
137 
 

 

 

2.1.  Article : « Le hCMV modifie l’expression de marqueurs de surface des 

petites vésicules extracellulaires isolées d’histocultures placentaires de 

premier trimestre »  
 

L’utilisation de modèles cellulaires, bien que réductionniste, permet de gagner en 

reproductibilité et de disséquer en détail les mécanismes biologiques impliqués en conditions 

physiologiques ou pathologiques. Après avoir caractérisé en détail la composition des sEV au 

cours d’une infection par le hCMV dans le modèle trophoblastique de cellules HIPEC, nous 

avons complété notre recherche avec un autre modèle plus proche de la physiologie. Notre 

équipe a mis au point il y a quelques années un modèle d’étude d’explants placentaires de 

premier trimestre issus d’IVG. Ces explants placentaires sont conservés en culture à l’interface 

air-liquide sur une longue période de quinze jours. Ce modèle d’histocultures placentaires ex 

vivo est permissif à l’infection par le hCMV (Benard et al., 2014; Lopez et al., 2011). Nous 

avons adapté ce modèle de placenta infecté par hCMV afin de récolter les sEV produites par le 

tissu placentaire au cours des quinze jours de culture et les résultats obtenus sont présentés dans 

l’article joint intitulé «Human Cytomegalovirus infection changes the pattern of surface 

markers of small extracellular vesicles isolated form first trimester placental histocultures », 

publié le 10 septembre 2021 dans Frontiers in Cell and Developmental Biology (doi : 

10.3389/fcell.2021.689122). Nous avons pour ce travail obtenu l’accord des CPP grâce au 

centre de ressources biologiques Germethèque (numéro d’autorisation CPP.2.15.27). 

Dans le travail présenté dans l’article joint, nous avons montré que bien que la sécrétion 

des sEV soit conservée, la composition des sEV produites par le tissu placentaire infecté in vitro 

par le hCMV était modifiée par rapport à la condition contrôle non infectée (issue du même 

placenta). Nous avons notamment remarqué une surexpression des marqueurs protéiques CD81 

et EpCAM (= CD326) à la surface des sEV issues de placenta infectés par le hCMV, par 

comparaison au placenta non-infecté. Ces deux protéines présentent un intérêt particulier dans 

Impact  de  l’infection  par  le  Cytomégalovirus  sur  les  petites  vésicules 

extracellulaires issues d’explants placentaires ex vivo 

https://doi.org/10.3389/fcell.2021.689122


138 
 

le cadre de l’infection placentaire par le hCMV. La tétraspanine CD81 est en effet connue pour 

participer à l’entrée virale du hCMV, notamment via ses interactions avec CD9 et CD44 qui 

forment des plateformes d’entrée cellulaire pour le virus (Fast et al., 2018; Viswanathan et al., 

2017). Concernant l’expression de CD326/EpCAM, CD326 est exprimée à la surface de 

certaines sous populations trophoblastiques. Nagao et al. ont montré que le KO d’EpCAM chez 

des souris induit des défauts massifs de placentation et n’est pas viable pour les fœtus (Nagao 

et al., 2009). Comme décrit dans l’introduction, la placentation optimale nécessite en effet un 

équilibre fin entre invasion trophoblastique et respect des structures maternelles.  

En plus de la mise au point d’un modèle de choix pour étudier l’impact de stress 

infectieux sur les sEV placentaires, ce travail a donc confirmé l’hypothèse selon laquelle les 

sEV de placentas infectés par le hCMV pourraient jouer un rôle fonctionnel au cours de 

l’infection virale. La surexpression de CD326 et CD81 pourrait en effet jouer un rôle 

respectivement sur le bon développement placentaire et sur la dissémination virale. Cette 

dernière hypothèse a été examinée dans l’article précédemment présenté en partie /résultats 

1.1./ Les sEV issues d’histocultures placentaires exercent un rôle pro-viral sur des cellules 

souches neurales naïves de toute infection. En résumé, les résultats du papier présenté ci-

dessous montrent que, au cours d’une infection par le hCMV, la sécrétion des sEV placentaires 

ne subit pas de modification significative, mais que leur composition en marqueurs de surface 

protéiques est modifiée, et pourrait potentiellement moduler certains mécanismes 

physiopathologiques au cours de l’infection par le hCMV (invasion trophoblastique et entrée 

virale). 

Article « « Le hCMV modifie l’expression de marqueurs de surface des petites vésicules 

extracellulaires isolées d’histocultures placentaires de premier trimestre » publié dans Frontiers 

in Cell and Developmental Biology le 10 septembre 2021 / doi : 10.3389/fcell.2021.689122 :  
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2.2.  Perspectives de l’article «Human Cytomegalovirus infection changes the 

pattern of surface markers of small extracellular vesicles isolated form 

first trimester placental histocultures » 
 

Comme décrit dans l’article présenté en première partie des résultats, l’étude des effets 

des sEV issues de placentas ex vivo permet de se rapprocher des conditions physiopathologiques 

réelles en addition des données concernant les sEV cellulaires. Nous y avons montré que, 

conformément à notre hypothèse, les sEV issues de placentas infectés ex vivo par le hCMV 

induisent une sensibilité plus importante des cellules souches neurales naïves à une future 

infection par le hCMV. 

Concernant la suite de ce travail sur les sEV issues d’explants placentaires, nous 

souhaitons caractériser la composition en miARN de ces vésicules. En effet la description de la 

composition des sEV placentaires reste lacunaire (Bergamelli et al., 2021), et nous avons pour 

objectif d’identifier des miARN différentiellement exprimés au sein des sEV placentaires au 

cours de l’infection par le hCMV, à visée de développement de biomarqueurs non invasifs. 

Nous avons collecté des placentas de terme comparables, infectés ou non in vitro par le hCMV, 

et à partir desquels nous avons purifié des sEV afin de séquencer leur contenu en miARN. 

Comme décrit par Liu et al. le transcriptome des placentas précoce est variable en fonction du 

terme mais également du sexe de l’embryon (F. Liu et al., 2021). Nous souhaitons donc 

appliquer à terme la méthode décrite par Degrelle et al. qui permet à partir de débris issus 

d’IVG, de déterminer le sexe embryonnaire et ainsi pouvoir comparer des groupes de terme, de 

sexe et de profils d’infection similaires (Degrelle & Fournier, 2018). 

 

3. Collection Biologique « Neuroplex » 
 

Afin de valider nos résultats au plus proche de la physiopathologie réelle de l’infection 

congénitale par le hCMV j’ai constitué une collection biologique « Neuroplex » constituée 

d’échantillons biologiques de cas cliniques présentant une infection congénitale. En effet, les 

données obtenues sur cellules trophoblastiques ou explants placentaires ex-vivo restent 

parcellaires car éloignées de la vraie pathologie de l’infection congénitale à hCMV. Avoir à 

disposition des échantillons humains nous permet de valider nos données avec plus de 

pertinence clinique. Les protocoles de mise en place et de suivi d’une collection biologique sont 

fastidieux et longs, surtout quand les patientes d’intérêt sont peu fréquentes et que nous 
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cherchons à les suivre au cours de leur grossesse afin d’avoir un panel évolutif de certains 

échantillons biologiques. Dans ce contexte, j’ai débuté en 2018 ce projet de collection 

biologique et j’ai procédé au suivi du projet tout au long de mes 3 années de thèse (interactions 

avec les centres de ressources biologiques, élaboration des documents et des protocoles de suivi, 

informations aux équipes soignantes, suivi du parcours des patientes et gestion des 

prélèvements).  

Ce biobanking « Neuroplex » consiste en la collecte d’échantillons de couples mères-

fœtus, suivis à la maternité Paule de Viguier (CHU Toulouse Purpan) et présentant une infection 

congénitale à hCMV. En étroite collaboration avec les cliniciens, en particulier les Drs. M. 

Bénard et M. Groussolles et l’équipe de sages-femmes du CPDPN, nous avons inclus des 

patientes enceintes présentant une séroconversion, une réactivation ou une réinfection hCMV 

en cours de grossesse (Annexe 2). Au cours de leur suivi de grossesse, sans geste médical 

supplémentaire, nous récoltons des échantillons biologiques variés : sang maternel, liquide 

amniotique, et à l’accouchement des prélèvements de sang de cordon fœtal et de placenta 

(Annexe 3 et 4). 

D’un point de vue réglementaire, l’étude est enregistrée au Centre de Ressources 

Biologiques Germethèque, au CECOS de la maternité Paule de Viguier, CHU Toulouse Purpan 

(BB-0033-00081) sous la déclaration numéro DC-2014-2202 et le numéro d’autorisation AC-

2015-2350. Le comité de protection des personnes a été saisi directement par la Germethèque 

pour validation de l’étude. Chaque patiente majeure a été informée des objectifs de l’étude, 

ainsi que de ses droits de refus de participer et de retrait permanent, et a signé un consentement 

écrit (CPP.2.15.27). Les données cliniques associées, leur collecte et leur analyse sont 

également couvertes par l’accord numéro DC-2014-2202. 

Le diagnostic d’infection à hCMV en cours de grossesse n’étant pas systématique, la 

découverte de séroconversion hCMV se fait souvent sur signes d’appel échographiques ou bien 

lors d’un dépistage chez une patiente présentant des facteurs de risque. Généralement les 

patientes sont donc incluses dans « Neuroplex » au moment du diagnostic, en fin de premier 

trimestre ou en cours de deuxième trimestre de grossesse. Dès leur inclusion, nous conservons 

un échantillon de sang maternel, ainsi que du liquide amniotique si une amniocentèse est prévue 

dans le cadre du soin. Si la patiente nécessite dans la cadre de son parcours de soins de grossesse 

habituel des prélèvements sanguins supplémentaires, nous conservons un aliquot à visée de 

recherche. Lors de l’accouchement, que cela soit un accouchement par voie basse ou une 

césarienne, une naissance vivante, une mort fœtale ou une interruption médicale de grossesse, 
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les sages-femmes et gynéco-obstétricien.ne.s présent.e.s collectent des morceaux de placenta 

ainsi que du sang de cordon fœtal. Les échantillons sont ensuite immédiatement traités avec 

une congélation à -80°C pour le placenta, et avec une centrifugation préalable pour les fluides 

(liquide amniotique, sang maternel et fœtal) afin de les dépléter en cellules et débris puis nous 

procédons à la congélation à -80°C.  

La difficulté principale de la constitution de cette biobanque est le risque de perte de 

vue ou de défaut de suivi des patientes. En effet, les cas diagnostiqués sont peu fréquents et le 

suivi sur plusieurs mois des patientes entre le terme de leur diagnostic et le terme de leur 

accouchement peut conduire à les perdre de vue, d’autant plus quand elles sont suivies dans 

plusieurs structures médicales simultanément. Ce projet n’aurait pas été possible sans 

l’implication toutes les équipes médicales et paramédicales collaboratrices qui ont adhéré à ce 

protocole de recherche, et ce même si la pandémie de SARS-CoV-2 a complexifié les parcours 

de soin dans les maternités. 

L’inclusion des patientes a débuté au premier trimestre 2020, avec une pause forcée au 

printemps 2020. En date du 17 novembre 2021, nous avons inclus 31 patientes en 

séroconversion ou réinfection hCMV en cours de grossesse. Sur ces 31 patientes, 3 sont en 

cours de grossesse et devraient accoucher à l’hiver 2021. Sur les 28 patientes restantes, nous 

disposons d’échantillonnage « complet » pour la moitié : c’est-à-dire sang maternel précoce, 

liquide amniotique, sang de cordon et placenta, et pour l’autre moitié d’échantillonnage 

« incomplet ». Toutefois, en fonction des questions biologiques posées, les échantillons 

provenant des patientes présentant un profil d’échantillonnage « incomplet » pourront bien sûr 

être intégrés aux analyses. Concernant l’inclusion des cas contrôles, nous attendons d’avoir le 

profil des patientes « cas » afin de pouvoir apparier au plus juste en fonction des termes, des 

pathologies associées et des types de prélèvement la sélection des cas « contrôles ». 

A titre d’exemple, les données présentées dans la dernière partie de l’article « Le 

Cytomégalovirus humain modifie la sécrétion et la composition des petites vésicules 

extracellulaires trophoblastiques, favorisant ainsi l’infection des cellules fœtales receveuses » 

concernant le potentiel pro-viral des sEV amniotiques ont été comparées à des sEV de liquide 

amniotique provenant d’une patiente hors contexte infectieux et métabolique à un terme proche 

de celui des cas. Cet appariement s’est fait a posteriori, de fait de l’impossibilité de prévoir 

l’évolution de la suite de la grossesse des « cas ». 
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Intérêts et perspectives de la collection biologique Neuroplex :  

L’objectif principal de la collection biologique « Neuroplex » est d’avoir accès à des 

échantillons humains de couple mère-fœtus présentant une infection congénitale afin d’en 

étudier les sEV à visée de développement d’un biomarqueur. 

L’intérêt d’avoir mis en place un biobanking prospectif est double : d’une part avoir 

accès à des échantillons humains précieux à des temps précoces de la grossesse et d’autre part 

permettre un traitement des échantillons spécifique pour une étude ultérieure des sEV, ce qui 

n’est pas fréquemment le cas dans les centres de ressources biologiques. Pour chaque couple 

mère-fœtus/nouveau-né nous récoltons également des données cliniques, en portant un soin 

particulier aux co-infections potentielles, aux maladies associées et aux lésions placentaires 

et/ou cérébrales présentes (Annexe 1).  

A terme, la corrélation des données biologiques et des données cliniques nous permettra 

de regrouper les patientes entre trois catégories : séroconversion hCMV et atteintes 

fœtales/néonatales légères, séroconversion hCMV et atteintes fœtales/néonatales sévères et 

enfin groupe contrôle sans séroconversion hCMV en cours de grossesse. Au sein de ces trois 

groupes, l’objectif est de purifier les sEV et, en fonction des résultats de séquençage des miARN 

obtenus dans les sEV issues des modèles d’HIPEC et d’explants placentaires, rechercher 

spécifiquement des modifications d’expression de certains miR candidats du cluster C19MC 

(Cf Partie résultats I.2, expérimentations en cours).  

Par ailleurs, l’accès à des échantillons humains permet d’augmenter la portée de nos 

résultats obtenus in vitro, en validant les effets observés avec des sEV issues de prélèvements 

de patientes présentant de vraies infections en cours de grossesse à hCMV comme décrit dans 

l’article présenté en première partie des résultats. 

La mise en place de projet de biobanking comme « Neuroplex » nécessite de 

l’anticipation ainsi que des liens forts avec la clinique. Le faible nombre de cas ainsi que le 

nécessité de suivre les patientes tout au long de leur grossesse complexifie le suivi, mais permet 

à terme de disposer d’échantillons humains précieux, essentiels pour valider les résultats 

obtenus sur des modèles de laboratoire réductionnistes. 
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