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Introduction

L’embryon est porteur des antigénes du soi paternel et maternel : il constitue donc une greffe
allogénique pour I'organisme maternel. Dans les années 1950, le biologiste Peter Medawar formulait
trois hypothéses quant a I'environnement immunologique pendant la gestation : soit le placenta
constitue une barriere aux cellules immunitaires maternelles, soit I'organisme maternel est
immunodéprimé, soit le conceptus « se rend invisible » auprés du systéeme immunitaire maternel.
Nous savons aujourd’hui que les deux premiéres hypothéses imaginées par Medawar sont
incorrectes. Le masquage de I'embryon pour échapper au systéme immunitaire est le mécanisme

largement exploré aujourd’hui.

La période péri-implantatoire est la période de la gestation ou le risque de rejet est le plus
important. C’est pendant cette période que les cellules du trophoblaste entrent en contact avec
'endométre. De nombreuses études chez la femme et la souris ont mis en évidence un lien causal
entre déreglement du systéme immunitaire et interruptions de gestation (Arck et al., 1997 ; Clark et
Croitoru, 2001 ; Hosseini et al., 2018).

Chez les ruminants, les mécanismes par lesquels 'organisme maternel tolere 'embryon sont
encore mal compris, bien que de plus en plus étudiés. De ce fait, la comparaison avec les études
chez la femme et la souris, ou les données sont beaucoup plus vastes, sont parfois nécessaires.
L’'IFNt a, dés les années 1980, été identifié comme le signal embryonnaire majoritaire chez les

ruminants. C’est pourquoi nous nous intéresserons principalement a cette protéine.

Chez les ruminants, la morula atteint 'utérus 4 a 5 jours post-cestrus (JO), se développe en
blastocyste a J6-7, déchire la zone pellucide a J8 (chez les ovins) et J10 (chez les bovins), et se
développe sous la forme d’un conceptus tubulaire qui s’allonge dés J15 jusqu’a devenir filamenteux.
Ce filament occupe toute la corne ipsilatérale au corps jaune a J19. A J16, I'apposition du
trophoblaste et de I'épithélium utérin commence. A J19, le conceptus y est adhérent : cela marque
le début de la formation du placenta (Guillomot, 1995). Le stade embryonnaire correspond aux 35 a
40 premiers jours de gestation chez la brebis et la chévre, et aux 40 premiers jours de gestation

chez la vache.

L’'objectif de cette thése est de présenter I'état des connaissances actuelles concernant les
modifications immunologiques de I'endométre en réponse aux stimuli embryonnaires,
principalement I'lFNt, chez les ruminants. Nous aborderons dans un premier temps ce qu’est I'lFNrw,

puis nous verrons dans un deuxiéme temps comment I'lFNt module I'expression du complexe
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majeur d’histocompatibilité, et, enfin, dans un troisieme temps, comment I'lFNt régule les cellules

du systéme immunitaire et leurs cytokines dans 'endométre.
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. L’IFN<t : principale cytokine d’origine
embryonnaire impliquée dans Ia
tolérance maternelle

A. Qu’est-ce que I'lIFNt ?

L’interféron t© (IFNt) est une glycoprotéine d’environ 172 AA produite et sécrétée par le
trophectoderme du conceptus dés 7 jours de gestation (pic de sécrétion entre 16 et 20 jours de
gestation) (Forde et Lonergan, 2012) et qui peut étre détectée dés le stade blastocyste dans les
fluides utérins (Rashid et al., 2018) et dans I'endométre (Sponchiado et al., 2017). L’'IFN~ fait partie
de la famille des interférons de type |, des molécules impliquées dans la réponse immunitaire contre
les agents pathogénes intracellulaires (lvashkiv et Donlin, 2014).

Le mode d’action de I'lFNt repose sur sa liaison a un récepteur IFNAR (Interferon Receptor)
composé de deux sous-unités (IFNAR1 et IFNAR2) (Rosenfeld et al., 2002). Chez les ovins, il existe
deux types de récepteurs IFNAR : 'un de haut poids moléculaire (110 kDa), avec dix fois plus
d’affinité que la forme de bas poids moléculaire (75-80 kDa). Chez les bovins, il n’existe qu’une
forme de haut poids moléculaire (110 kDa). La fixation de I'IFNt sur son récepteur permet
I'expression des génes stimulés par les interférons (Interferon Stimulated Genes ou ISG) (Hansen
et al., 2017a).

L’IFNt a une action autocrine, paracrine et endocrine (Figure 1) :

- La communication autocrine implique que la cellule ayant synthétisé I'lFNt posséde elle-
méme des récepteurs pour I'lFNt et s’auto-stimule. Des expériences in vivo de
stimulation du trophectoderme ovin avec des doses croissantes d’'IFNt entre 15 et 20
jours de gestation, ont mis en évidence une augmentation de la quantité ’ARNm IFNAR1
et surtout, de la croissance du trophectoderme (Wang et al., 2013). Ces résultats
suggérent que le conceptus stimule sa propre croissance par voie autocrine.

- La communication paracrine est un mode de signalisation cellulaire ou la molécule
synthétisée agit a proximité de la cellule qui I'a produite. L’action paracrine de I'lFNt
repose sur son effet anti-lutéolytique (en inhibant la synthése endométriale de la
prostaglandine F2a), et immunomodulateur. Ces effets permettent le maintien de la

gestation et contribuent donc a la croissance du conceptus (Hansen et al., 2017a).

Page 13



- La communication endocrine repose sur la libération d’hormones dans la circulation
sanguine. Il s’agit d’'une voie de signalisation a distance. La mise en évidence dans la
circulation sanguine de vésicules extra-cellulaires chargées d’IFNt libérées par le
conceptus, ainsi que I'expression de genes interféron-induit dans des organes a distance
a permis d’envisager que I'lFNt agisse aussi selon un fonctionnement endocrine
(Nakamura et al., 2016).

Nous nous intéresserons par la suite essentiellement au mode d’action paracrine de I'lFNr.

Figure 1: Actions autocrine, paracrine, et endocrine de I'lFNt (Rocha et al., 2021).

(1) L'IFN< sécrété par les cellules du trophoblaste stimule le développement du conceptus
(autocrine) et (2) la transcription de génes régulés par I'interféron dans les cellules du LE, GE et

ST (paracrine), ainsi que (3) dans le corps jaune, (4) le foie, et (5) les PBMC (endocrine).
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Voyons a présent par quels mécanismes I'lFNt permet la régulation des ISG.

B. L’IFN< régule I’expression de génes endométriaux

In vivo, chez les bovins, la présence d‘un embryon de 7 jours entraine une augmentation de
I'expression des ISG (Sponchiado et al., 2017 ; Passaro et al., 2018) et de la quantité dARNm
d’IFNAR2 dans la corne utérine ipsilatérale au corps jaune (Sponchiado et al., 2017), ce qui suggeére
que I'embryon est capable de moduler le transcriptome maternel. Cependant, la majorité des études
s’accordent a dire que c’est a partir de 16 jours de gestation (période péri-implantatoire), au moment
du pic d’'IFN+, que I'on note une modification significative du transcriptome endométrial (Forde et al.,
2011 ; Mamo et al., 2011). Parmi ces génes dont I'expression ou le niveau d’expression change
significativement a J16, la moitié sont des ISG. La figure 2 présente une liste non exhaustive de

certains ISG et de leur localisation dans la corne utérine pendant la période embryonnaire.

Figure 2: Distribution spatiale des ARNm de plusieurs ISG pendant la période embryonnaire
(Sponchiado et al., 2017).

L’embryon situé dans la partie craniale de la corne utérine ipsilatérale au corps jaune. En blanc :
augmentation de I'expression. En gris : diminution de I'expression. UTJ : jonction utérus-oviducte.
IA : segment antérieur. IM : segment médian. IP : segment postérieur.

CL
o

UTJ ¢

AQP4 || AKRIC4 | AMDI

IA r i |

{ HPGD i ITGBI |
M [_AMDI ]
IP

Page 15



En revanche, avant 13 jours de gestation (ou 13 jours du cycle), il n’y a pas de différence
significative dans I'expression des génes endométriaux entre des vaches gestantes et des vaches
cyclées. Ceci explique pourquoi le transfert d’'un blastocyste de 7 jours dans l'utérus de vaches
cyclées au 7°™ jour de leur cycle est possible (Sponchiado et al., 2017). L'embryon est en effet
autonome pendant la premiére semaine de gestation et le contact direct entre 'embryon et l'utérus

n’'est pas strictement nécessaire a son développement a ce stade.

Intéressons-nous a présent aux mécanismes moléculaires permettant la régulation des
genes stimulés par I'lFN<. Les voies de signalisation de I'lFNt sont subdivisées en deux catégories :
la voie classique (la voie JAK-STAT) et les voies non classiques. Nous aborderons également I'effet
anti-lutéolytique de I'lFNt et les conséquences du maintien du corps jaune sur le transcriptome

endométrial.

1. Les différentes voies de signalisation de I'lFNt

a. La voie classique de l'interféron

La fixation de I'lFNt sur le récepteur IFNAR permet la phosphorylation croisée de deux
protéines kinases, Tyk2 (Tyrosine Protein Kinase) et JAK1 (Janus Kinase) qui, a leur tour,
phosphorylent le récepteur IFNAR. La phosphorylation d'IFNAR dégage un site de fixation pour les
protéines STAT2 (Signal Transducers and Activators of Transcription) puis STAT1. La protéine
STAT2 est la premiére a se fixer. Sa phosphorylation dégage un site de fixation pour STAT1. STAT1
est a son tour activée par phosphorylation. Les protéines STAT activées peuvent (Choi et al., 2001 ;
Choi et al., 2003) :

- Soit agir séparément : STAT1 forme alors un homodimére appelé le GAF (Gamma activated
factor). Le GAF se déplace dans le noyau et active des génes comportant une séquence
GAS, comme le géne IRF1 (Interferon Regulatory Factor).

- Soit former un hétérodimére STAT1-STAT2, pour former avec IRF9 un hétérotrimére,
complexe transcriptionnel : ISGF3. L'ISGF3 (Interferon Stimulated Gene Factor 3) se
déplace ensuite dans le noyau et se fixe aux ISG contenant un ISRE (/FN-Stimulated
Response Elements), comme les génes STAT, IRF9, ISG17, MX1, MX2 et OAS1 (2’-5-
oligoadenylate synthetase). La protéine IRF1 peut également agir en synergie avec I''SGF3

pour former le complexe transcriptionnel ISGF3-IRF1.
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Le signal JAK-STAT entraine par ailleurs une hyperactivation de I'expression des ISG en
stimulant la transcription de ses éléments activateurs (GAF et ISGF3-IRF1) (Figure 3) (Choi et al.,
2001).

Figure 3: Signal JAK-STAT dans le stroma et I'épithélium glandulaire de I'endométre (Choi et al.,
2001).
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Un mécanisme similaire serait également en jeu avec les protéines STAT3, 5 a/b, et 6, mais
seuls STAT1 et 2 sont phosphorylés de fagon permanente et ont donc un effet a long terme (Stewart

et al., 2001 ; Stewart et al., 2002). Cette différence est illustrée avec la figure 4.
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Figure 4: Phosphorylation des protéines STAT1 et 2 ayant un effet a long terme (plusieurs
heures), et des protéines STAT1, 3, 5, 6 ayant des effets a court terme (30 a 60 min) (Stewart et
al., 2002).
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Short-Term Effects Long-Term Effects

.

STAT11 ISGF3 STAT 3-3 STAT 5-5 STAT 6-6 STAT1-1 ISGF3

La voie JAK-STAT est inhibée par IRF2 qui est un répresseur de I'lFNt, présent dans le
noyau des cellules de I'épithélium luminal et glandulaire superficiel (Choi et al., 2001). Il est
intéressant de noter que la synthése de I'|RF2 est indépendante de I'lFNt. L'IRF2 inhibe I'expression
des genes contenant un ISRE en s’y fixant et donc en bloquant physiquement la fixation des
complexes activateurs (Choi et al., 2001). Ce mécanisme d’inhibition est présenté avec la figure 5.
L’existence de ce mécanisme inhibiteur explique I'expression différente des ISG selon la localisation
histologique.

En effet, Choi et al. ont montré que I'expression de certains ISG, dont des ISG indispensables a
la voie JAK-STAT (STAT1 et 2, IRF9...) ne s’exprimaient que dans le stroma mais pas dans
I'épithélium luminal ni I'épithélium glandulaire superficiel, entre 14 et 18 jours de gestation chez la
brebis (Choi et al., 2001). Cette observation est similaire a celle faite par d’autres auteurs (Johnson
et al., 1999 ; Vitorino Carvalho et al., 2016).
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Figure 5: Mécanisme d’action de I'lRF2 sur I'expression des ISG (Choi et al., 2001).
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En résumé, la voie classique de I'lFNt obéit a un schéma classique de transduction : fixation
sur un récepteur transmembranaire, phosphorylation d’intermédiaires jouant le role de facteurs de
transcription pour eux-mémes ainsi que pour les génes cibles, auto-amplification, répression des

promoteurs par fixation d’'une molécule inhibitrice.

b. Les voies non classiques de ’interféron

Les expériences de Choi et al. (2001) qui avaient permis de mettre en évidence les
mécanismes de la voie JAK-STAT (Figure 3) et de son inhibition par IRF2 (Figure 5) soulévent
plusieurs questions : comment les cellules du stroma expriment-elles les ISG alors qu’elles ne sont
pas au contact de I'lFNt ? Comment se fait-il que les cellules de I'épithélium luminal expriment tout
de méme des ISG alors que I'RF2 y est présent et que I'expression des génes STAT y est inhibée ?

Plusieurs hypothéses sont possibles (Choi et al., 2001 ; Johnson et al., 2001 ; Rosenfeld et
al., 2002 ; Spencer et Bazer, 2004) :

- L'IFNt peut traverser I'épithélium. Les cellules du stroma et de I'épithélium glandulaire

profond posséderaient moins de récepteurs et répondraient a une quantité moindre d’IFNt
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ayant traversé I'épithélium. Guillomot et al. (1986) ont par ailleurs mis en évidence des
vésicules circulant entre les jonctions intercellulaires, en présence de fortes concentrations
de progestérone ou lorsqu’il n'y a pas de PGR (Progesterone Receptor) dans I'épithélium
luminal. Ces vésicules pourraient contenir de I'lFNr.

- Linduction des ISG dans le stroma et I'épithélium glandulaire profond est secondaire a une
premiére réponse dans I'épithélium luminal. Cette premiére réponse pourrait correspondre a
la synthése d’'un médiateur de I'lFNt qui agirait ensuite comme un stimulateur paracrine.

- L’induction des ISG dans I'épithélium luminal ne nécessite pas les protéines STAT.

En effet, d’autres voies de régulation des ISG ont récemment été découvertes, et ont été
qualifiées de voies non classiques. Ces voies ne font pas intervenir les protéines STAT, et de ce fait,
la signalisation JAK-STAT. Les ISG faisant intervenir les voies non classiques sont qualifieés d’ISG
non classiques (Dorniak et al., 2011 ; Hansen et al., 2017a). Les voies non classiques sont
nombreuses et encore mal connues. Par exemple, certains génes non classiques empruntent la voie
p38-MAPK et PISK-AKT1-FRAP1 (Figure 6), leur promoteur possédant des sites de fixation a ces
activateurs (Bazer et al., 2009). Doualla-Bell et Koromilas ont montré que la régulation de
'expression de PTGS2 (Prostaglandine Synthase 2) par I'IFNt nécessite un signal p38-MAPK
(Doualla-Bell et Koromilas, 2001).

De plus, comme nous le verrons plus loin, certaines voies non classiques font également
intervenir la progestérone. C’est pourquoi on distingue les voies non classiques dépendantes de la
progestérone (Figure 6), empruntées par les ISG non classiques a double stimulation (par I'lFNt et
par la progestérone), des voies non classiques indépendantes de la progestérone, empruntées par

les ISG non classiques simples (Figure 7).
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Figure 6: Exemple des voies non classiques MAPK et PI3K d’activation des ISG non classiques
dépendant de la progestérone (Bazer et al., 2009).
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Figure 7: Apercu de la voie non classiqgue RAS-MAPK responsable de I'inhibition de la synthése
des récepteurs aux cestrogénes et a I'ocytocine (Banu et al., 2010).
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Certaines réponses aux questions soulevées par Choi et al. (2001) ont été identifiées.
L’absence d’expression de STAT1, STAT2 et IRF9 (des ISG classiques) dans I'épithélium luminal
et glandulaire superficiel a 14 jours de gestation (chez la brebis) est liée a la présence d’'IRF2. En
revanche, I'expression d’autres ISG dans ces mémes cellules est rendue possible par le maintien
de la présence d'IFNAR (Rosenfeld et al., 2002) permettant une régulation par I'lFNt et I'existence

des voies non classiques, qui ne sont pas inhibées par IRF2.

Nous allons voir a présent que si I'lFNt a un effet direct sur le transcriptome maternel, il a
également un effet indirect. Cet effet indirect repose en partie sur I'effet anti-lutéolytique de I'lFNr.
C’est pour cette raison que nous verrons dans un premier temps comment I'lFNt inhibe la lutéolyse
puis comment la progestérone ainsi produite contribue a la régulation des ISG des couches
superficielles. Nous qualifierons par la suite de « couche superficielle », I'épithélium luminal et

glandulaire superficiel, et de « couche profonde », I'épithélium glandulaire profond et le stroma.

2. Les actions anti-lutéolytiques de I'lFNt

Des administrations intra-utérines d’IFN<t chez des brebis et des vaches ont été suivies d’'une
augmentation de la durée de vie du corps jaune, ce qui suggére que I'lFNt a une action lutéolytique,
directe ou indirecte (Hansen et al., 2017a). Voyons d’abord comment a lieu la lutéolyse chez des
femelles non gestantes puis comment I'lFNt permet le maintien du corps jaune en début de

gestation.

a. Synthése de PGF2ca et mécanismes responsables de la lutéolyse

Chez les brebis cyclées non gestantes, durant I'cestrus et le métoestrus, la production
d’cestrogénes par les follicules ovariens stimule la synthése des récepteurs aux cestrogénes (ESR1)
et a I'ocytocine (OXTR) dans 'endométre. Durant la phase lutéale, le corps jaune synthétise de la
progestérone qui, en se fixant sur ses récepteurs (PGR), inhibe la synthése de ESR1 et OXTR
pendant 8 a 10 jours. Mais I'exposition continue de 'endomeétre a la progestérone entraine une
réduction du nombre de PGR dans I'épithélium luminal a 11-12 jours du cycle, ce qui s’accompagne
d’une augmentation du nombre d’OXTR a 13-14 jours du cycle.

L’ocytocine, qui est libérée par la neuro-hypophyse et par le corps jaune a partir du géme jour
du cycle, stimule I'expression du géne PTGS2. Or la PTGS2 permet la synthése de prostaglandine

H2 (PGH2), un précurseur des prostaglandines, puis de prostaglandine F2a (PGF2a) par activation
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d’enzymes de conversion spécifiques. Ceci favorise donc la lutéolyse (Hansen et al., 2017a). La
lutéolyse n’est donc possible que lorsque la production d’ocytocine et le nombre de ses récepteurs

sont suffisants.

b. Actions anti-lutéolytiques de 'IFNt

Il est communément admis de nos jours que c’est autour de 16 jours de gestation chez la
vache, et 12-13 jours de gestation chez la brebis que I'organisme maternel « reconnait » la présence
d’'un embryon, lorsque la concentration en IFNt est suffisante pour observer un effet inhibiteur sur
la synthése de PGF2a (le pic d’ IFNt est autour de 15 jours de gestation chez la brebis et 20 jours
de gestation chez la vache) (Hansen et al., 2017a). L’IFNt inhibe la lutéolyse de plusieurs fagons
complémentaires, en agissant directement sur la synthése de la PGF2a et en régulant le nombre de
récepteurs ESR et OXTR.

En effet, 'IlFNt inhibe 'enzyme AKR1 (sous-famille B ou C) (Aldo-Keto Reductase family 1)
qui convertit la PGH2 en PGF2a, ce qui résulte en linhibition de la synthése du signal lutéolytique
(Arosh et al., 2016 ; Sponchiado et al., 2017). L’IFNt n’inhibe pas la PTGS2, il augmenterait méme
son activité (Dorniak et al., 2011 ; Hansen et al., 2017a). Toutefois, I'lFNt active la PTGES
(Prostaglandin E Synthase), enzyme qui convertit la PGH2 en prostaglandine E2 (PGE2), une
hormone anti-lutéolytique (Parent et al., 2002 ; Forde et Lonergan, 2012 ; Arosh et al., 2016 ;
Sponchiado et al., 2017). Cette activation aurait lieu vers le 16°™ jour de gestation (Arosh et al.,
2016). Ce mécanisme déplace le ratio PGE2/PGF2a. en faveur de la PGEZ2, ce qui permet le maintien
du corps jaune et de la gestation, la production de progestérone, le développement de 'embryon, et
la reconnaissance maternelle de la gestation (Forde et Lonergan, 2012).

En paralléle, des séquences de fixation d’éléments de régulation de I'expression des ISG ont
été identifiés sur le promoteur du géne ESR1 (IRF1 et 2, NFxB (Nuclear Factor kB), GAS (Gamma
Interferon Activation Site), ISRE) (Fleming et al., 2001) et sur le géne OXTR (Telgmann et al., 2003).
La colocalisation d’'IFNAR1 et IFNAR2 et des récepteurs ESR et OXTR dans les cellules de
I'épithélium luminal et glandulaire superficiel, a 14-15 jours de gestation chez la brebis (Rosenfeld
et al., 2002) (Figure 8) suggere fortement que le signal JAK-STAT soit aussi impliqué indirectement
dans la régulation de la lutéolyse, en participant a I'inhibition du nombre de récepteurs ESR et OXTR
(Figure 9) (Hansen et al., 2017a).
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Figure 8: Localisation des protéines IFNAR1 (a gauche) et IFNAR2 (a droite) par
immunohistochimie dans l'utérus de brebis a 14 jours de gestation (Rosenfeld et al., 2002).

LE : épithélium luminal. GE : épithélium glandulaire.

IFNAR2

Figure 9: Action paracrine de I'lFNt sur 'endomeétre chez la brebis gestante (Hansen et al.,
2017a).
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De plus, il semblerait que d’autres voies plus complexes interviennent, comme une voie RAS-
MAPK (Banu et al., 2010 ; Lee et al., 2012 ; Arosh et al., 2016), qui fait partie des voies non

classiques (Figure 7). Il a été montré dans ces études, que I'lFNt active une cascade de protéines,
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dont EGR1 (Early Growth Response) et SP1 (Specificity Protein), deux protéines compétitrices pour
le méme site de fixation du promoteur de ESR1. La fixation d’EGR1 serait a I'origine d’une inhibition
de I'expression d’ESR. Néanmoins, l'interaction entre EGR1 et SP1 n’a pas encore été directement

mise en évidence. Ce mécanisme demeure une hypothése.

En résumé, I'lFNt inhibe la lutéolyse par les voies classique et non classiques. Ceci permet
le maintien de la production de progestérone et donc de la gestation. Nous allons voir a présent que

la progestérone permet la régulation de certains génes interféron-dépendants.

3. L’influence de la progestérone sur I’expression de génes endométriaux

Des brebis ovariectomisées supplémentées en progestérone et recevant des injections
d’IFNt expriment le géne OAS1. En revanche, avec I'administration d’'un antagoniste des PGR, ces
mémes brebis n’expriment plus le géne OAS1 (Johnson et al.,, 2001). Ceci suppose que la
progestérone régule l'induction du géne OAS1 par I'lFNt. Des résultats similaires ont été obtenus
avec le géne ISG17. Comment intervient la progestérone dans la régulation de I'expression des
ISG ?

L’action de la progestérone pourrait étre directe, par sa liaison a ses récepteurs (PGR). Ainsi,
pour certains génes tels que 1ISG17, des éléments de réponse a la progestérone ont été identifiés
dans leur promoteur (Johnson et al., 2001 ; Choi et al., 2003). Cependant, alors que les PGR restent
présents dans le stroma endométrial, ils disparaissent dans I'épithélium & partir du 12°™ jour de
gestation chez la brebis (Hoskins et al., 2021). Ainsi, dans I'épithélium, I'action de la progestérone
doit passer par I'induction de médiateurs de la progestérone (FGF7, FGF10, HGF...) dans le stroma
puis leur fixation sur leurs récepteurs situés dans I'épithélium luminal (Hoskins et al., 2021). C’est
par ce mécanisme que plusieurs génes exprimés dans les épithéliums luminal ou glandulaire
nécessitent l'intervention de médiateurs de la progestérone avant stimulation par I'lFNt (Hansen et
al., 2017a) (Figure 10). Ces génes (CST, LGALS, SLC, HSD11B1, WNT...) sont impliqués dans
I'élongation et 'implantation du conceptus.

Deux voies de signalisation existent alors dés 12 jours de gestation pour ces génes
progestérone-dépendant : dans I'épithélium luminal et glandulaire superficiel, I'activation des I1ISG
passe par des médiateurs de la progestérone (voie non classique) alors que dans le stroma et
I'épithélium glandulaire profond, I'activation peut se faire par la voie classique JAK-STAT, ou par
une voie non classique (Bazer et al., 2009). Les génes qui ne sont pas régulés par la voie JAK-STAT

sont qualifiés d’ISG non classiques (Dorniak et al., 2011 ; Hansen et al., 2017b).
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Figure 10: Expression spatiale et temporelle des ISG chez la brebis pendant la période péri-
implantatoire (Spencer et al., 2008).

En rouge : ISG inhibés par la progestérone. En orange : ISG induits ou stimulés par la
progestérone. En marron : ISG induits ou stimulés par I'lFNt. En bleu : ISG non classiques (induit

par la progestérone et stimulé par I'lFNt).

Day of pregnancy

1011 12/13  14/15  16/17 1820
Conceptus IFNT
CSHI
GLYCAMI
LGALSI15
SPP1
CTSL
CTS3
CXCL10
PGR
MUC1
GLYCAMI
LGALSIS
CTSL
CST3
WNT7A
PTGS2
IRF2
IFI6
ISG15
Mmic
B2M
PGR
PRLR
SpPP1
CTSL
CST3
UTMP
sTCI
GRP
STATI
STAT2
IRF9
IRF1
GBP2
IFITI
IFIH1
RSAD2
IF127
ISGI5
Mic
B2M

Uterine PGR

Hormone

Uterine

\

Lumen

Protein

|

n.

Uterine

Luminal

il

Epithelium
(LE)

Uterine
Glandular
Epithelium
(GE)

Stroma

(ST)

STATI
STAT2
IRF9
IRF1
GBP2
IFITI
IFIH]
RSAD2
ISGI5
Mmic
B2M

b,k

Page 26



En conclusion, I'lFN<t est le principal signal embryonnaire. Il est produit par le trophoblaste
des 7 jours de gestation et atteint un pic entre 12 a 16 jours de gestation selon I'espéce, ce qui
coincide avec une diminution significative de la production de PGF2a et I'arrét de la synthése des
PGR. Cette période est considérée comme la période de reconnaissance de la gestation par
'organisme maternel. L’IFNt régule des génes endométriaux, appelés ISG. Les ISG interviennent
dans diverses fonctions lors de la gestation (inhibition de la lutéolyse et production de progestérone,
migration et adhésion de I'embryon, modifications du systéme immunitaire maternel...). La
régulation par I'lFNt peut s’effectuer par une voie classique, le signal JAK-STAT, ou par l'une des
voies non classiques, faisant intervenir ou non la progestérone. Nous allons a présent détailler
comment I'IFNt modifie le systéme immunitaire maternel et permet la tolérance de I'embryon,

considéré comme une greffe allogénique.
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ll. L’inhibition du CMH-l par [PIFN<t
permet de diminuer les reactions
immunitaires maternelles

A. Qu’est-ce que le CMH de classe | ?

Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe | (CMH-I) est un complexe de molécules
présent de facon quasi-ubiquitaire sur la membrane plasmique des cellules nucléées de notre
organisme (sauf les cellules germinales). |l joue un réle dans la reconnaissance du soi et du non-soi
en présentant a des lymphocytes T cytotoxiques des peptides antigéniques. Cette reconnaissance
des molécules du non-soi permet la destruction des cellules infectées (Choi et al., 2003).

Le CMH-I est un hétérodimére constitué d’'une chaine lourde transmembranaire, la chaine «a,
liée de fagon non covalente avec une chaine Iégére, la microglobuline g2 (2MG) (Figure 11). Le
CMH-I se compose du CHM-I classique, dit la, et du CMH-I non classique, dit Ib (O’Gorman et al.,
2010). Le CMH-la, au contraire du CMH-Ib, est trés polymorphe, avec une large distribution
tissulaire. Le CMH-Ib se retrouve essentiellement a l'interface foeto-maternelle et aurait un effet

protecteur contre les cellules immunitaires maternelles (Xu et al., 2020).

Figure 11: Organisation des protéines du CMH-I et du CMH-II a la surface des cellules (Wieczorek
etal., 2017).

MHCﬁlaSS | MHC class |l

Suface of nucleated cell Surface of APC

B. Disparition du CMH-I a la surface des cellules endométriales

Page 28



Les génes du CMH-I, c’est-a-dire ceux de la chaine a et de la p2MG, sont exprimés dans la
couche superficielle de 'endomeétre (épithélium luminal et glandulaire superficiel) de la brebis, entre
10 et 12 jours de gestation. A 14 jours de gestation, les génes de la chaine o et de la f2MG ne sont
plus exprimés dans la couche superficielle, mais seulement dans la couche profonde (stroma et
épithélium glandulaire profond. Ces modifications ont lieu en réponse a I'lFN<, ce qui fait de ces
genes des genes régulés par I'interféron (Choi et al., 2003).

Chez la brebis, jusqu’au 20°™ jour de gestation, les protéines o et f2MG ne sont pas
détectables a la surface du trophoblaste, suggérant qu’entre 14 et 20 jours de gestation, nila couche
superficielle de 'endométre ni celle de 'embryon n’expriment le CMH-I (Choi et al., 2003).

Or, la placentation des ruminants est synépithéliochoriale, ce qui signifie que I'épithélium
endométrial est au contact du trophoblaste du conceptus et que les cellules binucléées
trophoblastiques migrent et forment des syncytiums par fusion avec des cellules de I'épithélium
endomeétrial (Wooding, 1992) (Figure 12). Les cellules syncytiales pourraient potentiellement
exprimer des antigénes étrangers au systéme immunitaire maternel. L’absence de synthése des
protéines o et de la p2MG évite, de fait, I'expression d’antigénes étrangers a la surface des cellules
syncytiales (Choi et al., 2003).

Figure 12: Organisation synépithéliochoriale du placenta (Benedictus et al., 2015).

Les cellules du trophoblaste sont soit mononucléées (majorité des cellules), soit binucléées. Les
cellules binucléées fusionnent avec I'épithélium maternel.

Interp;acentomal area PIaceTtome Birnudeatercell
[ ) — Placental stroma
1— Trophoblast
Cotyledon
— Endometrium
Carungle — Endometrial stroma
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Comment expliquer le fait que le CMH-I soit présent entre 10 et 12 jours de gestation dans

la couche superficielle puis disparaisse a partir de 14 jours de gestation ?

Page 29



Les promoteurs du géne de la chaine a et de la f2MG du CMH-I ont été étudiés dans des
cellules de neuroblastome humain. Il a été montré qu’ils contenaient deux séquences essentielles

pour leur régulation (Drew et al., 1995) (Figure 13) :

- Une séquence activatrice, la NFkB Region |, sur laquelle se fixe le NFxB (hétérodimere p50-
p65).
- Une séquence consensus de l'interféron (ICS) contenant elle-méme un ISRE, permettant la

fixation des IRF (1 et 2) et des facteurs de transcription issus des ISG.

Ainsi, il semblerait que les protéines NFkB et IRF1 interagissent physiquement et
augmentent de fagon synergique I'expression des molécules du CMH-I, au moins dans I'espéce

humaine, et que IRF2 inhibe I'induction des deux géne du CMH-I (Drew et al., 1993).

Entre 10 et 12 jours de gestation, le CMH-I est exprimé dans I'épithélium luminal et
glandulaire superficiel malgré le fait que IRF2 y soit également exprimé, empéchant théoriquement
I'expression de ces génes (Choi et al., 2003). Or, comme nous I'avons vu précédemment, a ce méme
stade de gestation, certains ISG comme OAS1, ISG17 et IRF1 ont été observés dans I'épithélium
luminal et glandulaire superficiel a des seuils bas. Et, de plus, certains promoteurs des ISG
contiennent des éléments de réponse a la progestérone. Or, la présence de récepteurs a la
progestérone jusqu’a 12 jours de gestation pourrait permettre I'induction de I'expression de génes
du CMH-I par la progestérone et expliquer la présence du CMH-I a cette période (Choi et al., 2003).
Pour autant, la stimulation du CMH-I par la progestérone chez les ruminants n’a pas encore été

prouvée.

A 14 jours de gestation chez la brebis, IRF2 est localisé dans I'épithélium luminal et
glandulaire superficiel, c’est a dire au moment ou la chaine a et la f2MG ne sont plus détectées
(Spencer et al., 1998 ; Hansen et al., 2017a). Parallélement, les protéines STAT1, STAT2 et IRF9
sont absentes dans I'épithélium luminal et glandulaire superficiel (mais présentes dans le stroma et
I'épithélium glandulaire profond) (Choi et al., 2001). Or, les protéines STAT sont des ISG classiques
(Vitorino Carvalho et al., 2016). Ceci suppose que IRF2 est impliqué dans l'inhibition du CMH-1 a 14
jours de gestation, en inhibant la formation du complexe de transcription ISGF3-IRF1, empéchant

de fait 'expression du CMH-I, en association avec la disparition des récepteurs a la progestérone.
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Figure 13: Organisation du promoteur du géne de la chaine a du CMH-I (une organisation
similaire existe pour la p2MG) (Drew et al., 1995).
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Voyons a présent quelle est la conséquence de I'absence de CMH-I a la surface de
’endométre.

C. Apparition du CMH-l non classique a la surface des cellules
endométriales

L’absence de CMH-I a la surface d’une cellule est considérée comme anormale par le
systéme immunitaire. Cette anomalie est repérée par les cellules NK (Natural Killer), chargées de
détruire cette cellule. Deux mécanismes d’adaptation sont alors possibles : éliminer les cellules NK
de l'utérus (ce qui n’est pas observé), ou modifier le fonctionnement des cellules NK. Chez 'homme,
le CMH-Ib, constitué, entre autres, des molécules HLA-G (Human Leucocyte Antigen), est impliqué
dans l'inhibition des lymphocytes T cytotoxiques et des cellules NK au cours de la gestation, et donc
dans la tolérance immunitaire maternelle (Xu et al., 2020). HLA-G est un ligand des récepteurs
inhibiteurs des cellules NK (O’Gorman et al., 2010).

Récemment, des études ont mis en évidence I'existence chez les bovins, de génes du
CMH-Ib, les génes BoLA-NC (NC1 a NC4) (Bovine Leucocyte Antigen). Sur le chromosome 23, le
gene BoLA-NC1 est situé prés des génes du CMH-la. Tout comme le HLA-G, la séquence NC1 est
trés conservée et est trés peu polymorphe, ce qui suggere son importance au cours de la gestation
(O’Gorman et al., 2010).

Le promoteur du géne BoLA-NC1 a une organisation similaire a celle des génes du CMH-la

(séquence activatrice A, séquence ICS, ISRE...), suggérant une induction par des interférons.
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O’Gorman et al. ont montré une augmentation de I'activité du promoteur et de la quantité d’ARNm
NC1 en présence d’IFNt, d’'IL4, et de progestérone. Le géne BoLA-NC1 pourrait donc étre un ISG
non classique progestérone-dépendant (O’Gorman et al., 2010).

L’expression du géne BoLA-NC1 dans le trophoblaste a été observé au cours de la période
péri-implantatoire (Doyle et al., 2009). Néanmoins, I'interaction entre le BoLA-NC1 et les cellules NK

n’a pour l'instant pas été observée.

Ces données suggérent donc qu’il existe un CMH-Ib chez les ruminants, et que celui-ci

pourrait protéger 'embryon vis-a-vis des cellules NK endométriales.

En conclusion, I'expression du CMH-la a la surface de 'endométre et du trophectoderme est
inhibée, ce qui permet de diminuer les réactions immunitaires d’origine maternelle. Cette inhibition
repose sur I'IRF2. En paralléle, les cellules endométriales expriment les molécules du CMH-Ib,
connu, chez ’homme, pour inhiber les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK, et prévenir de

ce fait les réactions de rejet.

Le systéme immunitaire repose sur I'interaction antigéne-cellule immunitaire. Nous avons vu
que le CMH-I embryonnaire, considéré comme antigéne, était inhibé. Les cellules NK, cellules
sentinelles pouvant repérer cette anomalie, sont également inhibées. Nous allons voir a présent
comment I'embryon module les autres cellules immunitaires maternelles et leurs effecteurs

(cytokines, anticorps...).
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lll. Les cellules immunitaires et leurs
effecteurs solubles sont régules
pendant la période embryonnaire

Nous aborderons dans cette partie la maniére dont sont régulées les cellules du systéme
immunitaire par I'embryon. En réalité, la modulation du systéme immunitaire a lieu dés
I'accouplement, au contact du liquide séminal. C’est pourquoi nous verrons dans un premier temps,
brievement, comment le liquide séminal permet un afflux de leucocytes et de leurs effecteurs, puis

dans un second temps comment I'embryon régule cet afflux.

A.Lors de l'accouplement, le liquide séminal crée un
environnement pro-inflammatoire

Le liquide séminal est le fluide composant majoritairement le sperme. Il est sécrété par la
prostate et les vésicules séminales lors de I'éjaculation.

Chez la souris, il a été montré que le liquide séminal améliore le développement de 'embryon
et augmente son taux de survie (Bromfield et al., 2014). En effet, chez la souris, le liquide séminal a
une action suppressive sur 'immunité maternelle, ce qui permet I'implantation et la tolérance vis-a-
vis de 'embryon (Guerin et al., 2011 ; Robertson et al., 2013 ; Robertson et al., 2018).

Chez les bovins, en revanche, les études montrent que I'administration de liquide séminal
dans l'utérus de vaches entraine I'expression de génes pro-inflammatoires dans les cellules
endomeétriales et favorise la phagocytose (Elweza et al., 2018 ; Ibrahim et al., 2019).

Chez les ovins, la réponse inflammatoire de 'endomeétre au liquide séminal dépend du stade
du cycle. Pendant I'cestrus, le liquide séminal et le sperme sont pro-inflammatoires (augmentation
du nombre de polynucléaires neutrophiles (PNN) et augmentation de la sécrétion de CSF2 et
d’interleukine 8 (IL8)). Pendant le dicestrus en revanche, le liquide séminal n’induit pas de réaction
inflammatoire (Scott et al., 2006).

1. Le liquide séminal entraine un afflux de cellules immunitaires dans I'utérus

Le dépét de liquide séminal dans l'utérus de vaches entraine un afflux de PNN dans la
lumiére utérine, un constat qui avait déja été fait dans d’autres espéces (Alghamdi et al., 2004). Cet
afflux de PNN a lieu dans les 2 a 4 heures suivant 'insémination (Alghamdi et al., 2009 ; Elweza et

al., 2018). Les PNN circulent attachés aux spermatozoides, soit individuellement, soit en clusters de
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taille variable. Cet attachement peut se faire de fagon directe par une interaction ligand-récepteur,
ou par un réseau de filaments de chromatine associé a des protéines (NET, Neutrophil Extracellular
Trap). Il entraine une diminution jusqu’a 40 % du nombre de spermatozoides libres (Alghamdi et al.,
2009). Dans cette étude, le taux d’attachement des PNN aux spermatozoides était supérieur lors
d’insémination en présence de 10 % de liquide séminal qu’avec des spermatozoides seuls, ce qui
suggeére que c’est bien le liquide séminal qui est a I'origine de cet attachement.

A linverse, Aloé et al. (2012) ont montré que I'incubation conjointe de liquide séminal & des
concentrations faibles (0,2 % v/v) et de neutrophiles diminuait la migration des neutrophiles. lls ont
suggéré que le liquide séminal bloquait la sécrétion d’IL8, une cytokine connue pour exercer un
chimiotactisme positif sur les neutrophiles (Hoch et al., 1996 ; Aloé et al., 2012). Cette inhibition par
le liquide séminal avait déja été mise en évidence chez le porc (Taylor et al., 2009). Néanmoins,
Elweza et al. (2018) ont constaté des résultats opposés in vitro, avec une augmentation de la
sécrétion d’IL8 et un pic de sécrétion 3 heures post-insémination. Cependant, dans cette derniére

étude, le sperme avait été utilisé a des volumes plus importants, ce qui peut expliquer ces résultats.

2. Le liquide séminal stimule la synthése de cytokines pro-inflammatoires par
les cellules endométriales

Quelques études ont montré que le liquide séminal stimulait la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires par les cellules endométriales bovines, telles que ILG, IL8, IL18, IL17, TNFa (Tumor
Necrosis a), TGFp (Transforming Growth factor f5) (Elweza et al., 2018 ; Ibrahim et al., 2019). De
plus, lors de mise en culture de cellules endométriales en présence de liquide séminal, les ARNm
des protéines du complément C3 et C4, de puissants marqueurs de l'inflammation, ont été détectés

dans les cellules, ce qui confirme I'existence d’'un environnement pro-inflammatoire.

Certaines de ces cytokines ont une influence connue sur les populations de cellules
immunitaires. Ainsi, IL17A qui est une cytokine produite dans l'utérus essentiellement par les
lymphocytes Tyd (LTyd) dont le nombre augmente significativement dans I'épithélium luminal de
brebis pendant la gestation (Majewski et al., 2001), mais aussi par les lymphocytes Th17 (LTh17),
les lymphocytes T CD8 et les cellules NKT. Chez la souris, IL17A aurait pour effet d’attirer les PNN
en stimulant la production d’autres cytokines (IL1p et TNFa) et de chimiokines (CXCL1, CXCL2 et
CXCL5) (Song et al., 2016). Parmi les autres cytokines dont la sécrétion est stimulée, il a été montré
que IL1B, TGFp et IL6 induisaient la différenciation des LTh17, autre source de IL17A (Saito et al.,
2010). Cette voie d’activation des PNN par le liquide séminal s’appelle la voie Tyd / IL17 (Song et
al., 2016).
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Les cytokines peuvent avoir d'autres rdles que l'activation ou l'attraction de cellules
immunitaires. Ainsi, le TNFa est connu pour augmenter I'activité de la PTGES dans 'endométre
chez les bovins et donc augmenter la synthése de PGE2, prostaglandine pro-gestationnelle (Parent
et al., 2002).

En conclusion, chez les ruminants, le réle du liquide séminal dans la réponse immunitaire
maternel est encore mal connu. |l apparait néanmoins que le sperme crée un environnement pro-
inflammatoire, avec la synthése de cytokines pro-inflammatoires attirant les cellules immunitaires
(PNN majoritairement). Le réle des PNN serait d’éliminer les agents pathogénes ayant pu étre
introduits dans le vagin au cours de I'accouplement et d’éliminer le sperme en exces (Elweza et al.,
2018). A présent, il semble important de se demander si un environnement pro-inflammatoire ne
serait pas délétere pour la gestation, et comment le systéme immunitaire maternel module cette

réponse.

B.Les cellules présentatrices d’antigénes professionnelles
orientent le systéme immunitaire vers une réponse Th1, Th2 ou
Treg

1. Qu’est-ce que la balance Th1/Th2/Treg ?

Les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) sont un groupe de cellules du systéme
immunitaire capables d’activer des lymphocytes. Les CPA peuvent porter a leur surface uniquement
le CMH-I (les CPA sont alors qualifiées de non professionnelles, c’est le cas par exemple des cellules
épithéliales) ou, conjointement le CMH-I et le CMH-Il (les CPA sont alors qualifiées de
professionnelles, c’est le cas des cellules dendritiques, des macrophages et des lymphocytes B).

Le complexe Ag-CMH-I est reconnu par les LT CD8+. Le complexe Ag-CMH-II est reconnu
par les LT CD4+, dits auxiliaires ou helper (LTh ou LThO).

En fonction des cytokines sécrétées par la CPA, le LTh peut se différencier en LTh1 ou LTh2.
Chez 'Homme, IL12, IFNa et IFNy sont des cytokines connues pour induire la voie Th1 a partir de

ThO, tandis que IL4 est une cytokine connue pour induire la voie Th2 (Zhu et al., 2010).
Une fois différenciées, les cellules Th1 produisent des cytokines comme IFNy, IL13, IL2,

TNFa, et GM-CSF (Facteur de stimulation des colonies de granulocyte et de macrophage) qui

permettent I'activation des macrophages, des cellules NK et des LT CD8+, et la production de
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cytokines pro-inflammatoires. Les cellules Th1 produisent aussi des cytokines qui auto-amplifient la
voie Th1.

Les cellules Th2, elles, produisent les interleukines I1L4, 5, 6, 10, 13 et régulent négativement
la réponse Th1. Ceci permet I'activation des lymphocytes B (LB) et des granulocytes éosinophiles
(Perez-Sepulveda et al., 2014). Les cellules Th2 produisent aussi des cytokines qui auto-amplifient
la voie Th2.

Enfin, les lymphocytes T régulateurs (LTreg) produisent IL10 et TGFf et sont tolérogénes.

Chez la femme et la souris, le phénotype dominant lors de la gestation est le phénotype Th2.
I a été observé qu'une augmentation de la réponse Th1 et une diminution des LTreg
s’accompagnaient d’'une augmentation du nombre d’avortements et majoraient le risque de pré-
éclampsie. Néanmoins, une augmentation excessive de la réponse Th2 provoque également des
avortements. Ces résultats montrent que chez la femme et la souris, la balance des réponses
Th1/Th2/Treg est finement contrélée et qu’elle est essentielle au bon déroulement de la gestation.
Récemment, un lien entre les LTreg, les LTh17 et leurs facteurs d’activation (IL13, TGFp, IL6) lors

de pré-éclampsie a été mis en évidence, complexifiant le mécanisme (Saito et al., 2010).

Plusieurs études chez les ruminants ont tenté d’étudier cette balance Th1/Th2/Treg. Nous

verrons par la suite que ce mécanisme n’est pas aussi tranché que la femme.

2. Les cellules dendritiques favorisent une réponse tolérogéne

a. Le nombre de cellules dendritiques augmente pendant la période péri-implantatoire

Les cellules dendritiques sont des CPA professionnelles faisant partie de la famille des

phagocytes, au méme titre que les monocytes, les macrophages et les polynucléaires.

Le nombre de monocytes et de macrophages augmente dans I'épithélium luminal et le
stroma, chez la vache au cours de la gestation : entre 13 et 16 jours de gestation selon Mansouri-
Attia et al. (2012), entre 17 et 20 jours de gestation selon Kamat et al. (2016), et pas avant 16 a 18
jours de gestation selon d’autres auteurs (Leung et al., 2000 ; Groebner et al., 2011). Cette
augmentation du nombre de monocytes et de macrophages s’accompagne aussi d’une
augmentation du nombre de cellules dendritiques. En effet, a 16 jours de gestation chez la vache,
Mansouri-Attia et al. (2012) ont observé une multiplication par dix du nombre de cellules CD14+
CD11c+ dans le stroma. Ces cellules étaient aussi majoritairement CD172a+ (Tableau 1). Ceci

montre qu’il y a une augmentation massive du nombre de cellules dendritiques immatures (et dans
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une moindre mesure de macrophages) dans le stroma des vaches gestantes (Mansouri-Attia et al.,
2012 ; Kamat et al., 2016).

Or, chez la femme, les cellules dendritiques immatures sont impliquées dans la tolérance
immunitaire maternelle. Il est donc possible que cet afflux de cellules dendritiques soit impliqué dans
la tolérance vis-a-vis du conceptus chez les ruminants (Mansouri-Attia et al., 2012 ; Kamat et al.,
2016).

Tableau 1: Rappel des marqueurs des cellules immunitaires.

Lignée cellulaire Marqueur
Lignée lymphoide CD45
Lymphocyte T CD3
Lymphocyte T CD4+ CD4
Lymphocyte T CD8+ CD8
Lymphocyte Treg CD25
Lymphocyte B CD19, CD20, CD21
Cellules NK NK, CD56, CD16, CD335 (NKp46)
Lignée myéloide CD14 (macrophage et cellules dentritiques)
Cellules dendritiques, Macrophage CD11, CD80, CD86
Cellules dendritiques immatures CD172a
Monocyte, Macrophage CD68

Voyons maintenant quelle est la conséquence de la présence de ces cellules dendritiques

chez les ruminants.

b. Les cellules dendritiques favorisent la réponse Th2/Treg

Les cellules dendritiques sécrétent IL12, IL15 et IL18 en période péri-implantatoire chez les
bovins (Mansouri-Attia et al., 2012). Chez les vaches gestantes, la quantité d’IL15 est doublée dans

'endométre caronculaire. Cette cytokine induit :

- la prolifération de LTreg et la synthése de leurs cytokines immunomodulatrices (Walker et
al., 2010),

- un chimiotactisme positif sur les monocytes et les macrophages (Mansouri-Attia et al.,
2012).
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Or, a linstar de la classification Th1/Th2, les macrophages sont eux aussi divisés en
macrophages M1 ou M2 (Mills et al., 2017). Les macrophages M1 sécrétent TNFa et IL6 et sont
plutét pro-inflammatoires : ils augmentent la phagocytose et activent les lymphocytes T. Les
macrophages M2 sécrétent IL4, IL10, IFNy et LIF (Leukemia Inhibitory Factor) et sont plutét
tolérogénes. Chez la vache, des macrophages endométriaux exprimant des génes caractéristiques
du type M2 ont été identifiés tardivement au cours de la gestation (a 164 jours) (Oliveira et al., 2010).
La présence de macrophages M2 pendant la période embryonnaire est pour l'instant inconnue.

Des mécanismes d’inhibition réciproque sont en jeu. Le LIF et I'lL10 de la réponse M2
régulent l'activité des macrophages M1 et stimulent la réponse Th2 (Martinez et al., 2006 ; Oliveira

et al., 2013a ; Mills et al., 2017) . Cette réponse Th2 inhibe elle-méme la réponse Th1.

Les cellules dendritiques sécrétent aussi IL18 qui est une cytokine pro-inflammatoire dont la
production est plus élevée chez les vaches gestantes. Cependant, un inhibiteur de I'lL18, IL8BP

permet de contrdler la réponse pro-inflammatoire induite par IL18 (Walker et al., 2010).

En résumé, les cellules dendritiques produisent préférentiellement des cytokines qui activent
la voie Th2 et les LTreg. De plus, il est intéressant de noter que d’autres mécanismes décrits chez

la vache permettent une inhibition de la réponse Th1 :

- La synthése d’IL1RN, un inhibiteur de I'lL1p est augmentée chez la vache gestante. Un
mécanisme similaire a été observé chez les juments gestantes (Walker et al., 2010).

- Munoz et al. (2012) ont montré que dés 8 jours de gestation, 'embryon sécrétait lui aussi
(en plus des lymphocytes Th2) du TNFa et de I'lL1f3. La sécrétion de TNFa peut étre auto-
régulée par la fixation du TNFa sur son propre récepteur. Le TNFa est par ailleurs connu
pour étre une des molécules inductrices du NFkB. Ainsi, la sécrétion embryonnaire de TNFa
pourrait permettre, par auto-régulation, une diminution de sa sécrétion endométriale, et donc
une diminution de I'expression endométriale du NFxB. Le NFxB est un facteur de
transcription pro-apoptotique et pro-inflammatoire. Ce mécanisme pourrait donc intervenir
dans la tolérance de I'allogreffe pendant la gestation. Ce mécanisme est indépendant de
'IFN<.
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c. Les cellules dendritiques générent un signal « don’t eat me »

Le géne SIRPa (Signal-Regulatory Protein o) code pour une glycoprotéine membranaire, le
récepteur SIRPa (aussi appelé CD172), présent a la surface des cellules de la lignée myéloide
(Kamat et al., 2016).

Dans les tumeurs humaines, la protéine SIRPa est a I'origine d’un signal « don’t eat me »,
protégeant ainsi les cellules tumorales de la phagocytose. La liaison de la protéine SIRPa avec son
ligand CD47 active ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif), un récepteur qui contrdle
la différenciation des cellules dendritiques immatures en cellules dendritiques matures. Cette
différentiation génére le signal « don’t eat me » qui bloque la phagocytose (Groebner et al., 2011).

Kamat et al. (2016) ont observé qu’a 17 et 20 jours de gestation chez la vache, il tendait a y
avait plus de cellules SIRPa+ dans I'épithélium glandulaire que chez des vaches non gestantes
(Figure 14). Etonnamment, il y avait moins de cellules SIRPa+ dans I'épithélium luminal de vaches
gestantes que de vaches non gestantes alors que la placentation des ruminants implique un contact
entre le trophectoderme et I'ensemble de I'épithélium maternel, et donc une protection contre le

systéme immunitaire sur 'ensemble de I'épithélium.
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Figure 14: Proportion de cellules exprimant SIRPa. a différentes localisations entre 17 et 20 jours
de gestation (Kamat et al., 2016).

UW : paroi utérine. LE : épithélium luminal. SS : stroma superficiel. SG : épithélium glandulaire superficiel. DG :
épithélium glandulaire profond. M : myomeétre. d17c : a 17 jours du cycle. d17p : a 17 jours de gestation. d20p : a 20
jours de gestation.

t signifie 0,05 < p < 0,10. * signifie p < 0,05.
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Dans I'étude de Mansouri-Attia et al. (2012), le nombre de cellules SIRPa+ jusqu’a 16 jours
de gestation n’a pas été étudié dans I'épithélium glandulaire. Il n’y avait aucune cellule SIRPa+ dans
I’épithélium luminal et le nombre de cellules n’était pas différent dans le stroma, de méme que pour
Kamat et al. (2016). Cependant, une sous-population de cellules exprimant SIRPa et CD11 étaient

plus nombreuses dans le stroma profond pour les vaches a 16 jours de gestation (Figure 15).
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Figure 15: Evolution du nombre de cellules exprimant simultanément SIRPa et CD11 dans le
stroma profond, a différents stades de gestation ou du cycle (Mansouri-Attia et al., 2012).

En bleu : vaches gestantes. En rouge : vaches non gestantes. ** signifie p <0,01.
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Il apparait donc que la gestation augmente le nombre de cellules SIRPa+ et modifie la
distribution spatiale des cellules porteuses de ce récepteur. Cependant, la présence du ligand de la
protéine SIRPa, la protéine CD47, nayant pas encore été mise en évidence dans les cellules
endométriales, il est impossible de conclure de facon certaine quant a 'effet de SIRPa pendant la

gestation.

C. L’IFN< entraine un afflux de leucocytes

1. L’IFNv attire les polynucléaires neutrophiles mais inhibe leur activité

a. Mise en évidence de I’'effet de I'IFNt sur les polynucléaires neutrophiles

Manjari et al. (2018) ont mis en culture des polynucléaires neutrophiles circulants de génisse
avec une concentration élevée (10 ng/mL), moyenne (5 ng/mL), ou faible (1 ng/mL) d’IFNt pour

déterminer I'effet de I'lF Nt sur 'expression de certains génes des polynucléaires neutrophiles utérins
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et son impact sur l'implantation de 'embryon. L'expression des génes a été analysée par PCR

quantitative en temps réel (Figure 16).

Figure 16: Expression d’ISG dans les polynucléaires neutrophiles aprés mise en culture avec 1, 5,
ou 10 ng/mL d’IFN< in vitro (Manjari et al., 2018).

* signifie p <0,001. # signifie p <0,01. @ signifie p <0,05
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Cette étude a notamment permis de mettre en évidence I'influence de I'lFNt sur I'expression
d’ISG15, une protéine chimioattractante pour les PNN. A faible concentration, 'lFNTt exerce un
chimiotactisme positif sur les PNN alors que ce chimiotactisme est réduit a forte concentration. En
effet, a forte concentration en IFNT, il existe un mécanisme d’autorégulation des PNN qui permet de

réduire I'afflux de cellules immunitaires.

De plus, 'augmentation de I'expression de IF144 (Interferon Induced protein 44), une protéine
dont 'activation diminue la phagocytose chez 'homme, et le fait que, chez 'homme, ISG15 réduise
le renouvellement des protéines intracellulaires en ralentissant I'activité du protéasome, suggérent

que I'lFN< attire les PNN, mais diminue leur activité de phagocytose.
L’IFNt exercerait donc un chimiotactisme positif sur les PNN et régulerait leur activité.

b. Régulation par 'IFNt de I'inflammation induite par I'implantation

Manjari et al. (2018) ont également observé une augmentation de I'expression de OASH1,
MX1 et MX2 dans les PNN, des génes impliqués dans I'adhésion du trophoblaste a 'endomeétre.
Cette adhésion, suivie de I'invasion du trophoblaste, est a I'origine de Iésions tissulaires. Ces Iésions

se traduisent par la libération de DAMPs (Damaged-Associated Molecular Patterns), des molécules

Page 42



qui provoquent une inflammation (Figure 17). Celle-ci est limitée par 'augmentation de I'expression
de IFI16 par les PNN. Il a été constaté une corrélation négative entre I'expression d’OAS1 et d’IFI16
(Manijari et al., 2018).

A faible concentration en IFNr, 'expression de PIBF (progesterone-Induced Blocking Factor),
un médiateur de la progestérone, probablement également stimulé par I'lFN<t, est augmentée. Le
PIBF diminue linfiltration des PNN, réduit la production de cytokines Th1 mais favorise la production
de cytokines Th2. Chez la souris, une action synergique avec la protéine LGALS1 (Galectine 1) a
été constatée (I'importance de la protéine LGALS1 sera développée plus bas) (Blois et al., 2007). A
faible concentration en IFNr, le PIBF réduit donc I'inflammation au début de I'implantation et le risque

de rejet (Manjari et al., 2018).

Figure 17: Influence de I'lFNt a faible ou forte concentration sur les PNN (Manjari et al., 2018).
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2. L’IFNt exerce un chimiotactisme positif sur les cellules de la lignée lymphoide
La lignée lymphoide est constituée des lymphocytes T et B, et des cellules NK.

Différents auteurs rapportent que le nombre de cellules NK et LTCD8+ augmentent dans

'endométre pendant la période embryonnaire :
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- Vasudevan et al. (2017) ont rapporté une augmentation de la quantité de cellules CD45+
CD8+ entre 17 et 20 jours de gestation chez les bovins. lls ont également mis en évidence
la présence de cellules CD45+ NKp46+ a 17 jours de gestation, mais sans modification de
leur nombre entre 17 et 20 jours de gestation. Seulement 20 % des cellules CD45+ étaient
uniquement NKp46+ ou CD8+. En effet, la majorité des cellules CD45+ co-exprimaient ces
deux marqueurs.

- Connelley et al. (2014) ont récemment identifié des PBMC (Cellules mononucléées du
sang périphérique) CD3+NKp46+CD8+ dans du sang périphérique chez les bovins. Les
auteurs ont montré que ces cellules, appelées NKT, répondent au récepteur des lymphocytes
T (TCR) et au récepteur des cellules NK (NKR), et possédent un vaste répertoire de TCR,
contrairement aux cellules NKT conventionnelles. |l est donc probable que les cellules
CD45+ NKp46+ CD8+ identifiées par Vasudevan et al. (2017) fassent partie de cette famille
de NKT atypique.

A 17 jours de gestation chez la vache, in vivo, 'augmentation du nombre de cellules CD45+
NKp46+ et/ou CD8+ s’accompagne d’une augmentation de la concentration en ARNm de granzyme
A puis d’une diminution a 20 jours de gestation (Vasudevan et al., 2017). Les granzymes A sont des
protéases libérées par les cellules cytotoxiques et qui lysent leur cible, provoquant son apoptose.
Cette augmentation peut étre due a une stimulation par I'lFNt, connu pour augmenter I'activité et la
cytotoxicité des cellules NK in vitro chez les ovins (Tuo et al., 1993 ; Tekin et Hansen, 2002). Or,
une libération excessive de protéases pourrait représenter un risque pour la gestation. Nous verrons

par la suite qu’il existe des mécanismes de régulation des lymphocytes effecteurs.

Ces cellules lymphoides sont localisées dans les différentes régions de 'endométre. Ainsi,
Vasudevan et al. (2017) ont constaté que 50 % des cellules CD45+ étaient situées dans I'épithélium
luminal et le stroma superficiel. Meeusen et al. (1993) ont observent que les cellules CD8+ étaient
situées dans I'épithélium luminal, et que 25 % d’entre elles étaient des lymphocytes intra épithéliaux
yo+. La présence de LT yd+ dans 'endomeétre entre 5 et 16 jours de gestation a été confirmée par
Oliveira et al. (2013a). Enfin, des cellules CD4+ sont également présentes, et situées dans le stroma
(Meeusen et al., 1993 ; Ott et al., 2014).

En conclusion, la sécrétion d’IFN<t par 'embryon attire des polynucléaires neutrophiles mais
réduit dans le méme temps leur activité de phagocytose. Les polynucléaires neutrophiles participent
a l'adhésion et I'implantation de 'embryon. L'IFNt attire également des LT (essentiellement CD8+
et yo+) et les cellules NK situées dans I'épithélium luminal et stroma. Une nouvelle catégorie de

cellules, répondant au TCR et au NKR, les cellules NKT ont été mises en évidence. Certaines
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cellules de la lignée lymphoide produisent des granzymes et constituent donc un risque pour la

gestation. Le rble de ces cellules est pour l'instant inconnu.

Voyons a présent comment le systéme immunitaire est régulé pour permettre la tolérance de

'embryon, et si le modéle Th1/Th2/Treg est applicable aux ruminants.

D. Les lymphocytes T régulateurs sont activés et les lymphocytes T
effecteurs sont inhibés

1. Le nombre de lymphocytes T régulateurs augmente pendant la période
embryonnaire

Chez la vache, plusieurs éléments suggéerent que les lymphocytes Treg sont présents en
plus grand nombre dans 'endomeétre et dans la circulation, pendant la gestation. Ainsi, la quantité
d’ARNm d’IL10 est plus élevée dans les cellules CD45+ de 'endométre chez les vaches gestantes
de 17 a 20 jours que chez les vaches cyclées entre 17 et 20 jours du cycle (Vasudevan et al., 2017
; Mohapatra et al., 2020). D’autres études affirment que cette augmentation a lieu dés 13 jours de
gestation chez la vache (Oliveira et al., 2013a). Or, IL10 est une cytokine produite par les LTreg. Il
convient de se demander quelle est 'importance des LTreg lors de la gestation chez les ruminants
et quels sont les mécanismes en jeu dans leur régulation.

Dans le sang périphérique, Oliveira et al. (2008) ont observé une augmentation du nombre
de cellules T CD24+ CD25+ a 33-34 jours de gestation chez la vache. Le CD25 est un marqueur
des LTreg. Parallélement, Oliveira et al. (2008) ont observé une augmentation du nombre de LTreg
dans l'utérus a 33-34 jours de gestation, soit au début de I'implantation. Cette augmentation n’a pas
été constatée a un stade précoce (entre 5 et 16 jours de gestation) (Oliveira et al., 2013a). Ceci
suggeére que les lymphocytes circulants maternels sont redirigés vers I'utérus. Néanmoins, il n’existe
pas encore d’anticorps anti-FOXP3 (Forkhead Transcription factor) bovin pouvant étre utilisés lors
d’expérience de marquage (Oliveira et Hansen, 2008). On ignore donc encore si tout ou partie des
cellules CD24+ CD25+ sont des LTreg.
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Chez la femme et la souris, pendant la gestation, on observe une augmentation dans le sang
périphérique d’'une sous-population de LT CD24+ CD25+ qui exprime le facteur de transcription
FOXP3 (Oliveira et Hansen, 2008). Or, la protéine FOXP3 est un marqueur des LTreg chez ’lhomme
(Shevach, 2009). Ces cellules ont été identifiées comme étant des LTreg sécréteurs d’IL4 et
inhibiteurs des LT cytotoxiques (Mjésberg et al., 2007). De plus, il a été observé chez des femmes
présentant des avortements récurrents et spontanés une diminution du nombre de cellules CD24+
CD25+ parmi les PBMC. Ceci suggére I'importance des LTreg lors de la gestation.

La figure 18 présente comment les LT FOXP3+ bloque les autres cellules immunitaires, et

de ce fait, induisent une réponse tolérogéne.

Figure : Mécanisme de blocage des cellules FOXP3- par les LT FOXP3+ (Shevach, 2009).
A gauche : la libération des cytokines du LTreg bloque le cycle cellulaire. Au centre :
'expression de récepteurs a I'lL2 (CD 25) a la surface des LTreg prive les cellules de la voie Th1

de cytokines informatrices. A droite : les LTreg peuvent agir comme des cellules cytotoxiques.
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2. Larégulation des lymphocytes repose sur une interaction ligand-récepteur

L’activation des LT passe par I'interaction avec une cellule présentatrice d’antigénes (CPA).

Deux signaux doivent étre présents simultanément (Alegre et al., 2001) :

- Laliaison du CMH-II de la CPA avec le récepteur du LT.
- La liaison du CD80 (aussi appelé B7-1) ou du CD86 (aussi appelé B7-2) de la CPA avec
le CD28 du LT. Le CD80 et le CD86 sont appelés des molécules de co-stimulation.
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Plusieurs récepteurs inhibiteurs ont été mis en évidence sur des LT : CTLA4 (Cytotoxic T-
lymphocyte Antigen 4) (aussi appelé CD152), PD1 (Programmed Cell Death protein 1) et KIR (Killer-
cell Immunoglobulin-like Receptor) (Alegre et al., 2001) (Figure 19).

Figure 18: Fonctionnement de I'interaction entre la cellule présentatrice d’antigéne et le
lymphocyte T (Alegre et al., 2001).

Au centre : la reconnaissance simultanée du CMH-II par le TCR et du CD80/86 par le CD28
entraine l'activation du LT (production de cytokines, différenciation, prolifération). A gauche : en
I'absence de liaison avec le CD28, le LT entre en apoptose ou en anergie. A droite : la

costimulation du TCR et du CTLA4 bloque le cycle cellulaire.
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Nous aborderons dans un premier temps le mode d’action de ces inhibiteurs, en s’appuyant
sur des données chez la femme ou la souris, puis nous nous intéresserons aux données chez la

vache.

a. Mode d’action des inhibiteurs des lymphocytes T (CTLA4, LAG3 et PDL1)

Le récepteur CTLA4 est le mieux étudié chez 'homme. Ce récepteur a un taux de
ressemblance de 30 % avec le CD28 et une plus grande affinité pour le CD80/86 (Alegre et al.,
2001).
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Chez 'homme et la souris, la stimulation du CTLA4 du LTreg avec les récepteurs de la cellule
dendritique inhibe I'activation des LT effecteurs en réduisant la production d’'IL2, et en bloquant les
LT en phase G1 du cycle cellulaire (Alegre et al., 2001). Cette désactivation du LT s’appelle I'anergie
(Figure 21).

La protéine LAG3 (Lymphocyte Activation gene 3) est une protéine transmembranaire liée
au CD4 et qui est exprimée par les cellules NK et les lymphocytes T (essentiellement les LTreg). La
protéine LAG3 se lie au CMH-Il présent a la surface des CPA (notamment les cellules dendritiques)
(Liang et al., 2008). Chez la souris, il a été montré que la liaison de LAG3 au CMH-I| présent sur les
LT inhibe le TCR et la production d’IL-2 (Liang et al., 2008), et inhibe les LT CD8+ (Grosso et al.,
2007). Dans des cellules dendritiques immatures, LAG3 bloque la maturation de ces cellules (Figure
20) (Shevach, 2009). CTLA4 et LAGS inhibent la production d’IL2 et inhibent donc la réponse Th1.

Figure 19: Mécanisme de blocage des CPA par les LTreg via les protéines CTLA4 (a gauche) et
LAG3 (a droite) (Shevach, 2009).
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Le PDL1 (Programmed Death-Ligand 1) (aussi appelé CD274 ou B7-H1) est une protéine
membranaire présente a la surface des CPA qui interagit avec le récepteur PD1 présent a la surface
des LT et LB activés. Chez la souris, cette interaction entraine une inhibition du TCR et de la
production d’IL2, et favorise la production d’IL10 (Selenko-Gebauer et al., 2003). La stimulation du

couple PD1-PDL1 favorise la réponse Th2/Treg.
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b. Evolution des inhibiteurs des lymphocytes T pendant la gestation chez la vache

Chez la vache, entre 17 et 20 jours de gestation, les génes PDL1 et LAG3 sont plus exprimés
que chez les vaches cyclées a 17 ou 20 jours de leur cycle (18 fois plus pour PDL1) dans le
parenchyme utérin et dans les cellules immunitaires (Vasudevan et al., 2017). De plus, la protéine
CTLAA4 est également présente en plus grande quantité dans ces deux sites.

Il est intéressant de noter que le promoteur du géne PDL1 posséde un ISRE sur lequel se
fixe IRF1. La stimulation du promoteur par I'lFNy via les voies JAK-STAT ou PI3K a été montrée
chez la souris dans différents types cellulaires (Lee et al., 2006), mais pas chez la vache.

Néanmoins, la stimulation du géne PDL1 par I'lFNt est envisageable.

Par analogie avec la femme et la souris, on peut supposer que 'augmentation de la synthése

de ces protéines dans I'endomeétre en période péri-implantatoire entraine :

- une diminution de la production d’IL2, une cytokine de la réponse Th1 pro-inflammatoire,
- une augmentation de la production d’IL10, une cytokine immunomodulatrice,

- etlanergie des LT.

3. Les macrophages inhibent la prolifération des LT : la protéine IDO1

A 17 jours de gestation, il est observée une augmentation de la quantité ’ARNm de IDO1
(Indoleamine 2,3-Dioxygenase-1), une enzyme produite par les macrophages et les cellules
dendritiques et qui catalyse la transformation du L-tryptophane en N-formylkurenine (Groebner et
al., 2011 ; Mohapatra et al., 2020). Or, il a été montré que la synthése de la protéine IDO1 est sous
influence d’interféron (IDO1 est connu pour étre stimulé par I'lFNy, mais probablement également
par I'lFN<) (Groebner et al., 2011 ; Kamat et al., 2016 ; Mathew et al., 2019 ; Mohapatra et al., 2020).
Puis a 20 jours de gestation, la concentration en ARNm d’IDO1 diminue, ce qui peut étre d0 a
linhibition par 'IRF2 (Spencer et al., 2008 ; Kamat et al., 2016).

Or, plusieurs études ont montré le lien entre IDO1 et l'inhibition de la prolifération des LT

dans d’autres espéces :

- La culture de macrophages et de cellules dendritiques humaines exprimant IDO1 inhibe
la prolifération de LT in vitro (Lee et al., 2002).

- Dans des cellules endométriales murines, des concentrations faibles en tryptophane
inhibent la prolifération des LT in vitro et in vivo. En l'absence de tryptophane, les

lymphocytes T entrent en phase G1 du cycle cellulaire, mais ne passent pas en phase S. Ce
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blocage du cycle cellulaire active la voie Fas de I'apoptose cellulaire (Munn et al., 1999 ; Lee
et al., 2002).

- Certaines cellules dendritiques CD11c+ de la rate utilisent le catabolisme du tryptophane
pour supprimer l'activité des lymphocytes T in vivo induite par la présence de peptides
associés a des tumeurs (Lee et al., 2002).

- Chez la souris, le N-formylkurenine, en présence de TGFp, active le facteur de
transcription AHR (Aryl Hydrocarbon Receptor), permettant ainsi la différenciation des LThO
en LTreg CD25+ FOXP3+ producteur d'IL10 (Gandhi et al., 2010 ; Mezrich et al., 2010).

Ces résultats suggérent que I'lFNt participe a 'inhibition des LTh et a I'activation des LTreg
par une modification du métabolisme du tryptophane. Mais ce mécanisme n’a pas encore été étudié
chez les ruminants.

La figure 21 récapitule les mécanismes de régulation des cellules immunitaires lors de la
gestation chez les ruminants évoqués dans cette partie.

Figure 20: Interactions ligand-récepteur entre cellules immunitaires et épithéliales, sous I'influence
de I'lFNt (Ott, 2019).
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4. La famille des galectines (LGALS)

Les galectines (LGALS) sont des protéines de la famille des lécithines. Il existe plusieurs
galectines (la liste qui suit est non exhaustive) : LGALS1 (homme, souris, ruminants), LGALS3
(homme), LGALS3BP (ruminants), LGALS9 (hommes, ruminants), LGALS15 (ruminants) (Forde et

al., 2011). Les galectines sont exprimées par différents types cellulaires, y compris par le
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trophoblaste. Elles sont impliquées dans I'élongation et I'adhésion du trophoblaste (LGALS15)
(Lewis et al., 2007) ou la modulation du systéme immunitaire (LGALS1, 3, 9). Nous ne traiterons ici

que de cette derniére catégorie.

Chez la souris, LGALS1 réprime la réponse Th1 et Th17, favorisant ainsi la réponse Th2
(Blois et al., 2007). Elle entraine également le recrutement de cellules dendritiques immatures
tolérogénes et inhibe leur migration aux nceuds lymphatique (évitant de fait I'activation des LT),
favorise la production d’IL10 par les LTreg (Blois et al., 2007), et entraine I'apoptose des LT CD4+
(Okumu et al., 2011). De plus, il a été montré que chez la souris, I'expression de LGALS1 est
progestérone et cestrogéne-dépendant (Okumu et al., 2011). En effet, certains génes de la famille
des galectines (LGALS9, LGALS15) sont connus pour étre des ISG non classiques progestérone-

dépendant.

Or, la quantité d’ARNm de LGASL1 est plus faible chez les vaches a 17 jours de gestation
que chez les vaches cyclées a 17 jours de leur cycle (Vasudevan et al., 2017). Il apparait donc que

ce mécanisme soit peu impliqué dans la régulation des LT chez les ruminants.

LGALS3 est, au contraire de LGALS1, une galectine favorisant la réponse Th1. Elle est
sécrétée par I'épithélium luminal (Okumu et al., 2011). Une hausse du taux d’avortement a été
constatée chez des souris ayant des taux élevés de LGALS3 et des taux faibles de LGALS1. Chez
la vache, des taux élevés de LGALS1 et faibles de LGALS3 ont été mis en évidence pendant la
période embryonnaire (Okumu et al., 2011), favorisant ainsi la réponse Th2/Treg. LGALS3 a été

localisé chez la vache dans le LE en début de gestation (Kim et al., 2008).

LGALS9 est une galectine également impliquée dans la réponse Th2. En effet, chez la souris,
LGALS9 se lie a la protéine Tim-3, une protéine membranaire spécifique des cellules de la réponse
Th1, entrainant une inhibition de la réponse Th1 (Blois et al., 2007). Chez la vache, LGALS9 est
exprimé dans I'épithélium luminal et glandulaire, tout comme LGALS15 (Okumu et al., 2011).
Comme LGALS9 et 15 sont également impliquées dans I'adhésion du trophoblaste au moment de
limplantation, on peut supposer que la réponse Th2 a une importance a ce moment de la gestation.
Par ailleurs, chez la vache, la quantité d ARNm LGALS9 est significativement plus élevé a 16 jours
de gestation dans 'endomeétre comparé a des vaches a 16 jours de leur cycle (Okumu et al., 2011).
Or, c’'est a 16 jours de gestation qu’a lieu le pic d'IFNt. Etant donné que cette augmentation est

insensible a la progestérone, cela suppose une régulation par I'lFNt seul (Okumu et al., 2011).

En conclusion, le nombre de LTreg augmente en période péri-implantatoire. Les récepteurs

présents a la surface des LTreg induisent I'anergie des LT en bloquant le cycle cellulaire, bloquent
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la maturation des CPA, et inhibent la production d’IL2 impliquée dans la réponse Th1. Les
macrophages participent également a linhibition des LTh, en modifiant le métabolisme du
tryptophane, acide aminé nécessaire au fonctionnement des LT. Les galectines sont des protéines
produites, entre autres, par le trophoblaste, inhibant la réponse Th1 et favorisant la réponse
Th2/Treg. Pour 'ensemble de ces mécanismes, une stimulation directe par I'lFNt n’a cependant pas
été prouvée, mais la présence d’ISRE sur certains génes ou 'augmentation de 'activité de certaines
protéines conjointement a une augmentation de la quantité d’IFNt semble aller dans le sens d’'une

stimulation interféron-dépendante.

E. L’'IFN< stimule la sécrétion de cytokines chimio-attractantes

1. La famille des chimiokines

Les chimiokines, ou cytokines chimio-attractantes, constituent une famille de polypeptides
pro-inflammatoires. Ces protéines sont impliquées dans l'angiogenése, la chimiotaxie des
leucocytes, l'initiation et la surveillance de la réponse immunitaire adaptative (Glaucia Teixeira et al.,
1997 ; Shirasuna et al., 2012 ; Mathew et al., 2019).

La structure des polypeptides est composée, entre autres, de 4 résidus de cystéine. Cette
famille a été divisée en fonction de la présence ou de I'absence d’un acide aminé entre les deux
premiers résidus de cystéines : C-X-C (chimiokine o)) ou C-C (chimiokine ) (Glaucia Teixeira et al.,
1997).

De nombreuses chimiokines ont été identifiées chez les ruminants (liste non exhaustive)
(Oliveira et al., 2013b ; Sakumoto et al., 2017) :

- CCL2 (aussi appelé MCP1), CCL8 (aussi appelé MCP2), CCL11, CCL14 et CCL16,
- CXCL9, CXCL10 (aussi appelé IP-10), CXCL11 et CXCL12,
- bGCP-2.

2. La stimulation par I'IFNt

L'IFNt augmente I'expression des chimiokines CCL8, CXCL9, CXCL10 et CXCL11 par
'endométre chez la vache (Sakumoto et al., 2017). Des résultats similaires ont été observés chez
la brebis a 14 jours de gestation, dans 'endométre caronculaire, aprés stimulation avec de I'lFNt et

de I'lFNy (Shirasuna et al., 2012). Chez la vache, I'expression des chimiokines CCL2, CCL8, CCL11,
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CCL14, CCL16, et CXCL10 est augmentée entre 15 et 18 jours de gestation. A 18 jours de gestation,
les récepteurs CCR1, CCR2, CCR3 et CXCR3 sont exprimés dans I'épithélium luminal et

glandulaire, ainsi que dans les cellules du trophoblaste (Sakumoto et al., 2017).

L’'IFN< stimule également la sécrétion de bGCP-2 par les cellules endométriales (Glaucia
Teixeira et al., 1997 ; Binelli et al., 2001).

Quelle est la fonction de ces chimiokines pendant la période embryonnaire ?

3. Les chimiokines attirent les polynucléaires et les lymphocytes

L’adjonction d’'un milieu de culture obtenu aprés stimulation de caroncules ovines par de
I'lFNt a des leucocytes de sang périphérique a montré un chimiotactisme positif du milieu de culture
sur les leucocytes. L’ajout d’'un anticorps anti-CXCL10 bloque cet effet. On peut donc supposer que
les chimiokines sécrétées par 'endométre en réponse a I'lFN<t régulent les cellules immunitaires de

'endométre (Shirasuna et al., 2012).

Il a d’ailleurs été montré que le bGCP-2 exerce un chimiotactisme positif sur les granulocytes.
L’afflux de granulocytes permettrait de contrdler I'inflammation qui a lieu lors de limplantation
(Glaucia Teixeira et al., 1997).

Chez la brebis, CCL2 entraine le recrutement de granulocytes €osinophiles dans I'épitélium
luminal. Chez la vache, cette chimiokine est exprimée dans I'épithélium et le stroma, mais cela ne

s’accompagne pas d’un afflux d’éosinophiles (Oliveira et al., 2013a).

Le récepteur CXCR3 (récepteur des chimiokines CCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11) est
préférentiellement exprimé sur les cellules Th1. L’augmentation de la sécrétion de chimiokines

pourrait étre une réponse a 'arrivée de cellules Th1 dans 'utérus (Walker et al., 2010).

4. Les chimiokines ont un effet pro-gestationnel

CCL16 stimule I'expression d'ISG15 et de MX1 dans les cellules de I'épithélium luminal
apres fixation sur son récepteur (CCR1 et CCR2) (Sakumoto et al., 2017). Or ISG15 et MX1 sont
impliqués dans le processus d’'implantation de 'embryon. Cet effet indirect de I'lFN<t a été décrit par
Manijari et al. (2018), et favorise I'adhésion du trophoblaste a 'endométre.

Par ailleurs, CCL2 et CCL8 diminuent I'expression de COX2 (PTGS2) et CCL8 diminue
également I'expression des OXTR. CCL2 et CCLS8 inhibent donc la production de PGF2a, ce qui a
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un effet pro-gestationnel (Sakumoto et al., 2017).

L’ensemble des mécanismes permis par les chimiokines est illustré dans la figure 22.

Figure 21: Action de I'lFNt et des chimiokines sur I'expression des ISG (Sakumoto et al., 2017).

Les chimiokines entrainent 'inhibition de I'expression de COX2 et du récepteur a I'ocytocine
(OTR), permettant ainsi la diminution de la synthése de PGF2a.
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En conclusion, I'lFNt stimule la sécrétion de chimiokines, en plus des cytokines de la réponse
Th1/Th2/Treg. Ces chimiokines attirent les leucocytes vers 'endomeétre. L’origine de ces leucocytes
reste a déterminer. Ces leucocytes se différencient ensuite en LTh1, LTh2 ou LTreg en fonction de
leur interaction avec d’autres cellules de I'immunité et des molécules circulant dans la lumiére utérine
ou dans I'espace interstitiel. Les chimiokines contribuent également au maintien de la production de
progestérone (en contribuant a l'inhibition de la lutéolyse), hormone dont certains ISG sont

dépendant pour leur activation.
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Conclusion

L’IFN<t active plusieurs voies de signalisation dans les cellules de 'endomeétre au cours du
développement embryonnaire. Ces voies de transduction peuvent étre classiques ou non
classiques, dépendantes ou non de la progestérone. L’'IFNt permet ainsi la régulation de génes
appelés ISG. Pour un méme ISG, cette régulation peut varier en fonction du stade de gestation et
de la localisation de la cellule qui I'exprime. Parmi ces génes, on trouve les génes du CMH classique,
qui sont inhibés dés 14 jours de gestation, permettant ainsi de diminuer les réactions embryo-
maternelles au moment de la placentation, mais aussi des génes impliqués dans I'élongation,

'adhésion du trophoblaste ou la suite de I'implantation.

L’IFNt exerce par ailleurs un chimiotactisme positif sur les leucocytes dans 'endométre, en
particulier les LT, les LTreg, les cellules NK, les PNN et les macrophages. Les LTreg sont activés,
favorisant ainsi une réponse tolérogéne. La régulation des LT dépend d’un dialogue moléculaire, en
partie dépendant de I'lFNr, entre LT et CPA (activation de récepteurs inhibiteurs), de la libération de
chimiokines, de modifications du métabolisme du tryptophane, d’expression de génes
immunomodulateurs comme les galectines. Si le paradigme Th1/Th2/Treg est admis chez la femme
et la souris, il semble également valable pour les ruminants, bien que le doute soit toujours

d’actualité.

Récemment, un nouveau signal embryonnaire a été mis en évidence chez les ruminants : le
PIF (Preimplantation factor). Chez la femme et la souris, le PIF diminue I'activité des cellules NK,
module I'expression de certaines interleukines et diminue [linflammation au moment de
limplantation. Néanmoins, il n’existe a ce jour que deux études évoquant son réle chez les ruminants
pendant la gestation (Stamatkin et al., 2011 ; Wonfor et al., 2017).

Les modifications immunologiques liées a la gestation ont été moins étudiées chez les
ruminants que dans d’autres espéces telles la souris ou I'espéce humaine. |l reste ainsi plusieurs
voies trés peu explorées chez les ruminants, comme la voie du complément et les voies non
classiques de l'interféron qui ont étudiées chez la souris. De méme, il a été observé chez la femme
que les cellules souches mésenchymateuses avaient des actions immunomodulatrices, mais

aucune étude n’a été réalisée chez les ruminants a ce jour.
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LES MODIFICATIONS IMMUNOLOGIQUES DE L’ENDOMETRE EN
REPONSE AUX STIMULI EMBRYONNAIRES CHEZ LES RUMINANTS

AUTEUR : Léa PICARDA

RESUME :

L’'IFN< est le signal embryonnaire majoritaire chez les ruminants. |l est a l'origine de la
reconnaissance foeto-maternelle de la gestation. L'IFNt active des génes stimulés par l'interféron
(ISG) impliqués dans la réponse immunitaire maternelle, I'attachement et l'implantation de
'embryon... Il existe de nombreuses voies de transduction (JAK-STAT, MAPK, PIK3...), impliquant
ou non la progestérone, hormone dont la synthése est dépendante de I'interféron. La disparition des
récepteurs a la progestérone et la présence d’inhibiteur de I'interféron (IRF2) expliquent 'expression
différente dans I'espace et dans le temps de ces ISG. Parmi les ISG, nous pouvons citer les
molécules du CMH-I classique, qui ne sont plus exprimées pendant la période péri-implantatoire, au
contraire des molécules du CMH-I non classique.

L'IFNt exerce un chimiotactisme positif sur les leucocytes (lymphocytes, cellules Natural
Killer (NK) et NKT, polynucléaires neutrophiles, macrophages). La balance Th1/Th2/Treg, connue
chez la femme et la souris, s’observe en partie chez les ruminants. Le dialogue moléculaire entre
cellules présentatrices d’antigénes et lymphocytes Treg (activation des protéines CTLA4, PDLA1,
LAG), la libération de cytokines et chimiokines, I'expression de galectines et la modification du
meétabolisme du tryptophane, sont a I'origine d’'une activation des LTreg et de la voie Th2, et une

inhibition de la voie Th1. Néanmoins, de nombreuses étapes de ces mécanismes restent inconnues.
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IMMUNOLOGICAL CHANGES IN THE ENDOMETRIUM IN RESPONSE TO
EMBRYONIC STIMULI IN RUMINANTS

AUTHOR: Léa PICARDA

SUMMARY:

IFN< is the main embryonic signal in ruminants. It is responsible for the maternal recognition
of pregnancy. IFNt modulates the expression of interferon stimulated genes (ISG), thus regulating
the maternal immune system, as well as allowing embryo attachment and implantation. Many
interferon-dependant signalling pathways are involved in activating ISG (JAK-STAT, MAPK,
PIK3...), involving or not progesterone, whose synthesis is also interferon-dependant. Expression of
ISG changes in time and in localization due to IRF2 inhibitory effect and progesterone receptors
disappearance. Amongst those regulated ISG, expression of classical MHC-I is inhibited during peri-
implantation period, whereas non-classical MHC-I is up-regulated.

IFNt exerts a positive chemotactic effect on leukocytes (lymphocytes, Natural Killer cells (NK)
and NKT cells, neutrophils, macrophages). The Th1/Th2/Treg balance is well-documented in women
and mice but may not be fully observed in ruminants. Interactions between Antigen Presenting Cells
and Treg lymphocytes (CTLA4, PDL1, LAG protein activation), cytokine and chemokine production,
galectin expression, modifications in tryptophan metabolism lead to increased LTreg and Th2
response and decreased Th1 response. Nonetheless, many steps of the mechanism remain

unknown.
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