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Fetal programming in pregnancy-associated disorders

Summary

The prenatal period is characterized by rapid growth and development of the
fetus. During this period, organogenesis occurs and maturation of all organs and tissues
is accompanied by rapid growth of the body. This is also a very critical period of human’s
life because the environment experienced during pregnancy has the ability to shape the
physiology of the fetus in order to prepare it for postnatal optimal functioning.
Nevertheless, exposure to unfavorable conditions early in life may have long-lasting
consequences on the physical and mental health of the offspring. This observation is
known as the ‘fetal programming’ paradigm or ‘the Developmental Origins of Health and
Disease’ hypothesis.

Throughout pregnancy, the maternal organism goes through local and systemic
metabolic, immunological and hemodynamic adaptations that ensure optimal growth and
development of the fetus. Failure to achieve optimal nutrient availability or placental
functionality will lead to poor growth of the fetus and development of pregnancy-
associated disorders. Among the most common pregnancy-associated disorders that
contribute to a less optimal in utero development are preeclampsia, intrauterine growth
restriction, and gestational diabetes. They are characterized by a complex etiology and
can increase the risk of developing other pregnancy-associated disorders. Moreover, the
exposed fetus is associated with an increased risk of developing cardiovascular and
metabolic diseases in adulthood. However, which gestational factors are involved and to
what extent this leads to fetal programming is still widely unknown.

Development of comprehensive preclinical models is of major importance for an
evaluation of the effects of gestational factors on fetal programming. The research
described in this thesis focused on novel models for the most frequent pregnancy-
associated disorders and its effects on the fetal health. Ultimately, the results as described
in this thesis could help both clinical management and severity evaluation of the fetal

programming.

Preeclampsia is associated with increased risk of cardiovascular and metabolic
disorders in later life of the offspring. In chapter 2 we discuss the available human and
animal studies on preeclampsia with respect to the cardiovascular and metabolic
outcome of the offspring. Human data analyses on the effects of preeclampsia on
children’s health showed that these children in later age have increased blood pressure
and vascular stiffness while the metabolic alterations in terms of increased lipid and
glucose concentrations show transient and inconsistent effects. Based on the available
animal studies in literature, we could describe the fetal programming effects of three
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different pathophysiological mechanisms that are present during preeclampsia with
emphasis on angiogenic imbalance, autoimmunity and inflammation. Exposure to
angiogenic imbalance during pregnancy can disrupt the blood pressure regulation in the
offspring in a sex-specific way with predominant alteration of the males. Angiotensin Il
type | receptor antibodies were shown to contribute to the pathogenesis of preeclampsia
and exposure during pregnancy does not affect the blood pressure of the offspring but
can have detrimental effects on the organ formation and insulin resistance. Offspring
responses to inflammation, which is also present during preeclampsia, are similar to the
responses triggered by angiogenic imbalance with a registered increase in blood pressure
without major sex-specific differences and metabolic alterations when high-fat diet is
introduced. Furthermore, we discuss novel insights into the mechanisms of fetal
programming due to preeclampsia. The placental permeability which can be disrupted
due to structural changes and increased apoptosis can serve as an initiator of fetal
programming via increased release of signaling molecules such as: antiangiogenic factors,
autoantibodies against angiotensin, inflammatory cytokines, leptin or reactive oxygen
species. In turn, this will promote unfavorable intrauterine signaling network that can
program several aspects of the metabolic and cardiovascular system, mainly via organ
remodeling and epigenetic modulation of gene expression.

The angiogenic imbalance has been promoted as a successful model of
translational research, elucidating possible mechanism in the genesis of preeclampsia.
Therefore, in chapter 3 we determined the effects of the antiangiogenic factor sFlt-1
(soluble fms like tyrosine kinase 1) on pregnancy and fetal outcomes. We demonstrate
that antiangiogenic imbalance solely does not explain the pathophysiology of
preeclampsia entirely. However, we show that enforced expression of antiangiogenic
factor sFlt-1 results in lower birth weight and length of the fetuses. Moreover, we
demonstrate that sFlt-1 can have a direct effect on the liver molecular phenotype,
including upregulation of the fatty acid metabolism genes and the Ppara targets in the
fetal liver.

Preeclampsia is a multifactorial disorder and possibly two different
pathophysiological mechanisms might be intertwined in its genesis. Frequently,
preeclampsia is associated with inflammation and increased concentrations of
antiangiogenic factors. In that order, in chapter 4 we demonstrate that induction of these
two different pathophysiological mechanisms can result in experimental preeclampsia.
This novel “double hit” model is characterized by the hallmark clinical symptoms of
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preeclampsia, hypertension and proteinuria. As preeclampsia is also associated with
metabolic disturbances in the mother, we confirmed that in our model there are
prominent differences in the phospholipid fractions in the preeclamptic group with higher
concentrations of long-chain fatty acids phosphatidylcholines. Moreover, the fetuses in
this double hit preeclampsia model are growth restricted and show sex-specific
differences. The male fetuses, on one hand, were asymmetrically growth restricted with
sparing of the brain on the expense of other organs. On the other hand, the female
fetuses were symmetrically growth restricted without sparing of the brain weight. This
was accompanied by different plasma metabolic footprint in the fetuses. The males
exposed to preeclampsia had lower concentrations of certain amino acids (proline and
threonine), whereas the females showed much more profound differences in the lipid
fractions, namely lower levels of several acylcarnitines, sphingomyelins, and
glycerophospholipids, which in turn might explain these different growth restriction
patterns in our double hit preeclampsia model.

Intrauterine growth restriction is a common complication of preeclampsia but
also can be presented as an isolated disorder without manifestation of hypertension and
proteinuria in the mother. In chapter 5 we tested a novel model of growth restriction that
has isolated structural changes in the placenta morphology without other maternal
symptomatology. This was assessed via conditional deletion in the junctional zone of the
transcriptional factor Tfap2c, which is important for placenta development. Next, we
tested the hypothesis whether growth restriction is associated with obesity and insulin
resistance in adulthood. Our growth restricted offspring did not have increased body
weight in adulthood and the glucose clearance was not affected in these offspring.
However, there were small sex-specific metabolic disturbances at this age. The females
had increased plasma free fatty acids and higher mRNA levels of fatty acid synthase gene
in the adipose tissue that were associated with increased endoplasmic reticulum stress
markers in the adipose tissue. In turn, this shows that while there are molecular changes
in adult growth restricted females especially in the white adipose tissue, there no major
phenotypic disturbances in the overall glucose and lipid metabolism. Whether this
remains to be unchanged when a second environmental stimulus is introduced such as

western style diet or other stressors, is yet to be elucidated.

Diabetes during pregnancy is another common pregnancy-associated disorder
that is correlated with an increased risk of metabolic and neurological disorders in the
offspring. In most cases, diabetes during pregnancy is presented with type 2 diabetes that
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is characterized with insulin resistance of the mother. However, to obtain an ideal animal
model for type 2 diabetes in pregnancy still remains a challenge. For that cause, in chapter
6 we explored a novel model of generalized insulin resistance (by conditional global
deletion of the insulin receptor (/R)) during pregnancy. We demonstrate that this model
is characterized by high glucose and high insulin concentrations in the mother with
concomitant hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia. In turn, the fetuses are
growth restricted with lower liver and brain weight with accompanying lower microglial
activation in the hippocampus in comparison to the wild-type fetuses. Moreover, this was
associated with decreased expression of sterol regulatory binding factor 2 (Srebf2) in the
fetal liver and brain, which serves as a master regulator of cholesterol metabolism. These
gene differences, at least in part, were associated with hypermethylation of the Srebf2
promoter in the fetal brain and liver. This factor is already known to be affected in diabetic
patients, but we for the first time show that it can also serve as a phenotypic mark and
potential mediating factor of fetal programming due to the diabetic intrauterine
environment.

In this thesis, we show novel preclinical models for pregnancy-associated
disorders to study the effects of fetal programming due to a non-optimal intrauterine
environment. These models are of extreme importance to unravel the underlying
mechanisms which modulate the later health of the offspring. In that way, we can obtain
more directions towards the design of proper highly selective and sex-specific diagnostic
and therapeutic tools to reverse the fetal programming. The models presented in this
thesis recapitulate the clinical course of pregnancy-associated disorders more accurately
and aim to bridge the translational research gaps in the fetal programming research.
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Samenvatting in het Nederlands

Het prenatale leven wordt gekenmerkt door snelle groei en ontwikkeling van de foetus.
Tijdens deze periode worden organen gevormd en de rijping van alle organen en weefsels
gaat samen met een snelle groei van het lichaam. Dit is een zeer kritische periode in het
mensenleven, omdat de omgeving tijdens de zwangerschap de fysiologie van de foetus
kan vormen om het optimaal te laten functioneren in de rest van het leven. Blootstelling
aan ongunstige omstandigheden in het vroege leven kan echter een langdurige nadelige
invloed hebben op de fysieke en mentale gezondheid. Dit fenomeen wordt ‘foetale
programmering’ of ‘Developmental Origins of Health and Disease’ hypothese genoemd.

Tijdens de zwangerschap ondergaat het lichaam van de moeder verschillende lokale en
systemische veranderingen in metabolisme, immunologie en hart en vaten. Deze
veranderingen zorgen voor optimale groei en ontwikkeling van de foetus. Wanneer de
beschikbaarheid van voedingsstoffen of het functioneren van de placenta niet optimaal
is, zal dit leiden tot verminderde groei van de foetus en de ontwikkeling van
zwangerschapscomplicaties. De meest voorkomende complicaties waarbij de intra-
uteriene omstandigheden niet optimaal zijn, zijn pre-eclampsie, intra-uteriene
groeivertraging en zwangerschapsdiabetes. Deze complicaties worden gekenmerkt door
een complexe etiologie en kunnen het risico op de ontwikkeling van andere complicaties
vergroten. Daarnaast wordt de foetus hier ook aan blootgesteld, wat leidt tot een
verhoogd risico op cardiovasculaire en metabole aandoeningen later in het leven. Welke
factoren tijdens de zwangerschap betrokken zijn bij deze foetale programmering is echter
nog grotendeels onbekend.

Het ontwikkelen van preklinische modellen voor zwangerschapscomplicaties is belangrijk
om de effecten van verschillende factoren tijdens de zwangerschap op foetale
programmering te onderzoeken. Het onderzoek beschreven in dit proefschrift focust op
nieuwe modellen voor de meest voorkomende zwangerschapscomplicaties en het effect
daarvan op de gezondheid van de foetus. De resultaten in dit proefschrift zouden nuttig
kunnen zijn voor het evalueren van ernst van foetale programmering en het bepalen van
klinisch beleid op dit gebied.

Pre-eclampsie is geassocieerd met een verhoogd risico op cardiovasculaire en metabole
problemen later in het leven bij het nageslacht. In hoofdstuk 2 bespreken we de
beschikbare literatuur op het gebied van cardiovasculaire en metabole uitkomsten voor
nageslacht dat aan pre-eclampsie is blootgesteld in de baarmoeder. Humane studies in
kinderen die aan pre-eclampsie zijn blootgesteld, hebben aangetoond dat zij later in hun
leven een verhoogde bloeddruk en vaatwandstijfheid hebben, maar dat de metabole
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gevolgen, verhoogde lipide en glucose concentraties, slechts tijdelijk en inconsistent zijn.
Gebaseerd op de beschikbare proefdierstudies konden we de effecten op foetale
programmering beschrijven van drie pathofysiologische mechanismen die tijdens pre-
eclampsie aanwezig zijn: angiogene onbalans, auto-immuniteit en inflammatie.
Blootstelling aan angiogene onbalans tijdens de zwangerschap kan de bloeddrukregulatie
in het nageslacht verstoren, voornamelijk in het mannelijke geslacht. Angiotensine type
1 receptor autoantilichamen dragen bij aan de ontwikkeling van pre-eclampsie.
Blootstelling hieraan heeft geen invloed op de bloeddruk van het nageslacht, maar kan
wel schadelijke effecten hebben op de ontwikkeling van de organen en op
insulinegevoeligheid. Het gevolg van inflammatie is vergelijkbaar met dat van angiogene
onbalans. Blootstelling hieraan leidt tot een verhoogde bloeddruk en, wanneer een hoog
vet-dieet wordt geconsumeerd, ook tot metabole veranderingen. In dit hoofdstuk worden
daarnaast nog nieuwe inzichten in de mechanismen die een rol spelen bij foetale
programmering door pre-eclampsie besproken. Verstoring van de permeabiliteit van de
placenta, door structurele veranderingen of apoptose, kan een initiator zijn van foetale
programmering door verhoogde afgifte van belangrijke signalerings-moleculen, zoals
antiangiogene factoren, angiotensine autoantilichamen, inflammatoire cytokines, leptin
en reactieve zuurstofverbindingen. Door deze moleculen worden signalering netwerken
bevorderd die een ongunstig effect op foetale programmering kunnen hebben via
structurele invloeden of epigenetische beinvioeding van genexpressie.

Een pre-eclampsie diermodel gebaseerd op angiogene onbalans wordt gezien als een
goed model voor translationeel onderzoek, omdat het gebaseerd is op één van de
mogelijke oorzaken van preeclampsie. In hoofdstuk 3 hebben we daarom het effect van
de antiangiogene factor sFlt1 (soluble fms like tyrosine kinase 1) op de zwangerschap en
de foetus bepaald in de rat. We hebben laten zien dat alleen angiogene onbalans niet de
hele pathofysiologie van pre-eclampsie verklaard, maar dat blootstelling aan sFlt1 wel
resulteert in lichtere en kortere foetussen. Daarnaast laten we zien dat sFlt1l directe
moleculaire effecten heeft in de lever van het nageslacht, waaronder verhoogde
expressie van Ppara targets en van genen betrokken bij vetzuur metabolisme.

Omdat pre-eclampsie een multifactoriéle aandoening is, is het goed mogelijke dat twee
verschillende pathofysiologische mechanismen betrokken zijn bij het ontstaan van pre-
eclampsie. Pre-eclampsie is vaak geassocieerd met inflammatie en verhoogde
concentraties van antiangiogene factoren. In hoofdstuk 4 tonen we daarom aan dat de
inductie van deze twee pathofysiologische mechanismen tegelijkertijd kan leiden tot
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experimentele pre-eclampsie in muizen. Dit nieuwe ‘double hit" model wordt
gekarakteriseerd door de belangrijkste symptomen van pre-eclampsie: hypertensie en
proteinurie. Aangezien pre-eclampsie ook geassocieerd is met verstoring van het
metabolisme in de moeder, tonen we hier aan dat in het ‘double hit’ model veranderingen
zijn opgetreden in de fosfolipiden, met een hogere concentratie lange keten vetzuren
fosfatidylcholine in het bloedplasma van pre-eclamptische moeders. Daarnaast zijn de
foetussen uit de pre-eclampsie groep groeivertraagd, waarin geslachtsspecifieke
verschillen te zien zijn. De mannelijke foetussen zijn asymmetrisch groeivertraagd, wat
betekent dat de groei van de hersenen is gespaard ten koste van de andere organen. De
vrouwelijke foetussen daarentegen zijn symmetrisch groeivertraagd, bij hen is het
hersengewicht relatief net zo veel verlaagd als het gewicht van de andere organen. Dit
verschil ging gepaard met een verschil in metabole factoren tussen de geslachten. De aan
pre-eclampsie blootgestelde mannelijke foetussen hadden lagere concentraties van
bepaalde aminozuren (proline en threonine) dan de controlegroep, terwijl de vrouwelijke
foetussen grote verschillen hadden in de lipide fracties, namelijk verlaagde concentraties
van verschillende acylcarnitines, sfingomyelines en glycerofosfolipiden. Dit kan het
geslachtsspecifieke verschil in groeivertraging in dit preeclampsie model verklaren.

Intrauteriene groeivertraging is een veelvoorkomende complicatie bij preeclampsie, maar
dit kan ook voorkomen als een op zichzelf staande complicatie, zonder dat de moeder
hypertensie en proteinurie heeft. In hoofdstuk 5 hebben we een nieuw model van
groeivertraging getest, waarin de groeivertraging veroorzaakt wordt door structurele
veranderingen in de placenta die geen andere symptomen in de moeder veroorzaken. Dit
was bewerkstelligd door een conditionele deletie van de transcriptiefactor Tfabp2c,
belangrijk voor ontwikkeling van de placenta, in de junctionele zone van de placenta van
de muis. We hebben getest of, in dit model, groeivertraging leidt tot obesitas en
insulineresistentie op volwassen leeftijd. Het groeivertraagde nageslacht had op
volwassen leeftijd geen verhoogd lichaamsgewicht en de klaring van glucose was ook niet
beinvlioed. Er waren wel een aantal kleine geslachtsspecifieke metabole verstoringen te
zien op deze leeftijd. De vrouwtjes hadden een verhoogde concentratie vrije vetzuren in
het bloedplasma, en in het vetweefsel was de mRNA expressie van het Fasn (fatty acid
synthase) gen verhoogd. Daarnaast was de mRNA expressie van verschillende markers
voor endoplasmatisch reticulum stress ook verhoogd. Dit toont aan dat, hoewel er
moleculaire veranderingen zijn in het vetweefsel, er geen grote fenotypische gevolgen
zijn voor glucose en vet metabolisme van groeivertraging op vrouwtjes op volwassen
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leeftijd. Of dit nog steeds het geval is als het metabolisme wordt getest met een extra
stimulus, zoals een westers dieet, is nog niet onderzocht.

Diabetes tijdens de zwangerschap is een andere veelvoorkomende
zwangerschapscomplicatie die geassocieerd is met een verhoogd risico op metabole of
neurologische aandoeningen in het nageslacht. In de meeste gevallen wordt
zwangerschapsdiabetes gekarakteriseerd door insulineresistentie van de moeder, net als
bij diabetes type 2. Desondanks blijft het vinden van het ideale diermodel voor deze
complicatie een uitdaging. Daarom hebben we in hoofdstuk 6 een nieuw model
gekarakteriseerd voor insulineresistentie tijdens de zwangerschap, wat ontstaat door
conditionele deletie van de insuline receptor in het hele lichaam. Dit model wordt
gekenmerkt door hoge glucose- en insuline waardes, hypercholesterolemie en
hypertriglyceridemie in de moeder. Voor de foetussen leidt deze zwangerschapsdiabetes
tot groeivertraging, een lager levergewicht en een lager hersengewicht met lagere
microglia activatie in de hippocampus. Daarnaast is de mMRNA expressie van Srebf2 (sterol
regulatory binding factor 2), een belangrijke regulator van cholesterol metabolisme,
verlaagd in lever en hersenen van foetussen blootgesteld aan zwangerschapsdiabetes. Dit
verschil in mRNA expressie was geassocieerd met verhoogde DNA methylatie in de
promotor regio van het Srebf2-gen in lever en hersenen. Het is al bekend dat Srebf2
aangedaan is in diabetespatiénten, en hier laten we voor het eerst zien deze factor
mogelijk een rol speelt in foetale programmering als gevolg van zwangerschapsdiabetes.

In dit proefschrift laten we nieuwe preklinische modellen van zwangerschapscomplicaties
zien die waardevol zijn voor het bestuderen van foetale programmering als gevolg van
een niet-optimale intrauterine omgeving. Deze modellen zijn zeer belangrijk om de
mechanismen die een rol spelen in het beinvloeden van levenslange gezondheid te
ontrafelen. Het achterhalen van deze mechanismen kan helpen om selectieve en
geslachtsspecifieke diagnostische en therapeutische middelen te ontwerpen om nadelige
foetale programmering tegen te gaan. De modellen die in dit proefschrift beschreven
worden benaderen het klinische verloop van de zwangerschapscomplicaties met als doel
de hiaten in translationeel onderzoek naar foetale programmering te overbruggen.
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