude de la NETose en physiopathologie humaine 

ou animale. 

Historiquement, la plupart des études sur les NETs sont basées sur des techniques d’analyse 

morphologique et de quantification ex vivo, principalement par microscopie. Ces méthodes re-

quièrent une étape d’isolement des PNN suivie d’une étape d’immunomarquage dirigé contre les 

différents composants des NETs (histones H3 citrullinées (H3Cit), MPO, élastase neutrophile ou 

protéinase 3) grâce à des anticorps conjugués à des fluorochromes. 



24 

Il peut être associé des marquages supplémentaires type colorants Hoechst, qui marquent les 

cellules nucléées, ou SYTOX Green (Thermo Fisher Scientific), qui marque l’ADN extracellulaire ou 

de cellules à la membrane plasmique altérée. Ces colorations supplémentaires permettent de 

mettre en évidence une éventuelle colocalisation des protéines dérivées des PNN et de l’ADN 

extracellulaire, suggérant ainsi la présence de NETs (Figure 11). 

L’immunofluorescence permet une visualisation directe des NETs et constitue souvent une 

technique complémentaire de vérification d’autres techniques expérimentales dans les études, 

permettant d’attester leur validité. 

Cette technique est cependant de réalisation longue et d’interprétation subjective, s’avérant peu 

adaptée à la quantification90. Les dosages de biomarqueurs circulants de NETs utilisés dans 

notre étude permettent en revanche une quantification plus objective et moins fastidieuse à 

mettre en place et tendent aujourd’hui à s’imposer dans les études sur la NETose. 

 

Figure 11 : Exemple de visualisation de NETs par des techniques de fluorescence, d’après Perdomo et al.91 

b. ADN plasmatique 

Bien que la quantification d’ADN plasmatique circulant ne soit pas spécifique aux NETs puisque 

les phénomènes d’apoptose et de lyse cellulaires, que l’on peut par exemple retrouver dans des 

contextes de cancers92,93 ou de pathologies autoimmunes94,95, aboutissent également à la libéra-

tion de matériel génétique dans la circulation sanguine, il s’agit d’un premier marqueur intéres-

sant pouvant être le reflet d’une libération d’ADN associée à de la NETose. Il a par exemple été 

montré que les thromboses veineuses profondes étaient associées à des taux d’ADN plasmatique 

augmentés7. 

Une étude, dont l’objectif était d’améliorer l’utilisation du fluorochrome sur lequel repose notre 

technique de dosage, a montré que les concentrations d’ADN plasmatiques étaient plus impor-

tantes sur sérum que sur plasma, suggérant que de l’ADN était libéré par les cellules lors de la 

coagulation96. Les échantillons utilisés dans notre étude étaient donc issus de prélèvements san-

guins réalisés sur tubes citratés, centrifugés deux fois à 2400 g pendant 10 minutes afin de récu-

pérer le plasma pauvre en plaquettes, et immédiatement répartis en plusieurs aliquots d’environ 

180 µL conservés à -80 °C. 

Nous avons ensuite mesuré l’ADN plasmatique en utilisant le kit commercial Quant-it PicoGreen 

dsDNA de Thermo Fisher Scientific. Le PicoGreen est une sonde capable de s’intercaler dans 

l’ADN, provoquant alors l’émission d’une fluorescence détectable par un spectrofluoromètre 

(InfiniteM200 PRO, Tecan) (Figure 12). 
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Les échantillons et la sonde sont déposés à volume égal dans une plaque de 96 puits. La plaque 

est de couleur noire pour limiter les interférences de fluorescence d’un puits à l’autre.  

Après une incubation de 2 à 5 minutes, l’absorbance est mesurée par le spectrophotomètre à 

523 nm, qui correspond à la mesure de la fluorescence après excitation à 480 nm. 

Les résultats sont exprimés en ng/mL à partir d’une gamme étalon préparée en parallèle. 

 

Figure 12 : Principe de détection de l'ADN plasmatique, d'après Sil et al.72 

c. Complexes MPO-ADN plasmatiques 

La MPO est une peroxydase héminique qui s'exprime principalement dans les PNN et, dans une 

moindre mesure, dans les monocytes. En présence de peroxyde d'hydrogène (H2O2) et d'halogé-

nures, la MPO catalyse la formation de ROS, dont l'acide hypochloreux (HClO). Ce dernier favo-

rise la chloration de résidus tyrosine des histones, diminuant leur charge positive et permettant 

de réduire l’interaction ADN-histone selon un processus similaire à la citrullination97. Le sys-

tème MPO/HClO joue ainsi un rôle important dans la destruction de micro-organismes patho-
gènes par les PNN. Il a également été démontré que la MPO était un médiateur local des lésions 

tissulaires et de l'inflammation qui en résulte dans diverses maladies inflammatoires98. 

Il existe des kits commerciaux permettant de réaliser un immunodosage de la MPO plasmatique 

par une technique ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbant Assay) classique, mais il est possible 

de gagner en spécificité en utilisant une technique basée sur un co-marquage de l’ADN circulant 

associé à la MPO sous forme de complexes MPO-ADN. 

Devant l’absence de kit commercial disponible et de méthode validée pour l’étude de ces com-

plexes au niveau plasmatique, nous avons utilisé une technique d’ELISA double sandwich déve-

loppée dans le cadre du mémoire de Master 2 du Dr Deloison en 2010 à partir du kit Cell Death 

Detection ELISA de Roche, puis modifiée et améliorée par le Dr Colomer et actuellement utilisée 

au sein de l’unité INSERM 1034 dans le cadre de projets de recherche. 

Cette technique ELISA permet de détecter les complexes MPO-ADN présents dans des plasmas 

obtenus à partir de tubes citratés ou EDTA. Le principe général est de capturer ces complexes 

circulants grâce à deux anticorps, l’un reconnaissant la MPO, et l’autre l’ADN (Figure 13). 

Description de la technique : 

- Une solution d’anticorps anti-MPO (mouse anti-human myeloperoxydase, Bio-Rad) à 5 

µg/mL est diluée au 1/200ème, puis coatée sur une plaque de 96 puits de haute affinité 

(fournie dans le kit ou plaque qualité ELISA type MaxiSorp).  
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- Après incubation d’une nuit à 4 °C sans agitation, la plaque est lavée trois fois avec un 

tampon de lavage (type PBS + Tween 20 à 0,05 %). Les puits sont saturés avec un tam-

pon d’incubation (fourni dans le kit) pendant 30 minutes à température ambiante. 

- La plaque est de nouveau lavée trois fois puis 40 µL de plasmas à tester, issus de prélè-

vements réalisés sur tubes citratés conservés à -80 °C, sont mis à incuber avec 60 µL de 

tampon d’incubation pendant 90 minutes à température ambiante et sans agitation.  

- Chaque puits est lavé trois fois et incubé avec un anticorps anti-ADN couplé à la peroxy-

dase (kit Cell Death Detection ELISA, Roche) dilué au 1/20ème en tampon d’incubation. 

- Après 90 minutes d’incubation sans agitation et un triple lavage, 100 µL de solution 

ABTS (fournie dans le kit) sont ajoutés, suivi d’une incubation de 30 minutes sous une 

agitation de 300 rotations par minute et à l’abri de la lumière.  

- La réaction est stoppée par l’ajout de 100 µL de dodécylsulfate de sodium (SDS). 

- La solution ABTS, incolore, donne un composé chromogénique vert après action de la 

peroxydase. L’absorbance est mesurée à 490 nm (au maximum du signal) et à 405 nm 

(correspondant au bruit de fond) par un spectrophotomètre (InfiniteM200 PRO, Tecan). 

L’absorbance corrigée est obtenue en soustrayant A490nm à A405nm. 

- Tous les échantillons sont passés en double et un blanc est réalisé à chaque manipulation 

en substituant le plasma par du tampon d’incubation. 

En raison du manque de standardisation d’une comparaison d’absorbances entre les diffé-

rentes études, une équipe américaine a proposé une méthode basée sur la création d’une 

gamme à partir de NETs obtenus d’un pool de donneurs72. Nous avons ainsi considéré qu’un 

pool de 5 donneurs différents de NETs obtenus après activation par du PMA à 100 nM cor-

respondait au 100 % de la gamme de dilution, puis rapporté les absorbances à cette gamme. 

Les résultats sont ainsi exprimés en « % équivalent NETs » par rapport à la gamme. 

 

Figure 13 : Principe de détection des complexes MPO-ADN en ELISA, d’après Sil et al.72 

d. Histones H3 citrullinées 

Bien que le dosage des complexes MPO-ADN semble être plus spécifique qu’un dosage de la MPO 

seule, celle-ci peut se lier à de l’ADN dans des contextes de lésions tissulaires indépendants de la 

formation de NETS, ce qui remet en question sa spécificité en tant que marqueur de NETs. Il 

semble donc important de développer de nouveaux biomarqueurs plus spécifiques. 
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La citrullination des histones H3 par PAD4 joue un rôle central dans la formation des NETs60,99. 

Les histones H3 citrullinées (H3Cit) sont ainsi considérées comme des biomarqueurs spécifiques 

de NETose. Leur quantification reste cependant délicate en raison d’un manque de tests stan-

dardisés. 

Nous avons utilisé dans cette étude une technique validée par une équipe suédoise en 2017 à 

partir du kit Cell Death Detection ELISA de Roche100 (Figure 14). 

Description de la technique : 

- Une courbe d’étalonnage est réalisée à partir d’histones H3 humaines recombinantes 

(Cayman Chemical) citrullinées in vitro avec une PAD4 humaine recombinante (Cayman 

Chemical) par une incubation d’une heure à 37 °C dans une solution tampon. 

- 100 µL de biotine anti-histone (fournie dans le kit) diluée au 1/10ème en tampon 

d’incubation sont ajoutés dans les puits de la plaque pré-coatés avec de la streptavidine, 

molécule ayant une très haute affinité pour la biotine, et incubés pendant 2 heures. 

- Après un quadruple lavage (PBS + Tween à 0,05 %), 50 µL de plasmas à tester, issus de 

prélèvements réalisés sur tubes citratés conservés à -80 °C, sont déposés dans les puits 

et incubés pendant 90 minutes avant un nouveau cycle de lavage. 

- 100 µL d’anticorps polyclonaux anti-H3Cit de lapin (Abcam) sont déposés dans chaque 

puits et incubés pendant une heure. 

- Après un quadruple lavage, les puits sont de nouveau incubés pendant une heure avec 

100 µL d’anticorps caprins anti-peroxydase de raifort (HRP) de lapin, suivi d’un nouveau 

cycle de lavage. 

- 100 µL de tétraméthylbenzidine (TMB) (Sigma-Aldrich) sont ajoutés dans chaque puits 

et incubés dans l’obscurité pendant 20 minutes. La réaction est alors stoppée par l’ajout 

de 50 µL de solution de blocage (Thermo Scientific). 

- L’absorbance est mesurée à 450 nm (au maximum du signal) et à 620 nm (correspon-

dant au bruit de fond) par le spectrophotomètre (InfiniteM200 PRO, Tecan). 

Les résultats sont ainsi exprimés en mesure d’absorbance à 450 nm. 

La limite de détection de cette technique est d’environ 5 ng/mL H3Cit100. 

 

Figure 14 : Schéma de la procédure ELISA H3Cit, d'après Thålin100 

(A) L'anticorps de capture est coaté dans des puits pré-coatés avec de la streptavidine pendant une première incubation. 
Les échantillons sont déposés dans les puits et les histones se lient à l'anticorps de capture pendant une deuxième incuba-
tion. (B) Après lavage, l'anti-H3Cit est ajouté aux puits, se liant à l’H3Cit immobilisée mais pas aux histones H3 qui ne 
sont pas citrullinées, pendant la troisième incubation. (C) Au cours de la quatrième incubation, un anticorps anti-lapin 
conjugué à la HRP est ajouté et se lie à l'anti-H3Cit. Pour finir, la TMB est ajoutée pour la détection. 
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e. DNAse 

La DNAse hydrolyse les liaisons phosphodiesters de l'ADN, constituant ainsi un mécanisme phy-

siologique de dégradation des NETs101. Elle est exprimée dans l’organisme par des tissus non 

hématopoïétiques ou des cellules immunitaires102. 

Certaines bactéries pathogènes comme Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes ou 

Staphylococcus aureus expriment également à leur surface des DNAses capables de désassem-

bler les NETs, qui agissent ainsi comme des facteurs de virulence69,103. À l’inverse, comme par 

exemple lors d’une activation pathologique de la NETose suite à une morsure de vipère, 

l’administration de DNAse limite les lésions de l'hôte grâce à son action sur les NETs104. 

La production de DNAse de type 1 semble pouvoir être altérée dans certaines pathologies auto-

immunes comme le lupus érythémateux disséminé101. Il a également été montré dans le contexte 

de lupus que le niveau d’activité myéloperoxydasique et le taux d’ADN libre plasmatique étaient 

corrélés à la concentration de DNAse105, laissant penser que celle-ci est exprimée de manière 

compensatoire de façon à réguler la NETose. Nous avons donc considéré la DNAse comme un 

potentiel biomarqueur de NETose dans cette étude. 

Il existe plusieurs techniques de détection de l’activité de la DNAse 1. La technique historique est 

une méthode de diffusion radiale sur des plaques d’agar106. Les échantillons de sérum et plasma 

testés sont déposés dans des puits creusés dans la plaque et la DNAse 1 diffuse dans l’agar en 

hydrolysant l'ADN. Après une période déterminée, la réaction d'hydrolyse se termine par l'ajout 

de citrate de sodium. La lame est alors traitée avec de l’Amido black 10B qui colore l'ADN poly-

mérisé. L'ADN hydrolysé n’étant pas coloré, il est alors possible de mesurer avec précision 

l'étendue de l'activité enzymatique, le diamètre de l'activité ADNasique correspondant au dia-

mètre de l’aire non colorée moins le diamètre du puits. Les mesures peuvent ensuite être con-

verties en ng/mL en utilisant une courbe d’étalonnage. Ce test est suffisamment sensible pour 

détecter une activité ADNasique allant de 1 à 100 ng/mL mais présente comme principal incon-

vénient une réalisation longue et délicate, avec des temps d’incubation et de séchage importants. 

La technique que nous avons utilisée, développée par le Dr Colomer au sein de l’unité INSERM 

1034, repose sur une incubation des plasmas à tester en présence d’ADN, suivie d’une quantifi-

cation de l’ADN résiduel par le même principe que pour la détection de l’ADN plasmatique.  

Description de la technique : 

- Une gamme de DNAse 1 recombinante est préparée en parallèle à partir d’une solution-

mère à 10 mg/mL de Roche. 

- Le kit commercial Quant-it PicoGreen dsDNA de Thermo Fisher Scientific est ensuite utili-

sé, avec une incubation des plasmas à tester à la fois en présence d’une quantité connue 

d’ADN (100 µL d’une solution ADN à 0,5 µg/mL) et sans ADN (remplacé par 100 µL de 

Tris-EDTA 1X, Fisher Scientific), afin de pouvoir déterminer la part d’ADN venant du 

plasma par soustraction. 

- L’incubation est faite dans une plaque noire pour limiter les interférences de fluores-

cence d’un puits à l’autre à la lecture, pendant 2 heures, à 37°C et sans agitation. La 

DNAse est ensuite inactivée par 25 µL de PBS-EDTA 25 mM à 4 °C. 

- 150 µL de PicoGreen sont répartis dans chaque puits et la plaque est incubée à l’abri de la 

lumière pendant 2 à 5 minutes. La fluorescence est ensuite mesurée par le spectropho-

tomètre (InfiniteM200 PRO, Tecan) après une incubation de 2 à 5 minutes sous une lon-

gueur d’onde d’excitation de 480 nm et d’émission de 523 nm. 

Les résultats sont exprimés en ng/mL à partir des points de la gamme étalon. 
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3. NETs et pathologies thrombo-emboliques 

a. Mécanismes de promotion de la thrombose par les NETs 

L’importance des NETs dans la thrombose est désormais bien établie. 

Les NETs favorisent la formation de fibrine en activant la coagulation, à la fois par les voies ex-

trinsèque et intrinsèque : l’ADN, chargé négativement, peut activer le facteur XII, initiateur de la 

voie intrinsèque de la coagulation4,5, et le facteur tissulaire présent sur les NETs peut activer la 

coagulation par la voie extrinsèque6,7.  

Il a en effet été montré que les PNN étaient capables d’exprimer du facteur tissulaire fonctionnel 

à leur surface, probablement par des mécanismes de transfert62,107,108, et que celui-ci était re-

trouvé à la surface des NETs, participant à leur action pro-coagulante5. 

Les NETs peuvent également lier à la fois le vWF et les plaquettes5,6. Les histones H3 et H4 aug-

mentent l’expression membranaire de phosphatidylsérine et de P-sélectine en activant les pla-

quettes, qui vont à leur tour potentialiser l’activation de la coagulation5. En se liant à la protéine 

C, les histones empêchent son activation par la thrombomoduline, neutralisant ainsi son action 

anticoagulante5. Elles sont également capables d’interagir avec l’endothélium en l’activant et 

peuvent avoir une action cytotoxique sur celui-ci109. Les histones, de par leurs capacités à activer 
les plaquettes, à inhiber la fibrinolyse et à endommager l’endothélium, contribuent ainsi forte-

ment à la formation des thromboses5 (Figure 15). 

D’autres composant des NETs sont également impliqués dans la propagation de la coagulation. 

Les enzymes telles que l’élastase neutrophile et la MPO vont respectivement cliver et oxyder les 

anticoagulants endogènes dont le TFPI et la thrombomoduline6. 

 

Figure 15 : Mécanismes de promotion de la thrombose par les NETs, d’après Guy et James110 

Les NETs sont capables d’activer les cellules endothéliales, entraînant une surexpression du facteur tissulaire (FT) et une 

activation de la voie extrinsèque de la coagulation, qui est aussi médiée par le FT associé aux NETs. Les NETs activent 
également la voie intrinsèque via l’activation du facteur XII (FXII) et inhibent certaines protéines anticoagulantes comme 

le tissue factor pathway inhibitor (TFPI). Enfin, les NETs peuvent lier et activer les plaquettes via les histones H3 et H4, 
ainsi que par le facteur de von Willebrand (vWF) présent à leur surface. 

L’action délétère des NETs dans la physiopathologie de la thrombose a été démontrée dans des 

modèles murins, à la fois dans la thrombose veineuse4,61 et dans la thrombose artérielle62. 
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Chez l’homme, des études ont montré la présence de NETs dans les thromboses veineuses111. 

Une corrélation entre ces phénomènes thrombotiques et des biomarqueurs plasmatiques de 

NETose ont été mis en évidence, comme par exemple une augmentation de l’ADN plasmatique 

dans les thromboses veineuses profondes7 ou des taux élevés d’H3Cit associés à une augmenta-

tion de survenue d’évènements thrombotiques veineux chez des patients avec une pathologie 

tumorale112. 

b. NETs et SAPL 

Les premiers cas de thromboses associées à un allongement des tests de coagulation lié à la pré-

sence d’un anticoagulant circulant de type lupique (LA) furent décrits en 1963113. En 1980, Sou-

lier et Boffa rapportent les premières associations entre fausses couches répétées et évènements 

thrombotiques en présence d’un LA114. 

Alors que la première conférence internationale sur les antiphosphoplipides a lieu en 1984, le 

SAPL est finalement décrit en 1987 par Harris comme l’association d’au moins un critère biolo-

gique à au moins une manifestation clinique115. 

Le SAPL est une maladie auto-immune acquise, caractérisée par la survenue de manifestations 

thrombo-emboliques et/ou la survenue de complications obstétricales, associées à la présence, à 

au moins deux reprises et à au moins 12 semaines d’intervalle, d’anticorps de type antiphospho-

lipides. Ces critères diagnostiques ont été définis en 1998 par un collège d’experts dans les 

suites d’une conférence à Sapporo, et publiés en 1999116. Ils ont été actualisés par la suite lors du 

congrès sur le SAPL de 2004 qui s’est déroulé à Sydney (Tableau 2). 

Tableau 2 : Critères de classification du SAPL, dit "critères de Sydney", publiés en 2006117 

Critères cliniques 
Thrombose vasculaire : 

Au moins un épisode thrombotique artériel, veineux ou capillaire 
Évènement confirmé par imagerie ou histologie 

Et/ou 
Complications obstétricales : 

Au moins trois fausses couches spontanées, consécutives et inexpliquées, avant la 10ème semaine de ges-
tation, après exclusion d’une anomalie anatomique ou hormonale maternelle et d’une anomalie chromo-

somique maternelle ou paternelle ; 
Ou 

Une MFIU inexpliquée avec fœtus de morphologie normale après la 10ème semaine de gestation ; 
Ou 

Au moins un accouchement prématuré avec fœtus de morphologie normale avant la 34ème semaine de 
gestation, en rapport avec la survenue d’une pré-éclampsie ou éclampsie sévère, ou avec démonstration 

d’une insuffisance placentaire. 
Critères biologiques  

Retrouvés sur deux prélèvements de sérum ou plasma effectués à au moins 12 semaines d’intervalle 
Lupus anticoagulant  

(recherché selon les recommandations de l’International Society on Thrombosis and Haemostasis118) 
Ou 

Anticorps anti-cardiolipine (IgG ou IgM) à un titre intermédiaire ou élevé  
(mesurés par une technique ELISA standardisée) 

Ou 
Anticorps anti-β2 GP1 (IgG ou IgM) à un titre intermédiaire ou élevé 

(mesurés par une technique ELISA standardisée) 

 

On parle de SAPL primaire en l’absence de pathologie auto-immune associée et de SAPL secon-

daire dans le cas contraire. 
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Les APL sont classés en deux sous-types, en fonction de la méthode qui permet leur détection : 

- Les tests de coagulation, variables selon les laboratoires, sont utilisés afin de mettre en 

évidence les anticoagulants circulants de type lupique (ACC) appelés également lupus 

anticoagulants (LA). Les tests utilisés sont généralement de type TCA sensibilisé avec un 

réactif spécifique, pauvre en phospholipides, et test du dRVVT (temps de venin de vipère 

Russel dilué), plus spécifique. 

- La méthode immunologique, de type ELISA, permet de détecter les anticorps anticar-

diolipines et anti-β2 glycoprotéine-1 (anti-β2 GP1) anti, ceux-ci pouvant être des entités 

distinctes des ACC, leur taux de recouvrement n’étant que de 60 %. 

Le SAPL est un facteur de risque bien établi dans la survenue d’accidents obstétricaux tels que 

les FCS précoces, les MFIU et la prématurité119. Certaines études mettent en avant la responsabi-

lité d’un mécanisme thrombogène exclusif, via la liaison des APL aux protéines de la  prothrom-

bine120,121, tandis que d’autres auteurs suggèrent que les APL fixeraient le complément activé aux 

plaquettes lors de la mise en jeu des cellules inflammatoires et de l’immunité innée, contribuant 

à l’augmentation du risque thrombotique122. 

Yalavarthi et al. ont décrit la libération de NETs, favorisée par les anticorps anti-cardiolipine, 

comme un nouveau mécanisme possible de thrombose dans le SAPL. Après avoir confirmé l'hy-

pothèse que les APL activent les PNN pour libérer les NETs, les chercheurs ont démontré que les 

PNN isolés de patients atteints de SAPL augmentaient significativement la libération spontanée 

de NETs par rapport aux témoins. Il a de plus été mis en évidence une corrélation positive entre 

les ACC, les anticorps anti-β2 GP1 et anti-cardiolipine, et les complexes MPO-ADN circulants8. 

La β2 GP1 est sécrétée par le foie, les monocytes, les trophoblastes, les cellules endothéliales et 

les plaquettes123. La présence d’anticorps anti-β2 GP1 est fréquemment associée à des évène-

ments thrombotiques et une dysfonction des cellules vasculaires124, suggérant une implication 

possible dans la survenue des PVP via une atteinte endothéliale. 

Il a été montré dans des modèles murins que les fausses couches déclenchées par des APL impli-

quaient l'activation de la cascade du complément, notamment C3 et C5, qui conduisent à l'activa-

tion des PNN via l’expression de leur facteur tissulaire. Ces mécanismes induisent la production 

de ROS qui pourrait ensuite endommager le trophoblaste, entraînant à terme la fausse couche40 

(Figure 16). 

 
Figure 16 : Rôle possible des NETs dans les fausses couches spontanées, d'après Hahn et al40. 
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c. NETs et endothélium vasculaire 

La capacité des NETs à activer l’endothélium vasculaire joue un rôle important dans l’initiation 

de la thrombose veineuse, en permettant la libération des corps de Weibel-Palade (WPB) endo-

théliaux qui contiennent notamment du vWF et de la P-sélectine. 

Il a été montré sur des expériences in vitro que mettre en culture des cellules endothéliales acti-

vées avec des PNN favorisait la génération de NETs par ces derniers125 (Figure 18). La forma-

tion des NETs dépend alors des plaquettes51 ou de l’IL-8 et des ROS libérés par l’endothélium126. 

Les NETs formés peuvent ensuite être responsables d’une mort cellulaire endothéliale51,126,127 

via l’activité de certaines protéases ou protéines cationiques qui leur sont associées, comme les 

défensines et les histones127,128. Ces dernières présentent une haute affinité pour les PL mem-
branaires et leur interaction avec les membranes endothéliales entraîne la formation de pores 

membranaires avec influx d’ions109,129,130, en particulier de Ca2+, provoquant l’exacerbation de 

l’activation endothéliale et de la libération des WPB131. 

Les interactions entre l’endothélium activé et les PNN circulants sont aujourd’hui de mieux en 

mieux connues132 (Figure 17) et s’inscrivent dans le concept plus général d’immunothrombose. 

 

 

Figure 17 : Recrutement des PNN et renforcement de la thrombose veineuse, d'après Yago et al.132 

L'endothélium activé exprime la P-sélectine, l'ICAM-1 et la CXCL1 fixée aux protéoglycanes membranaires. Les PNN sont 

d'abord capturés par l'endothélium activé par une interaction entre la P-sélectine et la PSGL-1, puis par une interaction 
entre la CXCL1 et son récepteur, le CXCR2. La signalisation intracellulaire induite par la PSGL-1 et le CXCR2 conduit à un 

changement conformationnel de l'intégrine αLβ2 qui interagit avec l'ICAM-1 et assure une adhésion ferme. La formation 
de NETs est ensuite déclenchée par des signaux en aval de PSGL-1 et CXCR2. 
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Figure 18 : Un modèle d'implication des NETs dans la thrombose veineuse profonde, d'après Fuchs et al.68 

(A) La thrombose veineuse profonde est déclenchée par une hypoxie locale et l'activation des cellules endothéliales (ECs) 
à la suite d'une restriction/perturbation du flux. L'endothélium activé libère du facteur de von Willebrand ultra-large 

(ULVWF) et de la P-sélectine contenus dans les corps de Weibel-Palade (WPB) endothéliaux et qui servent alors de média-
teurs pour l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles. Les plaquettes activées recrutent ensuite le facteur tissulaire 

(TF) qui va activer la voie intrinsèque de la coagulation. (B) Les plaquettes activées et l'endothélium induisent la forma-
tion de NETs chez les PNN adhérents. Les NETs fournissent une structure supplémentaire pour l'adhésion des plaquettes 

et des globules rouges, favorisent la formation de fibrine et exacerbent l'activation des plaquettes et de l'endothélium. (C) 
La plasmine, l’ADAMTS13 et la DNAse dégradent ensuite respectivement la fibrine, l'ULVWF et l'ADN extracellulaire lors 
de la thrombolyse. Les monocytes/macrophages (Mø) libèrent une source supplémentaire de DNAse, génèrent de la plas-

mine et favorisent le rétablissement du flux sanguin. 

d. Le concept d’immunothrombose 

Le terme « immunothrombose » a été utilisé pour la première fois en 2013 par Engelmann et 

Massberg6, faisant évoluer le paradigme de Virchow en décrivant le lien entre réponse immuni-

taire innée et coagulation sanguine. La découverte de cette interaction étroite découle des ob-

servations réalisées ces dernières années, en particulier concernant la NETose. 

De nombreux acteurs du système immunitaire inné (PNN, monocytes, système du complément) 

et hémostatique (plaquettes, cellules endothéliales, facteurs de la coagulation) interviennent et 

permettent la génération intravasculaire d’un réseau de microthrombi facilitant la capture, la 

reconnaissance puis la destruction des pathogènes, permettant ainsi d’endiguer leur dissémina-

tion tout en limitant les effets collatéraux sur l’organisme. 

Les NETs jouent ainsi un rôle central dans ce concept d’immunothrombose, où leurs propriétés 

antimicrobiennes sont liées à leur activité prothrombotique61,133. Le rôle protecteur des NETs 

dans l'infection peut néanmoins avoir un coût élevé, comme l'illustre l'association entre la for-

mation intravasculaire de NETs et les lésions endothéliales, la mauvaise perfusion et les lésions 

organiques observées dans des modèles murins d'endotoxémie9,51,134. 

Dans le contexte des pathologies vasculaires placentaires, la constitution d’une « maladie endo-

théliale » au sein du placenta, probablement induite par le défaut de remodelage vasculaire, 

laisse à penser que tous ces mécanismes impliquant les NETs ont lieu également et pourraient 

être des éléments physiopathologiques importants chez les femmes pour lesquelles il n’est pas 

retrouvé de thrombophilie associée.  
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HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 

A. Hypothèse 

Dans cette étude, nous avons fait l’hypothèse que les NETs étaient impliqués dans la survenue 

d’une PVP ou de FCR chez les patientes pour lesquelles aucun terrain de thrombophilie sous-

jacente n’a été démontrée. Plus précisément, que les patientes ayant des antécédents de PVP ou 

de FCR sans thrombophilie ont des taux basaux de biomarqueurs de NETose augmentés par 

rapport à des témoins sains, et se rapprochant des taux observés chez des patientes ayant un 

SAPL avéré. 

B. Objectifs 

Les objectifs de cette étude étaient de comparer les taux de plusieurs biomarqueurs de NETose 

(ADN libre plasmatique, complexes MPO-ADN, histones H3 citrullinées, et DNAse) des patientes 

pour lesquelles les complications obstétricales restent inexpliquées avec (1) les taux de NETs de 

sujets contrôles sains, et (2) les taux de NETs dosés chez des patientes avec complications obsté-

tricales et des antiphospholipides intermittents ou un SAPL avéré. 
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Les résultats de la thèse sont présentés sous forme d’article.  
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Abstract 

Placental vascular pathologies refer to vascular complications associated with a dysregulated 

maternal-blood circulation causes by an abnormal placental vascularization. These pathologies 

frequently involve thrombophilia. For example, patients with antiphospholipid syndrome, a hy-

percoagulable state, are severely affected by these pregnancy-related complications. Thrombo-

philia is also a risk factor for recurrent early pregnancy loss, another common obstetric disor-

der. 

However, thrombophilia does not explain all placental vascular pathologies and recurrent early 

pregnancy losses. Some patients are indeed free of the biological markers of thrombophilia 

(presence of antiphospholipids; deficiency in antithrombin, protein C or protein S; activated 

protein C resistance; factor V Leiden or factor II mutations; or hyperhomocysteinemia), suggest-

ing that these conditions may be driven by another underlying mechanism. 

Neutrophil Extracellular Traps (NETs) are networks of decondensed chromatin and proteins 

released by polymorphonuclear neutrophils actively involved in thrombosis, including the an-

tiphospholipid syndrome. 

No study has yet investigated the relationship between NETs and PVP/REPL. According to re-

cent observations on the pathogenic potential of the compounds on endothelial and tropho-

blastic cells, we hypothesized that NETs are involved in the onset of PVP/REPL in patients with-

out thrombophilia. More precisely, that patients with PVP/REPL free of thrombophilia have in-

creased baseline levels of NETs compared to healthy controls and have similar levels to those 

achieved in patients with obstetric APS. The aim of this study was thus to compare plasma levels 

of several NET biomarkers (cell-free DNA, MPO-DNA complexes, citrullinated histones H3, and 

DNase) of patients with a history of unexplained PVP or REPL with (1) healthy controls, and (2) 

patients with obstetric APS or unconfirmed antiphospholipid antibodies. 

We found significantly higher levels of MPO-DNA complexes and DNase in patients with unex-

plained PVP/REPL compared to healthy controls. Conversely, levels of citrullinated histones H3 

and cell-free DNA were significantly higher in healthy controls than in the study patients. There 

was no difference in NETs levels according to the antiphospholipid antibody status (no an-

tiphospholipid antibodies, intermittent or unconfirmed antiphospholipid antibodies at 12 

weeks, or confirmed obstetric antiphospholipid syndrome). 

As previous studies have shown that NET biomarkers such as MPO-DNA complexes were in-

creased in antiphospholipid syndrome, these results appear to be consistent with our hypothesis 

of increased baseline NETs levels in patients without thrombophilia. The lower levels of NETs 

found in patients compared to healthy controls may reflect the lack of sensitivity of some NETs 

biomarkers to evaluate NETosis. Further studies with larger sample sizes, prospective follow-

ups and a control group of women with a history of non-complicated pregnancies are required 

to confirm these results. 
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Introduction 

Placental vascular pathology (PVP) refers to a vascular complication associated with preeclamp-

sia and eclampsia, retroplacental hematoma (RPH), HELLP syndrome, small for gestational age 

newborns, intrauterine growth restriction (IUGR), and intrauterine fetal demise (IUFD). These 
conditions are characterized by a dysregulated maternal-fetal blood circulation caused by an 

abnormal placenta vascularization and for which thrombophilia is frequently involved. For ex-

ample, patients with antiphospholipid syndrome (APS), a hypercoagulable state, are severely 

affected by these pregnancy-related complications. Thrombophilia is also a risk factor for recur-

rent early pregnancy loss (REPL), another common obstetric disorder. 

However, thrombophilia does not explain all PVP and REPL. Some patients with a history of PVP 

or REPL are indeed free of the biological markers of thrombophilia (presence of antiphospholip-

ids; deficiency in antithrombin, protein C or protein S; activated protein C resistance; factor V 

Leiden or factor II mutations; or hyperhomocysteinemia), suggesting that these conditions may 

be driven by another underlying mechanism. 

Neutrophil Extracellular Traps (NETs), which are networks of chromatin and proteins released 

by polymorphonuclear neutrophils, are actively involved in thrombosis1–4, including in patients 

with APS5. No study has yet investigated the relationship between NETs and PVP/REPL. Accord-

ing to recent observations on the pathogenic potential of these compounds on endothelial and 

trophoblastic cells6, we hypothesized that NETs are involved in the onset of PVP/REPL in pa-

tients without thrombophilia. More precisely, that patients with PVP/REPL free of thrombophil-

ia have increased baseline levels of NETs compared to healthy controls and have similar levels to 

those achieved in patients with obstetric APS. The aim of this study was thus to compare plasma 

levels of several NET biomarkers (cell-free DNA (cfDNA), MPO-DNA complexes, citrullinated 

histones H3 (H3Cit), and DNase) of patients with a history of unexplained PVP or REPL with (1) 

healthy controls, and (2) patients with obstetric APS or unconfirmed antiphospholipid antibod-

ies.  
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Materials and Methods 

Study population: 

In this cross-sectional study, plasma samples were selected from patients referred for etiological 

evaluation of obstetrical complications related to uteroplacental vascular insufficiency in the 

Internal Medicine Unit of the University Hospital of Bordeaux between November 2013 and De-

cember 2019. As we aimed at demonstrating that patients with unexplained PVP or REPL have 

an increased baseline NETosis activity, we excluded plasma samples from patients with other 

conditions and for which increased (age over 45 y7, a family history of PVP or REPL, a current 

pregnancy8,9, or with significant antinuclear antibodies10,11) or decreased (a heparin or aspirin 

medication12) levels of NET biomarkers are expected. Then, we stratified patients according to 

the presence of antiphospholipid antibodies in three subgroups: patients with unexplained 

PVP/REPL, and two patient control groups with an expected increased NETosis activity (pa-

tients with a diagnosis of obstetric APS and patients with intermittent or unconfirmed antiphos-

pholipid antibodies). To compare levels of NETs biomarkers to reference levels, healthy controls 

(men and women) were also recruited from the laboratory staff. 

Plasma collections: 

Plasma samples were obtained from citrated tubes. As increased NET levels are expected during 

pregnancy, tubes were collected at least several weeks after delivery to allow a return to base-

line NET levels. 

Quantification of plasma DNA:  

Plasma DNA were measured using Quant-it PicoGreen dsDNA kit (Thermo Fisher Scientific, Wal-

tham, MA, USA)). PicoGreen is a probe capable of intercalating into the DNA, causing it to emit a 

fluorescence. Plasmas were mixed with 150 μL of PicoGreen-containing solution to label DNA. 

The samples and the probe are deposited at equal volume in a 96-well plate. The plate is black in 

color to limit interference of fluorescence from one well to another. After incubation for 2 to 5 

minutes, fluorescence was recorded using spectrofluorometer (InfiniteM200 PRO; Tecan, 

Männeforf, Switzerland) with a 480 excitation and 523 emission filter set. Autofluorescence was 

considered as background and determined in samples mixed with TE 1X buffer solution without 

PicoGreen. DNA concentrations (ng/mL) were calculated based on a standard curve of known 

concentrations of DNA. 

Quantification of citrullinated histone H3:  

H3Cit levels were determined according to Thålin et al13. In detail, 96-well plates were coated 

with an anti-histone antibody (Cell Death Detection ELISA; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) 

overnight at 4 °C, and blocked with the incubation buffer. H3Cit standards were obtained by 

incubation of recombinant human peptidylarginine deiminase 4 (PAD4) (Cayman Chemicals, Ann 

Arbor, MI, USA) and recombinant human histone (Cayman Chemicals). H3Cit standards and 

plasma samples were incubated at room temperature and washed with 0.05% PBS containing 

Tween 20, and anti-H3Cit antibody (ab5103; Abcam, Cambridge, MA, USA), was added for 90 

minutes. After another washing step, anti-rabbit horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-

body (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) was incubated for one hour, and washing was performed 

again. After incubation with 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine (Sigma-Aldrich) for 25 min, the reac-

tion was stopped with 2% sulfuric acid. The absorbance was measured using spectrofluorome-

ter (InfiniteM200 PRO; Tecan, Männeforf, Switzerland) with a 450 excitation and 620 emission 

filter set. H3Cit levels were thus expressed in absorbance units. 
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Quantification of MPO-associated DNA:  

To quantify the MPO-associated DNA in plasma, we used a sandwich ELISA method based on 

capture of the MPO-associated DNA and derived from an existing kit (Cell Death ELISA; Roche, 

Basel, Switzerland). Anti-MPO solution (1:200; 5 µg/mL) (mouse anti-human myeloperoxydase; 
Bio-Rad, Hercules, CA, USA) was coated onto 96-well plates overnight at 4 °C. After three washes 

(with PBS + Tween 20 0.05%; 300 µL each), the wells were saturated with incubation buffer 

(supplied in the kit) for 30 minutes at room temperature. Then, the wells were washed three 

times and 40 µL of plasma were incubated with 60 µL of incubation buffer for 90 minutes with-

out shaking. After a new wash cycle, 100 µL of incubation buffer containing peroxidase-labelled 

anti-DNA (1:25) were added to the wells and incubated without shaking for 90 minutes at room 

temperature. Then, the wells were washed three times and 100 µL of ABTS (supplied in the kit) 

was added. After 30 minutes of incubation at room temperature and 300 r.p.m. in the dark, the 

reaction was stopped with 100 µL of SDS. The absorbance was measured using spectrofluorome-

ter (InfiniteM200 PRO; Tecan, Männeforf, Switzerland) with a 405 excitation and 490 emission 

filter set. To calculate NET percentage, fluorescence obtained from cells activated with PMA 100 

nM was considered as 100% NET formation. The NET-standard was a mix of DNase-digested 

supernatants of PMA-stimulated neutrophils obtained from at least five different and independ-

ent human donors. 

Quantification of DNase:  

DNase levels were determined according to a method developed by Dr Colomer (INSERM 1034). 

Plasmas were incubated with DNA (100 µL of a 0.5 µg/mL DNA solution) and without DNA (re-

placed by 100 µL of Tris-EDTA 1X, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for two hours at 

37 °C and without shaking in a black multi-well plate. DNase was then inactivated with 25 µL of 

25 mM PBS-EDTA at 4 °C, and 150 µL of PicoGreen from the Quant-it PicoGreen dsDNA kit (Ther-

mo Fisher Scientific) was distributed in each well. After 2 to 5 minutes of incubation in the dark,  

fluorescence was measured by the spectrophotometer (InfiniteM200 PRO; Tecan, Männeforf, 

Switzerland) at an excitation wavelength of 480 nm and an emission wavelength of 523 nm. The 

black plate limited fluorescence interferences from one well to another. Results were expressed 

in ng/mL from standard range points of recombinant DNase 1 prepared from a 10 mg/mL stock 

solution (Roche, Basel, Switzerland). 

 

Statistical analyses:  

To describe the biological, demographic and clinical characteristics of the patients and the levels 

of NETs in the studied samples, data were summarized using mean (standard deviation), median 

(quartiles), and minimum and maximum values for quantitative variables; and frequencies and 

proportions for qualitative variables. Wilcoxon rank sum test and Kruskal-Wallis test were used 

to compare the group of unexplained PVP/REPL with the healthy control group and with the 

groups of unconfirmed antiphospholipid antibodies and obstetric APS, respectively. Significance 

was set at p<0.05. Notched box plots were then used as representations of the distribution of the 

NETs values for controls and subgroups of patients, and according to the type of antiphospholip-

id antibodies detected in the plasma. We also used scatter plots to explore a possible role of age 

and delay between delivery and blood collection on NETs levels. All statistical analyses were 

performed with R software (version 3.5.2).  
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Results 

Characteristics of the study population 

Forty-eight participants were included in the present study: 38 with obstetrical complications 

and 10 healthy controls. Among patients with obstetrical complications, 14 had an history of 

PVP/REPL with a diagnosis of obstetric APS, 9 had PVP/REPL with intermittent or unconfirmed 

antiphospholipid antibodies, and 15 had unexplained PVP/REPL. Patients were 33.3 + 5.5 years 

old in average and those with unexplained PVP/REPL were slightly older (Table 1). Obstetrical 

complications include REPL (44.7%), IUGR (28.9%), eclampsia (15.8%), IUFD (13.2%), and 

small for gestational age newborns (7.9%). IUFD was most commonly found in patients with 

unexplained PVP/REPL (26.7% versus 0% for those with unconfirmed antiphospholipid antibod-

ies and 7.1% for those with obstetric APS), while patients who suffered from REPL were mostly 

those unexplained or with unconfirmed antiphospholipid antibodies, and IUGR and eclampsia 

affected patients with unconfirmed antiphospholipid antibodies and obstetric APS. 

The delay between the delivery and the blood collection was 10.7 + 17.8 months in average. Pa-

tients with obstetric APS were positive for lupus anticoagulants at 78.6%, for anticardiolipin 

antibodies at 33.3% and for anti-β2GP1 antibodies at 14.3% (55.6%, 33.3%, and 11.1% for pa-

tients with intermittent or unconfirmed antiphospholipid antibodies, respectively). 

Significant differences in NET biomarkers between patients with unexplained PVP/REPL and 

healthy controls 

We first observed that levels of MPO-DNA complexes were higher in average in the groups with 

PVP/REPL compared with healthy control group (Figure 1). Surprisingly, levels of cfDNA and 

H3Cit were decreased in any of the groups with PVP/REPL compared with healthy controls 

(Figure 2 and 3). Conversely, levels of DNase were lower in average in the healthy control 

group compared to the groups with PVP/REPL (Figure 4). DNase was expected to vary inversely 

to other biomarkers according to his role in the regulation of NETs, but it can also be assumed 

that DNase levels may not increase sufficiently to be able to destroy all circulating NETs, and 

thus constitute a positive marker of NETosis. 

These differences in NET biomarkers between patients with unexplained PVP/REPL and healthy 

controls were significant (Table 2). 

No difference in NET biomarkers between patients with unexplained PVP/REPL and patients with 

obstetric APS or unconfirmed antibodies 

The groups of patients with unconfirmed antiphospholipid antibodies or obstetric APS were 

considered as patient control groups with impaired NETosis activity. 

Except when comparing levels of cfDNA between patients with obstetric APS and healthy con-

trols, all biomarkers of NETosis where significantly different between each patient control group 

and healthy controls: MPO-DNA and DNase were higher in patients with unconfirmed antiphos-

pholipid antibodies and patients with obstetric APS (p=0.004 and p=0.003, and p<0.001, 

p=0.001, respectively); cfDNA (p=0.030, p=0.080) and H3Cit (p=0.002, p=0.006) were lower. 

The levels of NET biomarkers were compared between these groups and patients with unex-

plained PVP/REPL. No difference was found between the groups (Table 2). 

In addition, the levels of NETs did not differ according to the presence or the absence of a certain 

type of antiphospholipid antibodies in the plasma (Figure 5), age (Figure 6), or the delay be-

tween the delivery and the blood collection (Figure 7). 
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Table 1. Characteristics of patients with vascular-related pregnancy complications according to antiphospholipid syndrome status. Bordeaux 
(France), 2013-2019. 
 

  Placental vascular pathology or recurrent early pregnancy loss 

Characteristics 

Overall Unexplained 

With intermittent or 

unconfirmed aPL antibodies With obstetric APS 

N = 38 N = 15 N = 9 N = 14 

Antibodies presence         

Lupus anticoagulants**, N (%) 16 (42.1)   5 (55.6) 11 (78.6) 

Anticardiolipin**, N (%) 9 (23.7)   3 (33.3) 6 (42.9) 

Anti-β2GP1**, N (%) 3 (7.9)   1 (11.1) 2 (14.3) 

Demographic         

Age (years)         

 Median (Q1 - Q3) 34.2 (29.8 – 36.0) 35.6 (32.2 – 36.2) 33.0 (27.9 – 36.0) 33.5 (29.4 – 35.1) 

 Min - Max 21.2  – 43.5 26.0 – 42.1 24.7 – 43.5 21.2 – 43.5 

Delay between delivery and sampling (months)         

 Median (Q1 - Q3) 3.5 (1.8 – 10.0) 2.0 (0.9 – 9.0) 2.6  (0.7 – 4.3) 4.4 (2.9 – 10.0) 

 Min - Max 0  – 60.5 0 – 60.0 0 – 50.2 1.2 – 60.5 

Placental vascular pathology         

Early pregnancy loss > 3, N (%) 17 (44.7) 10 (66.7) 4 (44.4) 3 (21.4) 

Intrauterine growth restriction, N (%) 11 (28.9) 2 (13.3) 3 (33.3) 6 (42.9) 

Eclampsia, N (%) 6 (15.8) 0 (0) 1 (11.1) 5 (35.7) 

Small for gestational age newborns, N (%) 3 (7.9) 1 (6.7) 1 (11.1) 1 (7.1) 

Intrauterine fetal demise, N (%) 5 (13.2) 4 (26.7) 0 (0) 1 (7.1) 

Notes: aPL: antiphospholipid; APS: antiphospholipid syndrome; Q1: quartile 1; Q3: quartile 3; Min: minimum; Max: maximum. 
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Table 2. Levels of neutrophil extracellular traps biomarkers in controls and patients with vascular-related pregnancy complications according to the 
antiphospholipid syndrome status. Bordeaux (France), 2013-2019. 
 

 
Overall Healthy controls 

Unexplained 
PVP/REPL 

 PVP/REPL with intermittent 
or unconfirmed aPL antibodies PVP/REPL with obstetric APS 

 

NETs N = 48 N = 10 N = 15 p* N = 9 N = 14 p** 

Cell-free DNA (ng/mL)             

 Mean (SD) 122.6 (17.1) 135.5 (19.7) 116.8 (15.0) 0.012 118.9 (14.2) 121.9 (15.6) 0.787 

 Median (Q1 - Q3) 125.0 (113.8 – 131.2) 140.5 (130.2 – 148.2) 119.0 (103.5 – 128.0)  126.0 (116.0 – 128.0) 120.5 (114.8 – 127.8)  

 Min - Max 91.0  – 156.0 92.0 – 156.0 91.0 – 141.0  92.0 – 131.0 95.0 – 146.0  

Myeloperoxidase-DNA 
complexes (Eq % NET) 

            

 Mean (SD) 0.129 (0.185) 0.049 (0.082) 0.169 (0.230) 0.002 0.112 (0.055) 0.156 (0.230) 0.539 

 Median (Q1 - Q3) 0.080 (0.050 – 0.110) 0.022 (0.007 – 0.046) 0.080 (0.070 – 0.130)  0.090 (0.080 – 0.110) 0.080 (0.063 – 0.103)  

 Min - Max 0.002 – 0.940 0.002 – 0.275 0.040 – 0.940  0.060 – 0.220 0.040 – 0.920  

Citrullinated histone 
H3 (Abs 450 nm) 

            

 Mean (SD) 0.145 (0.069) 0.145 (0.069) 0.079 (0.030) 0.007 0.063 (0.020) 0.079 (0.026) 0.296 

 Median (Q1 - Q3) 0.140 (0.095 – 0.175) 0.140 (0.095 – 0.175) 0.072 (0.054 – 0.101)  0.054 (0.049 – 0.076) 0.075 (0.063 – 0.094)  

 Min - Max 0.060 – 0.300 0.060 – 0.300 0.039 – 0.134  0.038 – 0.093 0.046 – 0.140  

DNase (ng/mL)             

 Mean (SD) 52.5 (10.9) 37.8 (3.6) 58.7 (3.4) <0.001 54.7 (8.6) 55.1 (12.0) 0.289 

 Median (Q1 - Q3) 56.0 (45.0 – 60.0) 38.0 (36.5 – 38.3) 58.0 (56.0 – 61.0)  54.0 (48.0 – 58.0) 58.0 (55.2 – 60.8)  

 Min - Max 17.0 – 72.0 30.5 – 43.5 54.0 – 64.0  45.0 – 72.0 17.0 – 64.0  

Notes: aPL: antiphospholipid; APS: antiphospholipid syndrome; PVP: placental vascular pathology; REPL: recurrent early pregnancy loss; Q1: quartile 1; Q3: quartile 3; Min: minimum; 
Max: maximum. 

* Wilcoxon rank sum test to compare the group of unexplained PVP with the healthy control group. 

** Kruskal-Wallis test to compare the group of unexplained PVP with the groups with intermittent or unconfirmed aPL antibodies and with obstetric APS. 
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  * Statistically significant (p<0.005); NS: Not significant 
 

Figure 1. Levels of myeloperoxidase-DNA complexes in patients with vascular-related pregnan-

cy complications (PVP/REPL) according to antiphospholipid (aPL) syndrome status (APS) and in 

controls. Bordeaux (France), 2013-2019.  

 
  * Statistically significant (p<0.005); NS: Not significant 
 

Figure 2. Levels of cell-free DNA in patients with vascular-related pregnancy complications 

(PVP/REPL) according to antiphospholipid (aPL) syndrome status (APS) and in controls. 

Bordeaux (France), 2013-2019. 

* 

NS 

NS 

* 
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  * Statistically significant (p<0.005); NS: Not significant 
 

Figure 3. Levels of citrullinated histone H3 in patients with vascular-related pregnancy compli-

cations (PVP/REPL) according to antiphospholipid (aPL) syndrome status (APS) and in controls. 

Bordeaux (France), 2013-2019. 

 
  * Statistically significant (p<0.005); NS: Not significant 
 

Figure 4. Levels of DNase in patients with vascular-related pregnancy complications 

(PVP/REPL) according to antiphospholipid (aPL) syndrome status (APS) and in controls. 

Bordeaux (France), 2013-2019. 

* 

* 

NS 

NS 
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Figure 5. Levels of neutrophil extracellular traps biomarkers in patients with vascular-related pregnancy complications according to the presence or 

the absence of a certain type of antiphospholipid antibodies in the plasma. Line 1 displays cell-free DNA levels, line 2, myeloperoxidase-DNA com-

plexes, line 3, citrullinated histone H3, and line 4, DNase. Bordeaux (France), 2013-2019. 
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Figure 6. Levels of neutrophil extracellular traps biomarkers with age in patients with vascular-

related pregnancy complications (PVP/REPL) according to antiphospholipid (aPL) syndrome 

status (APS): (A) cell-free DNA, (B) myeloperoxidase-DNA complexes, (C) citrullinated histone 

H3, and (D) DNase. Bordeaux (France), 2013-2019. 
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Figure 7. Levels of neutrophil extracellular traps biomarkers in patients with vascular-related 

pregnancy complications (PVP/REPL) with delay between delivery and sampling and according 

to antiphospholipid (aPL) syndrome status (APS): (A) cell-free DNA, (B) myeloperoxidase-DNA 

complexes, (C) citrullinated histone H3, and (D) DNase. Bordeaux (France), 2013-2019. 
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Discussion 

In this descriptive study, mean levels of MPO-DNA complexes and DNase were significantly 

higher in patients with unexplained PVP/REPL compared to healthy controls. MPO-DNA com-

plexes remain an unexplored plasma biomarker in the context of PVP/REPL, as well as H3Cit, 

while a high DNase I activity has been previously reported in IUGR14. Conversely, cfDNA and 

H3Cit were significantly higher in healthy controls than in patients with unexplained PVP/REPL. 

This result is unexpected as high levels of cfDNA have been correlated to a high DNase I activity 

(a component of the cfDNA elimination system) in a previous study15. However, cfDNA is also a 

product of apoptosis and other cell lysis processes which could partially explain the higher mean 

levels of cfDNA in the healthy control group compared to the patient groups. We also found no 

evidence of a difference in NET levels according to the APS status (absence of antiphospholipid 

antibodies, presence of intermittent or unconfirmed antiphospholipid antibodies at 12 weeks or 

confirmed obstetric APS). As previous studies have shown that NETs biomarkers like cfDNA and 

MPO-DNA complexes are increased in a context of APS5, this result appears to be consistent with 

our hypothesis of baseline increased NETs levels in patients free of thrombophilia. 

The limitations of the study include a small sample size and the lack of a control group com-

posed by women with a history of non-complicated pregnancies. As we aimed to specifically 

investigate NETosis in the context of unexplained PVP/REPL, we selected plasma samples from 

patients for which increased levels of NETs was not expected: age < 45 y, no family history of 

PVP or REPL, no current pregnancy, and no significant antinuclear antibodies; and without a 

heparin or an aspirin medication that could have lowered the levels of NETs. Indeed, neutrophil 

ageing predisposes to over activation by increasing NETosis16. NETs formation and neutrophil 

pro-NETotic priming, which are associated with increases in NETosis markers including PAD4, 

H3Cit, and MPO, are also increased during pregnancy9, and NETs may be involved in antineutro-

phil cytoplasmic antibody-associated vasculitis10,11. Conversely, heparins can directly interact 

with VWF, thereby blocking DNA binding to VWF, which could inhibit the prothrombotic effect 

of NETs12. These exclusion criteria limited the sample size in this study. 

Some of the methods to measure NETs biomarkers lack specificity and sensitivity to investigate 

NETosis. As explained before and although the technique is very reproducible, cfDNA is a prod-

uct of cell lysis, regardless of the process involved. In addition, although H3Cit are a more specif-
ic NETosis biomarker, their quantification remains difficult due to a lack of standardized tests 

and concerns only PAD4-dependent NETosis17. Thålin et al. recently showed that enzymatically 

citrullinated H3 proteins are compromised by high enzyme-dependent lot variability as well as 

instability in plasma. They furthermore demonstrated that most of commercially available anti-

bodies directed against intrapeptidyl citrulline display poor specificity for their reported target 

when tested against a panel of semi-synthetic nucleosomes containing distinct histone H3 citrul-

linations13. However, to detect NETosis as precisely as possible, this present study measured 

several biomarkers of NETosis with methods currently described in the literature. 

Given that thrombosis is related to dysfunctions at the interface between innate immunity and 

haemostasis18–20, it is important to investigate the potential role of neutrophils activation and 

NETosis in thrombosis-related diseases such as PVP and REPL. NETs may play an important role 

through their action on endothelial21–23 and trophoblastic cells6 and the genesis of uteroplacental 

vascular insufficiency24. Further studies with prospective follow-ups, larger sample sizes, and 

adequate control groups are required to confirm this hypothesis. The highlighting of a link be-

tween increased NETs levels in thrombophilia-free women and unexplained PVP/REPL could 

lead to the use of NETs biomarkers as predictive markers of PVP/REPL in the future, especially 

as innovative simpler and potentially more specific methods of detection such as flow cytometry 

are currently under development25,26. 
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Titre : Marqueurs de NETs dans les pathologies vasculaires placentaires 

Résumé : 

Les pathologies vasculaires placentaires (PVP) sont des complications vasculaires ayant pour 

dénominateur commun la présence d’anomalies de vascularisation placentaire qui détériorent la 

circulation materno-fœtale et sont responsables d’insuffisances vasculo-placentaires. Ces patho-

logies sont fréquemment associées à une thrombophilie, en particulier chez les patientes at-

teintes de syndrome des antiphospholipides. La thrombophilie est par ailleurs un facteur de 

risque de fausses couches spontanées précoces à répétition (FCR), qui est une autre complica-

tion fréquemment rencontrée dans la pratique obstétricale. 

Certaines patientes ont néanmoins un bilan de thrombophilie négatif malgré la survenue de FCR 

ou d’évènements obstétricaux liés à une insuffisance vasculo-placentaire, ce qui laisse à penser 

que d’autres mécanismes physiopathologiques entrent en jeu dans ces pathologies. La NETose 

est un processus physiopathologique assuré par les polynucléaires neutrophiles qui consiste en 

l’émission de filets de chromatine décondensée et de protéines, relargués dans le milieu extra-

cellulaire. Ces filets, appelés NETs pour Neutrophil Extracellular Traps, constituent une des voies 

d’initiation de la thrombogenèse, y compris dans le syndrome des antiphospholipides. 

Dans cette étude, nous avons fait l’hypothèse de l’implication des NETs dans la survenue des PVP 

et des FCR chez des patientes sans thrombophilie, hypothèse renforcée par des observations 

récentes sur le potentiel pathogène des NETs sur les cellules endothéliales et trophoblastiques. 

Plus précisément, que les patientes ayant des antécédents de PVP ou de FCR sans thrombophilie 

ont des taux basals de biomarqueurs de NETose augmentés par rapport à des témoins sains, 

mais comparables aux taux de celles ayant un SAPL avéré. Les objectifs de cette étude étaient 

ainsi de comparer les taux de plusieurs biomarqueurs de NETose (ADN libre plasmatique, com-

plexes MPO-ADN, histones H3 citrullinées, et DNAse) des patientes pour lesquelles les complica-

tions obstétricales restent inexpliquées avec (1) les taux de NETs de témoins sains, et (2) les 

taux de NETs de patientes avec des antiphospholipides intermittents ou un SAPL avéré. 

Les taux plasmatiques de complexes MPO-ADN et de DNAse étaient significativement plus élevés 

chez les patientes ayant des PVP/FCR inexpliquées par rapport aux témoins sains. En revanche, 

les taux d’histones H3 citrullinées et d’ADN plasmatiques étaient significativement plus élevés 

chez les témoins sains que chez les patientes de l’étude. Nous n'avons par ailleurs pas retrouvé 

de différence en fonction du statut vis-à-vis des anticorps antiphospholipides (absence d'anti-

corps, présence d'anticorps intermittents ou non confirmés à 12 semaines, ou syndrome des 

antiphospholipides confirmé). De précédentes études ayant montré que certains biomarqueurs 

de NETs comme les complexes MPO-ADN étaient augmentés dans le syndrome des antiphospho-

lipides, ce résultat semble confirmer notre hypothèse d'une augmentation des taux de base des 

NETs chez les patientes sans thrombophilie. Les taux plus faibles d’autres marqueurs de NETs 

chez les patientes par rapport aux témoins sains peuvent refléter le manque de sensibilité de ces 

marqueurs pour évaluer la NETose. Des études supplémentaires avec des échantillons plus im-

portants, un suivi prospectif et un groupe témoin composé de femmes ayant des antécédents de 

grossesses sans complication sont nécessaires pour confirmer ces résultats. 

Mots clefs : NETose, pathologie vasculaire placentaire, insuffisance vasculaire placentaire, syn-

drome des antiphospholipides, fausses couches spontanées précoces à répétition, ADN plasma-

tique, complexes MPO-ADN, histones H3 citrullinées, DNAse. 
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