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-A-

ADCC Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity

AKT/PKB  Protein kinase B

Angll Angiotensin II

ARN Acide Ribonucléique

AS Artére spiralée

ASR Avortement Spontané¢ Récurrent
-B-

BCL-2 B-cell lymphoma 2

BL Blastocyte
-C-

CHIV Virus Chikungunya

CLP Progéniteur Lymphoide Commun

CLR C-type Lectine receptor

CMH Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CTB/CT Cytotrophoblaste

CTEV Cytotrophoblaste Extravilleux

CTL Lymphocytes T Cytotoxiques
-D-

D Décidua

DC Cellule Dendritique

dDC Cellule Dendritique déciduale

DENV Virus de la Dengue

2DG 2-Désoxy-D-Glucose

DISC Death-Inducing Signaling Complex

DNAM-1 DNAX Accessory Molecule-1

dNK Cellule NK déciduale

DSC/CD Cellule stromale déciduale

-E-
E4BP4 E4 promoter Binding Protein 4
EAT-2 EWS-FLI1-activated transcript 2
EB Bouton Embryonnaire
EBV Virus Epstein-Barr
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ECAR
EGF
EM
Eng
Eomes
Ets-1
EU
EVT

FADD
FcgR
FGF-2
Flt-1
FOXO1
FSH

GAPDH
GATA3
GLUT
GM-CSF
GPI

Gzm

HBC
HB-EGF
hCG
HCMV
HIF-1a
HLA
hMPV
HSV

ICAM

Extracellular Acidification Rate
Epidermal Growth Factors
Mésoderme embryonnaire
Endoglin
Eomésodermine
E26 transformation specific oncogene homolog-1
Endothélium Utérin
Cellule trophoblastique extravilleuse

-F-
Fas-Associated protein with Death Domain
Récepteurs humains pour les immunoglobulines
Fibroblast Growth Factor-2
Fms Related Receptor Tyrosine Kinase 1
Forkhead box protein O1
Hormone Folliculostimulante

-G -
Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
Gata Binding Protein 3
Transporteur de glucose
Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
Glycosylphosphatidylinositol
Granzyme

-H -
Cellule de Hofbauer
Heparin Binding-Epithelial Growth Factor
Hormone Chorionique Gonadotrope
Cytomégalovirus Humain
Hypoxia Inducible Factor-1 alpha
Human Leukocyte Antigen
Metapneumovirus Humain
Virus de I’Herpes Simplex

-1-

Intercellular Adhesion Molecule
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IDO Indoleamine 2,3-dioxygénase

IF16 Interferon-a Inducible Gene 6
IFN-I Interféron de type 1
IFN-1I Interféron de type 2
IFN-III Interféron de type 3
IFN-o/B Interféron-alpha/beta
IFN-y Interféron-gamma
IFNAR Interferon-alpha/beta receptor
[FITM Protéine transmembranaire induite par 1'interféron
IGF-1 Insulin-like Growth Factor-1
IKKe Inhibiteur de la kappa-B kinase epsilon
IL Interleukine
ILC Cellule Innée Lymphoide
ILT Immunoglobulin Like Transcripts
iNK Cellule NK immature
IRF Interferon Regulatory Factor
IS Synapse Immunologique
ISG Interferon Stimulated Gene
ISRE Elément de réponse stimulée par l'interféron
IST Infection Sexuellement Transmissible
ITAM Immunoreceptor Tyrosinebased Activation Motif
ITIM Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif
-J-
JAK Janus Kinase
-K -
KIR Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor
KLF Kriippel-Like Factor
-L -
L Lacune

LAMP-A Lysosome-Associated Membrane Protein-1/CD107a
LB Lymphocyte B

LE Epithélium luminal

LFA-1 Leukocyte Function-Associated antigen- 1
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LH Hormone Lutéinisante

LIF Leukemia Inhibitory Factor
LILR Leucocyte Immunoglobulin-like Receptor
LLTI Lectin-like Introduction 12 transcript-1
LTCD Lymphocyte T

-M-
M Myometre
MAIT Mucosal-Associated Invariant T cells
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinases
MAVS Mitochondrial antiviral-signaling protein
MCMV Cytomégalovirus Murin
MDA-5 Melanoma Differentiation-Associated protein 5
MEC Matrice Extracellulaire
MIC MHC class I Chain-related
MLLS5 Mixed-Lineage Leukemia-5
MMP Meétalloprotéases matricielles
MTOC Centre Organisateur des Microtubules
mTOR Mammalian target of rapamycin

- N -
NCAM Neural Cell Adhesion Molecule
NCR Récepteur de cytotoxicité naturelle
NGS Séquengage de Nouvelle Génération
NK Cellule « Tueuse Naturelle » ou Cellule Natural Killer
NKR Récepteurs des cellules NK
NO Oxyde nitrique
NS Protéine non structurale

-0 -
OCR Oxygen Consumption Rate
OMS Organisation Mondiale de la Santé
ORF Open Reading Frame
OXPHOS Phosphorylation Oxydative

-P-
PAMP Motif Moléculaire associé aux Agents Pathogenes
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PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen
PDGF-DD  Platelet-Derived Growth Factor-DD

PE Pré-éclampsie
PE Phosphatidyléthanolamine
PIGF Phosphatidylinositol-glycan biosynthesis class F
PI3K Phosphoinositide 3-Kinase
PKCy Protein Kinase Cy
PLCy Phospholipase Cy
pNK Cellule NK périphérique
PRR Récepteur de reconnaissance des motifs moléculaires
PS Phosphatidylsérine
PVR Poliovirus Receptor
-R-
RCIU Retard de Croissance Intra-Utérin
RE Réticulum Endoplasmique
RIF Repeated Implantation Failure
RLR RIG-1 like receptor
ROS Espece Réactive de I’Oxygene
RSV Virus Respiratoire Syncytial
-S-
SAP SLAM Associated Protein
SCF Stem Cell Factor
SDRA Syndrome de Détresse Respiratoire Aigiie
sfRNA ARN subgénomique de Flavivirus
SGB Syndrome de Guillain-Barré
SH2 sHSRC Homology 2
SHIP-1 SH2 domain-containing Inositol 5’-phosphatase- 1
SHP-1 SH2 domain containing Phosphatase-1
SI Systéme immunitaire
SMAC Complexe Supramoléculaire d'Adhésion
SNC Systéme Nerveux Central
SOCS Suppressor of Cytokine Signaling
SRC Syndrome de Rubéole Congénitale
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STAT
STB/ST
SvcC
Syk

TAM
TAP2
TBK1

T. cruzi
TGF-p
T. gondii
TIM
TLR
TNF-a
TORCH
T. pallidum
Treg
trNK
TYK2

ULBP
UTR

VA

VEE
VEGF
VEGFR-1

VHC
VHE
VIH
VLCM

Signal Transducer And Activator Of Transcription
Syncytiotrophoblaste
Syndrome de la Varicelle Congénitale
Spleen Tyrosine Kinase
-T-
Tyro3, Axl, Mertk
Transporter 2, ATP Binding Cassette Subfamily B Member
TANK binding kinase 1
Trypanosoma cruzi
Transforming Growth Factor-3
Toxoplasma gondii
T-Cell Immunoglobulin and Mucin domain
Toll Like Receptor
Tumor Necrosis Factor
Toxoplasma, Others, Rubella, Cytomegalovirus, Herpes
Treponema pallidum
Lymphocyte T régulateur
Cellule NK résidente

Tyrosine Kinase 2

-U-
UL16 Binding Protein
Untranslated Regions

-V-
Villosité Ancrée

Encéphalite Equine Vénézuélienne

Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
Villosité Flottante

Virus de 1’Hépatite B

Virus de 1’Hépatite C

Virus de 1’Hépatite E

Virus de I’Immunodéficience Humaine

Virus de la Chorioméningite Lymphocytaire
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VNO
VZV

ZAP70
ZIKV

Virus du Nil Occidental
Virus Varicelle-zona

-7 -
€ chain-associated protein of 70 kDa

Virus Zika
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l. Résumé Frangais

Les premiers mois de la grossesse sont caractérisés par la mise en place du placenta, une barriere
protectrice efficace. Il assure la communication materno-feetale et permet les échanges qui
contribuent au développement du feetus, au niveau des interfaces materno-feetales. Parmi ces
interfaces, se trouve la decidua basalis (decidua), la muqueuse de la paroi utérine sur laquelle
le placenta est ancré. Tres riche en cellules immunitaires maternelles, la decidua constitue, avec
le placenta, un site immunitaire privilégi¢, nécessaire a la tolérance du foetus semi-allogénique
ainsi qu’a la protection contre la transmission d'agents pathogénes. Néanmoins, malgré la
protection robuste du placenta et la surveillance active des cellules immunitaires d éciduales,
certains pathogenes franchissent cette barriere et se disséminent jusqu’au feetus. La famille des
pathogenes TORCH (Toxoplasma, « Others », Rubéole, Cytomégalovirus, virus Herpés) est la
plus connue pour étre a 1’origine d’infections congénitales. Plus récemment, d’autres virus
émergents, capables d’infecter les interfaces méres-feetus et de causer des complications graves

pour la mére et le feetus, ont été identifiés. Parmi ces virus, on retrouve notamment le virus Zika

(ZIKV).

Dans ce contexte, I'objectif de mon doctorat a été¢ de comprendre la pathogenése de 1'infection
par le ZIKV a l'interface mere-feetus et d’identifier le role des cellules immunitaires dans le

contrdle de I’infection. Mes travaux de theése se sont ainsi articulés en trois axes majeurs.

Dans la premiére partie de ma thése, nous nous sommes intéressés a la pathogenese du ZIKV a
I’interface materno-feetale en caractérisant I’effet du virus sur le microenvironnement local
décidual. Nous avons mis en évidence que I’infection des cellules déciduales est associée a un
schéma spécifique, qui peut conditionner la réponse immunitaire a I’interface materno -feetale.
Ainsi, dans une deuxiéme partie, nous nous sommes consacrés a 1’étude de 1’effet de 1I’infection
sur la réponse immunitaire innée. Nous avons ainsi caractéris¢ la fonction des cellules Natural
Killer déciduales (dNK). Lors d’une grossesse saine, ces cellules, qui représentent 30% des
cellules déciduales, ne sont pas cytotoxiques mais produisent de nombreux facteurs solubles
essentiels au développement placentaire et feetal. Ces cellules sont néanmoins dotées d’une
plasticité fonctionnelle et phénotypique qui leur permet d’adapter leurs fonctions effectrices et
de devenir cytotoxiques lors d’une infection. De cette maniére, nous avons découvert que les
dNK sont capables de détecter et de limiter I’infection par le ZIKV des cellules déciduales et
nous avons partiellement identifié¢ les mécanismes cellulaires impliqués dans ce controle.

Finalement, dans une derniére partie, nous avons cherché a déterminer les récepteurs impliqués
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dans I’entrée du ZIKV dans les cellules déciduales afin d’identifier une cible thérapeutique

potentielle.

En conclusion, mes travaux de thése permettent de fournir des informations importantes sur la
pathogenese du ZIKV a I’interface materno-feetale. De plus, ils présentent un nouveau modele
expérimental pour étudier les infections congénitales, caractériser la réponse immunitaire lors
d’une infection virale et tester de nouvelles stratégies thérapeutiques limitant les infections lors

de la grossesse.

Mots clés : Grossesse, Interfaces materno-feetales, Virus Zika, Infection congénitale, Systéme

immunitaire, Cellules Natural Killer déciduales.
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I. English Abstract

The first months of pregnancy are characterized by the establishment of the placenta, an
effective protective barrier. It ensures maternal -fetal communication and allows exchanges that
contribute to the development of the fetus, in specific areas called maternal-fetal interfaces.
Among these interfaces, we can distinguish the decidua basalis, a uterine mucosa on which the
placenta is anchored. Enriched with maternal immune cells, the decidua constitutes, with the
placenta, a privileged immune site, necessary for the tolerance of the semi-allogenic fetus as
well as for protecting against the transmission of pathogenic agents to the child. However,
despite the robust protection of the placenta and the active surveillance of decidual immune
cells, some pathogens cross this barrier and spread to the fetus. TORCH pathogens
(Toxoplasma, Others, Rubella, Cytomegalovirus, Herpes virus) are the best known for causing
congenital infections. More recently, other emerging viruses, like Zika virus, have been
identified. They are capable of infecting mother-fetus interfaces and cause severe outcomes for

both the mother and the fetus.

In this context, the main objective of my work was to understand ZIKV pathogenesis at the
maternal-fetal interface and to identify the role of immune cells in the control of ZIKV

infection. My thesis work was articulated around three main axes.

In the first part of my PhD, we focused on the pathogenesis of ZIKV at the maternal-fetal
interface by characterizing the effect of ZIKV infection on the decidual local
microenvironment. We showed that ZIKV infection is associated with a specific pattern, which
may induce a specific immune response at the maternal-fetal interface. Thus, in a second part,
our research led us to study the effect of ZIKV infection on the innate immune response. We
characterized the function of decidual Natural Killer cells (ANK). During a healthy pregnancy,
these cells, which represent 30% of the decidua cells, are not cytotoxic but secrete many soluble
factors that are essential for placental and fetal development. These cells are endowed with a
functional and phenotypic plasticity which allows them to adapt their effector functions and to
become cytotoxic during infection. We discovered that dNK cells are able to detect and limit
ZIKV infection of decidual cells, and we partially identified the cellular mechanisms involved
in this control. Finally, in a last part, we investigated the receptors involved in ZIKV entry into

decidual cells, in order to identify a potential therapeutic target.

In conclusion, my thesis work provides important information on the pathogenesis of ZIKV at

the maternal-fetal interface. In addition, my project presents a new experimental model to study
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congenital infections, characterize the immune response during viral infection and test new

therapeutic strategies to limit infections during pregnancy.

Keywords: Pregnancy, Maternal-Fetal Interfaces, Zika Virus, Congenital infection, Immune
System, Decidual Natural Killer Cells.
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Chapitre 1 : La grossesse humaine

« Chez la femme tout est une énigme. Mais il y a un mot a cette énigme. Ce mot est

grossesse. » - Friedrich Nietzsche.

La grossesse humaine est une période tres excitante dans la vie des futurs parents. C’est aussi
la plus grande énigme scientifique puisqu’elle est associée a d’importants changements dans
I'organisme maternel pour créer un environnement propice au développement feetal. Le systéme
immunitaire est par ailleurs mis a rude épreuve pour tolérer I’embryon puis le feetus, mais
¢galement pour protéger ce dernier des pathogenes qui infectent la mere. Le succes de la
grossesse dépend alors non seulement du tractus reproducteur féminin, qui s’est adapté au cours
de I’évolution, mais également de structures mises en place spécifiquement lors du processus

de placentation.
I Le tractus reproducteur féminin

Le tractus reproducteur féminin est composé d’une partie supérieure, qui comprend les ovaires,
les trompes de Fallope, I’utérus et I’endocol, et d’une partie inférieure, qui comprend la vulve,
le vagin et I’exocol (Figure 1). Il assure a la fois un réle de reproduction et de protection. Le
tractus génital possede en effet naturellement des systemes de défense variés contre le risque

infectieux, avec des défenses non immunes, pré-immunes et immunes (1).

Figure 1 : Anatomie du tractus reproducteur féminin.
Adaptée de https:/microbiologiemedical®e.fr/appareil-genital-feminin/.

A. Les ovaires

Les ovaires sont de petits organes glandulaires mixtes situés sur les cotés opposés de l'utérus.

IIs possedent une région interne richement vascularisée et innervée, la médulla, et une région

-28 -


https://microbiologiemedicale.fr/appareil-genital-feminin/

périphérique, le cortex ovarien (2). Les ovaires font partie du systéme endocrinien en
synthétisant de nombreuses hormones sexuelles, dont les cestrogeénes, la progestérone et de
petites quantités de testostérone. Cette production hormonale est controlée par les hormones
folliculostimulantes (FSH) et lutéinisantes (LH), deux hormones hypophysaires. La fonction

premicre des ovaires est la production des gametes femelles, appelées les ovocytes.

Le développement et la maturation des ovocytes se produisent dans le cortex ovarien. Les
follicules générés sont présents dans une large gamme de tailles représentant divers stades de
la folliculogenése (Figure 2). Les ovocytes primaires sont arrétés a un stade précoce de la
premicre méiose formant ainsi des follicules primordiaux. A la puberté, les nombreux follicules
primaires formés sont soumis a la FSH et LH, favorisant leur développement et leur maturation
(3). Alors que la majorité de ces follicules dégénere, un seul sera sélectionné pour I’ovulation :
le follicule de Graaf. Aprés ovulation, I’ovule est libéré et le corps jaune est formé. Ce dernier
joue alors un réle clé dans I’implantation embryonnaire, en produisant des cestrogeénes et de la

progestérone.

Figure 2 : Modifications et Stades de Développement des follicules ovariens.
Source : https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-ovaire-4134/.

B. L’utérus

L'utérus est 1'organe le plus grand et le plus important de 1'appareil reproducteur fém inin.

Hormonalement sensible, il accueille l'implantation de I'embryon et favorise son
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développement. La paroi utérine est composée de l'endométre, un épithélium glandulaire
hautement vascularisé, qui joue un réle central dans l'implantation embryonnaire et le maintien
de la grossesse. L'endometre est divisé en deux couches : la couche fonctionnelle (stratum
functionalis), la plus externe, et la couche basale (stratum basalis), en contact avec le
myometre. Le myometre est une couche de cellules fibromusculaires lisses, impliquées dans
les contractions musculaires pendant 1’accouchement (Figure 3). Enfin, le myométre est
recouvert du périmetre, une couche séreuse composée de tissus conjonctifs laches et de

nombreux vaisseaux lymphatiques.

Figure 3 : Structure de la paroi utérine humaine. Coupe histologique marquée avec I’hématoxyline et 1’ éosine
(H&E). Source : http://medcell.med.yale.edu/histology/female_reproductive_system_lab.php.

1. Endometre et Cycle menstruel

Chez la femme, le cycle menstruel dure en moyenne 28 jours et est sous controle de la
production hormonale. Le développement cyclique des follicules ovariens et du corps jaune,
associ¢ a la production des gonadotrophines hypophysaires FSH et LH, entraine des
changements cycliques dans les taux des principales hormones ovariennes, les cestrogénes et la
progestérone, ce qui déclenche les modifications structurelles cycliques de 1'endométre
observées au cours du cycle menstruel (Figure 4). Le cycle menstruel peut étre divisé en trois

phases : la phase menstruelle, la phase proliférative et la phase sécrétoire. Les phases
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menstruelle et proliférative sont regroupées en une phase dite folliculaire, alors que la phase

sécrétoire est aussi appelée phase lutéale.

Figure 4 : Cycle menstruel féminin, corrélé au cycle ovarien et a la production d’hormones.
Source : https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=19070955.

A. Phase folliculaire

En I'absence de fécondation, le corps jaune dégénére par apoptose (4). La production hormonale
est arrétée et les niveaux circulants de progestérone et d'cestrogénes diminuent, déclenchant la
phase menstruelle. Cette phase dure en moyenne entre trois et six jours et se caractérise par une
dégénérescence et une régression de I’endomeétre. De plus, une vasoconstriction des artéres
utérines se produit ainsi qu’une ischémie des glandes endométriales. Les écoulements
menstruels contiennent alors I’endometre dégénéré, mélangé a du sang de vaisseaux sanguins

rompus (5,6). Apres la phase menstruelle, la muqueuse utérine devient relativement mince.

La phase proliférative commence immédiatement apres la phase menstruelle et dure environ
une semaine, jusqu’a 1I’ovulation. La sécrétion active d’cestrogénes par les follicules ovariens
en développement initie et contrdle cette phase. Les hormones agissent sur la prolifération des
cellules endométriales et contribuent a la reconstitution et a 1’épaississement de la couche

fonctionnelle de I’endometre, perdue lors de la phase menstruelle (7,8). De plus, les cestrogénes
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stimulent la transcription de génes codant pour différents facteurs de croissance tels que I’EGF
(Epidermal Growth Factor) et I’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) et leurs récepteurs
spécifiques (9). Ces facteurs participent a la prolifération cellulaire et a la reconstitution de

1’épithélium.
B. Phase sécrétoire ou lutéale

La phase lutéale commence aprés 1’ovulation et dure jusqu’a la fin du cycle. Cette phase est
initiée par la progestérone, sécrétée par le corps jaune (10). La progestérone stimule les cellules
¢épithéliales des glandes utérines formées lors de la phase proliférative. Par ailleurs, elle inhibe
I’expression des récepteurs de 1’cestrogene et la prolifération des cellules endométriales
utérines, qui s’engagent dans un processus de différenciation, nommé décidualisation (11).
Finalement, la progestérone induit 1’expression de différentes chimiokines nécessaires au
recrutement des cellules immunitaires, indispensables au phénomene de tolérance maternelle
(12). A D’inverse, la progestérone augmente la production de VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor), un facteur de croissance qui stimule la prolifération des cellules endothéliales
des arteres utérines de I’endométre. Les artéres spiralées utérines se développent alors en

paralléle des glandes endométriales et présentent d’importantes ramifications.

C’est lors de la phase lutéale que I'endomeétre atteint son épaisseur maximale pour accueillir le
blastocyte. EnI'absence d'implantation et de fécondation, 1’ovule descend vers 1’ utérus, le corps
jaune dégénere et la sécrétion de progestérone chute brutalement, déclenchant la phase

menstruelle et I'initiation d'un nouveau cycle.

[l Implantation de 'embryon

A chaque cycle menstruel, un seul ovule est libéré de 1'un des ovaires. Sa fécondation par un
spermatozoide s’effectue dans les trompes de Fallope, dans les 24 a 48 heures suivant
'ovulation (Figure 5). Le développement du zygote se produit alors au fur et a mesure que
I'embryon progresse dans les trompes. De plus, I’embryon est entouré d’une couche de
glycoprotéines, qui empéche les contacts avec les cellules des trompes et prévient ainsi les
grossesses extra-utérines. Environ 5 jours aprés la fécondation, I’embryon atteint un stade de
morula, puis de blastocyte. Sept jours apres la fécondation, ce blastocyste atteint I’utérus ou il

est capable de s’implanter (13,14) (Figure 5).

-32-



Figure 5 : De la Fertilisation a I'implantation de 1'embryon, premiéres étapes du développement humain.
Source BioRender. Adaptée de : https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Implantation.

L'implantation est une étape importante qui nécessite 1’adhésion du blastocyte au tissu
endométrial maternel (Figure 6). C’est au cours de ce processus que les trophoblastes du
blastocyte se différencient en deux populations cellulaires distinctes: la couche cellulaire
externe polarisée, qui donnera naissance au futur placenta, et la couche cellulaire interne qui se

différencie en la masse cellulaire, et qui donnera I’embryon.

L’implantation dépend d'un endométre réceptif. En effet, I’embryon ne peut étre accueilli qu’au
cours d’une courte période appelée « fenétre implantatoire », estimée entre 8 et 10 jours apres
I’ovulation (15). En dehors de cette fenétre, I’endometre est totalement réfractaire a
I’implantation embryonnaire. L’implantation dépend aussi de processus synchronisés entre les
tissus maternels et embryonnaires (16,17). Ce synchronisme implique des molécules
d’adhésion, des cytokines et des facteurs de croissance (16). Cette étape est fondamentale non
seulement pour 1’évolution future du blastocyte mais aussi pour la formation d’un placenta
fonctionnel. Il a été observé que des anomalies génétiques, immunitaires ou métaboliques

peuvent induire des défauts dans I’implantation des blastocytes (18,19).

Finalement, I’implantation de I’embryon est divisée en deux phases : I’adhésion du blastocyste,

qui comprend I’apposition et I’attachement, et I’invasion (20).
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Figure 6 : Processus d'implantation du blastocyte. BL : Blastocyte, LE : Epithélium luminal, LIF : Leukemia
Inhibitory = Factor, STB: Syncytiotrophoblaste, CTB  : Cytotrophoblaste. =~ Adaptée de
https://www.invitra.com/fr/implantation-embryonnaire/.

A. Phase d’apposition et d’adhésion

L’apposition est la premicre phase de 1’implantation embryonnaire. Le blastocyte entre en
contact avec les cellules de 1’épithélium endométrial (Figure 6). Les interactions sont alors
favorisées par la présence de protrusions cytoplasmiques, les pinopodes, présents a 1’ extrémité
apicale des cellules épithéliales (21). Ces projections, spécifiques de la « fenétre
implantatoire », apparaissent sous 1’effet de 1a progestérone (22,23), produite aprés la sécrétion
d’hormone Chorionique Gonadotrope (hCG) par les cellules trophoblastiques (24). De plus,

’apparition des pinopodes est associée a la suppression des protéines anti-adhésion (20,25).

Le renforcement des interactions entre 1’embryon et I’endométre a lieu lors de la phase
d’adhésion, qui succéde a la phase d’apposition. L’adhésion stable de I’embryon est
directement liée aux cellules trophoblastiques qui entourent le blastocyte et dépend de la
croissance et de la différenciation de ces cellules. De plus, 1’adhésion est initiée par la sécrétion
de LIF (Leukemia Inhibitory Factor),d’IL-1 (Interleukine-1) et de HB-EGF (Heparin Binding-
Epithelial Growth Factor) par les cellules embryonnaires et endométriales (Figure 6). La liaison
de ces ligands a leurs récepteurs induit alors 1’expression des molécules d’adhésion cellulaire
(intégrines, cadhérines et sé€lectines) (26), des protéines membranaires (CD9, CD44 et CD55)
et des protéines de la matrice extra-cellulaire (fibronectine, laminine, ...) (27,28). L’ensemble
de ces molécules et de ces protéines sont nécessaires pour établir de nouvelles interactions et

pour renforcer 1’adhésion de I’embryon (29,30).
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B. Phase d’invasion

L’¢étape finale de 1’implantation embryonnaire est I’invasion. Les interactions cellulaires et
moléculaires mises en place entre le blastocyste et I’endomeétre lors de 1’adhésion induisent la
prolifération et la différenciation des trophoblastes (20). Les cellules trophoblastiques
différenciées envahissent alors le stroma endométrial et favorisent le remodelage utérin,

notamment par le biais de leur activité protéolytique.

Plusieurs enzymes participent a ce processus invasif. Les métalloprotéases matricielles (MMP)
jouent un rdle majeur dans la modification de la matrice extracellulaire (MEC) et de
'environnement immunosuppresseur (6,31). Les MMP-2 et MMP-9 sont les principales MMP
sécrétées (32). Elles dégradent le collagéne de type IV, principal constituant de la MEC, afin
de faciliter I'invasion trophoblastique. Le processus est amplifié par 1’apoptose des cellules
¢épithéliales, larupture des jonctions serrées de 1’ épithélium utérin et 1a dissociation des cellules
endométriales (20,33). L’embryon pénétre alors I’endomeétre jusqu’a un enterrement complet

(Figure 6).

L’invasion reste un processus contrélé dans 1’espace et dans le temps, notamment par le
dialogue qui existe entre les cellules déciduales, immunitaires, vasculaires et trophoblastiques
(31). Ainsi, une dérégulation de I’ensemble de ces mécanismes peut étre a 1’origine de défauts
de la grossesse, comme une invasion insuffisante (pré-éclampsie, retards de croissance ou

avortements spontanés) ou démesurée (placenta accreta) (34,35).
V. Les interfaces materno-foetales

La grossesse se caractérise par la mise en place d'interfaces materno-feetales immuno-
privilégiées (Figure 7). Les deux interfaces principales sont I'espace intervilleux, les villosités
placentaires flottantes qui baignent dans le sang maternel, et la decidua, qui sert de point

d'ancrage au placenta (36,37).
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Figure 7 : Représentation schématique des interfaces materno-feetales. Le trophoblaste, qui baigne dans le
sangmaternel, est composé d’une couche mononuclée de syncytiotrophoblastes, supplémentée d 'une monocouche
d’EVT. Les EVT sont capables d’envahir la decidua, ou ils sont en contact direct avec le systéme immunitaire
maternel. En sécrétant plusieurs cytokines/chimiokines et facteurs pro angiogéniques, les cellules immunitaires
quiy sont présentes favorisent 1’invasion des EVT, le remodelage vasculaire et aident a 1’¢tablissement de la
tolérance feetale (38).

L’existence de telles interfaces implique donc que le foetus n’est jamais en contact direct avec
les tissus maternels. Néanmoins, les échanges et la communication materno-feetale sont
toujours possibles afin de favoriser le développement du placenta et du feetus et éviter le rejet
feetal. Les adaptations complexes des deux parties fonctionnent ensemble pour pousser le
systéme immunitaire vers la tolérance plutot que le rejet (39,40). La tolérance mise en place a
I’encontre du feetus s’explique par le fait que ces interfaces comprennent un grand nombre de
cellules immunes maternelles et foetales essentiellesa la régulation du dialogue entre la mére et
le feetus (40—44). Le feetus est alors completement protégeé contre les agressions immunitaires.
Les principales populations immunes de 1’interface materno-feetale et leurs fonctions seront

décrites plus en détail dans le Chapitre 3 de I’Introduction.
A. Leplacenta
a. Structuredu placenta

Le développement du placenta humain est essentiel pour le succes de la grossesse. Apres
I'implantation, des vacuoles apparaissent au sein de la masse embryonnaire et se développent
progressivement pour former de véritables lacunes, remplies de sécrétions endométriales. Ces
lacunes constituent 1'ébauche de 1’espace intervilleux du placenta et resteront jusqu’a la mise
en place de la circulation utéro-placentaire caractéristique de la placentation hémochoriale. Plus
tard, elles seront irriguées par le sang maternel qui apporte les nutriments nécessaires a la

croissance feetale jusqu’a 1I’accouchement.
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En paralléle, les trophoblastes, formant la couche épithéliale la plus externe du blastocyste,
donnent naissance aux cytotrophoblastes (CTB), qui se différencient alors selon deux
programmes (41). Dans le premier programme, les CTB fusionnent pour former le
syncytium/syncytiotrophoblaste (STB) primitif, une couche externe épithéliale multinucléée.
Cette couche, continuellement régénérée par la différenciation et la fusion des CTB, constitue
la face externe des villosités choriales placentaires flottantes (45). L’espace intervilleux est

formé par les lacunes résultantes.

Dans le second programme, les CTB perdent progressivement leur potentiel prolifératif,
acquierent un phénotype invasifpuis se différencient en cellules trophoblastiques extravilleuses
(EVT). Les EVT traversent ensuite le STB primitifet envahissent la muqueuse utérine, ce qui
permet la formation des villosités placentaires qui s’ancrent a 1’endometre. Ces premieres
villosités placentaires se transformeront par la suite en villosités secondaires et tertiaires,
caractérisées par une invasion de cellules souches mésenchymateuses extra-embryonnaires, une
ramification villositaire et une vascularisation (Figure 8) (46). Au stade tertiaire, les villosités
ont acquis leur structure définitive et constituent I’unité structurale et fonctionnelle du placenta.
De plus, si la villosité placentaire est libre dans 1’espace intervilleux, elle est qualifiée de

villosité flottante. Dans le cas contraire, elle est qualifiée de villosité ancrée.

Des le début de la grossesse, les artéres déciduales maternelles subissent également un
important remodelage. Au cours de I’invasion, les EVT orientent leur migration vers les artéres
utérines, s’y accumulent et s’organisent en « bouchons trophoblastiques » qui obstruent
I’ouverture des vaisseaux et bloquent compleétement I’entrée du sang maternel dans 1’espace
intervilleux (47). Le colmatage des artéres maternelles empéche de cette maniére un flux
sanguin précoce vers l'espace intervilleux et crée un environnement hypoxique nécessaire au

développement du placenta et du feetus (48,49).

L’hypoxie stimule la production de facteurs de croissance pro-angiogéniques tels que le VEGF
et le FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) ainsi que I’expression des facteurs de transcription
Ets-1 (E26 transformation specific oncogene homolog-1) et KLF8 (Kriippel-Like Factor 8),
nécessaires a la mise en place du réseau sanguin embryo-placentaire (48—50). A I’inverse,
I’hypoxie limite la formation d’especes réactives de 1’oxygeéne (ROS), une augmentation
prématurée des niveaux d'oxygéne pouvant provoquer des dommages oxydatifs de l'unité
feetale-placentaire (51). Enfin, I’hypoxie permet de stabiliser la protéine HIF-1 (Hypoxia
Inducible Factor-1) et d’activer la sécrétion de TGF-B (Transforming Growth Factor-f). Ces
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facteurs stimulent la prolifération des CTB mais limitent leur différenciation et leur potentiel
invasif au profit du développement placentaire (52,53). L’environnement hypoxique exerce

donc une fonction protectrice en assurant un développement placentaire normal (54).

Finalement, a la fin du premier trimestre de grossesse, les EVT colonisent la paroi vasculaire
et les bouchons trophoblastiques se désagregent (55). Les villosités placentaires baignent dans
le sang maternel qui remplit I’espace intervilleux. La placentation hémochoriale se met en
place. Les vaisseaux formés présentent une faible résistance et un fort débit sanguin, ce qui
permet d’augmenter de manicre appropriée 1’afflux sanguin dans I’espace intervilleux du

placenta en développement et de favoriser les échanges mere-feetus (47,56).

Jour 6-7 Jour 8-9

Apposition

Stade lacunaire

Jour 12-15 Jour 15-21 Jour 21- terme
Villosité primaire Villosité secondaire Villosité tertiaire

Figure 8 : Représentation schématique des étapes du développement placentaire humain. EB : Bouton
Embryonnaire, CT : Cytotrophoblaste, ST : Syncytiotrophoblaste, EU : Endothélium Utérin, EM : Mésoderme
embryonnaire, L : Lacune, AS : Artére Spiralée, CD : Cellule Déciduale. Adaptée de Benirschke et Kaufmann
(57).

b. Fonction du placenta

Le placenta est composé de villosités placentaires, baignées de sang maternel. Sa fonction
premicre est I’échange de nutriments (glucides, acides aminés, lipides, vitamines et minéraux),

de gaz (oxygene) et de substances nécessaires pour le soutien de I’embryon en développement.

Par ailleurs, le placenta intervient également dans I’élimination de composés toxiques
maternels, tels que le dioxyde de carbone. Il métabolise un certain nombre de substances et peut
libérer des produits métaboliques dans la circulation maternelle et/ou feetale. Il aide dans la
protection du feetus contre les infections et les maladies maternelles. Il libére également des

hormones dans les circulations maternelle et foetale. Ces hormones contribuent au bon
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déroulement de la grossesse et de I’accouchement et participent au métabolisme et a la

croissance fcetale (58,59).

Enfin, le placenta favorise, tout au long de la grossesse, le maintien de la tolérance fcetale, via
une série de processus immunitaires actifs. La tolérance du feetus passe alors par une interaction
entre les CTB, les EVT, les cellules stromales déciduales (DSC) et les cellules immunitaires
présentes au niveau du placenta (Figure 9) (40,42). La tolérance est tout d’abord médiée par
I’expression des molécules de HLA-G par les EVT (60). Le HLA-G est reconnu par les
récepteurs inhibiteurs ILT2 et KIR2DL4 exprimés par les cellules NK, majoritairement
présentes au site d’implantation. La fixation du HLA-G a son récepteur inhibe alors leur
fonction cytotoxique et protége les cellules trophoblastiques feetales. De plus, le HLA-G soluble
(sHLA-G) peut interagir avec les récepteurs de type immunoglobuline (KIR) des NK pour
induire 1'expression de diverses cytokines et de facteurs angiogéniques qui soutiennent
l'invasion des trophoblastes et le remodelage vasculaire (61-63). Aussi, ce processus de
tolérance est médié par les autres cellules immunitaires présentes dans la decidua. En effet, les
Treg, les macrophages M1/M2 et les cellules Th17 remplissent différentes fonctions et
interagissent activement les uns avec les autres afin d’assurer la tolérance du foetus en devenir
et par conséquent le succes de la grossesse. L activité, la différenciation et I'expansion de ces
cellules sont toutefois étroitement régulées par l'indolamine-2,3 dioxygénase (IDO), les
récepteurs de mort Fas/FasL et des cytokines telles que I’IL-10, I’IL-4 et le TGF-f, qui agissent
principalement par voie ectopique. Un déréglement de ces processus liés a la tolérance est alors

associ¢ a I’apparition de pathologies de la grossesse.
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Figure 9 : Processus de tolérance du feetus semi-allogénique. Les HLA non classiques exprimés par les EVT
inhibent I’activation des cellules NK déciduales en interagissant avec leurs récepteurs inhibiteurs. De manicre
similaire, la sécrétion d’IDO (Indolamine 2,3-dioxygénase) par les EVT inhibe ’activité des dNK et induit la
production de cytokines comme 1’IL-10 et le TGF-, impliquées dans le recrutement des Treg. Les Treg peuvent
alors induire la réponse Th2 via le facteur LIF et supprimer ’activité des lymphocytes T effecteurs. De plus, les
cellules Th1l et Th17 produisent des facteurs pro-inflammatoires tels que I’IL-2, I’IL-17 et I'IFN-y qui
interviennent dans la tolérance feetale. L’équilibre entre les réponses Th1/Th2 et Treg/Th17 contribue également
a la mise en place de ce microenvironnement immunotolérant. Finalement, les macrophages M1 et M2 affectent
également la réponse immunitaire, en induisant les réponses Th2 et Thl, et agissent sur le remodelage de la
structure des arteres spiralées. L - inhibition ; — : induction; 1 : sécrétion. Adaptée de (40).

B. Ladecidua
a. Structurede ladecidua

Le processus de mise en place du placenta est accompagné de la décidualisation de 1’endomeétre

et de la formation de la decidua, qui se divise en trois tissus distincts (Figure 10) :

e la decidua basalis (ou decidua), principale interface materno-fcetale, est composée du
stroma endométrial décidualisé. Elle est en contact direct avec les EVT et le placenta.
Lors de I’implantation et de la transformation des vaisseaux sanguins, la decidua subit
des modifications majeures dont le remodelage de la MEC ;

o la decidua capsularis recouvre I’embryon en développement, a mesure qu’il grandit et

se dilate dans la cavité utérine ;
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e ladecidua parietalis, qui constitue le reste de la muqueuse de I’endomeétre, a I’extérieur

du site de I’implantation.

Figure 10 : Subdivision de la decidua.
Adaptée de Human Embryology, Inderbir Singh’s, rédigé par V. Subhadra Devi.

b. Fonctionde ladecidua

La decidua est un tissu complexe, dynamique et hétérogéne dont la fonction premicre est
d’assurer I’ancrage du placenta. Elle participe également a la fonction nourriciére de 1’embryon
au cours du premier trimestre de grossesse, lorsque le sang maternel n’a pas encore rempli
I’espace intervilleux. Enfin, la decidua sécréte de nombreux facteurs solubles qui ont une action

paracrine et régulent les fonctions endométriales.

Par ailleurs, ce tissu est composé de plusieurs types cellulaires dont la composition cellulaire
change au cours du cycle menstruel et tout au long de la grossesse en réponse aux modifications
des hormones systémiques et locales. Ainsi, au cours des 20 premiéres semaines, la decidua est
particulierement riche en macrophages et en cellules tueuses naturelles (Natural Killer NK)
utérines (ANK). Au premier trimestre de grossesse, les dNK représentent plus de 70% des
leucocytes déciduaux, contre environ 20% pour les macrophages déciduaux (64-66). Les
fibroblastes, ou DSC, représentent le troisieéme type cellulaire le plus représenté a I’interface
materno-feetale, avec 10 a 30% des cellules déciduales au cours du premier trimestre et jusqu'a

60 a 70% des cellules en fin de grossesse.

Les cellules immunitaires qui composent la decidua jouent un réle essentiel dans la médiation
du processus de transformation des artéres spiralées et, plus globalement, dans la mise en place
de D’interface materno-feetale. Ces cellules, en collaboration avec les EVT et les DSC,

produisent de nombreuses cytokines et chimiokines qui contribuent aux changements
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structurels nécessaire au développement du placenta. Enfin, les cellules immunitaires
déciduales jouent un role majeur dans la protection du placenta et donc du feetus, contre les

pathogenes qui infectent la mere (67,68).
V. Complications de |la grossesse
A. Complications non infectieuses

Un grand nombre de complications de la grossesse ont été liées a des insuffisances placentaires.
Ainsi, une placentation anormale est une caractéristique de complications de la grossesse telles
que les fausses couches, la mortalité prénatale, le retard de croissance intra-utérin, le travail

prématuré, le décollement placentaire ou encore la pré-éclampsie (69,70).
a. Défautsde placentation

Les défauts de placentation peuvent entrainer des pathologies graves de la grossesse. Une
invasion excessive du trophoblaste peut causer une adhésion anormale du placenta dans le
myomeétre. Cette placentation anormale est associée a de forts risques d’hémorragies lors de
I’accouchement et a un taux de mortalité élevé, estimé a 7% dans la population mondiale
(71,72). 11 existe différents niveaux de sévérité en fonction du degré d’invasion des

trophoblastes du blastocyte (Figure 11) (73-75).

Le placenta accreta (81% des cas) se définit par un défaut de décidualisation, associé a une
adhésion anormale et excessive du trophoblaste au myomeétre (72). Ainsi, une augmentation de
la production de facteurs pro-invasifs et pro-angiogéniques a notamment été observée (76). La
decidua altérée perd alors sa capacité a limiter 1’invasion trophoblastique, ce qui pourrait

participer a I’exacerbation de la pathologie (77).

Le placenta increta (12% des cas) correspond a une invasion modérée du myométre par les

villosités du placenta.

Enfin, le placenta percreta se caractérise par une invasion totale du myometre et du périmeétre.
Bien que la séroprévalence soit la plus faible, avec seulement 7% de cas, le placenta percreta
est le plus grave parmi les placentations anormales. Il provoque une mortalité et une morbidité
maternelles trés élevées pouvant atteindre les 10% (78). En effet, en plus d’envahir le
myomeétre, certains organes adjacents, tels que I’urétre, la vessie ou le colon sigmoide, peuvent
¢galement étre perforés. Par ailleurs, la pathologie peut entrainer d’importantes hémorragies et

provoquer de multiples complications telles que le Syndrome de Détresse Respiratoire Aigiie
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(SDRA), le syndrome de Sheehans, caractérisé par une insuffisance hypophysaire qui peut

apparaitre apres un accouchement hémorragique, ou encore des insuffisances rénales (78,79).

Figure 11 : Défauts de placentation, les différents stades de l1a pathologie. Source :
https://resident360.nejm.org/content items/placenta-accreta-spectrum.

b. Pré-éclampsie

La pré-éclampsie (PE) est une pathologie qui affecte 2 a 8% des grossesses et constitue une
source majeure de mortalité et de morbidité périnatale et maternelle (80,81). Si elle n’est pas
traitée a temps, la pré-éclampsie peut évoluer, pour 10 a 15% des femmes enceintes, vers
I’éclampsie qui se caractérise par des complications respiratoires (asphyxie), des contractions
musculaires et des convulsions. Au stade le plus grave, I’éclampsie s’accompagne de crises
cardiaques, d’insuffisances hépatiques et rénales, de complications neurologiques (accident

vasculaire cérébral) ou hématologiques ainsi que d’cedémes pulmonaires (82).

La pré-éclampsie est une physiopathologie complexe qui se caractérise par une augmentation
de la pression artérielle (hypertension) et une protéinurie (>300 mg/jour) (83,84), qui touche
principalement [’utérus mais qui peut atteindre d’autres organes (Figure 12). Le
dysfonctionnement utéroplacentaire observé lors de la pré-éclampsie est aussi associé a une
restriction de la croissance feetale et a un accouchement prématuré. Les enfants nés de méres
atteintes de pré-éclampsie présentent alors un risque accru de dysplasie broncho-pulmonaire et
de paralysie cérébrale (85,86). Les méres atteintes de pré-éclampsie ont également un risque

plus ¢levé de développer un diabete de type 2 ou une hypertension (87,88). Ainsi, la pré-
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éclampsie représente une des causes principales de mortalité non seulement maternelle mais

aussi feetale et infantile (89).

Figure 12 : Physiopathologie et représentations cliniques de 1a pré-éclampsie. De nombreux facteurs de risque,
acquis, génétiques ou immunitaires contribuent au développement de la pathogenése. Le dysfonctionnement
placentaire est alors associ¢ au relargage de multiples facteurs anti-angiogéniques, entrainant ultérieurement un
dysfonctionnement multiorganique. Adaptée de (90).

La cause principale de la pré-éclampsie est une infiltration insuffisante des EVT lors de la
formation du placenta, conduisant & une placentation anormale et un microenvironnement
placentaire altéré (91-93). De plus, la pré-éclampsie se caractérise par 1’absence de bouchons
trophoblastiques. Il en résulte un défaut de remaniement des cellules musculaires lisses
aboutissant a des arteéres utérines de plus faible calibre mais conservant toujours leur potentiel
vasoconstricteur (94,95). Le placenta faiblement développé présente aussi un défaut de
vascularisation, lié a un mauvais remodelage des artéres spiralées (Figure 13). Ce défaut induit
un afflux sanguin dans I’espace intervilleux insuffisant, causant alors une ischémie placentaire
et un stress oxydatif (96). Cette ischémie est responsable de retards de croissance in utero et de
mort intra-utérinealors que le stress oxydatifinduit la production de radicaux libres, cytokines
et facteurs de croissance qui déclenchent une apoptose cellulaire placentaire. Le systéme HLA
(Human Leukocyte Antigen) semble également jouer un réle dans I'invasion défectueuse des
arteres spiralées, d'autant plus que les femmes atteintes de pré-éclampsie présentent des taux

réduits de HLA-G et HLA-E (97,98).

Le dysfonctionnement placentaire induit par ailleurs le relargage de facteurs supplémentaires
qui, libérés dans la circulation maternelle, sont impliqués dans les 1ésions endothéliales

maternelles. De nombreux facteurs sont ainsi suspectés mais deux semblent jouer un réle
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prépondérant dans la physiopathologie de la PE : le sVEGFR-1 (Vascular Endothelial Growth
Factor Receptor) et I’endogline soluble (sEng) (99—-101). De plus, les femmes atteintes de pré-
éclampsie présentent des taux ¢élevés de tyrosine kinase 1 de type fms (sFlt-1), un antagoniste
du facteur de croissance endothélial vasculaire et du facteur de croissance placentaire, qui

prévient l'interaction des cellules immunes avec le trophoblaste (102).

Figure 13 : Pathogenése de la pré-éclampsie. Lors d’une placentation normale, les CTEV migrent dans
I’endomeétre et le myometre décidual par invasion interstitielle. Certains CTEV envahissent aussi les artéres
spiralées maternelles afin de les remodeler, augmentant ainsi le flux sanguin vers le feetus en développement. Lors
d’une placentation pré-éclamptique, I’invasion interstitielle est peu profonde et limitée, les CTEV restant attachés
aux villosités ancrées. L’ invasionendovasculaire estdonc presque absenteet les artéres spiralées restent « raides »,
limitant ainsi le flux sanguin vers le feetus. M : Myomeétre ; D : Decidua; CTEV : Cytotrophoblaste Extravilleux ;
VA : Villosité Ancrée ; VF : Villosité Flottante. Adaptée de (103).

De plus, une apoptose massive des trophoblastes et des EVT est observée (104). La mort des
cellules déciduales entraine une libération dans la circulation maternelle, de débris placentaires
apoptotiques (ADN fcetal circulant, protéines cytoplasmiques, etc.) qui activent la réponse

inflammatoire et sont impliqués dans 1’activation et I’inflammation de I’endothélium maternel.

Enfin, la pré-éclampsie serait liée a une modification dans la composition des cellules
immunitaires a 1’interface materno-fcetale ainsi qu’a une activation massive des macrophages
et des dNK, qui produisent excessivement le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) (105). Ainsi,
la pré-éclampsie peut étre percue comme une altération du systéme immunitaire maternel qui

I'empéche de reconnaitre I'unité foeto-placentaire.

L’ensemble de ces anomalies est responsable d'un dysfonctionnement endothélial associ€ a une

hyperperméabilité vasculaire, une thrombophilie et une hypertension (90).
c. Faussescouches répétées

Une fausse couche est définie comme une grossesse intra-utérine non viable avec un sac
gestationnel vide ou un sac gestationnel contenant un embryon ou un fcetus sans activité

cardiaque feetale au cours des premicres semaines de gestation (106). Les fausses couches
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surviennent dans 10% des grossesses cliniquement reconnues et environ 80% des cas de fausses
couches surviennent au cours du premier trimestre (107—109). Une fausse couche répétée, ou
avortement spontané récurrent (ASR), est définie comme deux fausses couches consécutives

ou plus, avant 20 semaines de gestation (107,108).

Cette pathologie s’explique par un remodelage excessif des vaisseaux sanguins de la decidua
au début de la grossesse, associé a un stress oxydatif local (110,111). L'entrée prématurée de
sang maternel dans I'espace intervilleux déplace les villosités et perturbe de maniére irréversible

l'interface materno-embryonnaire, en induisant un stress oxydatif excessif.

Bien que le nombre de grossesses ultérieures, la santé ou 1’dge de la mere constituent les
facteurs majeurs en cause dans cette pathologie, il a ét¢ montré que de nombreux autres facteurs
sont impliqués dans le risque de fausse couche. Ainsi, de nombreuses ¢tudes démontrent le role
de facteurs génétiques, anatomiques, infectieux, hormonaux, environnementaux ou encore
métaboliques dans 1’apparition de cette pathologie chez la femme enceinte. Les autres facteurs
de risque, identifiés plus récemment, comprennent des facteurs immunologiques et des troubles

d’origine auto-immune. Néanmoins, 50% des cas de fausses couches restent encore inexpliqués

(112-114).
d. Retardde croissance intra-utérin

Les défauts de placentation sont trés souvent liés a des retards de croissance intra-utérin du
feetus (RCIU). Le RCIU est une pathologie de la grossesse qui affecte 5 a 10% des grossesses
humaines et qui se caractérise par une réduction voire un arrét total de la croissance fcetale
(115,116). Le feetus n'atteint pas son potentiel de croissance et de développement intra-utérin
et présente en conséquence une taille et un poids insuffisants. Par ailleurs, la pathologie est
associée a un risque accru de morbidité et de mortalité périnatal élevé (117). Le RCIU
représente en effet la deuxieme cause de mortalité périnatale, avec prés de 30% de décés chez
les nouveau-nés. C’est aussi la cause la plus courante de naissances prématurées et d'asphyxie

intrapartum (118).

En plus de graves conséquences sur le court terme (hypertensions, anomalies
comportementales, ...), le RCIU est responsable d’effets a long terme tels que 1’autisme, les
retards mentaux ou encore les troubles moteurs. De plus, il prédispose a un grand nombre de
pathologies a I’dge adulte telles que des maladies chroniques, cardiovasculaires ou
endocriniennes, le diabéte, 1’obésité, les maladies neurodégénératives ou la schizophrénie

(117).
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La pathogenese du RCIU s’explique tout d’abord par des altérations de la fonction placentaire.
Le placenta de petite taille présente des défauts de vascularisation (remodelage vasculaire utérin
diminu¢), associés a une apoptose excessive et a un défaut d’invasion trophoblastique
(104,119). Le RCIU peut également s’expliquer par une diminution des échanges nutritionnels

entre la meére et le foetus.

B. Complications infectieuses, infections congénitales et TORCH

Une infection congénitale survient lors de la transmission in utero ou néonatale d’un agent
pathogene donné (virus, bactérie ou parasite) au foetus (120). Les agents infectieux responsables
de ces pathologies congénitales peuvent alors corrompre le développement feetal, entrainer des
séquelles graves et compromettre la santé des nouveau-nés, méme apres la naissance (120-123)
(Figure 14). L'acronyme TORCH fait référence a la principale famille d'agents pathogenes

responsables d’infections congénitales associées a des maladies foetales séveres (124).

Figure 14 : Effets d’une infection congénitale maternelle sur le développement feetal. Lors de la grossesse, un
pathogene qui infecte la mére peut également infecter le placenta, provoquantainsi son inflammation et un arrét
de sa fonction de barriere de protection. Le dysfonctionnementlié a I’infection peut alors étre associé a des retards
de croissance intra-utérins ainsi qu’a une dissémination du pathogeéne au feetus. L’ infection congénitale peut alors
présenter un tropisme neurologique, expliquant 1’apparition de pathologies graves dans le développement.

a. Toxoplasmose

Toxoplasma gondii (T. gondii) est un parasite intracellulaire obligatoire qui infecte la plupart

des mammiféres. Les félins, en particulier les chats domestiques, restent néanmoins les hotes
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définitifs et les principaux réservoirs du parasite (125-127). Ce dernier se transmet par
I’ingestion d’eau ou d’aliments contaminés et par la consommation de viande insuffisamment
cuite de porcs, moutons ou volailles infectés (125). La séroprévalence varie d’un continent a
I’autre et cette différence dans les taux de séroprévalence peut s'expliquer a la fois par des
facteurs alimentaires et socio-économiques. Comme le suggerent les sérologies positives pour
le parasite, un tiers de la population mondiale serait infecté¢ de maniere latente par le 7.gondii

(128).

Bien que I’infection soit trés souvent latente, ses effets peuvent étre délétéres notamment chez
les femmes enceintes. Aux Etats-Unis, entre 400 et 4000 cas de toxoplasmose congénitale se
produisent chaque année (129). La transmission du parasite au feetus résulte généralement d une
primo-infection de la mére qui n’a pas développé d’immunité protectrice contre le parasite, puis
de la dissémination du pathogene dans le placenta et au feetus. Les taux de toxoplasmose
congénitale varient selon le moment de l'infection maternelle et le stade de la gestation. Au
premier trimestre, le risque d'infection fcetale est de 5% a 25% alors qu’il peut s’élever jusqu’a
90% au deuxiéme et troisieéme trimestre (126,129,130). Cependant, les formes les plus séveres
de la pathologie sont observées lorsque 1’infection a lieu de maniére précoce (131). La charge
parasitaire peut étre un facteur important contribuant au risque et a l'issue des infections
congénitales (132). La transmissionde 7. gondii peut alors entrainer une mort feetale et causer
des avortements spontanés et des calcifications intracrdniennes responsables de déficits

neurocognitifs et de choriorétinites (126,133).
b. « Others » oules autres

Plusieurs agents pathogénes supplémentaires, principalement des virus, ont aussi ét¢ associés a
des infections congénitales et peuvent représenter une menace potentielle pour le foetus en
développement. Ces pathogenes, regroupés sous le nom « Others », peuvent se transmettre au
feetus et causer des infections congénitales. Ce groupe comprend des pathogenes tels que le
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), le virus de la chorioméningite lymphocytaire (VLCM), le virus
de l'encéphalite équine vénézuélienne (VEE), le virus du Nil occidental (VNO), le virus
varicelle-zona (VZV), le virus de I’immunodéficience humaine (VIH), le virus de I’Hépatite E
(VHE), le parvovirus humain B19 et la bactérie Treponema pallidum (T. pallidum), responsable
de la syphilis (123).

Le VLCM est un arénavirus a ARN transmis par des rongeurs qui induit une pathologie

similaire a celle de la toxoplasmose ou du Cytomégalovirus Humain (134—-136). Bien que des
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cas sporadiques d'infection congénitale aient été signalés aux Etats-Unis et en Europe de I'Est,
I'épidémiologie précise du VLCM congénital n'a pas été déterminée. Il est cependant connu
qu’environ 5% de la population adulte américaine serait positive a une infection antérieure par

le VLCM (preuves sérologiques) (136).

La syphilis, une infection sexuellement transmissible (IST), est causée par le spirochéte
T.pallidum et affecte des millions de personnes dans le monde (137). Les taux de syphilis
congénitale varient de 7 a 11 cas pour 100.000 naissances vivantes au cours de la derniére
décennie (138). Ainsi, dans le monde, 2 millions de naissances sont associées a une syphilis
congénitale. Le parasite 7"pallidum infecte le placenta et se transmet au feetus principalement

via la circulation sanguine intervilleuse mais également via les tissus de la decidua.

La transmission verticale du VIH survient le plus souvent pendant I'accouchement, mais
environ 30% des cas de transmission surviennent plus tot, in utero, a travers le placenta (139).
Les souches maternelles de VIH a tropisme macrophagique semblent plus efficaces pour
franchir la barriére placentaire (140). L analyse des échantillons d’avortement thérapeutique au
premier et deuxieme trimestres de grossesse révele par ailleurs que le virus est détecté dans les
tissus feetaux et que I’infection est associée a une nécrose de la decidua chez les méres infectées

non traitées (141,142).

Lors de la grossesse, environ 1% a 2% des femmes présentent des infections primaires par le
VZV, un herpes virus étroitement li¢ au virus de 1’Herpes Simplex. La pathologie placentaire
de la varicelle congénitale a rarement ét¢ décrite mais une villite chronique diffuse, nécrosante
avec des zones d’inflammation granulomateuse a cependant été rapportée (143). Bien que la
transmission de la mére au feetus soit rare (<1%), le risque d’infection congénitale par le VZV
est plus élevé lorsque la varicelle congénitale survient entre les 13 et 20 premieres semaines de
gestation (144). L’ infection présente alors un risque aussi bien pour la mére que le feetus. Chez
lameére, le pathogene induit le développement de pneumopathies varicelleuses alors que le virus
transmis au feetus provoque un syndrome de la varicelle congénitale (SVC) ou néonatale, qui
se développe les 10 premiers jours de la vie (145-147). L’infection par le VZV est alors
associée a une morbidité et une mortalité maternelles et feetales importantes. Aprés la 24me
semaine, le risque est négligeable, la transmission de la mere au feetus étant inférieurea 1%. En
2007, environ 130 cas de SVC avaient été signalés dans la littérature médicale depuis 1947

(147,148).
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T.cruzi est le protozoaire responsable de la maladie de Chagas, une maladie cardiovasculaire
potentiellement mortelle (149). Ce pathogéne provoque parfois une infection congénitale
semblable a la toxoplasmose congénitale (150,151). Bien que le pathogene infecte de fagon
chronique jusqu’a 50% des femmes enceintes qui vivent dans les zones endémiques, la plupart
de ces infections restent asymptomatiques. La transmission materno-feetale survient chez pres
de 7% des femmes infectées et peut avoir lieu a n’importe quel stade de la grossesse maternelle
et de la gestation. Bien que plusieurs milliers de nourrissons nés sont contaminés in utero
chaque année, 1’infection congénitale peut étre prévenue par le traitement des femmes infectées

(152,153).

Le VEE est un Alphavirus qui peut occasionnellement provoquer une infection congénitale
humaine (154). Bien que le virus puisse étre transmis au feetus in utero, 1’infection congénitale

par le VEE semble étre un événement rare (155).

Le parvovirus humain B19 est un virus &8 ADN de la famille des Parvoviridae qui peut se
transmettre de la meére infectée au feetus et peut provoquer une anémie intra-utérine. Une
association entre la polymicrogyrie et 1’infection congénitale par le parvovirus B19 a

occasionnellement été observée (156—158).

Le VNO est un Flavivirus a ARN, apparenté au virus ZIKA (ZIKV) et au virus de la dengue
(DENYV), qui provoque chez I’adulte des encéphalites, méningites ou myélites. Un seul cas de
transmission materno-fcetale a été rapporté en 2002 et suggere que le VNO pourrait provoquer

une infection congénitale (159-161). Aucun cas similaire n'a été signalé depuis.

Plus récemment, le ZIKV et le VHE ont également été classés parmi les pathogenes « Others »,

causant des pathologies graves durant la grossesse (162).

Le VHE est un Hepevirus a ARN qui constitue un réel probléme de santé publique, notamment
dans les pays en développement. Bien qu’asymptomatique dans la plupart des cas, I’infection
par le VHE, et notamment par le génotype 1, est associée a une fréquence plus importante
d’hépatites fulminantes chez les populations a risque comme les personnes agées, les patients
immunodéprimés ou encore les femmes enceintes (163,164). De nombreuses études démontrent
que la transmission verticale du virus de la meére vers le feetus peut se produire dans 50 a 100%
des cas (165—-167). Transmis lors de la grossesse, 1’infection par le VHE est responsable de
complications graves affectant la mére (hépatites fulminantes, hémorragies, pré-éclampsie)

mais aussi le feetus (168). Un accouchement prématuré, un retard de croissance et la mort du
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feetus ou du nouveau-né sont observés dans 25 a 50% des cas (169,170). Ainsi, le virus est
responsable de plus de 3000 morts fcetales par an, additionnées a de nombreux cas de mort in
utero, dus au déces de la mere (171). Chez la mere, il a été montré que I’infection par le VHE
durant la grossesse est responsable d’un taux de mortalité de plus de 40% avec une prévalence
d’hépatite fulminante trés élevée (172,173). Ainsi, en fonction de la sévérité des symptomes et
de la charge virale, une mortalité de foetale et/ou maternelle peut survenir, en particulier durant

le troisiéme trimestre de grossesse (174).

Durant ma thése, nous nous sommes principalement intéressés au virus ZIKA, décriten détails

dans le Chapitre 2 de I’Introduction.

c. Rubéole

La rubéole est causée par un virus & ARN simple brin de polarité positive enveloppé de la
famille des Togaviridae isolé en culture cellulaire pour la premiere fois en 1962 (175,176).
L’humain est I’unique réservoir de ce virus. Transmis par voie respiratoire, le virus provoque
une maladie bénigne chez I'enfant ou 1'adulte apres une période d'incubation moyenne d'environ
18 jours. Bien que 50% des infections par le virus de la rubéole soient asymptomatiques, le
virus peut néanmoins entrainer des complications plus séveéres chez 1’adulte et plus
particulierement chez la femme enceinte. Une infection au cours des 12 premiéres semaines de
gestation aboutit pour 80 a 90% des cas, a une transmission transplacentaire et une infection
persistante chez le feetus (177,178). Le virus est en effet observé dans le cytoplasme des cellules
déciduales, des trophoblastes extravilleux et des cellules endothéliales (179). L’ infection peut
alors étre associée a une obstruction vasculaire foetale, une nécrose villeuse, une inflammation
vasculaire et une hypertrophie des cellules de Hofbauer (HBC) (180). De plus, le fcetus peut
présenter diverses autres complications telles que la surdité, des retards mentaux, des défauts
cardiaques ou des dommages hépatiques. A la naissance, 70% des nouveaux nés infectés
développent un syndrome de rubéole congénitale (SRC) (177). Coté maternel, et pour 20% des
cas, I’infection peut entrainer des fausses couches, une forte morbidité a la naissance, un travail
prématuré ou encore des défauts de croissance foetale (181,182). 4 contrario, le risque
d'infection feetale symptomatique tombe a environ 20% lorsque 1'infection survient entre la
16°™¢ et la 20°™¢ semaine de gestation. En effet, la transmission intra-utérine peut se produire,

mais le risque de SRC reste tres faible (183).
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d. Cytomeégalovirus Humain

Le Cytomégalovirus humain (HCMV) est un virus a ADN de la famille des Herpesviridae.
Strictement humain, le HCMV infecte un large spectre de personnes (184). Sa séroprévalence
varie ainsi entre 30% et 70% dans les pays développés et peut monter jusqu’a 100% dans les
pays en voie de développement (185). L’infection est cependant associée a des symptomes non

spécifiques du virus (186).

Le HCMYV est aussi la cause la plus fréquente d’infections congénitales (187,188). En effet, le
virus peut également étre transmis de la mere au feetus si cette derniére est infectée. La
transmission se produit majoritairement in utero et survient dans environ 30% a 40% des cas
de primo-infection maternelle. Les foetus infectés présentent alors un risque de 5 a 10% de
développer des pathologies et symptomes liés aux HCMV (186). Les symptdmes observés sont
plus graves lorsque la transmission a lieu au cours du premier trimestre de grossesse. Le HCMV

est en effet responsable de pathologies placentaires et développementales séveres.

A T’interface materno-feetale, le HCMV infecte et se réplique dans les cellules stromales et
endothéliales de la decidua, les trophoblastes extravilleux, les CTB et les cellules des villosités
(189,190). L’infection, en plus d’induire une forte inflammation, des cedémes et une
augmentation des villosités vasculaires, altére également les capacités de migration et
d’invasiondes EVT (191). Ces défauts de migration causent un mauvais remodelage vasculaire
et réduisent I’afflux sanguin maternel. L’acces aux nutriments du feetus est alors diminué ce qui
peut provoquer un retard de croissance in utero et une naissance prématurée. Dans 15% des

cas, la primo-infection maternelle par le HCMV conduit a un avortement spontané précoce.

L’infection congénitale par le HCMV cause également, dans 5 a 10% des cas, des défauts
irréversibles au niveau du systéme nerveux central. Le virus est alors responsable de surdités,
de microcéphalies, d’encéphalites, de retards psychomoteurs et plus rarement de myopathies et
de choriorétinites (188,192—195). Un suivi post-natal des feetus infectés in utero a montré
qu’environ 15% des enfants infectés nés asymptomatiques finissent par développer des
séquelles irréversibles permanentes et tardives, telles que des défauts auditifs ou neuro-
développementaux (196). La survenue de telles séquelles s’explique par le fait que le HCMV

infecte les progéniteurs neuraux et inhibe leur différenciation (197).

L’infection congénitale par le HCMV reste une problématique majeure car 1’immunité
préexistante suite & une primo-infection offre une protection incompléte contre la transmission

intra-utérine du HCMYV et I’infection congénitale (198). Par ailleurs, aucun traitement ne peut
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étre administré a la femme enceinte sans avoir des effets néfastes sur le développement feetal

(199).
e. Virus del’Herpes

Les virus de I’herpés simplex 1 et 2 (HSV-1 et HSV-2) sont des Herpesviridae de la sous-
famille des Alphaherpesvirinae (200,201). Bien que la plupart des infections soient
asymptomatiques, l'incidence globale de l'infection a HSV varie de 0,025 a 0,3 pour 100.000
naissances vivantes par an (202,203). Les infections congénitales par HSV-1 et HSV-2 sont
rares, affectant environ 1 pour 100.000 a 300.0000 enfants nés vivants (203,204). Finalement,
la plupart des études estiment que seulement 5 a 10% des infections a HSV identifiées au cours

de la période néonatale résultent d'une infection intra-utérine (204,205).

C’est lors de 1’accouchement vaginal que le risque de transmission au feetus est le plus élevé
avec un taux de 80% si la mére a une infection génitale active par un HSV (206). L’infection
néonatale par le HSV peut alors causer des 1ésions de la peau, des yeux et de la bouche, une
encéphalite, qui peut provoquer des morbidités neurologiques, et une pathologie disséminée qui
touche de nombreux organes (cerveau, poumon, foie, cceur, peau, etc.). Sans traitement adéquat,
I’infection est 1étale dans 80% des cas. La meilleure mesure préventive pour empécher
I’infection néonatale est de tester la mere pour le HSV. Si elle a une infection active au moment
de la naissance, un accouchement par césarienne sera pratiqué, limitant alors 1’infection

néonatale (206).
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Chapitre 2 : Levirus Zika

« Quand un cheval de Troie entre dans une ville, porteur d'un virus qui affole les esprits et
paralyse les corps, on a intérét a emprunter les seules portes encore ouvertes : celles de ta

poesie. » De ['immunologie. Sylvain Tesson.

l. Historique et épidémiologie

Le virus ZIKA (ZIKV) a été découvert en 1947 en Afrique, en Ouganda, dans la forét Zika,
d’ou il tire son nom (Figure 15) (207), apres avoir été isolé pour la premiére fois chez le singe
macaque rhésus. Le ZIKV fut également détecté, a plusieurs reprises, chez d’autres primates,
ce qui a conduit a suggérer que ces animaux peuvent constituer un réservoir viral (208,209). La
prévalence du virus chez ces animaux reste encore cependant inconnue et des recherches
supplémentaires sont nécessaires afin de mieux identifier le réservoir animal du virus (210). 1l

n’y a pas, a ce jour, de preuve de 1’existence d’un réservoir non-primate (211).

En 1948, le virus est isolé une seconde fois, de nouveau dans la forét Zika, chez le moustique
Aedes africanus. Le moustique Aedes sera défini plus tard, en 1956, comme le vecteur
compétent du virus (207,212). Le premier ZIKV isolé en dehors d’ Afrique a été obtenu en 1966
chez le moustique Aedes aegypti, en Malaisie (213).

Chez I’Homme, des anticorps neutralisants dirigés contre le ZIKV sont détectés pour la
premiere fois en 1952, chez une petite fille au Nigeria mais cette production d’anticorps ne sera
associée a I’infection par le ZIKV qu’en 1964, en Ouganda (214,215). La premicre infection
humaine en Asie est réellement rapportée en 1977, en Indonésie (216). Quelques rares cas
d’infection par le ZIKV sont par la suite détectés et il faut attendre 2007 pour voir apparaitre la
premicre épidémie majeure, sur I’ile de Yap, en Micronésie, dans le Pacifique (217). Pres de
5.000 personnes sont alors infectées et présentent des symptomes proches de ceux induits par
le DENV. Cependant, 1’étiologie différe avec un tableau clinique atypique. Les patients infectés
présentent une fiévre modérée, associée a des céphalées, des rashs maculopapulaires, des
arthromyalgies et des conjonctivites (217). L’analyse des prélévements réalisés chez ces

individus a permis de confirmer I’infection par le ZIKV, preuve de la réémergence du virus.

Six ans plus tard, en 2013, de nouveaux cas sont détectés en Polynésie Francaise avant de se
disséminer vers d’autres les du Pacifique en 2014 (218). L’¢épidémie cause alors plus de 32.000

infections. Les signes cliniques évoluent et les patients présentent alors des manifestations
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neurologiques et auto-immunes séveres telles que le Syndrome de Guillain-Barré (SGB). Un

premier lien de causalité entre le ZIKV et le SGB est alors suspecté (219).

L’¢épidémie devient pandémique en 2015, lorsque le virus est introduit au Brésil puis se propage
sur le continent américain. Entre 500.000 et 1.500.000 personnes dans le monde entier sont
infectées, le Brésil étant le pays le plus touché. C’est lors de cette épidémie que les
complications neurologiques séveres sont identifiées et réellement associées a I’infection. Par
ailleurs, des anomalies de la grossesse sont observées telles que des avortements, pré-

éclampsies, retards de croissance et défauts neuro-développementaux comme la microcéphalie

(220-223).

Au cours de I’année 2016, le virus se propage ensuite en Amérique du Nord, en Asie et en
Europe (Figure 15). La présence des moustiques Aedes en France métropolitaine, en
augmentation constante notamment ces dernicres années, a conduit a sensibiliser la population
au risque d’infections, comme ce fut le cas lors de 1’identification de plusieurs cas autochtones

courant 2020.

Figure 15 : Distribution historique mondiale du ZIKV entre 1947 et 2016. Identifié pour la premiére fois en
Ouganda, en 1947 chez des singes, il est isolé chez le moustique en 1948. Les premiers cas chez I’Homme sont
identifiésen 1952. Dans les années 70 — 80, la distribution géographique du ZIKV s’étend a 1’ Asie équatoriale,
sans pour autant induire aucune épidémie. La maladie chez ’Homme est encore considérée rare, avec des
symptomes bénins. En 2007, le ZIKV se propage en Afrique et en Asie, ou il provoque la premiére épidémie chez
I’Homme sur 1’fle pacifique de Yap. Entre 2013 et 2016, le virus provoque plusieurs épidémies en Polynésie
Francaise, sur I’le de Paques, les iles Cook, en Nouvelle Calédonie mais également au Brésil et aux Etats-Unis.
L’infectionfait]’objet d’enquétesintensives et le virus est finalement classé commeune urgence de santé publique
de portée internationale. Source : Organisation Mondiale de la Santé (OMS) —2016.
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I1. Transmission du ZIKV

A. Transmission vectorielle par le moustique

Nous savons que le moustique peut étre le vecteur et le transmetteur de nombreux pathogeénes
comme le DENV ou le Chikungunya (CHIV), parfois méme simultanément (224). De la méme
maniere, la transmission du ZIKV a I’Homme est majoritairement liée aux piqlres des
moustiques, principalement du genre Aedes aegypti et albopictus, infectés eux-mémes par le
virus (Figure 16). D’autres especes d’Aedes (polynesiensus, africanus et luteocephalus) sont

cependant susceptibles de transmettrele virus (225,226).

Le moustique se nourrit du sang d’une personne ou d’un animal infecté. Le virus va alors
infecter 1’épithélium de 1’intestin moyen ou il va se répliquer avant de passer dans
I’hémolymphe via la lamina basale puis va se disséminer vers d’autres organes tels que les
glandes salivaires a partir desquelles il pourra étre relaché dans la salive lors de la piqlre du
prochain hote (227). Par ailleurs, la transmission verticale du virus chez le moustique est
¢galement possible, ce qui contribue a son maintien dans la nature (228). La période
d’incubation extrinséque du virus, c’est-a-dire le temps entre ’infection du vecteur et le
moment ou il devient capable de transmettre le virus, dure environ 14 jours. Lorsqu’un individu
est piqué par un moustique infecté, ce dernier injecte sa salive dans le sang humain et transmet
le virus, qui circule dans le sang puis pénétre les cellules humaines pour s’y répliquer. C’est la
phase de virémie, qui dure environ 7 jours. Les symptomes de 1’infection apparaissent ensuite
entre 3 et 12 jours apres piqlre par le moustique (211). Pendant cette phase de virémie, méme
si le patient ne présente pas de symptome, le virus peut étre retransmis lors d’une nouvelle
piqlre. C’est cette capacité a se répliquer chez I’Homme puis a étre transmis selon un cycle
urbain qui cause les épidémies, notamment dans les régions ou sont retrouvés ces moustiques.
Les régions tropicales et subtropicales, ainsi que les régions urbaines fortement peuplées, sont
donc les plus @ méme a voir se développer des épidémies (229). Ces éléments classent ainsi le

ZIKV parmiune des urgences de santé sanitaire mondiale par I’OMS.

Néanmoins, méme si cette transmission du virus est majoritairement liée a la piqire de

moustique, d’autres modes de transmission ont été identifiés (230).
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Figure 16 : Cycles urbainet Sylvatique duZIKV. Lors ducycle urbain, le virus se transmet d”’Homme 8 Homme
via des vecteurs du genre Aedes. A I’inverse, un cycle sylvatique implique un réservoir animal, notamment des
primates non humains, et des vecteurs du genre Aedes. L’Homme n’est alors qu’un hote « accidentel » (231).

B. Transmission non vectorielle
a. Transmission sexuelle

L hypothése que le ZIKV est un pathogeéne sexuellement transmissible lors d’un rapport entre
une personne infectée et son partenaire a été confirmée (232,233). En effet, un scientifique
américain travaillant sur les moustiques au Sénégal a contracté le virus et présenté les
symptomes communs du ZIKV. A son retour aux Etats-Unis, sa compagne, n’ayant pas voyagé
avec lui, fut contaminée par le ZIKV et a développé quelques jours plus tard les symptomes
liés a I’infection (230). Les relations sexuelles sont alors identifiées comme un facteur probable
de transmission du virus. Des cas similaires ont ét¢ observés en 2016, lors de 1’épidémie au
Brésil (234). Deux femmes contractent le virus apres que leurs partenaires soient revenus d une
région endémique. Aussi, un autre cas de transmission sexuelle du ZIKV de la femme a
I’homme a été reporté aux Etats-Unis en 2016 (235). 11 est désormais connu que la transmission

sexuelle peut avoir lieu plus de 40 jours apres 1’infection et 1’apparition des symptdmes.

Par ailleurs, la présence du ZIKV dans le sperme n’avait jusque-la pas été investiguée ni
documentée. Pourtant, il a été démontré que le virus persiste dans le sperme de 40 jusqu’a plus
de 150 jours et qu’il a été retrouvé dans les spermatozoides (236—239). Ainsi, I’hypothése de
transmission sexuelle via ce fluide corporel est presque admise (240-242). De manicre
similaire, le ZIKV a été détecté dans le tractus génital féminin, confortant 1’hypothése de la

transmission sexuelle du virus de la femme a 1’homme. Ainsi, la transmission sexuelle est
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possible par la voie orale, génitale ou anale et peut se faire d’homme a femme, de femme a

homme et d’homme a homme (243,244).

En France métropolitaine, 11 cas de transmission par voie sexuelle ont été rapportés entre le 1°"

janvier et le 24 novembre 2016 (245).
b. Transmission sanguine

Le ZIKV peut également étre transmis lors de transfusions sanguines (246,247). Cette voie de
transmission a été identifi¢e lors de 1’épidémie en Polynésie Frangaise, au cours de laquelle
2,8% des échantillons de sang de donneurs, asymptomatiques au moment du don, ont été testés
positifs pour I’ARN viral (248). De la méme maniére, une étude sur les échantillons de sang
provenant de donneurs de Porto Rico, prélevés entre avril et juin 2016, a permis de déterminer
que 0,5% de ces échantillons étaient positifs pour le ZIKV (249). Ce mode de transmission a
ensuite été confirmé lors de 1’épidémie de 2016 au Brésil. Deux patients ont recu une
transfusion d’un donneur infecté, qui a présenté les symptomes du ZIKV trois jours apres avoir
donné son sang. Apres analyse sanguine, le virus a été retrouvé dans le sang du donneur et des

receveurs (250).

Ces observations ont confirmé la nécessité de la mise en place de mesures sanitaires pour
garantir la sécurité transfusionnelle dans les régions endémiques. Néanmoins, le risque reste
cependant faible, du fait de la courte virémie de ce virus. Le virus n’est en effet détecté dans le
sang que dans les premiers jours apres le début des symptomes. Par ailleurs, de nombreuses
stratégies sont disponibles et trés efficaces pour inactiver les agents infectieux dans le sang

(251).
c. Transmission materno-foetale

La transmission périnatale du ZIKV a été démontrée pour la premiere fois lors de I’épidémie
en Polynésie Frangaise (252). Le premier cas concernait une meére qui allaitaitet qui présentait
un rash cutané quelques jours avant et apres 1’accouchement. L’infection par ZIKV a été
confirmée a la fois sur les échantillons de sang de la meére et du nouveau-né. Par ailleurs, le
virus a été¢ détecté par la suite dans le lait maternel, le sérum et la salive de la mére et du
nourrisson. Le deuxiéme cas de transmission décrit a été rapporté chez une femme infectée dont
le nouveau-né avait été diagnostiqué pour un retard de croissance intra-utérin. La femme a
présenté des signes cliniques d’infection 3 jours apres le début de 1’allaitement et le ZIKV a été

détecté dans le sang de la mere 1 jour apres 1’accouchement et dans le sang du nouveau-né 7
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jours apres. La transmission intra-utérine est observée de nouveau plus tard lors de 1’épidémie

au Brésil en 2016 (253,254).

Deux voies de transmission ont alors été décrites : 1) par passage du sang maternel vers le
placenta ; 2) par passage des tissus maternels vers le placenta (voie transplacentaire). En effet,
I’ ARN viral a été détecté dans le liquide amniotique, les produits de fausses couches, le placenta
et dans le tissu cérébral (222,223,254). Finalement, il a également été détecté dans le lait

maternel (255,256).

La transmission verticale du ZIKV est décrite a tous les trimestres de grossesse (257). C’est
néanmoins lorsqu’il est transmis au premier trimestre que 1’infection est associée a de
nombreuses séquelles (223,253,258). Le ZIKV est capable de se répliquer dans de nombreuses
cellules feetales et maternelles (259), dont nous reparlerons dans la suite de ce manuscrit,
causant des 1ésions cellulaires qui pourraient expliquer, en partie, I’apparition de complications
telles que la microcéphalie (220,223). Une infection a ZIKV prés du terme pourrait
potentiellement entrainerune transmission materno-feetale lors de I’accouchement intrapartum,

méme si celan’a pas ét€¢ démontré a ce jour.
M. Organisation génomique et structure de la particule virale

Le ZIKV est un virus qui appartient au genre des Flavivirus et a la famille des Flaviviridae.
Cette famille regroupe d’autres virus comme le virus de la fievre jaune, le VNO et le DENV,
dont le ZIKV est phylogénétiquement proche (Figure 17). Des analyses phylogénétiques ont
révélé qu’il existe deux lignées de génotypes pour le ZIKV : la souche africaine et la souche
asiatique, qui a elle seule, est responsable des troubles neuro-développementaux affectant la
grossesse (260). Cependant une étude récente s’est intéressée a des souches de ZIKV africaines
plus récentes, a faibles passages, et a montré que ces derniéres présentaient une meilleure
transmissibilité par les moustiques et étaient plus 1étales chez les souris adultes ainsi que leurs
feetus en comparaison avec les souches asiatiques (261). Cela tend a suggérer un fort potentiel
épidémique de ces souches africaines qui pourraient passer plus inapergues par rapport aux
souches asiatiques en raison de leur forte capacité a causer la mort du feetus plutdt que d’induire

des défauts a la naissance.
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Figure 17 : Phylogénie des Flavivirus. Le ZIKV fait partie du groupe des virus Spondweni au sein du clade des
Flavivirus. Il est étroitementli¢ aux quatre sérotypes du DENV, avec une identité d'acides aminés d'environ43 %
a travers la polyprotéine virale ainsi que l'ectodomaine de la protéine d’enveloppe E. Adaptée (262).

Le ZIKV est un virus enveloppé sphérique de 50nm de diameétre, qui comprend un génome
ARN simple brin de polarité positive, d’environ 11kb (263,264). L’ARN comprend une ORF
unique et flanquée de régions 5’ et 3’ non codantes (UTR) (265,266). On retrouve en 5’-UTR,
une coiffe nucléotidique méthylée, nécessaire a I’initiation de la traduction et jouant un role
majeur dans laréplication du virus ainsi que dans son évasion aux facteurs de restriction induits
par I’hote lors de la réplication virale (267-269). Auniveau 3’-UTR, on note 1’absence de queue
polyadénylée, mais en revanche on observe une structure secondaire en forme de boucle
permettant la formation d’un ARN subgénomique de Flavivirus (sfRNA) essentiel a la

pathogénicité (270).

L’ORF unique est transcrite en une polyprotéine de 3423 acides aminés (Figure 18), qui est
ensuite clivée en 10 domaines qui codent pour 3 protéines structurales (C, prM et E) et 7
protéines non structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5) (266,269). Le
clivage nécessite une combinaison de 4 protéases différentes, provenant du virus ou de
I’héte (Figure 18) :
- Une peptidase de I’hdte, agissant aux jonctions C/prM, prM/E, E/NS1 et NS4A/NS4B
(271-274) ;
- La serine protéase virale NS3, qui requiert NS2B comme co-facteur (275-279) ;

- Une protéase furine ou furine-like clivant prM en pr et M (280,281) ;
- Une protéase de I’hote inconnue, qui agit a la jonction NS1/NS2A (282,283) ;
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Les protéines structurales sont impliquées dans la formation des virions. La protéine C forme
une nucléocapside pour s’associer avec le génome viral et le protéger (284). La protéine prM
est un précurseur de la protéine M, qui s’insere dans 1’enveloppe virale, et du peptide pr,
relargué lors de la sortie du virus de la cellule hote. De plus, prM est une protéine chaperonne
qui prévient I’action prématurée de la protéine d’enveloppe E (285). Cette derniére, retrouvée
dans la bicouche lipidique qui entoure la capside, est notamment impliquée dans la
reconnaissance des récepteurs d’entrée avant la fusion membranaire avec la cellule cible
(285,286), comme décrit plus tard. Cette glycoprotéine E constitue ainsi un épitope intéressant

pour la recherche d’anticorps anti-ZIKV ainsi que pour le design d’un vaccin (287-289).

En effet, la protéine E constitue aujourd’hui la principale cible des anticorps neutralisants dans
les infections a Flavivirus, notamment lors d’une infection par le DENV. Il a par ailleurs été
récemment démontré que les anticorps monoclonaux spécifiques de la protéine E du DENV
neutralisaient également le ZIKV (290-292). Une exposition antérieure du patient au DENV
influencerait donc le développement de la réponse immunitaire lors d’une infection a posteri

par le ZIKV (293,294).

Les protéines non structurales sont directement ou indirectement impliquées dans la réplication
du génome viral et dans 1’assemblage de nouveaux virions (295,296). De nombreuses activités
enzymatiques ont été€ associées aux protéines NS3 et NS5. La protéine NS3, combinée a NS2B,
possede une activité protéase hélicase, tandis que la protéine NS5 posséde une activité ARN
polymérase ARN-dépendante (297-301). Ces deux protéines sont donc indispensables pour la
réplication du virus. Le réle de la protéine NS1 dans I’infection par le ZIKV demeure encore
inconnue. Néanmoins, il est admis qu’elle module la réponse immunitaire chez de nombreux
Flavivirus ainsi que la pathogenése virale en interagissant avec des composants des systémes
immunitaires inné et adaptatif (302,303). Finalement, les 4 protéines non structurales NS2A,
NS2B, NS4A et NS4B participent au réarrangement des membranes cytoplasmiques et a
I’assemblage des complexes de réplication virale (304-306). Ces protéines non structurales
constituent donc aussi une piste intéressante pour I’¢laboration de traitements contre I’ infection

par le ZIKV (307,308).
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Figure 18 : Représentation du génome et des différentes protéines du ZIKV. Le ZIKV présente un
génome ARN simple brin de polarité positive et d’une taille de 10794 pb. L’extrémité 5° présente une
coiffe nucléotidique méthylée alors que I’extrémité 3° forme une structure en boucle non polyadénylée.
Le génome code pour une polyprotéine clivée en 7 protéines non structurales et 3 protéines structurales,
qui participent a la formation des virions et contribuent a I’infectiosité des particules virales. Source :
Viral Zone https://viralzone.expasy.org/6756.

V. Cycle de réplication du ZIKV

A. Tropisme

Les Flavivirus sont capables d’infecter un grand nombre de cellules humaines, de primates ou
encore de rongeurs. De cette maniére, il a ét¢ démontré que de nombreuses cellules humaines
sont permissives au ZIKV (259,309,310). Les cellules du systéme nerveux central ou
périphérique et les cellules de la rétine et du nerf optique sont particuliérement sensibles a
I’infection, ce qui pourrait en partie expliquer les pathologies neurologiques observées chez

certains patients (311-316).

Les cellules endothéliales et épithéliales du derme humain mais aussi les cellules de 1’appareil

reproducteur male et femelle sont également des cibles privilégi¢es du ZIKV (317-319).

Lors de la grossesse, les différentes cellules du placenta, a savoir les fibroblastes, les CTB et
les HBC, ainsi que les cellules épithéliales amniotiques et les cellules endothéliales et

mésenchymateuses du cordon ombilical sont également des cibles du ZIKV (259,320,321). En
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se répliquant et en infectant directement les cellules de 1’interface materno-feetale, le ZIKV

perturbe la barriere placentaire et accede au compartiment feetal.

Finalement, le ZIKV infecte également les macrophages placentaires, les neutrophiles et les

cellules dendritiques (322-324).
B. Mécanisme d’entrée du ZIKV

La plupart des Flavivirus se fixent a la surface des cellules cibles afin d’initier le cycle de
réplication virale. Les virions se lient en particulier a des facteurs de 1’hdte non spécifiques. De
nombreux récepteurs, médiateurs d'entrée ou cofacteurs ont notamment été identifiés comme

participant a I’entrée des Flavivirus (Figure 19) (325,326).

Figure 19 : Récepteurs impliqués dans I’entrée du ZIKV dans la cellule hote De nombreux récepteurs sont
impliqués dans 1’entrée du ZIKV, parmi lesquels AXL, DC-SIGN, Tyro3, les récepteurs de la phosphatidylsérine
(TIM) et les récepteurs polysaccharidiques sulfatés. L’endocytose est médiée par la clathrine ce qui permet la
libération du virus dans le cytoplasme ou il se réplique. L’ARN viral est reconnu par le TLR3 et le complexe
récepteur active la phosphorylation d’IRF3 et IRF7, qui aprés phosphorylation se déplacent dans le noyau. Ils se
lient alors aux éléments génétiques antiviraux pour exprimer OAS2, ISGS5 et Mx 1. Le complexe TLR3-ZIKV est
ensuite dégradé par formation d’autophagosome, qui fusionne au lysosome. Finalement, I’autophagie améliore la
réplication du ZIKV (327).

Ainsi, il a été démontré que le DENV se lie aux récepteurs de la famille des tyrosines kinases
TAM (Tyro3, Axl et Mertk) (328). Ces récepteurs sont impliqués dans I’ élimination des cellules
apoptotiques mais aussi dans la régulation de la réponse antivirale innée (328-332). Deux
mécanismes définis sont impliqués. Premi¢rement, les récepteurs TAM colocalisent avec la

sous-unité 1 (IFNAR1) du récepteur d'interféron alpha/béta (IFN-o/p) pour former un complexe
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TAM-IFNAR qui subvertit et redirige efficacement la fonction canonique IFNAR (Figure 20)
(331). Deuxiemement, cette interaction TAM-IFNAR, de concert avec la liaison au ligand
TAM, conduit a la phosphorylation des homodimeres STATI1 (Signal Transducer And
Activator Of Transcription 1) qui transloquent dans le noyau et initient 1'expression du
suppresseur de la signalisation des cytokines 1 (SOCSI) et SOCS3 (331,333). Les protéines
SOCS1 et SOCS3 inhibent la signalisation des Janus kinases (JAK) et des récepteurs de type
Toll (TLR) et suppriment la production d'IFN de type I (IFN-I) (334-337).

Figure 20 : Voie de signalisation de I’interféron, induite aprés fixation d’AXL a son ligand. La fixation du
ligand d’ AXL sur son récepteur entraine une association avec le récepteur IFNAR et conduit a la transcription des
facteurs SOCS1 et SOCS3 qui inhibent les voies TLR3, TLR4 et TLR9 ainsi que les récepteurs des cytokines
impliquées dans la résolution de l'inflammation. TLR: Toll Like receptor ; JAK: Janus kinases ; STAT:
transducteur de signal et activateur de la protéine de transcription ; SOCS: suppresseur de la signalisation des
cytokines (338).

Le DENV se lie également a TIM1, un membre de la famille des protéines du domaine des
immunoglobulines et de la mucine des lymphocytes T (T-Cell Immunoglobulin and Mucin
domain), qui régule les fonctions immunitaires innées et adaptatives et la survie des cellules
(339,340). Enfin, DC-SIGN a également été identifié comme un récepteur d’entrée pour
certains Flavivirus (341,342).

Dans le cas de I’infection par le ZIKV, il a été démontré que TIM1, AXL, Tyro 3 et DC-SIGN
facilitent I’entrée du virus dans les cellules de la peau (314,317,320). Des expériences de

silencing dirigées contre TIM1, révelent une diminution de 1’infection dans les cellules de la
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peau. Cet effet est d’autant plus visible quand AXL est inhibé simultanément, ce qui suggere

un réle tout particulier du récepteur AXL dans I’entrée du ZIKV dans les cellules cibles (343).

Activés par leurs ligands respectifs, ces récepteurs se lient directement aux phosphatidylsérines
(PS) et a la phosphatidyléthanolamine (PE) des lipides chargés négativement, présents dans
I'enveloppe des virions (344,345). Les récepteurs forment alors des ponts avec les virions. Pour
certains récepteurs, dont AXL, la fixation sur les PS est cependant indirecte et est réalisée par
I’intermédiaire de ligands solubles, les protéines Gas6 ou ProS (346,347). L’ infection est alors
facilitée par la séquestrationde ces ligands par les PS, exposées sur la membrane d'enveloppe

du ZIKV. Ce processus est appelé mimétisme apoptotique viral (348).

Cette étape d'attachement préceéde une interaction spécifique de la glycoprotéine virale E avec
les récepteurs cellulaires (325,326). L’entrée virale est alors possible via une endocytose
médiée par la clathrine (Figure 21) (349-351). Lors de l'internalisation, les virus sont
transportés vers les endosomes, ou le pH bas provoque des changements conformationnels
spécifiques dans les glycoprotéines E exprimées a leur surface (352). Les hétérodimeéres sont
dissociés, exposant les boucles de fusion du domaine DII de la protéine E. L’insertion est suivie
par un réarrangement structurel global et conduit a la fusion des membranes virales et
endosomales, permettant le désassemblage de la nucléocapside et le passage, a travers un pore,

du génome viral dans le cytoplasme de la cellule (353-355).

-65-



Figure 21 : Mécanismes d’entrée virale dans la cellule hote. La liaison des glycoprotéines structurales ZIKV
aux récepteurs d'entrée cellulaire déclenche l'internalisation virale par endocytose dépendante de la clathrine. Le
pH acide des endosomes induit des changements conformationnels des glycoprotéines virales de surface
permettant ainsi la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane endosomale, provoquant la libération d'ARN
viral dans le cytosol. L'ARN viral cytosolique est ensuite traduit en protéines virales. Les particules virales
immatures s'assemblent dans le RE et le trafic des vésicules permet le passage du ZIKV vers I’appareil de Golgi,
ou le virus subit une maturation. Les particules de ZIKV matures sont finalement délivrées et libérées dans
I'environnement extracellulaire (356).

A I’interface materno-feetale, peu de données sont connues concernant les récepteurs impliqués
dans I’infection par le ZIKV. Tabata et al. ont cependant démontré que TIM1 joue un rdle
majeur dans 1’entrée du virus au niveau du placenta. Des expériences de déplétion réalisées
avec un inhibiteur pharmacologique non spécifique, la duramycine, montrent une inhibition de
I’infection du placenta par le ZIKV et confirment que TIM-1 est un récepteur putatif pour

I’entrée du ZIKV dans le placenta (320).
C. Cyclede réplication virale

La réplication virale du ZIKV a lieudans des complexes de réplication cytoplasmiques, trouvés
d’abord a la surface du réticulum endoplasmique (RE), puis invaginés lors du processus ( Figure
22.A) (357). En effet, la membrane virale fusionne avec les membranes endosomales de la
cellule hote, ce qui induit le relargage du génome viral dans le cytoplasme (358). Puis, I’ARN

est dirigeé vers le RE ou il sera répliqué (359-361).
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Une fois dans le RE, I’ARN viral est d’abord transcrit en polyprotéine, qui est ensuite clivée,
afin de fournir les protéines structurales et non structurales nécessaires a la réplication. L’ARN
de polarité¢ positive est transcrit en ARN de polarité négative qui sert de modele pour
I’amplification du génome viral. Un génome ARN double brin est formé. Ce processus
nécessite I’activité de I’ARN polymérase ARN dépendante de NS5 et 1’activité hélicase de la
protéine NS3. L’ ARN de polarité négative du double brin est ensuite répliqué et transcrit, afin

de fournir de nouveaux ARN simple brin de polarité positive (362,363).

L’assemblage du virus se poursuit toujours dans le RE. Comme indiqué précédemment, la
protéine C s’associe avec le génome viral pour former la nucléocapside (284). Cette
nucléocapside est entourée d’une bicouche lipidique qui provient de la cellule hote et dans
laquelle s’insere les protéines virales prM/M et E (364-366). Ce processus protéolytique induit
lors de la formation de la bicouche lipidique provoque des changements structurels majeurs des
protéines M et E (366,367). Les nouveaux virions ainsi formés sont cependant immatures et les
particules virales non infectieuses (Figure 22.B) (368,369). Ils sont alors transportés dans
I’appareil de Golgi ou la protéine prM est clivée en protéine mature M par une protéase de type
furine (280,281). Le clivage induit la maturation du virion qui devient compétent pour la fusion.
Les virions matures sont alors transportés a la surface de la cellule et relargués par exocytose
(370,371). Les glycoprotéines E présentes dans la bicouche lipidique permettent alors la fusion

de ZIKV avec la prochaine cellule cible et un nouveau cycle commence.
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Figure 22 : A. Cycle de réplication du ZIKV. La réplication du ZIKV s’organise en huit étapes majeures :
fixation, endocytose, fusion membranaire, traduction, réplication de ' ARN, assemblage, maturation et libération
des particules virales (372). B. Structures possibles des particules virales du ZIKV. La figure représente les
différents degrés de maturation des particules du virus. Les particules immatures affichent des projections
trimériques prM-E, en raison du pH neutre du RE. Une particule mature affiche en revanche les homodimére E et
M aprés clivage par les protéases virales et de I’hote. Au dernier stade de maturation, les particules virales
présentent une structure particulaire hétérogéne (373).
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V. Physiopathologie liée a |'infection par le ZIKV

Le diagnostic de 1’infection par le ZIKV est de nos jours difficile a établir et cette difficulté
s’explique par de nombreux facteurs. Comme indiqué précédemment, la durée d’incubation du
virus est de 3 a 12 jours (211). Les symptdmes peuvent alors apparaitre trés tardivement. Par
ailleurs, 70 a 80% des cas d’infection par le ZIKV sont asymptomatiques (217). Les patients
peuvent également présenter des symptomes bénins qui passent inapergus. De cette manicre,
les premiers cas importés peuvent ne pas avoir été détectés lors des premiéres épidémies. Dans
plusieurs pays, I’alerte n’avait été donnée que suite au signalement de cas groupés présentant
une éruption cutanée et une fievre modérée. Enfin, les signes cliniques de 1’infection sont tres
variables et peu spécifiques, ce qui augmente la difficulté du diagnostic (217). Ainsi, le ZIKV
peut étre confondu avec le DENV ou le CHIV, du faitde la similarité des symptomes observés

lors de ces infections.

Dans 20 a 30% des cas, ’infection par le ZIKV se traduit par une forme classique
symptomatique, associée a des symptodmes pseudo-grippaux tels que la fievre, les céphalées,
les arthralgies, les myalgies, les conjonctivites ou les éruptions maculo-papuleuses (215). Les
patients présentent également des éruptions cutanées (rash). La guérison chez ces patients est

le plus souvent rapidement favorable, avec un rétablissementspontanéen 2 a 7 jours.

Néanmoins, la survenue d’un certain nombre de complications chez les personnes infectées
explique la gravité de I’infection par le ZIKV. Ces complications ont été observées et décrites
lors des épidémies en Polynésie Francgaise et au Brésil. Il s’agit principalement de défaillances
d’organes (374), de complications neuro-immunologiques, dont le SGB, et de malformations
néonatales lors de la grossesse, induisant des anormalités congénitales, des microcéphalies et

des avortements spontanés (220-223,375,376).

A. Complications neurologiques chez l’adulte

Le SGB est une pathologie auto-immune dans laquelle le systtme immunitaire du patient
attaque les nerfs périphériques (377,378). C’est actuellement la principale cause de paralysie
aigue généralisée non-traumatique d’origine périphérique. Les symptomes varient par ailleurs
selon les nerfs atteints. Dans la forme classique, I’atteinte des nerfs périphériques est
caractérisée par une faiblesse musculaire et une paralysie symétrique des membres, qui

provoque des difficultés a marcher. Les patients présentent également une diminution des
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réflexes ou encore une paralysie faciale. Par ailleurs, ce syndrome peut se révéler sous plusieurs

formes cliniques, plus ou moins séveres (378).

Jusqu’aux épidémies en Polynésie et au Brésil, les complications neurologiques observées apres
infection par le ZIKV n’avaient jamais été décrites dans la littérature et aucune corrélation entre
le virus et la pathologie SGB n’avait été établie. Néanmoins, une augmentation du nombre de
cas de SGB a été observée lors de ces épidémies. En effet, entre 2013 et 2014, 1’incidence des
cas de SGB est augmentée de 20 fois par rapport a I’incidence habituelle, rendant I’implication
de I’infection par le ZIKV dans cette pathologie plus que probable (378). 42 patients sur 73
ayant des manifestations neurologiques ou auto-immunes séveres présentaient en plus un SGB.
Le synchronisme entre le pic d’incidence de SGB et I’épidémie de ZIKV suggere un lien de

causalité.

La corrélation est finalement établie en 2016 a la suite de la publication des deux études
suivantes. Dans la premiere, 42 patients présentant un SGB sont comparés a un groupe de 98
patients controle et a un groupe de 70 patients testés positivement pour le ZIKV. Le diagnostic
de I’infection est réalisé par mesure des IgM et IgG anti-ZIKV dans le sang des patients. 98%
des patients atteints d’un SGB sont positifs pour les IgM/G anti-ZIKV contre seulement 36%
dans les patients du premier groupe controle. Ces patients présentent par ailleurs une réponse
immunitaire optimale par comparaison avec les patients controles. L’association entre le SGB
et ’infection par le ZIKV est ainsi établie avec force. De la méme maniére, dans la seconde
étude, les échantillons provenant de 68 patients atteints de SGB ont été étudiés. 97% des
patients ont présenté des signes compatibles a une infectiona ZIKV. Le diagnostic d’infection

a été confirmé pour 17 des cas et suspecté pour 18 des cas.

Par ailleurs, lors de I’épidémie en Polynésie Francaise, en 2013, 1’infection par le ZIKV fut
¢galement associée pour la premicre fois a des atteintes neurologiques, telles que des
méningites, méningoencéphalites ou myélites, des défauts ophtalmiques ainsi que des atteintes

auto-immunes (379-381).
B. Pathogenéese du ZIKV a I’interface materno-feetale

Les épidémies en Polynésie francaise et au Brésil ont également permis d’associer I’ infection
par le ZIKV a de nombreuses pathologies congénitales telles que des avortements spontanés,
des pré-éclampsies, des retards dans la croissance des feetus et des défauts

neurodéveloppementaux, tels que la microcéphalie (220,223,376).

-70-



La microcéphalie est une des complications majeures de la grossesse. Il s’agit d’une
malformation feetale ou néonatale rare et irréversible. Elle est 1a conséquence d’une croissance
anormale et insuffisante du cerveau du nouveau-né. En d’autres termes, le nouveau-né présente
un volume cranien de taille inférieure a la normale (Figure 23). Cette pathologie peut induire
des troubles du développement, causant a terme un déficit intellectuel, des retards mentaux et
des troubles de 1’apprentissage. Les enfants affectés présentent €galement des troubles du
comportement, de la motricité, de la vision et de 1’audition et peuvent souffrir de convulsions

(382).

Bien que la cause a I’origine de la microcéphalie reste le plus souvent inconnue, différentes
¢tiologies sont suspectées telles que des anomalies génétiques, un déficit nutritionnel sévére
pendant la vie feetale ou encore une exposition maternelle a des agents toxiques (métaux lourds,

drogues, ...) lors de la grossesse (382,383).

Figure 23 : Stades de sévérité de la microcéphalie. Créditd’Image : Centres pourle contrdle et la prévention
des maladies, centre national des anomalies congénitales et invalidités de développement. Source :
https://www.news-medical.net/health/Microcephaly-Complications-(French).aspx.

Des études récentes ont émis 1’hypotheése que des infections congénitales lors du premier
trimestre de grossesse (rubéole, toxoplasmose ou cytomégalovirus) sont aussi une des causes
du développement de la microcéphalie chez le nouveau-né. De maniére similaire, le ZIKV
pouvait potentiellement €tre impliqué dans I’apparition de cette malformation congénitale. En
effet, malgré I’absence de corrélation directe, un premier lien entre 1'infection par le ZIKV et
I’augmentation des bébés nés avec une microcéphalie est suspecté, un nombre croissant de
malformations du systéme nerveux central ayant été signalé chez les feetus et les nouveau-nés
lors de I’épidémie en Polynésie francaise. 95 cas de microcéphalie ont été détectés pour 10.000

foetus, dont les méres étaient infectées.

De la méme maniere, en octobre 2015, le ministére brésilien de la Santé signale une
augmentation inhabituelle du nombre de bébés nés avec une microcéphalie (384). Fin 2016,

29% des foetus présentaient des anormalités de croissance (220). 1.248 cas de microcéphalie
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ont été signalés a travers le Brésil. La moyenne annuelle du nombre de cas de microcéphaliea
donc été¢ multipliée par 20 lors de 1’épidémie, par rapport a I’année précédente. De plus, une
infection antérieure au ZIKV a été notée chez des femmes ayant des nourrissons atteints de
microcéphalie. Plus tard, de nouvelles études démontrent que le ZIKV est détecté dans le sang

et les tissus neurologiques et que le ZIKV peut traverser la barriére placentaire (252).

L'OMS a donc conclu par une déclaration du 28 janvier 2016 qu' « une relation causale entre
l'infectiona ZIKV, les malformations congénitales et les syndromes neurologiques n'a pas été
¢tablie, mais est fortement suspectée ». Des études supplémentaires sont susceptibles de fournir
des preuves définitives de la relation entre l'infection a ZIKV pendant la grossesse et la

microcéphalie et peut-étre d'autres défauts neurologiques chez ces bébés.
VL. Réponse immunitaire dans l'infection par le ZIKV
A. Réponse immunitaire innée

Les réponses immunitaires liées a l'infection par le ZIKV ont été évaluées dans de nombreux
modeles animaux, mais il existe treés peu d'études publiées sur le systéme immunitaire chez
I’Homme (385-387). Ainsi, les mécanismes immunologiques impliqués dans la protection ou
a contrario dans la pathologie lors de I’infection par le ZIKV n’ont été entiérement identifiés

chez I’Homme que récemment.
a. Inductionde la réponse immunitaire

La réponse immunitaire innée est la premiere ligne de défense de I'hote contre I'infection virale.
Les PRR (récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires) sont indispensables dans la
reconnaissance des pathogenes viraux et dans 1’activation et la modulation de la réponse
immunitaire innée. Ils reconnaissent les motifs moléculaires associés aux agents pathogenes
(PAMP), afin de les internaliser et de les conduire aux endosomes pour y initier le processus

de présentation de 1’antigéne et 1’¢limination des pathogenes (388).

Une infection aigiie par le ZIKV est aussi associée a une augmentation de I’expression des PRR
membranaires, les récepteurs TLR (TLR3, TLR4 et TLRS), impliqués dans la reconnaissance
des ARN viraux (389-392). L’infection est également corrélée a une augmentation de
I’expression des récepteurs CLR (C-type Lectine receptor) et des RLR (RIG-1 like receptor),
tels que RIG-1 et MDA-5 (Melanoma differentiation associated protein 5) (393-396). RIG-I

agit a un stade précoce, tandis que MDA-5 fonctionne a un stade tardif des réponses
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immunitaires, de maniére dépendante du virus. Une fois I'ARN viral cytoplasmique détecté,
RIG-I ou MDAS changent de conformation pour exposer leur fonction caspase et recruter le
domaine CARD (Figure 24). Ce domaine interagit directement avec la protéine adaptatrice
antivirale mitochondriale (MAVS) (397-399). Par ailleurs, RIG-1 forme des oligoméres pour
convertir le MAVS en polymeéres de type prion, afin de recruter les ligases d'ubiquitine E3
TRAF2, TRAFS5 et TRAF6 impliquées dans la synthése des chaines de polyubiquitine (400—
402). Ces chaines d'ubiquitines recrutent et activent les kinases IKKe (Inhibiteur de 1a kappa-B
kinase epsilon) et TBK1 (TANK binding kinase 1) (Figure 24) (403).

Les kinases recrutées phosphorylent ensuite le facteur de transcription NF-«xB et les facteurs
régulateurs de Dl’interféron 3 et 7 (IRF3 et IRF7) (Figure 24) (404,405). Ces facteurs
activés/phosphorylés se dissocient des protéines adaptatrices et des kinases pour se transloquer
dans le noyau. Ils y induisent la transcription des genes de I’IFN-I, essentiels a la protection de
I’héte (406—408). Les IFN-I sécrétés (IFN-a et IFN-fB) se lient au récepteur IFN de manicre
autocrine et paracrine, pour activer la voie de signalisation JAK, la tyrosine kinase 2 (TYK2)
et les STAT1 et STAT2 (409,410). STAT1 et STAT2 sont phosphorylés et forment un
hétérodimere qui rejoint IRF9 pour former le complexe ISGF-3 (Figure 24). ISGF-3 se lie
ensuite aux ISRE (Elément de réponse stimulée par les interférons) dans le génome pour
favoriser 1'expression des génes stimulés par I'l[FN (ISG) (411,412). Ces ISG conduisent alors

a l'activation de 1'immunité innée des cellules de 1’hote (Figure 24) (413).
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Figure 24 : Reconnaissance de I’ARN viral, réponse immunitaire innée et voie d’induction des IFN-1. Apres
infection par un Flavivirus, I'ARN viral est détecté parles PRR, dont les RLR, qui induisent de multiples facteurs
de transcription, dont les IRF et NF-kB, conduisanta la transcription des IFN. Sécrété, I’ IFN se lie a son récepteur
pour activer la voie de transduction du signal JAK-STAT. STAT1 et STAT2 sont phosphorylés et forment un
hétérodimere qui se lie ensuite a IRF9. Le complexe formé fixe ensuite les ISRE génomiques pour induire
I'expressiondes ISG. Les Flavivirus mettent néanmoins en place divers mécanismes pour échapper aux systémes
interféron. Par exemple, le DENV cible la dégradation de STAT2, le blocage de la phosphorylation de TBK1 ou
encore le blocage de la liaison MAVS-RIG1. ER : réticulum endoplasmique, IRF : facteur de régulation de
l'interféron, ISGF : facteur génique stimulé par 'interféron, ISRE : élément de réponse stimulé par l'interféron,
MAVS : protéine de signalisation antivirale mitochondriale, RLR : récepteur de type RIG-1(310).

b. LaréponselSG

Les ISG possédent d’importantes propriétés antivirales, qui influencent plusieurs activités
cellulaires telles que le traitement de I'ARN (dégradation, transcription, traduction), la stabilité
des protéines et la wviabilité cellulaire (310,414). Certains ISG, dont les protéines
transmembranaires 1 et 3 induites par l'interféron (IFITM1 et IFITM3), sont tout
particuliérement impliqués dans le controle de la pathogenese des Flavivirus. Il a été montré
que ces protéines antivirales transmembranaires modulent la réplication virale des Flavivirus et
réduisent la mort cellulaire, notamment en agissant directement sur les premieres étapes de
I’entrée virale (inhibition de 1’interaction avec les récepteurs d’entrée, inhibition de
I’endocytose et de la fusion membranaire) (415). De cette manicre, ces protéines contribuent
au contrdle de I’infection par le ZIKV, en agissant comme des facteurs de restriction pour

inhiber la réplication virale (416—418).

De la méme maniére, la vipérine, une protéine inhibitrice associée au RE, inductible par I’IFN,
a été identifiée comme un ISG majeur dans I’immunité antivirale (419,420). En effet, cet ISG
exerce une activité antivirale contre une large gamme de virus, dont les Flavivirus, y compris
le ZIKV (421-423), notamment en bloquant I’entrée des virus dans les cellules cibles et en
inhibant leur réplication virale. Des données révelent que 1’infection par le ZIKV induit une

augmentation des niveaux de vipérine, qui influe négativement sur les niveaux d’ARNm de

ZIKV et vice versa (424,425).

D’autres ISG ont par ailleurs été récemment identifiés dans I’ immunité anti-ZIKV dont ISG15,
Mx1, I’Interferon-a Inducible Gene 6 (IF16) et C190rf66 (426—428). Contrairement a d’autres
ISG induits lors d’infections virales, ces ISG vont conférer a la cellule infectée un haut niveau

de protection, et ce des les premiers stades de 1’infection.

Bien que le réle antiviral d’IFI6 soit encore peu connu, Richardson et al. ont démontré qu’il
agit directement sur la réplication virale en empéchant 1’invagination de la membrane du RE

par le virus (427,429). Par ailleurs, il a été démontré que cet ISG participe a la réductionde la
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mort cellulaire induite par 1’infection (430). IFI6, qui est aussi une protéine mitochondriale,
bloque la libération du cytochrome C des mitochondries et retarde ainsi la mort cellulaire
programmeée — 1’apoptose — initiée par la voie TRAIL/Caspase-8 liée au TNF (431,432). IFI6

est donc considéré comme un facteur pro-survie (433).

MxI1 est aussi un €lément cl¢ dans la lutte contre un large éventail de virus (434). En effet, cet
ISG va piéger les composants viraux essentiels, notamment en bloquant le trafic endocytaire
des particules virales entrantes et en inhibant la fusion, ne permettant pas ainsi le désassemblage

de la ribonucléocapside (411,434).

Aussi, la surexpression de C190rf66 inhibe la réplication du ZIKV alors que sa désactivation
conduit a une augmentation significative de la réplication virale. Il a en effet ét¢ démontré que
C190rf66 co-localise et interagit avec la protéine non structurale NS3 afin d’induire

spécifiquement sa dégradation via une voie dépendante du lysosome (426).

Enfin, il a démontré que la désactivation de I'[SG15 augmente l'infectivité du ZIKV alors que
la supplémentation a 1’aide d’un ISG15 recombinant réduit l'infection, notamment par
inactivation directe du ZIKV et par inhibition de son entrée (435). A contrario, certaines études
suggerent que I’ISG15 pourrait contribuer a I’infection par le ZIKV en favorisant sa réplication
virale (317). En effet, la désactivation de I’ISGI15 a aussi été associée a une inhibition de la
réplication du virus (436). L’ISG15 aurait alors un effet immunomodulateur en agissant comme

régulateur négatif de la signalisation IFN-I pendant la réplication virale (437,438).
c. Production de facteurs solubles

La translocation des protéines virales dans le noyau induit également la transcription des genes
des interférons de type II et Il (408,439,440). L'IFN de type II (INF-y) a des effets antiviraux
directs limités, mais il peut moduler I’action des cellules immunitaires, pour favoriser une
réponse adaptative et innée. Il a été démontré que I'I[FN-y peut non seulement diminuer
l'infectiosité du ZIKV in vitro, mais également réguler positivement la transcription de
cytokines inflammatoires (IRF1) et de molécules chimioattractives innées (CXCL-10/IP-10)

(439).

De maniére similaire, il a été montré que les cellules trophoblastiques primaires résistent a
I’infection en sécrétant de I’IFN de type III (IFN-III). L’IFN III se divise en 4 sous types (INF-
A 1-4), qui provoquent une forte réponse antivirale, transmise par effet paracrine aux cellules

non placentaires (441).
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Les cytokines contribuent également a la mise en place d’une immunité efficace. Par exemple,
I’infection par le ZIKV a ¢été associée a une augmentation de la production de cytokines pro-
inflammatoires comme 1’IL-6, IL1-B, I’'IL-10 ou le TNF-a (424,442). Les patients infectés
présentent également des niveaux plus élevés de molécules chimiomotactiques, commele CCL-
5, le CXCL-8, le CXCL-10 ou le MCP-1, qui vont permettre d’attirer au niveau des sites
d’infection les différentes cellules immunitaires (310,317,443,444). Enfin, d’autres cytokines
sont détectées dans le sang des patients, telles que I’IL-2, I'[L-12a ou I’IL-15 (442).
L’augmentation de 1’expression de 1’ensemble de ces cytokines est le témoin d’une réponse

immunitaire antivirale forte.

B. Réponse immunitaire adaptative
a. Laréponse médiée parleslymphocytesT

Des études récentes sur modeles animaux suggerent un réle de la réponse immunitaire

adaptative, et plus particulierement un réle des cellules T, dans 1'immunité au ZIKV.

Bien que les souris ne puissent pas €tre infectées par le ZIKV, le modéle murin reste le plus
couramment utilisé pour étudier in vivo I’infection. Pour que le virus puisse s’y répliquer, les
souris sont alors déplétées de la voie IFN. Dans ce mode¢le, il a ainsi été démontré que les
lymphocytes T CD8 (LT CD8) jouent un rdle majeur dans la protection contre I'infection par le
ZIKV (445,446). Ces lymphocytes présentent une forte cytotoxicité in vivo comme le montre
I’expression du marqueur de dégranulation CD107a et la production de granzyme B. Sur le
méme modele animal, lors de la grossesse, il a cependant été démontré que les LT CDS8 sont

plus faiblement activés, ce qui pourrait faciliter la transmission verticale (447).

De la méme maniére, les lymphocytes T CD4 (LT CD4) murins sont également essentiels pour
controler la gravité de l'infection par le ZIKV (448). En effet, des études menées par Lucas et
al. ont prouvé qu'une déplétion des LT CD4 murins entrave la génération d'anticorps
neutralisants qui limitent la prolifération du ZIKV (449). Chez I'Homme, dans un modele ex
vivo, a partir d’échantillons de plasma et PBMC de patients infectés par le ZIKV, les LT CD4
se différencienten Thl et produisent de I’INF-y, du TNF-a et de 1’IL-2, pour agir directement
contre 1’épitope (450).

La réponse médiée par les lymphocytes T a également été étudiée chez des primates non
humains infectés par le ZIKV (385,386). Le pic d'activation de ces cellules est en corrélation

avec la réduction de I'ARN viral du ZIKV et le contrdle de sa réplication, suggérant des roles
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protecteurs pour les LT CD4 et CD8 (451). L’infection par le ZIKV induirait donc une

immunité protectrice complete chez les macaques.

Par ailleurs, il a été démontré qu’une infection préalable par le DENV affecte également la
réponse T (452,453). Les cellules T CD8 spécifiques au ZIKV agissent alors en coopération
avec les T CDS activés préalablement par le DENV (292,454-457). On parle de lymphocytes
T CD8 a réaction croisée DENV/ZIKV.

b. Production d’anticorps neutralisants

La réponse immunitaire adaptative, induite par les LT CD4 et LT CD8, est aussi associée a la
sécrétion d’anticorps neutralisants, produits essentiellement par les lymphocytes B. Ces
derniers participent a 1’élimination des agents pathogenes en ciblant notamment les protéines

virales pour empécher la réplication virale (447,458).

L’infection par le ZIKV est associée a une augmentation du nombre de plasmablastes, un sous-
ensemble de lymphocyte B (LB). Ces cellules peuvent constituer jusqu’a 63% du compartiment
des LB périphériques chez les patients infectés par le ZIKV (459). Aprés infection par le ZIKV,
Lai et al. ont montré que les cellules B sécrétent des anticorps IgM, IgG et quelques IgA,
spécifiques du ZIKV (453) (Figure 25.A). Ces anticorps, présents a des concentrations élevées,
sont principalement dirigés, avec une forte affinité, contre les protéines structurales virales E et

prM et la protéine non structurale NS1, afin de restreindre l'infection par le ZIKV (452).

Il a par ailleurs été montré qu’une seconde exposition au ZIKV ou une exposition antérieure a
d’autres Flavivirus, dont le DENV, sont associées a une plus grande réactivité sérologique
croisée, grace a la production d’anticorps de faible affinité dirigés contre le ZIKV par les LB
mémoires préexistants (Figure 25.B). Ainsi, la mémoire immunologique induite aprés une
seconde infection ou une infection antérieure par d’autres Flavivirus, peut produire des
anticorps de faible affinité en réponse a une infection ultérieure, afin d’inhiber plus rapidement
la réplication virale (459). Par conséquent, la fagon dont I'immunité antérieure aux Flavivirus
affecte I’infection par le ZIKV est maintenant une question importante pour la compréhension
de I’impact d’une réactivité croisée sur la pathogenese de I’infection par le ZIKV (460,461).
Une meilleure compréhension de ce processus permettrait d’ouvrir de nouvelles pistes pour

1’élaboration d’un potentiel vaccin ou de nouvelles thérapies (462,463).
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Figure 25 : A. Réponse immunitaire aprés une primo-infection par le ZIKV. Les IgM sont produits dans les
trois & cing jours aprées infections et restent détectables dans le sang jusqu’a plusieurs semaines. A partir du
huitiéme jour, I’infectionest associée a la production d’anticorps IgG, qui développent une affinité croissante pour
I’antigéne, qu’ils éliminent efficacement. C’est la réponse primaire. B. Réponse immunitaire aprés une seconde
infection par le ZIKV. Aprés une primo-infection, les anticorps IgG persistent généralement pendant des mois
voire méme des années. Ainsi, lors d'un second contact avec le méme virus, la synthése d'IgG est directement et
rapidement stimulée. La concentration d’IgG augmente aussi fortement dés les premiers jours d'infection. A
I’inverse, les anticorps IgM spécifiques ne se forment qu'en quantités faibles ou sont parfois méme non détectables.
Source : https://www.euroimmunblog.com/euroimmun-anti-zika-virus-elisa-iga-closes-a-diagnostic-gap-in-zika-
virus-infections/.

c. Implication des autres cellules du systeme immunitaire

Chez I’Homme, malgré le large tropisme du ZIKV, la réponse immunitaire reste suffisamment
efficace pour combattre I’infection (464). 1l a en effet été démontré que les monocytes CD14"
CD16" participent au recrutement massif des cellules de 1’immunité adaptative, telles que les

plasmablastes et les cellules T spécifiques aux ZIKV, afin de contrdler I’infection (465—468).

Enfin, Costa et al. ont démontré que les cellules Natural Killer (NK) sont activées par les
cellules dendritiques infectées par le DENV (469). De cette maniére, les cellules NK pourraient
contribuer au contrdle de 1’infection par le ZIKV, notamment en produisant des taux élevés
d’INF-y. Néanmoins, peu d’informations sont connues a ce jour concernant les cellules NK et

leur role lors de I’infection par le ZIKV.

Ainsi, ¢étudier le role des cellules immunitaires innées et adaptatives lors de 1’infection par le

ZIKV et identifier la nature de leurs interactions avec le virus constitue un axe de recherche
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important pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques vaccinales. En effet,
les réactions immunitaires de I'hote peuvent contenir l'infection virale ou, a contrario, favoriser

sa dissémination.

C. Mécanismes d’échappement a la réponse immunitaire
a. Altérationde laréponse immunitaireinnée

Différents Flavivirus ont cependant développé des stratégies pour échapper aux réponses
immunitaires de I'hote et plus particuliérement a la réponse IFN (425,470,471). Pour le ZIKV,
il a ét¢ montré que les protéines non structurales participent a la réplication virale et a
I’assemblage des virions mais €galement a I’¢échappement du virus au systéme immunitaire. En
effet, les 7 protéines non structurales virales sont directement ou indirectement impliquées dans

I’évasion du virus au systéme immunitaire inné (418,472-474).

Tout d’abord, les protéines virales non structurales inhibent la production des IFN de type I
induits par RIG-1. Différents mécanismes sont impliqués comme 1’action des protéines virales
NS2A, NS2B et NS4B sur la phosphorylation de TBK1 (418,425,475) (Figure 26). NS4A
régule négativement les RLR mais également les composants en aval de la voie de signalisation
MDA-5/RIG-I (476). Cette protéine agit également directement sur la fonctionnalité des IRF3
et 7 en inhibant leur phosphorylation, bloquant ainsi la production d'IFN. De maniére similaire,
la protéine virale NS1 régule négativement MDAS, RIG-I, MAVS, TBK1 et IKKe, empéchant
ainsi I’oligomérisation des IRF3 et IRF7 (477-479). Enfin, NS5 agit similairement, bloquant

I’action de ces facteurs régulateurs.

Il a également été démontré que NS5 favorise la dégradation de STAT2 via le protéasome. En
conséquence, la production de cytokines anti-inflammatoires est régulée positivement (Figure
26) (480,481). De plus, la production d’IFN-I (IFN-B) et III et des cytokines pro-
inflammatoires, telles que 1’IL-6 ou CCLS est également réduite (464). Enfin, la dégradation

de STAT?2 est aussi associée a une réduction dans les niveaux d’ISG (471).

-79-



Figure 26 : Voies de signalisation induites par le ZIKV et mécanismes d’action des protéines virales non
structurales. Le ZIKV active les voies de signalisation qui favorisent la transcription des genes de I’IFN. La
protéine NS5 delalignée africaine se lie et empéche la fonction NF-kB. Les protéines non structurelles de la lignée
asiatique NS5,NS4 et NS1 agissent pour inhiber la fonctionnalité¢ IRF3 et IRF7, inhibantainsila production d'TFN.
NS5 agit également en ciblant STAT2, qui est dégradé par le protéasome. L’action de NS5 entraine alors une
augmentation du taux d'homodimérisation de STAT et une régulation positive d es cytokines anti-inflammatoires

(287).

b. Altération de laréponse immunitaire adaptative

L’altération de la réponse immunitaire adaptative réside dans le large tropisme du ZIKV.
Comme indiqué plus haut, ce virus est capable d’infecter un grand nombre de cellules
immunitaires, dont les macrophages cérébraux et placentaires, les neutrophiles et les cellules
dendritiques (317,322-324). A contrario, aucune donnée ne suggere que les lymphocytes T

pourraient étre des acteurs dans la transmission du ZIKV apres infection.

Aussi, de nombreuses études ont démontré que 1’infection par le ZIKV est associée a une
augmentation de I’expression des molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH)
de classel. Alors que cette stratégie permet un échappement a lareconnaissance par les cellules
NK, elle favorise’actiondes LT CDS et la mise en place de la réponse immunitaire adaptative

(482). Ainsi, les LT constituent la meilleure piste dans 1’élaboration d’un vaccin anti-ZIKV.

De plus, comme indiqué plus haut, la conservation entre les épitopes du ZIKV et d’autres
Flavivirus, en particulier le DENV, induit I’activation des LT a réaction croisée. Néanmoins,
cette cross-réactivité des LT semble contribuer a la mise en place d’une réponse immune
nocive, impliquée dans les mécanismes conduisant au syndrome de Guillain-Barr¢ induit par le

ZIKV (483). Plusieurs études suggerent que les réponses immunitaires croisées induites par le

-80-



virus peuvent cibler des antigénes sur les tissus neuronaux de I’hote (221,484). En conséquence,
les peptides communs entre le ZIKV et les protéines humaines associées au SGB et a des
malformations cérébrales congénitales ont été trouvées, indiquant I’implication des LT dans

I’immunopathogenése (485).

C’est donc en détournant le systéme immunitaire et en activant I’auto-immunité que le ZIKV
contrebalance la réponse immune de 1’hdte et échappe aux mécanismes antiviraux afin de

faciliter sa réplication virale.
c. Altération desvoies métaboliques et de la lipogenése

De nombreuses études démontrent que les virus sont capables de manipuler le métabolisme
cellulaire pour favoriser leur réplication virale (486,487). Par exemple, le DENV induit des
altérations majeures du métabolisme cellulaire en augmentant la consommation de glucose
(488,489). La glycolyse est alors exploitée comme source d'énergie et de métabolites, au cours
de l'infection (488). D’ailleurs, il a ét¢ montré que la protéine NS1 agit directement sur la
glycolyse, en interférant avec la fonction de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH), pour induire une production d'énergie plus importante (489).

De maniére similaire, des études récentes sur les cellules souches neuronales montrent que
I’infection par le ZIKV est associée a l'activation du facteur de transcription P53 et a I'inhibition
de la voie mTOR (490—492). La reprogrammation de ces composantes du métabolisme induit
alors un passage précoce de la glycolyse a la phosphorylation oxydative (OXPHOS),
maintenant les cellules dans un état immature et conduisant a 1’arrét de la prolifération

cellulaire, a une apoptose prématurée accentuée et a leur épuisement (Figure 27).

Ainsi, les changements dans le métabolisme cellulaire des cellules neuronales, observés aux
premiers stades de la différenciation, pourraient expliquer le développement de microcéphalies

chez le nouveau-né, observées lors de 1’infection materno-feetale.
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Figure 27 : Effet de I’infection par le ZIKV sur le métabolisme des cellules souches neuronales. L'infection
par le ZIKV induit des changements métaboliques au stade précoce de la différenciation des cellules souches
neuronales. Ces modifications conduisent a l'arrét de la prolifération cellulaire et induisent une différenciation et
une apoptose prématurées. De plus, une altération du métabolisme aux stades matures des cellules neuronales
induit un dysfonctionnement cellulaire et des troubles neurologiques. Adaptée de (313).

Dans d’autres modeles d’étude, Lin ef al. ont démontré que les voies d'utilisation du glucose
sont nécessaires a la propagation du ZIKV (493). Fait intéressant, I’infection par le ZIKV est
associée a une augmentation significative de I’expression des transporteurs de glucose (GLUT)
et ainside I’absorption de glucose (424). Ainsi, une altération de I'absorption du glucose inhibe
la réplication virale tandis que l'induction de I'expressionde GLUT1 favorise l'infection par le

ZIKV (493).

Enfin, nous avons récemment démontré que le ZIKV reprogramme également le lipidome
placentaire afin d’établir un environnement propice a la réplication du génome viral et a
I'assemblage des virions infectieux (494). L’infection par le ZIKV provoque aussi une perte de
I’homéostasie métabolique, associ¢e a un dysfonctionnement mitochondrial et a un déséquilibre
dans la production des facteurs pro- ou anti-inflammatoires. Les dommages au réseau
mitochondrial observés fournissent alors une boucle d'amplification pour la réponse
inflammatoire placentaire. Finalement, la perturbation métabolique peut ¢galement interférer
avec les mécanismes de défense intrinséques placentaires permettant au virus de surmonter la

fonction barriere du placenta et d'atteindre le feetus.
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Chapitre 3 : Le systeme immunitaire

« Une minute de colere affaiblit le systéeme immunitaire pour 4 a 5 heures. Une minute de rire

augmente le systeme immunitaire pour 24 heures. » Inconnu.

l. Présentation du systéme immunitaire en général

Le systéme immunitaire (SI) correspond aux mécanismes de défenses de 1'organisme contre les
menaces extérieures. On appelle réponse immunitaire le déclenchement du SI face a une
maladie. Ce dernier comprend un ensemble complexe de cellules, tissus, organes lymphoides,
facteurs humoraux et cytokines qui agissent non seulement afin de permettre une défense
efficace contre les menaces potentielles qui infectent I’hote, mais également pour réparer les
tissus, maintenir 1’homéostasie et cohabiter avec les micro-organismes bénéfiques du

microbiote.

Les défenses mises en place par le systtme immunitaire comprennent en premier lieu des
stratégies non immunes passives, telles que la synthése de mucus, la variation de pH ou encore
1’étanchéité et I’épaisseur de la barriére épithéliale. Les stratégies immunes peuvent aussi étre
actives, avec I’induction d’une réaction inflammatoire, la sécrétion de facteurs humoraux innés.
Bien que I’ensemble de ces stratégies soit efficace pour limiter I’inoculum infectieux, des
stratégies de défense pré-immunes offrent une protection rapide a toute stimulation antigénique.
Historiquement, le systéme immunitaire peut €étre divisé en deux composantes, I’immunité «
innée » et « adaptative » (Figure 28), particuliérement importantes lorsque les premicres lignes
non immunes de défense ont échoué. Ces deux composantes du SI sont capables de distinguer
les molécules du « soi » qui constituent I’organisme, les molécules du « non-soi », telles que
les pathogenes, et les molécules du « soi modifié » qui sont altérées ou transformées. Elles se
justifient alors par leur rapidité, leur spécificité, leur durée et leurs fonctions effectrices,
impliquées dans la mise en place de la réponse immunitaire. En effet, la réponse adaptative, ou
a meédiation cellulaire, spécifique a 1’agent pathogeéne, se met en place progressivement et
supplémente la réponse innée induite en premier lieu. Cette derniére se caractérise par la

production d’anticorps IgA et IgM sécrétés par les muqueuses, et d’IgG synthétisés localement.

La différence entre I’immunité innée et adaptative tend cependant a s’amenuiser. Les
développements récents ont montré que la frontiére entre le ST inné et adaptatifn’est pas si nette
et que des cellules dites innées sont capables d’acquérir des capacités qui étaient jusque-la

réservées aux cellules adaptatrices. Certaines cellules de 1’immunité innée disposent de
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fonctions adaptatives alors que certaines cellules immunes adaptatives disposent de fonctions
innées (495). Enfin, certaines cellules immunes, dont les cellules NKT, les MAIT et les LTy,

se trouvent a I’interface entre ces deux composantes.

Figure 28 : Cellules de ’immunité innée et adaptative. La réponse immunitaire innée fonctionne comme la
premicere ligne de défense contre l'infection. Elle se compose de facteurs solubles, tels que les protéines du
complément, et de divers composants cellulaires, dont les granulocytes (basophiles, éosinophiles et neutrophiles),
les mastocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules NK. La réponse immunitaire ada ptative
est plus lente a se développer, mais se manifeste par une augmentation de la spécificité antigénique et de la
mémoire. Cette réponse est composée d'anticorps, de lymphocytes Betde lymphocytes TCD4 * et CD8*. Les NKT
et les lymphocytes T y6 sont des lymphocytes cytotoxiques qui appartiennent aussi bien a I'immunité innée
qu’adaptative (496).

A. Immunité Innée

L’immunité innée constitue une premicére ligne de défense efficace contre les divers pathogénes
qui infectent un individu. Elle comprend tout d’abord des barri¢res physico-biochimiques qui
constituent le premier obstacle rencontré par les agents pathogénes. Les cellules épithéliales a
jonctions serrées, qui composent divers tissus dont la peau et les muqueuses, ainsi que la
sécrétion de mucus s’opposent efficacement a 1’entrée et participent a 1’élimination des
pathogenes. La sécrétion de peptides et de protéines a activité lytique constitue aussi une

barriere chimique.

La réponse immunitaire innée fait intervenir des cellules spécialisées dont les neutrophiles, les
monocyetes, les cellules dendritiques (DC) et des cellules résidentes des différents tissus comme
les macrophages ou les mastocytes. Ces cellules reconnaissent des signaux de danger d’origine
pathogénique, les PAMP, grace a des récepteurs hautement conservés, les PRR membranaires
ou cytoplasmiques. Les PRR exprimés par toutes les cellules de I’immunité innée regroupent

plusieurs familles de récepteurs qui discernent le so1 du non-soi (497). La détection des signaux
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de dangers par les PRR initie des cascades de signalisation intracellulaires qui déclenchent la
phagocytose et conduisent a la production rapide de cytokines pro-inflammatoires et
immunostimulantes. Par exemple, la reconnaissance des PAMP par les cellules présentes dans
le tissu 1és¢ ou infecté, induit la production d’IL-18, de TNF-a et d’IL-6, qui stimulent la
réponse inflammatoire. La production d’IL-12 participe a I’activation des cellules « tueuses
naturelles » (Natural Killer) qui mettent en place leurs fonctions effectrices et produisent de
I’IFN-y. 11 est également connu que les infections virales sont associées a une production des

IFN-I, a et B, qui agissent par effet bystander pour empécher la propagation de 1’infection aux

cellules attenantes.

Les cellules de la lignée myéloide présentent également un rdle majeur dans la réponse
immunitaire innée. Les tissus contiennent en effet une grande proportion de granulocytes dont
les éosinophiles et les basophiles. Ces cellules agissent par libération d’enzymes, afin
d’éliminer les pathogenes, et participent a I’activation de 1’inflammation. L’expression des
récepteurs pour les parties Fc des IgE leur permet également d’étre impliqué dans les réponses
d’hypersensibilité et d’allergie. Les mastocytes retrouvés dans les tissus possedent les mémes

fonctions.

Une infection tissulaire est aussi associé¢e a la migration d’autres cellules immunitaires. Les
neutrophiles, qui représentent 90% des cellules du sang, migrent par chimiotactisme vers le lieu
de I’infection afin de phagocyter les éléments du non-soi. De manicre similaire, les monocytes
circulants migrent dans les tissus, ou ils deviennent des macrophages tissulaires. Ils y sont alors
capables de phagocytose et produisent de multiples médiateurs solubles dont des cytokines et
chimiokines, qui conditionnent la mise en place d’un environnement inflammatoire. Les
molécules solubles contribuent non seulement au recrutement d’autres cellules de I’immunité
adaptative afin qu’elles inhibent la croissance des pathogenes et contribuent a leur élimination
des tissus mais également au renforcement de 1’activation des cellules effectrices, afin de

favoriser leur action a 1’encontre des pathogenes.

Plus récemment, de nouvelles populations lymphoides innées (ILC) ont été caractérisées et
divisées en trois sous catégories (ILC1, ILC2 et ILC3) (498). Ces cellules jouent un role majeur
lors d'infections, mais aussi dans la formation de tissu lymphoide et dans le remodelage

tissulaire aprés des dommages liés a une blessure ou a I'homéostasie cellulaire (499).

Bien que I'immunité innée soit généralement suffisante pour éliminer la majorité des

pathogénes, il est nécessaire, sila menace persiste, que I’immunité adaptative se mette en place.
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B. Immunité adaptative

L’immunité adaptative fait appel a des médiateurs cellulaires particuliers qui répondent
spécifiquement a 1’antigéne. La reconnaissance spécifique d’un antigene rencontré s’explique
par I’expression d'un large panel de récepteurs cellulaires générés par recombinaison génique
aléatoire au cours du processus de développement des cellules effectrices. Ainsi, contrairement
a I’immunité innée immédiate, le systéme immunitaire adaptatif nécessite un délai et une phase
de latence avant son activation, en raison de la reconnaissance préalable de 1’antigéne. De plus,
la mise en place de la réponse adaptative est directement dépendante des cellules de I’immunité
innée, notamment des DC, qui présentent I’antigéne. Les DC phagocytent en effet les
pathogénes et migrent vers les organes lymphoides ou elles présentent 1’antigéne et activent les

cellules effectrices.

La réponse adaptative est composée d’une réponse cellulaire médiée par les LT CD8"
cytotoxiques et d’une réponse humorale basée sur la production d’immunoglobulines et
d’anticorps par les LB (500). Les lymphocytes T CD4", qui apportent une aide aux LT CD8" et
aux LB, sont qualifiés d’auxiliaires et contribuent a leur expansion et leur différenciation en

cellules effectrices, notamment en sécrétant des cytokines.

Enfin, cette réponse s’accompagne de la mise en place d’une mémoire immunitaire.
L’immunité adaptative permet de conserver I’antigéne en mémoire, grace a la persistance d’une
petite proportion de lymphocytes, méme apres ¢limination du pathogeéne. Une infection répétée
avec le méme pathogeéne permet ensuite une réponse plus efficace, plus rapide et plus

importante, appelée « réponse secondaire ».
1. Les cellules Natural Killer (NK)

A. Caractéristiques générales des cellules NK

Les cellules « tueuses naturelles » (ou NK) sont des cellules lymphoides cytotoxiques connues
pour leur rdle actif dans la régulation de l'activation des leucocytes et la surveillance des
infections microbiennes et des tumeurs malignes, sans stimulation spécifique par un antigene
(501). En raison du manque d'expression de récepteurs spécifiques de 'antigene, ces cellules
NK sont considérées comme des cellules du systéme immunitaire inné. Elles représentent 5 a
20% du total des lymphocytes du sang périphérique mais sont également présentes dans les
organes lymphoides, les poumons, les intestins, les amygdales, le foie et 1'utérus lors de la

grossesse (502).
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Ces cellules sont phénotypiquement définies par 1’expression de la molécule CD56 ou NCAM
(Neural Cell Adhesion Molecule) et I'absence d’expression du CD3 (503,504). Deux sous-
populations de cellules NK matures principales ont ainsi été définies chez I’Homme, en se
basant sur I’expression du CD56 : les cellules CD56%™ (expression intermédiaire) et CD56°1eht

(forte expression) (Figure 29).

Figure 29 : Caractéristiques des cellules NK CD56"right et CD56%™, Les deux sous-populations présentent des
répertoires moléculaires bien distincts. Les molécules exprimées de maniére différentielle a la surface de ces deux
sous-populations englobent les récepteurs de surface cellulaire, les molécules d'adhésion, les protéines sécrétées
ou encore les régulateurs du cycle cellulaire (505).

En périphérie, les cellules NK CD56 ¢ représentent seulement 10% des cellules NK alors
qu’elles sont majoritaires dans les tissus. Leur localisation tissulaire peut s’expliquer par
I’expression de la L-sélectine (CD62L) et du récepteur aux chimiokines CCR7 (506). Elles sont
peu cytotoxiques et exercent une activité immunomodulatrice, majoritairement pro-
inflammatoire, en sécrétant un large panel de cytokines (IFN-y, TNF-a, GM-CSF et IL-10)
apres stimulation in vitropar I’IL-12 et ’IL-15 (507-509).

En revanche, les cellules NK CD56%™ sont minoritaires dans les tissus mais elles représentent
90% des cellules NK présentes en périphérie. Elles expriment des récepteurs aux chimiokines
CXCRI et CX3CR1 qui permettent leur recrutement au niveau des sites inflammatoires
(506,510). Les NK CD56%™, fortement cytotoxiques, exercent alors leur fonction en sécrétant

de ’IFN-y et en lysant les cellules cibles. Ces cellules expriment en effet fortement des
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molécules associées a la cytotoxicité telles que la perforine et les granzymes mais également le
récepteur de faible affinité du fragment Fc des I1gG (FcyRII) ou CD16, qui est impliqué dans
la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps ou ADCC (Antibody-Dependent Cell-
mediated Cytotoxicity) (508). Sur la base de 1’expression de la molécule d’adhésion CD57, les

cellules CD569™ peuvent étre subdivisées en différentes sous populations (511).

Cependant, les développements récents dans le domaine de 1’immunologie concernant les
connaissances sur les cellules NK et la diversification des récepteurs des cellules NK (NKR)
en réponse aux pathogenes, ainsi que le développement de capacités de type mémoire,
suggerent 1'existence de plus de deux sous-ensembles de cellules NK (512). Des sous-
ensembles distincts de cellules NK résidentes (trNK) ont par exemple été trouvés dans les
organes lymphoides (rate, ganglions lymphatiques) et dans de nombreux tissus y compris le
foie, le pancréas, le cerveau, les reins et 1'utérus (513—517). De maniere similaire aux cellules

T résidant dans les tissus, ces trNK expriment des niveaux ¢élevés des marqueurs résidents y

compris le CD69, le CD103 et le CD49a (518-520).
B. Ontogénie des cellules NK

a. Développement et maturation des cellules NK

Le développement des cellules NK se déroule principalement dans la moelle osseuse (521). Il
a ainsi été montré qu’une altération de la moelle osseuse chez la souris induit un défaut majeur
dans le compartiment NK (522). Néanmoins, les cellules NK peuvent se différencier in vitro a
partir de précurseurs CD34", ce qui prouve que la moelle osseuse n’est pas le site exclusif de
différenciation des NK (523). Il est désormais admis que le thymus, les ganglions lymphatiques,

le foie ou encore la rate constituent aussi des sites de développement des cellules NK (524).

Le développement des cellules NK peut étre divisé en cinq étapes différentes qui sont définies
sur la base de 1’expression de marqueurs et de récepteurs membranaires, de facteurs de

transcription et de cytokines (Figure 30) (521).

Dans un premier temps, les progéniteurs NK (ou pro-NK), retrouvés dans la moelle osseuse et
les organes lymphoides secondaires, sont phénotypiquement proches du progéniteur lymphoide
commun (CLP) (521,525). Les cellules pro-NK sont caractérisées par 1’expression du CD34,
du CD10, du CD127 et du CD45RA mais par I’absence de CD94, CD117 et CD122. En raison

de I’absence du CD122, les pro-NK sont donc non réactivesa I’IL-15 a ce stade-la.
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Les progéniteurs pro-NK se différencient ensuite en précurseurs NK (pré-NK), sous 1’effets de
facteurs de croissance et de cytokines. Ces cellules sont caractérisées par 1’acquisition du
CDI117 et la diminution de I’expression de CD34. Par ailleurs, les pré-NK expriment a leur
surface de forts taux de LFA-1 (Leukocyte Function-Associated antigen-1), de L-sélectine et
d’intégrines a4B7. Ces molécules favoriseraient I’extravasation des cellules pré-NK du sang
vers les organes lymphoides secondaires ou la moelle osseuse, suggérant 1’hypothese que les

cellules NK proviendraient du sang périphérique.

Au troisieme stade du développement, les pré-NK se différencient en cellules NK immatures
(iINK). Ces cellules se caractérisent par la perte de 1’expression du CD34, du CD10 et des
intégrines. En revanche, I’expression de la chaine o du récepteur a I’IL-7, ou CDI127, est
augmentée, de méme que le co-récepteur CD2, le CD56, le CD161, 2B4 et NKp44. Les
récepteurs CD94/NKG2, NKG2D, NKp46, CD16 ou KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like
Receptor) ne sont pas encore exprimés. Ainsi, a ce stade, les cellules NK immatures présentent
un défaut fonctionnel caractérisé par 1’absence de production d’IFN-y et I’incapacité des

cellules a lyser les cibles déficientes en molécules du CMH-1.

Jusqu’a ce stade-1a, les cellules peuvent s’engager dans la lignée des cellules NK ou bien se
différencier en d’autres types cellulairesdont les LT ou les DC. Les deux derniers stades signent

’entrée définitive des pré-NK dans la lignée des cellules NK.

Le développement des cellules NK est alors marqué par 1’acquisition du récepteur inhibiteur
CD94/NKG2A, du NKG2D, du CD122, du récepteur activateur NKp46 et des molécules
effectrices telles que FasL et les granules de perforine. L’expression du CD56 est ¢galement
forte. L’acquisition du CD122 est essentielle pour I’engagement dans la lignée NK. Les cellules
deviennent dépendantes de I’IL-15 pour poursuivre leur développement (526). A I’inverse,
I’expression du CD117, CD127 et du CD33 est réduite. Les cellules n’expriment par ailleurs
pas encore ou tres peu le CD16 et les récepteurs KIR. Dés ce stade-1a, 1’expression des ligands
des récepteurs a domaine de mort TRAIL et FAS leur permet d’exercer une activité lytique, en

combinaison avec les molécules effectrices telles que I’[FN-vy et la perforine (527).

Finalement, la derniere étape du développement des NK se caractérise par 1’acquisition du
CD16 et des KIR ainsi que par la diminution de I’expression du CD94/NKG2A (528). C’est
¢galement lors de ces derniéres étapes du développement que les cellules NK migrent en
périphérie pour se spécialiser et acquérir leurs fonctions effectrices, en exprimant

définitivement les molécules effectrices (perforine, granzymes et IFN-y). Une fois en
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périphérie, il est par ailleurs admis que les cellules NK CD561" des organes lymphoides
secondaires sont les précurseurs des cellules NK circulantes, majoritairement CD56%™"

(529,530).

Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4 Stage 5
CD122(-) CD12%+) Committed (CDSEN"W} (CD5E=m)
HSC pro—NK pre-NK INK NK

> _"\_ - "‘\\
l—p—p |—p.|—p.|—b..il—b-. .'

4 ey
CD34(+) CD34[+J CD34(+) CD34(-) CD34(=) CD34(=)
CD38(-) CD117(-) CD1MT(+) CDUMT(+) CDIT(+/~) CDIT7(-)
CD94(-) CD84(-) CD94(=) CDo4(+) CD4{+/-)

CD16(=) CD16(=) CD18(-) CD186(-) CD16(+)

Commitment to NK lineage

Functional maturation/transitioning

KIR acquisition

Figure 30 : Développement des cellules NK. Au fur et 2 mesure que les cellules NK progressent du
stade 1 au stade 3, elles s'engagent dans la lignée NK et perdent leur capacité de développement en
cellules T ou en DC. Aux stades 3 a 5, la maturation des cellules NK se produit ainsi qu’une transition
fonctionnelle, de sorte qu’elles peuvent produire du GM-CSF et potenticllement des cytokines de type
2. Au stade 4, les cellules NK CD356bright produisent préférentiellement de 1'TFN-y alors que les cellules
CD56dim NK de stade 5 induisent la cytotoxicité cellulaire. L'acquisition du KIR se produit dans les
stades 4 et/ou 5 (521).

La maturation des cellules NK fait intervenir de multiples processus physiologiques. Par
exemple, pour atteindre une taille optimale de population de cellules NK, le processus de
maturation nécessite une sortie optimale des cellules NK de la moelle osseuse et un équilibre
finement réglé entre la survie, la prolifération et 'apoptose. L’état fonctionnel des NK dépend

¢galement d’un programme de transcription dicté par un large panel de facteurs de transcription.

b. Education descellules NK

Apres leur développement et leur maturation, les cellules NK subissent également une phase
« d’éducation » qui sélectionne les cellules NK utiles et rend anergiques celles potentiellement
dangereuses pour I’organisme. L’éducation des cellules NK est tributaire de la signalisation via
les récepteurs inhibiteurs et activateurs qu’elles expriment a leur surface, capables de
reconnaitre les molécules du soi. Par exemple, I’interaction entre un récepteur inhibiteur et une
molécule du CMH-I du soi constitue un garde-fou et prévient 1’activation des cellules NK

contre les cellules autologues saines.

Ainsi, en contexte physiologique, les cellules autologues saines expriment les molécules de
CMH-I et sont protégées des cellules NK. 4 contrario, il a récemment été décrit que les cellules
NK exercent leur activité cytotoxique contre des cellules qui n’expriment pas des molécules

CMH-I. En I’absence de liaison de cette molécule a un récepteur inhibiteur, les cellules NK
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sont activées et acquierent leurs fonctions effectrices (508). C’est le modele du « missing-self»
ou « soi manquant » (531). Cependant, certaines cellules de I’organisme, comme les globules
rouges, n’expriment pas le CMH-I mais ne sont pas détruites par les cellules NK autologues.
Autre exemple, les patients qui souffrent d’un déficiten TAP2 (Transporter 2, ATP Binding
Cassette Subfamily B Member), une protéine intervenant dans le transport des peptides, ne
peuvent pas exprimer les molécules du CMH-I mais présentent un maintien de la tolérance au
soi des cellules NK (532). Ces études suggerent 1’intervention de récepteurs spécifiques et la

mise en place de mécanismes de reconnaissance indépendants du CMH-I (532).

Un autre modele a été proposé selon lequel les cellules NK expriment au moins un récepteur
inhibiteur qui reconnait le CMH-I du soi et suffit & protéger les cellules de la réactivité des
cellules NK (533). Toutefois, certaines cellules NK n’expriment aucun de ces récepteurs
inhibiteurs. Elles restent non agressives mais deviennent hypo-fonctionnelles et hypo-réactives
avec un potentiel lytique réduit (508,534-536). Elles sont alors appelées « unlicensed ». Cet
état « unlicensed » n’est pas associé a un défaut dans la maturité et 1a fonctionnalité des cellules
NK. En effet, apres stimulation, elles sont toujours capables de produire de I’I[FN-y, montrant
un certain niveau de maturité. De plus, les marqueurs phénotypiques de surface ne sont pas
altérés, ce qui confirme leur niveau de maturité (508,534). Par opposition, les cellules NK
« licensed » sont capables d’entrer en contact avec les molécules du CMH-I et présentent la
capacité de réagir a divers signaux, notamment en tuant les cellules cibles. C’est le processus

de « licensing » (537,538).

Trois modeles d’éducation des cellules NK sont actuellement proposés (Figure 31) :

- Le mode¢le « arming », selon lequel les cellules NK sont hypo-réactives par défaut.
L‘engagement d’au moins un récepteur inhibiteur par les molécules du CMH-I est
suffisant pour induire les signaux d’éducation, les armer et leur octroyer le droit de tuer.
Les cellules NK sont alors compétentes et fonctionnelles. En I’absence de liaison a une
molécule de CMH-I, les cellules NK restent anergiques et tolérogeénes (537).

- Le modele « disarming », selon lequel les cellules NK ne sont pas initialement hypo-
réactives. Au cours de leur développement, ce modele suggere que les cellules NK
entrent en contact avec les cellules environnantes, en engageant simultanément leurs
récepteurs activateurs et inhibiteurs. En 1’absence d’interaction avec les récepteurs
inhibiteurs et les molécules du CMH-I, les signaux activateurs sont constitutivement
transduits dans les cellules NK en développement ce qui conduit a un état d’anergie, qui

se traduit par 1’hypo-réactivité des cellules NK, qui deviennent « unlicensed» et
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tolérantes au soi (539,540). La liaison & une molécule de CMH-I s’ oppose a ces signaux
et prévient I’anergie des cellules NK excessivement activées (541,542).

- Le modele du « rhéostat », selon lequel I’amplitude de la réponse des cellules NK
dépend du nombre de récepteurs inhibiteurs engagés par le CMH-I ainsi que de I’ affinité
de chaque récepteur pour son ligand (539,543). Ainsi, plus une cellule exprime de

récepteurs inhibiteurs, plus elle sera réactive (544).

Figure 31 : Modéle d’éducation des cellules NK. Dans le modéle d'armement, la signalisation par un récepteur
inhibiteur conduit a la compétence fonctionnelle des NK ; en 1'absence d'armement, la cellule NK reste hypo-
réactive. Dans le modé¢le de désarmement, la cellule NK est activée par défaut ; en 1'absence d'un récepteur
inhibiteur pour les molécules de CMH-I, la cellule NK devient anergique ou hypo-réactive ; la présence d'un
récepteur inhibiteur prévient I’anergie et permet a la NK d'étre réactive. Dans lemod¢le de rhéostat, sur la base de
la force du signal inhibiteur, la cellule NK équilibre sonseuil d'activation, ce qui favorise une maturation optimale.
Adaptée de (545).

c. Contréle dudéveloppement et de I’éducation des cellules NK

Le développement des cellules NK a partir des progéniteurs est sous controle d’une
combinaison de divers facteurs de transcription et facteurs solubles sécrétés par les cellules de
la moelle osseuse (546,547), qui assurent le choix du lignage et régulent la différenciation des

cellules NK ainsi que ’acquisition de leurs fonctions effectrices (548—554).

Un défaut dans la maturation des cellules NK peut étre associé a de graves conséquences lors
d’infections, notamment virales. Il a effectivement ét€ démontré que les patients présentant une
déficience en cellules NK circulantes sont plus susceptibles aux infections virales, notamment
contre le VZV, le HCMYV, le virus Epstein-Barr (EBV) et le HSV, et ont un risque plus élevé
de déces en raison de ces infections (555). De maniére similaire, une mutation dans le récepteur
a I’'IL-15, JAK-3 ou STATS chez I'Homme entraine un défaut dans le développement et la

maturation des cellules NK et augmente le risque d'infection virale (555). De plus, les infections
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virales chroniques peuvent contribuer a 1’épuisement des NK ou a leur dysfonctionnement
cellulaire, caractérisé par une diminution de leur nombre et de leur prolifération, de 'activité et
de l'expression des récepteurs activateurs, ainsi qu'une augmentation de l'apoptose et de

'expression des récepteurs inhibiteurs (556).
1. Implication desfacteurs solubles

Il est désormais admis que de multiples cytokines, constituant le microenvironnement local,
sont impliquées dans le développement et 1’éducation des cellules NK, permettant ainsi leur

activation de facon CMH-I indépendante.

Tout d'abord, il a été montré que la préculture des cellules NK avec 1I’IL-7, le SCF (Stem Cell
Factor) et le FLT3L est nécessaire pour leur développement (557). 1l est désormais admis que
I'lL-7 favorise la survie des cellules NK CD56€" en augmentant l'expression de BCL-2 (B-
cell Lymphoma 2), un facteur anti-apoptotique (558). De manicre similaire, des défauts dans
I’expression du SCF réduit la génération de cellules NK a partir de précurseurs hépatiques
foetaux (559). De plus, une déficience en cellules NK a été observée dans la rate de souris
déplétées en FLT3L (560). En effet, FLT3L induit non seulement la réactivité de 1'lL-15 chez
les progéniteurs, mais peut également étendre considérablement les cellules NK en augmentant
le nombre de DC présentant I'L-15, indiquant que le FLT3L est important pour la
différenciation précoce de cellules NK ainsi que pour leur expansion (557). Bien que les
précurseurs des cellules NK expriment les récepteurs de ces facteurs solubles, leur niveau
d'expression est progressivement perdu au cours du processus de maturation des cellules NK.
Par ailleurs, I’action de ces médiateurs ne permet pas de promouvoir la cytotoxicité des cellules

NK, I’expression des marqueurs d’activation ou encore la production d’IFN-y (558).

Certaines cytokines présentent un role déterminant dans I’orientation du développement des
cellules NK. Par exemple, bien qu’elle n’intervient pas aux stades les plus précoces, 1'lL-15
joue un role majeur dans I’homéostasie et la maturation terminale des cellules NK. Elle soutient
¢galement la survie des cellules NK matures et favorise leur expansion. Ainsi, il a été¢ démontré
que des souris transgéniques pour 1’IL-15 ou qui surexpriment cette cytokine, présentent une
augmentation du nombre de cellules NK matures (561). Néanmoins, les effets de 1'[L-15 sur le
développement et la maturation des cellules NK nécessitent une trans-présentation de cette
cytokine, notamment par les DC activées (562—565). En I’absence d’expression des récepteurs

a I’IL-15, il a été observé une perte compléte des cellules NK (566—-568).
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De maniére similaire, I'IL-2 joue un réle fondamental dans la fonctionnalité des cellules NK.
Elle est connue pour amorcer la fonction cytotoxique des cellules NK envers les cellules
cancéreuses et pour leur activation en contexte d’infection (564,569). Lorsqu’elle est associée
a I’'IL-15, I’IL-2 conditionne la différenciation, la prolifération et I’activation des cellules NK.
Finalement, la synergie avec I’IL-12 et I’IL-18, sécrétées notamment lors d’infections virales,
est essentielle pour une acquisition optimale des fonctions effectrices des cellules NK a savoir

la production d'IFN-y et des molécules cytotoxiques (570-574).

A DI’inverse, il a été démontré que I’IL-17 régule négativement la maturation et la fonction des
cellules NK. La production d'IFN-y et I'activité cytolytique des cellules NK, ainsi que 1'activité
immunitaire antitumorale et antivirale des cellules NK, sont en effet améliorées chez les souris
déficientes en IL-17A (575). Mécaniquement, la signalisation IL-17A supprime la
phosphorylationde STATS induite par I'lL-15 via la régulation positive de SOCS-3, conduisant

a l'inhibition de la maturation terminale des cellules NK (575).

De manicre similaire, le TGF-B est une cytokine immunosuppressive majeure qui participe au
controle de I’activité des cellules cytotoxiques des cellules NK. La signalisation constitutive du
TGF-B inhibe en effet la maturation des cellules NK, en maintenant les cellules NK aux stades
les moins matures et intermédiaires et en limitant la transition vers le stade de maturité terminale
(576). A contrario la suppression de la sous-unité du récepteur au TGF- augmente 'activité de
mTOR et contribue a 1’activation des cellules NK ainsi qu’a ’acquisition de leurs fonctions

cytotoxiques, en réponse a 1'lL-15 (576).
2. Implication des facteurs de transcription

Le développement des cellules NK est également finement régulé par 1'activité s€quentielle et
coordonnée de facteurs de transcription, qui influencent 1’acquisition des fonctions effectrices.
Par exemple, des facteurs de transcription tels que E4BP4 (E4 promoter Binding Protein 4) et
ID2 sont requis pour 1'engagement de la lignée cellulaire NK, tandis que les facteurs T-bet,
Eomes (Eomésodermine) et Zeb2 sont requis pour la maturation des cellules NK et pour la
régulation des fonctions effectrices (577-579). Ces facteurs de transcription favorisent
¢galement I'expression de génes codant pour les molécules effectrices. Ainsi, un défaut dans
ces facteurs est généralement associé€ a une altération dans le développement des cellules NK

et dans 1’acquisition de leurs fonctions cytotoxiques.
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E4BP4 est un facteur de transcription exprimé par les précurseurs des cellules NK (580). Les
données de la littérature suggerent que E4BP4 agit au stade précoce et régule I'engagement des
précurseurs dans la lignée cellulaire NK. En effet, dans le modéle murin, une déplétion en
E4BP4 est associée a une accumulation des pré-NK dans la moelle osseuse et a une déficience
dans la maturation des cellules NK, qui restent a un stade pré-NK et immature, non sensible a
I’TL-15 (581,582). 11 a également été¢ démontré que E4BP4 régule 1’expression d’autres facteurs
de transcription, dont ID2 et Eomes, qui interviennent comme régulateurs de transcription dans

le processus de développement et de maturation des cellules NK (548,580).

ID2 estexprimé a des niveaux €élevés apres engagement des précurseurs dans la lignée cellulaire
NK et a tous les stades ultérieurs (583). Ce facteur de transcription a été signalé pour la premiere
fois comme jouant un réle essentiel dans la génération de cellules NK grace a I'utilisation de
souris déficientes en ID2 (584). En effet, 1a déplétion de ce facteur est associée a une réduction
du nombre de cellules NK et une altération dans leur niveau de maturation (548,583). De plus,
ID2 supprime un large panel de geénes nécessaires a la maturation des cellules NK ainsi que

I'expression de SOCS-3 et participe a la signalisation du récepteur IL-15.

Eomes joue un role non redondant dans la prolifération des cellules NK. Chez la souris, il a été
démontré qu’une déplétion de ce facteur de transcription entraine une réduction substantielle
du nombre de cellules NK dans la rate et le sang, et dans une moindre mesure dans le foie, les
ganglions lymphatiques et la moelle osseuse. Par ailleurs, il est également connu que ce facteur

joue un réle majeur dans la différenciation et la fonctionnalité des cellules NK (578,585).

Tbet est un facteur de transcription principalementexprimé par les cellules T et les cellules NK.
Une déplétion en Tbet est associée, chez la souris, a une diminution significative du nombre de
cellules NK dans la rate, le foie et le sang périphérique, et a une augmentation dans la moelle
osseuse (586). Ces défauts résulteraientd’une altération dans la capacité des cellules NK a sortir
de la moelle osseuse. De plus, il a également été observé que les cellules NK déficientesen T-
bet expriment des niveaux inférieurs de marqueurs de maturation et des niveaux plus élevés de
c-Kit, ce qui reflete I'immaturité des cellules NK (586). Par conséquent, T-bet est essentiel pour

la maturation des cellules NK.

Malgré les roles critiques d'Eomes et de T-bet dans la maturation des cellules NK, la perte de
I'un ou l'autre des facteurs de transcription n'altére pas de maniére marquée les fonctions
effectrices des cellules NK, ce qui confirme que ces facteurs ont un réle dans la maturation des

cellules NK, mais pas dans 1'identité des cellules NK.
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De plus, il a récemment été démontré que l'expression de certains de ces facteurs de
transcription est sous contrdle direct du facteur de transcription Ets-1. Son expression est
contrdlée par I’IL-2 et de I’IL-15, qui agissent via la voie de signalisation ERK1/2 dans les
cellules humaines (587). Ces observations suggerent qu’Ets-1 est essentiel dans le
développement des cellules NK, et participe a la maturation des cellules NK ainsi qu’a

I’acquisition de leurs fonctions effectrices (551,588).

Alors que I’IL-15 joue un role majeur dans le développement des cellules NK, la fixation a son
récepteur induit I’association de JAK-1/3 aux récepteurs de 1’IL-2, conduisant a la
phosphorylationde STAT3 et STATS (589). La voie JAK-1/3—STATS a été identifiée comme
étant essentielle a la maturation des cellules NK. En effet, la délétion de JAK1 ou STATS
entraine une réduction marquée des niveaux de cellules NK, ainsi qu'une inhibition de leur
maturation aussi bien dans la moelle osseuse qu'en périphérie (590,591). Une mutation dans
STATS est également associée a un défaut de maturation des cellules NK humaines et une
altération de la fonction lytique (592). Ces observations indiquent que la voie JAK-1/3-STATS5

est critique pour la maturation des cellules NK.

Finalement, d’autres facteurs de transcription comme Hélios, KLF4 (Kriippel-Like Factor 4),
SMAD3/4, GATA3 (Gata Binding Protein 3), TOX, Zeb2 ou encore FOXO1 (Forkhead box
protein O1) ont également été décrits comme essentiels dans la régulation de la différenciation

et des fonctions effectrices des cellules NK (550,552—-554).
3. Implication des mi-ARN

Plusieurs études ont également révélé que les mi-ARN sont importants dans la régulation des
processus fondamentaux tels que 1'activation, la cytotoxicité, la prolifération, le développement
et la maturation des cellules NK en ciblant les récepteurs ou les facteurs impliqués dans
'expression transcriptionnelle (593-596). Ainsi, il a été démontré que les cellules NK
expriment de nombreux mi-ARN (>300) (597,598). Aussi, une déficience dans la synthese des

mi-ARN est associée a des anormalités dans le développement des cellules NK (593,595).

Par exemple, il a été montré qu’une déficience en miR-150, qui cible le facteur pro-survie et
pro-prolifératif c-Myb, cause une diminution du nombre de cellules NK matures en périphérie
(599). Des études antérieures ont révélé que le miR-150 conditionne la différenciation des pré-
NK en iNK puis en mNK en ciblant le géne c-Myb (599). miR-150 réprime également la voie

de signalisation PI3K-AKT et régule a la hausse Bim et p53 afin d’induire I’apoptose cellulaire
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des NK et controler leur prolifération (600). miR-150 a également été proposé comme
régulateur négatif des capacités cytotoxiques des cellules NK, en ciblant spécifiquement la

perforine (601).

A contrario, miR-155 améliore les fonctions des cellules NK. En particulier, I’IL-2, IL-15 et
IL-21 régulent a la hausse ce mi-ARN, qui a son tour, améliore la cytotoxicité des cellules NK
(602). miR-155 est ¢galement impliqué dans larégulation du seuil d'activation des cellules NK,
en régulant les molécules impliquées dans leur activation et la libération d'IFN-y (603). Ce
miRNA module en effet l'expression de la phosphatase SHIP-1 (SH2 domain-containing
Inositol 5’-Phosphatase-1), en inhibant T-bet/Tim-3, et en diminuant I'activation de plusieurs

voies de signalisation impliquant PI3K et NF-xB (604,605).

Finalement, des études réalisées dans des souris déficientes pour les enzymes impliquées dans

la syntheése des miRNA (Dicer ou Dcgr8) ont révélé des anomalies dans le développement des

cellules NK (593).
4. Implication des autres cellules du systeme immunitaire

Enfin, d’autres études suggerent qu’une interaction des cellules NK avec d’autres cellules du
systéme immunitaire est nécessaire pour assurer leur développement et 1’activation de leurs

fonctions.
i Les cellules dendritiques

Les DC sont les principales cellules présentatrices du systéme immunitaire. Premiere ligne du
systéme immunitaire, elles jouent un role de sentinelle nécessaire a 1’initiation et la régulation
des réponses immunitaires innées et adaptatives. La production de cytokines leur permet de
participer a I’inflammation et de contribuer a la maturation des lymphocytes B et I’orientation
des lymphocytes T naifs vers un profil mature et fonctionnel. Des données plus récentes

suggerent que les DC interagissent aussi avec les cellules NK (606).

L'activation des cellules NK par les DC nécessite I’engagement de molécules de surface telles
que le CD40L, NKG2D, NKp46 ou CD28 chez les NK et le CD40, MICA/B et les molécules
de la famille B7 chez les DC (607,608). De plus, les DC activées produisent un large panel de
cytokines, dont I’IFN-I, I’IL-12, I’IL-2 et I’IL-18, qui contribuent a I’activation des cellules NK
et soutiennent 1’acquisition de leurs fonctions effectrices (609—613). L’IL-2 favorise la
sécrétion d’IFN-y et la prolifération des cellules NK tandis que les IFN-I contribuent a

I’amélioration de leur cytotoxicité (614,615). Les DC sont ¢galement de grandes productrices
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d’IL-15, cytokine majeure dans le maintien et la survie des cellules NK (616—-618). De plus, les
DC activées soutiennent la sécrétion d’IFN-y et de TNF-a, constituant ainsi une boucle auto-

amplificatrice de 1a réponse immune (501,619).
ii. Les lymphocytes

D’une maniére similaire aux DC, il a été montré qu’un rétrocontrole est mis en place par les
lymphocytes. En effet, les LT, notamment régulateurs (Treg), influencent égalementI'activation
des cellules NK. Le TGF-f membranaire, exprimé sur les Treg, permet tout d’abord d’inhiber
les NK lors d’un contact cellulaire. Ces cellules participent également a la déprivationen IL-2,

nécessaire aux NK, en inhibant sa production par les LT CD4" ou en entrant en compétition

avec les cellules NK (620).
ji. Les macrophages

Les macrophages sont des cellules de I’immunité innée qui participent au nettoyage des débris
cellulaires (apoptotique et nécrotique) par leur propriété de phagocytose. Ils produisent un large
panel de cytokines immunomodulatrices (IL-13, TNF-a et TGF-B1), qui contribuent a la

réponse antibactérienne et influencent I’activation des lymphocytes T mémoires.

Il a été récemment démontré que les macrophages interagissent aussi avec les cellules NK. Lors
du processus de remodelage des artéres spiralées, il a ét¢ démontré que les macrophages
inhibent la cytotoxicité des cellules ANK via un mécanisme TGF-B1 dépendant (621). Le cross-
talk macrophage-dNK est donc associé a un rétrocontrdle de la fonction des dNK, et notamment
de leur potentiel cytotoxique. Néanmoins, d’autres études suggerent que 1’interaction des
cellules NK avec des macrophages non polarisés ou polarisés entraine des résultats différents
dans la fonctionnalité¢ de ces cellules (622). Vacca et al. ont par exemple démontré que
I’interaction des cellules dNK avec des cellules CD14" conduit a la production d’ INF-y, qui
régule I’IDO dans les cellules CD14" (623). De plus, les macrophages déciduaux sont des
régulateurs importants des cellules dNK, en produisant de I’IL-15, qui contribue a la

différenciation des cellules ANK quiescentes en cellules activées (624).

Finalement, les cellules NK interagissent de maniére bidirectionnelle avec d’autres cellules du
systéme immunitaire, dont les neutrophiles et les éosinophiles. Une étude a démontré qu’un

contact cellule NK-neutrophile est important pour que les NK deviennent fonctionnelles (625).
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C. Récepteurs des cellules NK, leurs ligands et les voies de signalisation

La réactivité des cellules NK est régie par la diversité des récepteurs activateurs et inhibiteurs
qu’elles expriment a leur surface (NKR). Ce répertoire complexe de récepteurs permet une
régulation fine de 1’activation et/ou de I’inhibition de la fonction des cellules NK, afin qu’elles
puissent protéger I’hote quand c’est nécessaire, tout en ¢&vitant une sur-activation

potentiellement délétere (626,627).

C’est la combinaison des signaux activateurs et inhibiteurs des récepteurs de surface cellulaire
qui détermine si les cellules NK vont tuer ou non les cellules cibles et/ou produire des cytokines
pendant leur phase effectrice d'activation (626,627). Alors que les récepteurs activateurs
peuvent transmettre des signaux plus ou moins forts, il est admis que les signaux émis par les
récepteurs inhibiteurs sont dominants et bloquent les signaux activateurs (628). Ces signaux
peuvent également agir en synergie ou n’avoir que tres peu d’effets sur les niveaux d’activation

des cellules NK.

Les récepteurs des cellules NK appartiennent soit a la superfamille des immunoglobulines, soit
a celle des lectines de type C (629). Les cellules NK expriment également des récepteurs a

diverses cytokines et chimiokines ainsi que des récepteurs a certains signaux de dangers (630)
(Figure 32).
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Figure 32 : Les récepteurs des cellules NK. Les cellules NK expriment de nombreux récepteurs de surface
cellulaire qui peuvent &tre regroupés en récepteurs activateurs (vert), inhibiteurs (rouge), d’adhésion (bleu), de
cytokines (noir) ou de chimiokines (violet). En plus des récepteurs spécifiques du CMH-I, d'autres récepteurs
inhibiteurs des cellules NK spécifiques des ligands non-CMH régulent également la réactivité des cellules NK.
Les molécules adaptatrices associées aux récepteurs activateurs (vert) sont également indiquées (631).

a. Lesrécepteursde lasuperfamille desimmunoglobulines

Cette superfamille comprend les récepteurs KIR, les récepteurs « leucocyte immunoglobulin-
like » ou « immunoglobulin like transcripts » (LILRs/ ILTs), les récepteurs de cytotoxicité
naturelle (NCR), le récepteur DNAM-1 et les récepteurs au fragment Fc des immunoglobulines

FcyRlIIla (ou CD16).

1. Les récepteurs KIR

Les KIR sont des glycoprotéines transmembranaires exprimées surtout sur les cellules NK
CD56%™ (Figure 33). Ils sont classés en fonction de la longueur de leur domaine
intracytoplasmique, qui peut étre long (L) ou court (S), et du nombre de domaines Ig dans leur
région extracellulaire (2 ou 3) (632). La taille de la région intracellulaire définit par ailleurs si

le récepteur est activateur ou inhibiteur. Ainsi, les KIR-L comprennent un domaine
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intracellulaire contenant des motifs ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif),
qui leur confeérent une activité inhibitrice (633). A contrario, les KIR-S ne possedent pas de
motifs ITIM mais présentent la capacité de se lier a un adaptateur, DAP12, porteur d’un motif
ITAM (Immunoreceptor Tyrosinebased Activation Motif) (634,635). C’est ce dernier qui
permet aux récepteurs KIR-S, dont les NCR, d’étre activateurs. Néanmoins, il est admis que

certains récepteurs n’ont pas besoin d’adaptateurs pour la transduction du signal.

Figure 33 : Les récepteurs KIR et leurs ligands. La famille KIR comprend des récepteurs inhibiteurs, a longue
queue cytoplasmique contenant desITIM, et des récepteurs activateurs qui s'associent a des moléculesadaptatrices
activatrices (DAP12 ou FcRy). Parexemple, les KIR2DL1/2/3 sont des récepteurs inhibiteurs exprimant des ITIM,
qui se lientau HLA-C exprimés sur les cellules EVT. KIR2DS1 interagit également avec HLA-C et s'active en
aval par combinaison avec un adaptateur activateur DAP12. KIR2DLA4, qui présente les caractéristiques d’un
récepteur activateur et inhibiteur, reconnait le HLA-G, tout comme le récepteur LILRBI. Les cellules NK
expriment également les NKG2, qui forment un hétérodimére avec le CD94 et reconnaissent le ligand HLA-E.
Alors que le NKG2A/CD94 est un récepteur inhibiteur, le NKG2C/E, associé au DAP12, est un récepteur
activateur. Adaptée de (636).

2. LesLILR/ILT

Les LILR, ou CD85, partagent des homologies structurales avec les KIR (637). De maniere
similaire aux KIR, les LILR peuvent étre activateurs, avec des régions intracellulaires courtes,
ou inhibiteurs, avec des régions intracellulaires longues (638). Bien que de nombreux membres
de cette famille sont exprimés par les cellules NK en contexte d’inflammation (639),ILT2 (ou
LILRB1) est le récepteur inhibiteur principalement exprimé par les cellules NK CD564™. Son
activation induit un signal inhibiteur qui bloque la réorganisation du cytosquelette d’actine et

inhibe la polarisation des granules lytiques ainsi que la sécrétion d’IFN-y (640,641).
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Les LILR se lient avec une faible affinité a presque toutes les molécules du CMH-I classiques
(A, B et C) mais également non classiques (E, F et G) (638). Il est aussi capable de reconnaitre
avec une tres forte affinité des protéines virales présentant des homologies avec les molécules

de CMH-I, telles que la protéine UL-18 produite par le CMV (642,643).
3. LesNCR

A ce jour, la famille des NCR comporte trois membres : NKp46, NKp44 et NKp30 (644-647)
(Figure 34). Alors que NKp46 et NKp30 sont exprimés constitutivement par les cellules NK,
NKp44 n’est détecté qu’apres activation préalable (648,649). L’ensemble de ces récepteurs
existe sous différentes isoformes qui peuvent conférer aux divers récepteurs des fonctions tres
différentes (650). Leur niveau d’expression reste important dans la transmission de signaux
activateurs et dans la régulation des fonctions des cellules NK apres engagement par leurs
ligands. Il est en effet étroitement li€¢ a leur potentiel cytotoxique (651). Par exemple, un faible
niveau d’expression des NCR est associé a une résistance des cellules tumorales a la lyse par
les cellules NK chez des patients leucémiques (652). La signalisation par ces récepteurs passe
finalement par I’association avec les protéines adaptatrices CD3( et FceRIy pour les NKp30 et

NKp46 et DAP12 pour le NKp44 (653,654).

Figure 34 : Structure des Récepteurs de Cytotoxicité Naturelle. Schématique représentatif des structures
moléculaires du NKp46, NKp30 et NKp44. Y est montré la présence des domaines extracellulaires et leur nombre
et le type de molécules adaptatrices recrutées. ITAM, motif d'activation basé sur la tyrosine des
immunorécepteurs ; ITIM, motif d'inhibition basé sur la tyrosine des immunorécepteurs (655).

Les ligands des NCR n’ont a ce jour que partiellement ét¢ identifiés (Figure 35). Le facteur P

du complément a été récemment identifié comme le ligand de NKp46 (656). NKp44 peut quant
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a lui reconnaitre des protéines exprimées a la surface des cellules transformées a savoir PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) et MLL5 (Mixed-Lineage Leukemia-5) (657,658), qui
induisent des réponses opposées apres fixation a leur récepteur. NKp44 peut également interagir
avec le PDGF-DD (Platelet-Derived Growth Factor-DD), un facteur sécrété par les tumeurs
(659). Finalement, il est connu que NKp30 reconnait les protéines d’origine tumorale B7-H6 et

BATS3 (660,661).

Les NCR peuvent également reconnaitre les molécules du « non-soi » induites lors d’infections
virales (662—664). Ainsi, NKp46 et NKp30 reconnaissent I’hémagglutinine des Poxvirus (665).
Cette reconnaissance, qui active les fonctions effectrices des cellules NK, peut aussi constituer
un nouveau mécanisme d’évasion virale. En effet, la liaison des glycoprotéines d’enveloppe
des virus ou des hémagglutinines a leur récepteur constitue un mécanisme d’évasion virale
(666). Autre exemple, NKp30 est également capable de reconnaitre la protéine pp65 du HCMYV,
qui inhibe la fonction des cellules NK (667).

Figure 35 : Interactions des NCR avec leurs ligands connus. Les différents ligands de NKp30 (a), NKp44 (b)
et NKp46 (c) sont montrés. Les ligands cellulaires sontreprésentés en bleu et les ligands dérivés de pathogenes
sont représentés en rouge (647).

4. DNAM-1(CD226)

DNAM-1 (DNAX Accessory Molecule-1) est une glycoprotéine non spécifique des cellules

NK, qui intervient dans leur cytotoxicité et la production de cytokines (668). Pour ce faire, il
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agit en synergie avec d’autres récepteurs activateurs tels que CD16, NKp46 ou NKG2D afinde
potentialiser leur activation (669,670). Finalement, DNAM-1 est aussi impliqué dans
I’éducation et la maturation des cellules NK (671). Il a notamment €té montré, dans un modele
d’infection par le Cytomégalovirus murin (MCMYV), qu’il est nécessaire a la différenciation des

cellules NK (672).

Les ligands de ce récepteur sont les molécules CD112 (PVR, Poliovirus Receptor) et CD155

(Nectine 2), souvent surexprimées par les cellules cancéreuses (673,674).

5. CD16 et Cytotoxicité a médiation Cellulaire Dépendante des anticorps

(ADCC)

Les récepteurs humains pour les immunoglobulines (FcgR) sont divisés en trois classes,
appelées FcgRI (CD64), FcgRII (CD32) et FcgRIIl (CD16) (675). Le CDI16 est un récepteur
de faible affinité, exprimé par un large panel de cellules immunitaires (676). Son expression
dépend des capacités cytotoxiques des cellules qui I’expriment plus ou moins fortement. De
plus, ce récepteur existe sous deux isoformes, CD16a et CD16b, différentiellement exprimées
chez I’Homme. L’isoforme A est un récepteur transmembranaire, exprimé par les lymphocytes
T, les monocytes, les macrophages et les cellules NK. Il est impliqué dans I’ADCC, la
phagocytose, 1’endocytose et la sécrétion de cytokines. A 1’inverse, 1’isoforme B est ancrée
dans la couche externe de la membrane plasmique des neutrophiles par un motif

glycosylphosphatidylinositol (GPI). Ce récepteur est impliqué dans la dégranulation (677).

Les cellules NK expriment majoritairement le CD16a (678,679). Il est constitué¢ de deux
domaines Ig extracellulaires, d’une courte queue cytoplasmique et d’un domaine
transmembranaire qui permet son association avec les chaines CD3( et FceRly. Ces sous-unités,
qui contiennent un motif ITAM (680,681), connectent le récepteur aux voies de transduction
intracellulaires, qui coordonnent la réorganisation du cytosquelette d'actine et des microtubules
ainsi que l'activation de plusieurs facteurs de transcription (634,680—682). De plus, le CD16
contribue a I’induction de I’ADCC, qui se caractérise par la libération ciblée des granules
cytotoxiques et par 'engagement des ligands des récepteurs de mort Fas et TRAIL (683—685).
Ce récepteur est également capable d’induire une activité cytotoxique en 1’absence d’autres

signaux (669).

La liaisondu CD16 a ses ligands affecte également la survie et la prolifération des cellules NK

(686) et induit la libération de cytokines et de chimiokines, qui favorisent le recrutement et
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I'activation des autres cellules immunitaires (682,687—689). A cet égard, I'interféron produit par
les cellules NK est un facteur immunorégulateur clé bien reconnu dans 1’induction des réponses
immunitaires adaptatives en favorisant 1'activation des macrophages et des DC, ainsi que la
génération des lymphocytes T helper 1 et la réponse des lymphocytes T cytotoxiques (CTL)
(690-692).

b. Récepteursde lasuperfamille des Lectines C

Cette superfamille de récepteurs transmembranaires comprend de nombreux membres dont
NKG2A, C, E et F ainsi que deux variants (NKG2B et H). NKG2D et CD161 appartiennent
aussi a cette famille. Alors que certains de ces récepteurs sont activateurs, d’autres présentent

une fonction d’inhibiteur.
1. Hétérodimeére CD94/NKG2

Cette famille de glycoprotéines transmembranaires comporte sept membres nommés NKG2A,
B, C, D, E, F et H. Parmi ces récepteurs, cinq molécules NKG2 (NKG2A, NKG2B, NKG2C,
NKG2E et NKG2F) se lient a une chaine invariante CD94 par des ponts disulfures (693). Cette

liaison permet aux NKG2 d’étre présents de manicre fonctionnelle a la surface des cellules NK.

Le récepteur NKG2A est un récepteur inhibiteur qui possede deux motifs ITIM dans son
domaine intracellulaire (694). Bien qu’il soit exprimé majoritairement par les cellules NK de
phénotype CD56°" il est aussi trouvé sur les cellules NK CD56%™, Les autres récepteurs
associés a CD94, dont le NKG2C, sont activateurs. Il est a noter que le NKG2C n'est que
faiblement exprimé sur les cellules NK des individus sains (695). En revanche, son expression
est fortement augmentée lors d’infections virales (696,697). La particularité des hétérodimeres
CD94/NKQG2 est leur capacité a lier selon une affinité différente de leur ligand. Il est connu que
I’hétérodimeére CD94/NKG2A se lie plus fortement a ses ligands que le CD94/NKG2C,

induisant par conséquent une prédominance des signaux inhibiteurs (698,699).

HLA-E, une molécule peu polymorphe du CMH-I non classique, est reconnu comme le ligand
majeur de 1’hétérodimeére CD94/NKG2 (700,701). HLA-E présente des peptides dérivés des
molécules HLA-I conventionnelles et de HLA-G (702). Son expression a la surface des cellules
cibles est donc dépendante des autres molécules du CMH-I. De plus, certains de ces récepteurs,
dont le NKG2C, ne présentent pas de domaine intracellulaire et doivent s’associer a une
molécule adaptatrice (DAP12) afin de transmettre les signaux activateurs par le biais des motifs

ITAM (703).
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2. NKG2D

Bien que le NKG2D appartienne a la famille des NKG2, il ne présente que trés peu d’homologie
avec les autres récepteurs. Les données de la littérature suggerent qu’il forme un homodimere
avec une autre molécule NKG2D par I'intermédiaire de ponts disulfures, plutdét que de

s’associer avec le CD94 (704).

Son niveau d’expression, non spécifique des cellules NK, est dépendante du
microenvironnement cytokinique. Ainsi, les cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL-15,
I’IL-2, I’'IL-12 ou I’IL-7 induisent son expression (705—-707), alors que les cytokines anti-
inflammatoires telles que le TGF-, I’IFN-B1 et I’IL-21 I’inhibent (705,708-711).

Le NKG2D reconnait une large famille de molécules de stress, induites notamment en contexte
infectieux ou tumoral (Figure 36) (712,713). Ces ligands, peu exprimés en conditions
physiologiques, sont induits en réponse a des stress cellulaires qui compromettent 1’ intégrité de
I’ADN (choc thermique, stress oxydatif, irradiation par des rayonnements ultraviolets). Ainsi,
NKG2D est capable de se lier aux protéines MIC-A et MIC-B (MHC class I Chain-related A
and B) et aux protéines ULBP-1 a 6 (UL16 Binding Protein) (713—717). Apres fixation des
ligands et recrutement des adaptateurs, le NKG2D participe a 1’acquisition des fonctions

effectrices des cellules NK et contribue a la survie cellulaire (704).

Figure 36 : Ligands du récepteur NKG2D. Les ligands présentent tous des domaines ala2 liés au CMH de
classe . Les protéines MIC-A et MIC-B présentent par ailleurs un domaine supplémentaire 3. Les protéines 1 de
liaison du cytomégalovirus UL16 (ULBP1), ULBP2 et ULBP3 sont des récepteurs ancrés au GPI. En revanche,
MICA, MICB et ULBP4 possédentdes domaines transmembranaires et des queues cytoplasmiques. Les ligands
NKG2D sont exprimés a la surface cellulaire a la suite d'un stress cellulaire, tel que la réponse aux d ommages a
I'ADN, a l'infection et a la suite de la signalisation durécepteur Toll-like (TLR). Adaptée de (718).

3. CD161

Le CD161 est un récepteur homodimérique non spécifique des cellules NK, exprimé lors des

étapes précoces du développement des cellules NK (719). Bien que certains travaux suggerent
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un rdle activateur (720), CD161 est considéré comme un récepteur inhibiteur (721,722).
Lorsqu’il se lie a son ligand LLT1 (Lectin-like Introduction 12 transcript-1), il est notamment

impliqué dans les défenses antivirales et anti-tumorales (723).
c. Récepteurs aux cytokines, chimiokines et facteurs de croissance

Les cellules NK expriment un large panel d’autres récepteurs, qui participent au processus de
développement, de prolifération et de différenciation des cellules NK ainsi qu’a I’acquisition
de leurs fonctions effectrices (629). Par exemple, les cellules NK expriment les récepteurs de
I’IL-1,1L-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 et aux IFN-I, cytokines produites par les autres cellules
du systéeme immunitaire. Apres liaison de leurs ligands respectifs, ces récepteurs sont impliqués
dans la prolifération, la cytotoxicité et la production de cytokines par les cellules NK

(629,724,725).

De plus, les cellules NK expriment de nombreux récepteurs aux chimiokines, dont CCR2,
CCRS, CCR7, CXCR1, CXCR3, CXCR4, CXCR6, CX3CRI et SIPRS (726). Apres fixationa
leurs ligands, différentiellement exprimés dans les tissus, ces récepteurs permettent la migration
des cellules NK vers les sites inflammatoires, les vaisseaux sanguins ou les organes lymphoides.
La migration des cellules NK nécessite alors 1’expression de molécules d’adhésion telles que

les sélectines (CD62L) et les intégrines (LFA-1 et ICAM-1) (629).

d. Récepteursauxsignaux de danger

Les TLR appartiennent a la famille des récepteurs PRR. Ils reconnaissent des molécules ou
protéines PAMP dont I’expression est conservée dans de nombreux micro-organismes,

notamment les bactéries ou les parasites.

Ces récepteurs, exprimés par un large panel de cellules immunitaires, contribuent a la mise en
place de la réponse innée ainsi qu’a son efficacité. Chez les cellules NK, la présence d’ARNm
des TLR 1 a 10 a été reportée mais le nombre de TLR fonctionnels est plus limité (727). Ainsi,
il est admis que les cellules NK expriment le TLR2, TLR3, TLRS5, TLR7/8 et TLRY (727,728).
Apres stimulation par leurs ligands respectifs, les TLR induisent la production de cytokines
dont I’IFN-y et le TNF-a (630,728-730). De plus, l'activité cytotoxique et les fonctions
effectrices des cellules NK sont accrues. Enfin, leur activation permet par la suite une meilleure

stimulation de I’immunité adaptative (630,728).
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e. Autresrécepteurs
1. CD160

Le CD160 est un récepteur activateur exprimé par les cellules NK, et plus particulierement par
les cellules NK CD56%™ non activées (731). Aprés activation des cellules NK, le récepteur subit
un clivage protéolytique qui conduit a la diminution de son expression (732). Lorsque ce
récepteur interagit avec des molécules de HLA-I classiques et non classiques, telles que le
HLA-C et la forme soluble de HLA-G, il participe aux fonctions effectrices des cellules NK
(cytotoxicité et production d’IFN-y, TNF-a et IL-6) (733-735).

2. 2B4

2B4 est un co-récepteur exprimé par les cellules NK (736,737). Tout comme DNAM-1, il n’est
pas capable d’induire les fonctions effectrices des cellules NK seul (669). Selon 1’adaptateur
recruté, ses fonctions sont alors tres variables (738). Néanmoins, il est admis qu’apres liaison
avec son ligand, il induit la prolifération des cellules NK et empéche la lyse des cellules NK
(739).

f. Signalisation aprés engagement des récepteurs des cellules NK

Apres fixation des ligands sur leurs récepteurs respectifs, de nombreuses voies de signalisation
sont induites. Les récepteurs activateurs des cellules NK ont une région intracytoplasmique
courte qui nécessite, comme indiqué plus haut, le recrutement de protéines adaptatrices

transmembranaires qui permettent la transduction du signal. Ces adaptateurs sont le CD3(,

FceRly, DAP12 et DAPI10.

Les molécules adaptatrices CD3(, FceRly et DAP12 sont recrutées au niveau du récepteur
activateur apres engagement par son ligand et permettent la transduction du signal (Figure 37).
Ces molécules posseédent un ou plusieurs motifs [ITAM qui comprennent des tyrosines kinases
de la famille Src. Apres fixation du ligand, les ITAM sont phosphorylées par les tyrosines
kinases ce qui facilite leur liaison au domaine SH2 (SRC Homology 2) des protéines kinases
Syk (Spleen Tyrosine Kinase) et de ZAP70 ({ chain-associated protein of 70 kDa) de la famille
Syk (740). Syk et ZAP70 vont notamment enclencher deux voies d’activation majeures a savoir
la PLCy (Phospholipase Cy) et PI3K (Phosphoinositide 3-Kinase) (741,742). Plusieurs voies
sont ensuite induites telles que la voie calcique, des MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinases) et PKCy (Protéine Kinase Cy), qui sont respectivement impliquées dans la

transcription des genes codant pour les cytokines, I’activation cellulaire et I’induction de NF-
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kB (626,743). En paralléle, PI3K active la voie AKT, qui régule la prolifération et la survie
cellulaire. Elle participe également au réarrangement du cytosquelette ainsi qu’a 1’acquisition
de la cytotoxicité (743,744). La cascade de signalisation initiéepar ces kinases déclenche donc

la cytotoxicité des cellules NK et la libération des cytokines/chimiokines (745).

Figure 37 : Signalisationinduite par 1a molécule adaptatrice DAP12.De maniére analogue a d'autres protéines
adaptatrices contenant un motif ITAM, le recrutement de la molécule adaptatrice DAP12 conduit a la
phosphorylation de plusieurs voies de signalisation (746).

A T’inverse, les récepteurs inhibiteurs possédent une région cytoplasmique plus longue
contenant des motifs ITIM phosphorylables, leur permettant d’agir sans le recrutement de
molécules adaptatrices (747). Ces motifs ITIM recrutent les phosphatases SHP-1 (SH2 domain-
containing Phosphatase-1) ou SHIP-1, qui déphosphorylent les substrats des kinases recrutées
par les récepteurs activateurs (Figure 38). Les phosphatases bloquent ainsi 1’activation des

cellules NK en inhibant les fonctions effectrices des cellules NK (748).

Figure 38 : Signalisation inhibitrice médiée par les motifs ITIM. La signalisation des récepteurs contenant des
motifs ITAM est inhibée par le recrutement par le motif ITIM des récepteurs inhibiteurs, des phosphatases SHP-
1 et SHP-2, contenant le domaine SH2, ou de SHIP-1, contenant le domaine SH2 (749).
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Cas particulier, la molécule adaptatrice DAP10, qui n’agit qu’avec le récepteur activateur
NKG2D. Aprés interaction du NKG2D avec ses ligands, DAP10 favorise non seulement la
stabilisation de NKG2D 4 la membrane plasmique mais également 1’induction d'une
signalisation activatrice (704,750). Apres engagement du récepteur, DAP10 est phosphorylé,
ce qui permet le recrutement de la PI3K et de 1’adaptateur Grb2 et ’activation de PLCy
(751,752). Alors que les autres molécules adaptatrices sont impliquées dans la production de
cytokines, DAP10 intervient seulement dans I’activation de la fonction cytotoxique des cellules

NK (753).

Finalement, le récepteur 2B4 se lie a des molécules adaptatrices spécifiques de la famille SAP
(SLAM-associated protein), a savoir SAP et EAT-2 (EWS-FLIl-activated transcript 2)
(754,755). Alors que SAP transmet un signal activateur, EAT-2 induit un signal inhibiteur
(756). Ainsi, 2B4 peut induire une signalisation activatrice ou inhibitrice en fonction de

I’adaptateur recruté (Figure 39).

Figure 39 : Signalisation par le co-récepteur 2B4. La protéine SAP agit en couplant simultanément les
récepteurs de la famille SLAM au FYNT. Ce mécanisme est crucial pour la phosphorylation des tyrosines et pour
le recrutement des effecteurs en aval. A I’inverse, EAT-2 couple lesrécepteurs de la famille SLAM a des signaux
inhibiteurs via les tyrosines C-terminales, qui se phosphorylent (738).

D. Fonctions effectrices des cellules NK

Les cellules NK ont deux grandes fonctions contre les cellules infectées ou tumorales :
1) Une fonction cytotoxique ;

2) Une fonction sécrétrice de cytokines, chimiokines et facteurs de croissance.
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a. Fonction cytotoxique

1. ADCC

L’ADCC est un des mécanismes mis en place lors de la réponse immunitaire innée par de
nombreuses cellules effectrices innées dont les neutrophiles, les monocytes et les macrophages.
Les cellules NK restent cependant les contributeurs les plus importants a 'ADCC in vivo en
raison de I’expression du FcgRIIIA. L’ ADCC est alors induit lorsque les récepteurs Fc gamma
exprimés par les cellules effectrices innées sont engagés par le domaine Fc des anticorps liés
aux protéines virales présentes a la surface des cellules infectées par un pathogene (Figure 40).
Cette interaction induit alors la libération de granules cytotoxiques, contenant des perforines et
des granzymes, ce qui conduit a la lyse puis a la mort des cellules cibles infectées (684). De
plus, la fixation du fragment Fc par le CD16 induit la sécrétion de cytokines, telles que I’IFN-

Y, qui participe aussi a 1’apoptose des cellules cibles.

Figure 40 : Cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps. Les récepteurs gamma Fc, exprimés
par les cellules NK, se lient par le biais d’anticorps aux cellules infectées. Elles induisent alors la mortdes cellules
cibles par libération de granules cytotoxiques. FcyRIIIA : récepteur Fc gamma IIIA ; RSV : virus respiratoire
syncytial (757).

Il est désormais admis que 'ADCC constitue un élément essentiel dans une immunité efficace

contre le VIH. En effet, il a é&t¢ démontré que les personnes infectées par le VIH qui contrdlent
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le virus sans traitement antirétroviral présentent une réponse immunitaire humorale
polyfonctionnelle plus large, y compris une activit¢ ADCC, par rapport aux individus
virémiques (758-760). Les anticorps anti-VIH impliqués dans 1'ADCC participent a la

protection antivirale induite lors de la vaccination et inhibent la réplication virale (761-763).

A D’inverse, alors que certaines études soulignent la capacité protectrice des anticorps de
I'ADCC lors d’une infection par le virus de la grippe (764—766), certaines recherches tendent a
dire que les NK contribueraient a 1’exagération de la réponse immunitaire en accentuant

1’ADCC et la protection médiée par les anticorps (767,768).
2. Synapse immunologique

La synapse immunologique (IS) est une structure dynamique qui permet la reconnaissance des
cellules cibles par les cellules NK. Ce processus commence tout d’abord par une étape
d’initiation ou la cellule NK entre en contact avec la cellule cible via un récepteur activateur
(Figure 41) (769). Cette étape d’adhésion est fondamentale pour la signalisation par les
récepteurs activateurs, qui conditionnentle déclenchement des fonctions effectrices des cellules
NK (770). Les signaux activateurs induits aprés adhésion sont par ailleurs renforcés par les
molécules d’adhésion recrutées. Par exemple, I’intégrine LFA-1 interagitavec ses ligands, les
molécules ICAM-1 ou ICAM-2 (Intercellular Adhesion Molecule-1 et -2) (771,772). Les
récepteurs activateurs engagés se clustérisent et un anneau de F-actine se forme pour amplifier
le signal. Le complexe de signalisation SMAC (Complexe Supramoléculaire d’ Adhésion) se

forme (773).

La phase d’adhésion est ensuite suivie d’une étape effectrice, caractérisée par le transport des
granules lytiques a la zone de contact avec la cellule cible, ou ils seront libérés (Figure 41).
Lors de cette étape, la cellule NK réorganise son réseau de microtubules et oriente son MTOC
(Centre Organisateur des Microtubules) vers la synapse (774). C’est par ce réseau de
microtubules que les granules lytiques, contenant les facteurs solubles, sont acheminés au
niveau de la synapse. Le désassemblage local du réseau de F-actine et la fusion des vésicules
contenant les molécules lytiques a la membrane plasmique permettent la libération des granules
dans le milieu (775). La dégranulation des cellules NK est aussi associée a 1’externalisation de
la protéine lysosomale CD107a (LAMP-A ou Lysosome-Associated Membrane Protein-1), qui
permet de protéger les cellules NK contre les effets néfastes de ses propres granules (776). Le

CD107a peut donc servir de marqueur pour évaluer 1’activité cytotoxique des cellules NK

(777).
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Aprées la libération des molécules effectrices, la cellule NK rompt le contact, se sépare de la

cellule cible et renouvelle ses granules lytiques (Figure 41).

Figure 41 : Mise en place de la synapse immunologique. La formation d’une synapse lytique fonctionnelle peut
étre divisée en trois étapes principales : la phase d’initiation, la phase effectrice et la phase terminale. Chacune de
ces étapes est subdivisée en plusieurs étapes. L'étape d'initiation comprend 'adhésion et la signalisation initiale,
qui conditionnent l'activation cellulaire. La phase effectrice comprend la réorganisation de l'actine, le
regroupement des récepteurs, la polarisation du MTOC et des granules lytiques, et la fusion des granules lytiques
avec la membrane plasmique. La phase terminale inclut une période d'inactivité et de détachement. Le temps
spécifique nécessaire pour progressera d’une étape a I’autre varie et est susceptible d'étre une caractéristique de
la cellule cible donnée et de 1'étatd'activation de la cellule NK (769).

3. Systéme perforine/granzyme

Les granules lytiques sont des lysosomes sécrétoires dans lesquels sont stockés de grandes
quantités de molécules cytotoxiques, a savoir la perforine, les granzymes A et B, la granulysine
et les ligands des récepteurs a domaine de mort (778,779). Ces enzymes sont maintenues
inactives jusqu’a leur libération a la SI, ou le pH des lysosomes change. La perforine est la

premiere protéine a agir. Elle est capable de former des pores, qui permettent I’entrée des
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molécules lytiques dans le cytosol des cellules cibles (780,781). Les granzymes (Gzm) sont des
protéases exprimées par les lymphocytes cytotoxiques (NK et LT CDS). Les cellules NK
humaines expriment majoritairementle GzmA et le GzmB, qui dépendent de la perforine pour

exercer leurs fonctions (782).

Le GzmA est une enzyme avec une activité tryptase qui induit une perte du potentiel
transmembranaire des mitochondries, ce qui augmente la production de ROS (783,784). Ces
ROS induisent des dommages a I’ADN et participent a la fragmentation nucléaire ainsi qu’a la
mort de la cellule par apoptose (785). De plus, le GzmA favorise la mise en place d’un

microenvironnement pro-inflammatoire en clivant le propeptide de I’IL-1 (786).

De maniére similaire, le GzmB augmente la dépolarisation de la membrane mitochondriale et
favorise la production de ROS, afin d’induire I’apoptose de la cellule cible (787). Le GzmB
induit également I’apoptose par une voie dépendante des caspases 3, 7, 8 et 10 (788). Ces
caspases dégradent le cytosquelette cellulaire, fragmentent I’ADN et endommagent les

mitochondries (789).

Enfin, la granulysine, spécifiquement exprimée chez I’Homme, est une protéine pro-
inflammatoire de la famille des saponines (790,791). Lorsqu’elle rentre dans la cellule cible, la
granulysine cause une variation des niveaux de calcium et de potassium, ce qui conduit a des
dommages mitochondriaux, a une libération du cytochrome C, associé¢s a 1’apoptose et a

I’activation des caspases cytoplasmiques (792—794).
4. Les récepteurs de mort cellulaire

En plus de la libération de granules lytiques, la mort des cellules cibles peut étre liée a
I’expression des ligands des récepteurs a domaine de mort cellulaire. Les granules lytiques des
cellules NK matures expriment ainsi constitutivement les ligands FasL et TRAIL, des
molécules pro-apoptotiques (795). Au moment de la dégranulation, ils se retrouvent exposés a
la surface des cellules NK ou leur domaine intracellulaire subit un changement morphologique
(796). Cette modification induit le recrutement de FADD (Fas-Associated protein with Death
Domain) et de la procaspase 8, qui permettent la formation d’un complexe de signalisation
DISC (Death-Inducing Signaling Complex) (797,798). La procaspase 8, activée par clivage,
peut induire directement I’apoptose des cellules cibles en activant les autres caspases 3, 6 et 7
et provoquer des dommages aux mitochondries, en stimulant la libération du cytochrome C qui

déclenche aussi la voie de 1’apoptose (799).
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Les cellules NK produisent également du TNF-a, une cytokine pro-inflammatoire, qui induit la
mort cellulaire par des mécanismes similaires. Lorsque le TNF-a se fixe sur son récepteur, une
réponse pro-inflammatoire est déclenchée ainsi que 1’activation cellulaire, par le biais de NF-
kB et des JAK (800). Apres internalisation, le récepteur intégre le DISC et active la caspase 8
qui déclenche la voie de 1’apoptose par la voie des caspases et la voie mitochondriale (801).
L’internalisation peut également déclencher lanécrose programmée, ou nécroptose, des cellules

cibles (802).
b. Fonction de sécrétion

Les cellules NK sont capables de sécréter un large panel de cytokines telles que le GM -CSF
(Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor), I’IL-6, I’IL-10 ou encore 1I’'[L-17
(803,804). Ces cytokines permettent tout d’abord I’activation et la maturation des DC, qui
contribuent a la mise en place de la réponse immunitaire innée (612,805). Par exemple, les DC
matures augmentent I'expression de la molécule de costimulation CD86 et sécretent de I’TL-12,
pour activer et polariser les LT (806,807). De plus, les DC produisent de I’IL-15, qui permet
une rétro-activation des cellules NK (616,806).

Lors de la reconnaissance de cellules infectées ou transformées, les NK sécretent également de
I’IFN-y et du TNF-a qui participent a la mise en place d’une réponse immunitaire complete et
optimale. La production d’IFN-y agit directement sur la mise en place de la réponse Thl, et

I’activation et la polarisation des macrophages (691,808).

Finalement, les cellules NK sécrétent également des chimiokines qui contribuent a leur
recrutement sur le site de I’inflammation. Elles produisentnotammentdu CCL-2, CCL-3, CCL-

4, CCL-5, CXCL-8 et CXCL-10 (724,809,810).
c. Fonctionde régulation

Au méme titre que les cellules du systéme immunitaire interagissent avec les cellules NK pour
contribuer a leur développement et a 1’activation de leurs fonctions, les cellules NK sont

capables d’établir un rétrocontrdle qui conditionne la réponse immunitaire innée et adaptative.

Les cellules NK activées produisent du TNF-a et de I’IFN-y qui conditionnent 1’expression des
molécules d’activation des DC (CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CCR7) et la sécrétiond’IL-12,
participant ainsi a 1’activation et la maturationdes DC (612,806). L’activationdes DC dépend

également d’un contact cellulaire, qui implique la formation d’une IS particuliére, qui met en
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jeu le CX3CRI1, DC-SIGN, LFA-3 chez les DC et ICAM et CX3CLI1, chez les NK
(617,811,812). D’autres récepteurs sont également impliqués, dont le NKp30, NKp46 et
DNAM-1 (813,814). Ce type d’interaction peut alors conduire soit a leur maturation, soita leur
lyse par les cellules NK activées (814,815). La lyse des DC est contournée par les DC matures
puisque ces derniéres expriment une plus grande quantité de HLA-E, qui en se liant sur son
récepteur CD94/NKG2A, réprime les fonctions NK (816). L'élimination des DC immatures
contribue a leur homéostasie ainsi qu’a la mise en place d’une réponse immunitaire tolérogeéne
(814,815). Finalement, 1’activation des DC par les cellules NK contribue a la présentation
croisée des antigenes par les DC et optimise lamise en place d’une réponse immune adaptative

efficace, spécifique de I’antigéne (817,818).

Les cellules NK régulent les fonctions des LT de deux manieres. Tout d’abord, les cellules NK
secretent plusieurs facteurs solubles tel que I’IFN-y et le CXCL-8 qui permettent d’activer et
de recruter les lymphocytes T. De plus, les cellules NK participent a la maturation des DC et
favorisent la présentation croisée des antigeénes, permettant ainsi 1’initiation d’une réponse
immune adaptative orientée vers un type Thl sous 1’action de I’'IFN-y (501,619). Par ailleurs,
la production d’IL-10 par les cellules NK est également associée a un phénotype

immunosuppresseur dirigé contre les LT CD8" (784).

Enfin, les cellules NK exercent un rétrocontrole négatif, notamment via le NKG2D, en tuant
les macrophages fortement activés. De cette maniére, les cellules NK participent a prévenir les

pathologies inflammatoires liées aux macrophages.
E. Les cellules NK en contexte d’infections virales

a. Infections aigles et chroniques

Plusieurs exemples viennent illustrer le role majeur des cellules NK dans le controle des
infections virales et dans la lutte antivirale. Il a clairement ét¢ démontré que les cellules NK
controlent efficacement de nombreuses infections virales telles que les virus de la famille des
herpes (HCMV, EBV, HSV), le VIH, le VHC (Virus de I’hépatite C) ou encore le virus
Influenza (819). Une déplétion ou une absence de cellules NK, qu’elles soient le résultat de
mutations génétiques ou de déplétions expérimentales, est associée a une plus grande
susceptibilité aux infections virales ainsi qu’au développement de pathologies plus séveres

(820-822).
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Le modele de réponse NK contre une infection virale le mieux étudié aujourd’hui est le modele
murin d’infection par le MCMV. Ainsi, il a été décrit que lareconnaissance directe et spécifique
de la protéine virale m157 codée par le MCMYV est associ€e a la prolifération des cellules NK,
qui controlent I’infection par la production d’IFN-y et/ou la lyse des cellules infectées. Chez
I’homme, I’infection par le HCMV affecte directement le phénotype des cellules NK. En effet,
il a été montré qu’une population de cellules NKG2C™ est amplifiée en réponse au HCMV et
peut représenter jusqu’a 25% des cellules NK (823,824). L’ infection est aussi caractérisée par
la forte expression du CDS57, I’augmentation de 1’expression des KIR activateurs et la

diminution de 1’expression des récepteurs NKG2A, NKp30 et NKp46 (697,824-826).

De maniére similaire, lors de 1’infection par EBV, il a été¢ montré que la proportion de cellules
NK est augmentée dans le sang de patients durant la phase symptomatique (827). L’infection
est également associée a une diminution des molécules de HLA-I et a une augmentation des
ligands des récepteurs activateurs (828). Aussi, les cellules NK jouent un réle crucial dans le
contrdle du virus de la grippe. La déplétion des cellules NK dans un modele murin est associée
a une 1étalité plus importante (829). Les récepteurs NKp46 et NKG2D participent activement a
la réponse au virus, aussi bien chez I’Homme que chez la souris (608,664). Lors d’une infection
par le VIH, les cellules NK participent directement a la lyse des LT CD4" infectés via la
reconnaissance, par le récepteur activateur NKp44, de la protéine gp41 (830). Enfin, les cellules
NK semblent également jouer un role crucial dans le contrdle de 1’infection par le VHC (831—

833), le DENV ou de la fiévre jaune (663,834).

Néanmoins, de nombreux mécanismes sont mis en place par les virus afin d’inhiber 1’activation
des cellules NK. Le virus Influenza peut échapper a la réponse NK en modifiant le profil de
glycosylation des hémagglutinines, qui ne sont plus reconnues par le NKp46 (835). En cas
d’infection par le VHC ou par le VIH, bien que le nombre de cellules NK augmente, le ratio
CD56°1¢/CD569Mm est profondément altéré et associé a 1’émergence d’une population de
cellules NK qui exprime plus faiblement le CD56 (836,837). Par ailleurs, les infections virales
peuvent €tre associées a une perte de fonctionnalité des cellules NK. C’est le résultat d’une
diminution de 1’expression des KIR activateurs et des NCR, et d’une augmentation de
I’expression des KIR et des récepteurs inhibiteurs, associés a une diminution de la sécrétion
d’IFN-y, de TNF-a et de GM-CSF (838). Par exemple, une infection par les virus de la famille
des Herpesviridae est associée a une diminution de 1’expression de ligands de NKG2D a la
surface des cellules infectées. L’inhibition de la reconnaissance du soi par les NK et de

I’acquisition de leurs fonctions effectrices constitue un mécanisme courant d'immuno-évasion
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utilisé par les virus (839,840). Les infections virales sont en effet caractérisées par une

augmentation de I’expression des ligands des récepteurs inhibiteurs et activateurs.

Finalement, il a été observé que les infections virales sont associées a I’expression
d’homologues des molécules du CMH-I codées par les virus, a la modulation de I’expression
des molécules du CMH-I par des protéines virales, a la production de protéines virales se liant
aux cytokines ou encore a la production d’antagonistes (chimiokines virales) se liant aux

récepteurs des cytokines. Le virus peut également avoir un effet direct sur les cellules NK.

b. Adaptation et mémoire des cellules NK

Alors qu’il a longtemps été considéré que les cellules NK appartenaient a I’immunité innée, des
¢tudes plus récentes ont ébranlé ce postulat en attribuant des fonctions adaptatives aux cellules

NK.

La premiere preuve de 1’existence des fonctions adaptatives des cellules NK a été révélée dans
un modele murin. Apres infection par le MCMYV, les cellules NK murines acquiérent des traits
d'immunité adaptative tels que l'expansion de sous-ensembles de cellules NK spécifiques du
virus et des réponses secondaires de longue durée améliorées, y compris une protection
optimisée contre le MCMV (697,823-826). Ces cellules NK, préalablement sensibilisées,
peuvent exercer une mémoire spécifique de l'antigéne d'une maniere indépendante des cellules
T/B (841). Aussi, il a été démontré que des souris déficientes en cellules T et B peuvent quand
méme acquérir une réponse mémoire spécifique de I’antigeéne. Le support de cette mémoire
immunitaire serait une sous-population de cellules NK hépatiques, qui peuvent développer une
réponse mémoire dirigée contre les antigénes de plusieurs virus dont le virus Influenza ou le
VIH (841,842). La réponse NK mémoire hépatique serait cependant dépendante du récepteur
CXCR6, exprimé par une grande majorité de cellules NK (495,843).

De maniére similaire, une population de cellules mémoires a également été caractérisée chez la
souris dans un modele d’infection par le ZIKV (844). Ces cellules expriment fortement le CD27
et présentent des caractéristiques similaires aux cellules souches. Elles ont par ailleurs un plus
grand potentiel antiviral que les cellules NK CD27- ou CD27" naives lorsqu’elles sont

transférées a des souris infectées par le ZIKV.

L’ensemble de ces études suggerent que les cellules NK « mémoires» chez la souris
ressemblent a la mémoire immunologique classique et spécifique a 1’antigéne des cellules T et

B, avec des phases d’expansion et de contraction (845-847). De plus, un transfert de cette
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population dans des souris non immunisées permet une réponse plus importante et plus efficace

apres re-stimulation.

Les récepteurs d’activation participent également a I’induction d’une fonctionnalité de type
mémoire des cellules NK. Ainsi, I’engagement du récepteur murin Ly49H médie 1’expansion
des cellules NK mémoires spécifiques et durables (495). Chez 1’Homme, une population de
cellules NK mémoires spécifiques du HCMV a également ét¢ identifiée chez les patients ayant
des antécédents d’infection par le HCMV. Des cellules NK « adaptatives », qui expriment
fortement le récepteur activateur NKG2C, sont largement amplifiées durant I’infection par le
HCMV et participent au contrdle de 1’infection (823,825,826). Le role des cellules NK

mémoires a également été démontré dans de nombreuses autres infections (848).

Le microenvironnementjoue également un réle majeur dans la mise en place de la réponse NK
mémoire (849-851). Cooper et al. ont démontré que les cellules NK de souris pré-activées avec
un cocktail de cytokines IL-12, IL-15 et IL-18 persistent davantage dans le modele murin. De
plus, ces NK produisent des niveaux plus €élevés d’IFN-y lors de la re-stimulation ex vivo par
rapport aux cellules NK témoins (850,851). Apres transfert, les cellules NK pré-activées
montrent également une réponse antitumorale plus robuste et de plus longue durée (852,853).
Chez I’Homme, la pré-activation de cellules NK humaines avec le cocktail IL-12/18/15 confére
une fonctionnalité de type mémoire apres une remise en culture in vitro dans I’IL-15 ou I’IL-2
pendant plusieurs jours. La re-stimulation est également associée a une production plus
importante d'IFN-y (851,852,854) et a une cytotoxicité indépendante des anticorps plus
puissante que les cellules NK seulement activées par 1’IL-15 (855). Cette différence dans la
fonctionnalité des cellules NK pré-stimulées ou non pourrait étre expliquée par la réduction de

I’expression inhibitrice des KIR (856).

En plus d’étre représentées en grand nombre dans la circulation, les cellules NK peuvent résider
dans certains tissus périphériques, tels que le foie, les poumons et la peau. Ce sont les cellules
NK résidentes (trNK). Elles sont également trouvées dans 1’utérus, ou elles varient en nombre

a chaque cycle et lors de la grossesse.
[11. Les cellules NK déciduales

Lors de la grossesse, la decidua basalis est composée de cellules stromales, de cellules
endothéliales et de cellules épithéliales. Ce tissu est également enrichi en cellules immunitaires

qui représentent jusqu'a 40% des cellules totales déciduales (67,857). L’ensemble de ces
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cellules immunitaires est recruté par des chimiokines produites par des DSC et les trophoblastes

qui composent I’interface mere-feetus (858-862).

Parmi les populations immunes, on retrouve une large proportion de cellules NK déciduales
(dNK), qui représentent pres de 70% du total des leucocytes tissulaires (66,857,863). Outre les
cellules dNK, d'autres ILC se trouvent au lit d'implantation, y compris un sous-ensemble
d’ILC1 non-NK, ainsi que des ILC3 NCR" et NCR" (519,864,865). Ces ILC déciduales
partagent des similitudes avec les ILC tissulaires. En effet, lors d'une stimulation in vitro, les
ILC1 déciduales sont capables de produire de 1'l[FN-y alors que les ILC3 NCR™ produisent de
I'IL-22 et de I'IL-8 et les ILC3 NCR" sécretent du TNF-a et de 1'[L-17 (864,865). Leur rdle

fonctionnel exact lors de la grossesse reste encore obscur.

D’autres cellules immunes sont présentes au niveau du tissu décidual maternel, a savoir des
macrophages CD14P°, des cellules dendritiques et des cellules T, qui représentent
respectivement ~20% et ~5 a 10% des leucocytes totaux. La muqueuse utérine du premier
trimestre de grossesse contient également une petite fraction de cellules T invariantes associées
a la muqueuse, ou cellules MAIT (866). A4 contrario, il est observé une quasi-absence de

cellules B ou de plasmocytes, ce qui assure I’invasion des EVT, sans intervention de la réponse

anticorps (867-870).
A. Origine et développement des cellules dNK

Bien que l'origine des cellules dNK reste encore aujourd’hui un sujet a controverse, de
nombreuses hypothéses ont été avancées pour expliquer leur origine et leur développement

(871).

La découverte de précurseurs hématopoiétiques utérins CD34" dans la decidua maternelle,
suggere tout d’abord que les cellules ANK proviennent de progéniteurs CD34" locaux auto-
renouvelés (872). Cette perspective est soutenue par la capacité de ces progéniteurs CD34" de
la decidua a se différencier en précurseurs de type dNK, en présence de DSC épithéliales et

dans un microenvironnement enrichien IL-15 (624,871,872).

La deuxiéme explication possible serait que les cellules ANK proviennent de précurseurs NK
immatures de 1’utérus (624). Une population hétérogene de précurseurs de cellules NK CD34"¢¢
CD117P° CD94"™¢ est en effet présente dans la muqueuse utérine (873). Cette population
pourrait étre recrutée a la périphérie et se différencier en cellules dNK distinctes sous 1’effet du

microenvironnement (871,873).
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Enfin, les cellules dNK pourraient provenir de cellules NK du sang (pNK), recrutées depuis la
périphérie par chimiotaxie (860—862). Cette derniere hypothese est étayée par une double
argumentation. Tout d’abord, les cellules déciduales et les EVT invasifs produisent de grandes
quantités de facteurs solubles, y compris CXCL-10, CXCL-12, CCL-2, CXCL-8, CX3CL-1 et
IL-15 (858-862). Ces divers chémoattractants pourraient favoriser le recrutement des pNK vers
le lit d’implantation. Ensuite, les dNK proviendraient de la conversion des pNK, sous I’effet du
microenvironnement décidual. Il a été démontré que le TGF-B peut convertir les cellules pNK
CD16" en cellules CD16" (874). De maniére similaire, il est connu que les pNK peuvent étre
converties par un cocktail d’IL-15, IL-18 et TGF-f, enrichi dans l'environnement décidual
(874-876). Aujourd'hui, il est indéniablement admis que la pression du microenvironnement
au sein de la decidua conditionne 1'éducation et la génération de cellules dNK avec des
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles uniques, a savoir une grande capacité a
produire un large panel de facteurs solubles et une fonction cytotoxique finement régulée, qui

sont toutes deux nécessaires pour une grossesse réussie.
B. Caractéristiques phénotypiques des cellules dNK

Comme indiqué plus haut, les cellules dNK constituent une des populations les plus importantes
au sein du tissu décidual. En effet, les dNK représentent 70% des lymphocytes et 30% des
cellules déciduales globales. Ce sont des cellules lymphoides innées qui jouent un role

important dans les réponses antivirales et antitumorales.

A l'origine, les cellules NK étaient classées en fonction de I'expression a la surface cellulaire de
lamolécule d'adhésion CD56 et du récepteur Fc, FcyRIIIA CD16. Ainsi, lamajorité des cellules
dNK (~95%) dans 1'utérus sont CD56°"€" CD16". Ces cellules présentent un phénotype unique
caractérisé tout d’abord par I’ expression de marqueurs de résidence tissulaire, a savoir le CD69,
le CD49a, I’intégrine B7 et le CD9, un membre de la famille des tétraspanines (874,877—-879).
Les dNK expriment par ailleurs un répertoire unique de NKR activateurs (NKp46, NKp44,
NKp30, NKG2C, NKG2D et 2B4) et inhibiteurs (NKG2A, KIR2DL1, KIR2DL2/3, KIR2DLA4,
KIR3DL2 et ILT2) (877,880—-882). De plus, plusieurs récepteurs de chimiokines, dont le
CXCR3, CXCR4, CCRI1 et CCRY, sont exprimés par ces cellules (61,877,882).

Cependant, plusieurs de ces NKR ne sont exprimés que par une fraction de cellules, ce qui
suggere que les cellules ANK peuvent avoir différentes fonctions. A titre d'exemple, la majorité
des cellules dNK expriment le marqueur de résidence CD49a et le récepteur de chimiokine

CXCR3, alors qu'une fraction importante de cellules dNK n’exprime ni le CD103 ni le CXCR4
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(879,883,884). De manicre similaire, il a été prouvé que I'hétérodimere CD94/NKG2C et le
récepteur NKp44 se trouvent seulement sur une fraction de cellules dNK (877,880,881,885).

Plusieurs sous-ensembles de cellules ANK avec des profils immunomodulateurs différents ont
¢té identifiés dans la decidua maternelle du premier trimestre (Figure 42). Vento-tormo et al.
ont ainsi démontré que les cellules ANK se divisent en trois sous-types cellulaires, ANK1 a
dNK3 (883). Les dNK1 expriment 1’ecto-ATPase CD39 régulatrice, impliquée dans 1’ induction
d’un environnement immunosuppresseur, le CYP26A1 et BAGALNT. De plus, ce sous-type
présente des niveaux ¢levés des KIR activateurs et inhibiteurs (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DSI1 et KIR2DS4). La forte expression de ces KIR, qui peuvent se lier aux
molécules HLA-C, suggere leur implication dans la reconnaissance des cellules
trophoblastiques fcetales envahissantes (883,886). Le sous-ensemble dANK?2 est caractérisé par
I’expressiond’ ANXA1 et ITGB2. Similairement aux dNK1, les dNK2 expriment les récepteurs
activateurs NKG2C et NKG2E et inhibiteur NKG2A. Enfin, le troisiéme sous-ensemble
exprime le CD160, CD161, TIGIT, ITGB2, KLRBI1 etle CD103 (883).

Figure 42 : Sous-ensembles de cellules dNK au site d'implantation placentaire. Reproduction schématique
des principaux récepteurs exprimés sur trois des sous-ensembles de cellules dNK et de leurs ligands présents sur
les EVT etles DSC (883).

Plus récemment, cinq sous-types de cellules dNK ont été identifiés (884). Les dNKp, qui
expriment le MCMS5, STMNI et PCNA, présentent des propriétés prolifératives. Les dNKI1,
caractérisées par 1’expression du CD39, CSF1 et KI2DL1, montrent une phosphorylation
oxydative et une activité glycolytique. Alors que les marqueurs définissant les ANK2 incluent
XCL1, XCL2 et ZNF683, les cellules ANK3 ont été définies par le CD103, le CD160 et KLRBI.
De plus, elles présenteraient des propriétés cytotoxiques. Enfin, les dNK4, qui expriment le
CD16 et PLACS, présentent une cytotoxicité active. Contrairement aux autres sous-types de

dNK, les dNK4 n’expriment pas le CD94A, marqueur de résidence.

-122 -



Il est bien connu que les cellules ANK reconnaissent les molécules de HLA. Ainsi, il a été
montré que les dNK1 expriment KIR2DL3, KIR2DL1 et LILRBI, qui lient respectivement le
HLA-C et HLA-G. L’expression de ce dernier ligand suggere que cette sous-population de ANK
intervient dans la reconnaissance et la protection des trophoblastes. Les cellules ANK2, comme
les dNK1, expriment modérément le NKG2C, NKG2E et NKG2A, qui lient le HLA-E. Ces
récepteurs ne sont que faiblement exprimés par les ANK3. A 1’inverse, les cellules dNK4

présentent des niveaux ¢élevés de LILRB1, NKG2C et NKG2E.
C. Fonctions des dNK dans la grossesse

La découverte de cellules dNK au site d'implantation, avant méme l'implantation du blastocyste,
a conduit a 1'idée que ces cellules jouent un rdle crucial dans la placentation et le succes de la
grossesse (887). En effet, I'utérus présente la fréquence la plus élevée de NK. Aprées 1'ovulation,
la production d'IL-15 et de prolactine, déclenchée par 1'exposition des cellules stromales a la
progestérone, induit un programme rapide de prolifération et de différenciation des cellules NK
utérines (888). Ces chiffres augmentent encore lorsque l'implantation est réussie et sont
maintenus tout au long du deuxiéme trimestre. Le nombre de cellules ANK diminue a partir du
milieu de la gestation pour atteindre un niveau a peine détectable a terme (66). Malgré des
travaux approfondis sur les cellules dNK, peu de données sont connues sur leurs fonctions

exactes.
a. Contrdle de l'invasion des trophoblastes

L’invasion du tissu maternel par les trophoblastes constitue un processus majeur dans la mise
en place des interfaces materno-feetales. Néanmoins, la régulation de I’invasion des EVT dans
la decidua maternelle est essentielle pour un développement correct du placenta et 1’issue de la
grossesse. En effet, une invasion inadéquate des trophoblastes peut avoir des conséquences
désastreuses et entrainer des pathologies de la grossesse telle que la pré-éclampsie, le retard de

croissance feetal, le travail prématuré ou encore les fausses couches a répétition.

La présence de cellules dNK a proximité des trophoblastes feetaux invasifs et des artéres
spiralées maternelles suggere que ces cellules immunitaires pourraient jouer un rdle central
dans la mise en place d’un microenvironnement décidual bien équilibré pour permettre le
développement et le fonctionnement du placenta, tout en régulant I'invasion des trophoblastes

(41,889,890).
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Plusieurs études suggerent I’intervention de programmes d’éducation spécifiques dans la mise
en place d’une invasion appropriée des trophoblastes, a savoir 1’engagement direct des
récepteurs avec leurs ligands (891-893). Par exemple, les trophoblastes invasifs expriment les
ligands des récepteurs NKp46, NKp44 et NKp30 et I’interaction avec ces récepteurs induit la
sécrétion de facteurs solubles par les cellules ANK (61). La production d'un large panel de
cytokines/chimiokines et facteurs pro-angiogéniques contribue alors a la régulation de
l'invasion des trophoblastes (894). Par exemple, le CXCL-8 et le CXCL-10 favorisent la
migration des trophoblastes, tandis que Ang-2, TNF-a et TGF-f inhibent leur invasion (61,895—
898). De maniére similaire, le VEGF produit par les dNK dirige la migration des trophoblastes
(61). De plus, en modulant le facteur de réponse a I’hypoxie, HIF-1, le VEGF-C contribue a la
différenciation des trophoblastes (899).

A I’inverse, les cellules trophoblastiques exercent un rétrocontrdle négatif sur les cellules ANK

et leur activité, en engageant le récepteur NKG2A via I’expression de HLA-E (900).
b. Contréle du remodelage vasculaire

Le succés de la grossesse dépend également en grande partie du processus de remodelage du
tissu maternel, a savoir la mise en place de vaisseaux résistants qui assurent un apport élevé de

nutriments et d’oxygene au feetus en croissance (505,888).

Les cellules dNK présentes a 1’interface mere-feetus jouent également un réle actif dans le
processus d’angiogenese et de remodelage vasculaire, comme le suggere leur accumulation le
long de la paroi vasculaire des vaisseaux avant I'invasion endovasculaire (889,890). Les cellules

dNK modifient le systéme vasculaire décidual par des interactions directes et indirectes (Figure
43).

L’interaction directe comprend des interactions cellulaires avec des cellules musculaires lisses
vasculaires, des cellules endothéliales et des cellules trophoblastiques. L’engagement direct des
récepteurs des cellules dNK, dont les KIR, avec leurs ligands contribue donc fortement au
remodelage vasculaire utérin. Par exemple, HLA-G, en se liant a ses récepteurs ILT2 et
KIR2DLA4, régule I’activité des cellules NK et favorise la sécrétion de cytokines (Figure 43)
(901).

La production de ces facteurs solubles contribue aussi a la régulation de I’angiogenese et du

remodelage des vaisseaux (47,890,902). De plus, les dNK sécretent également de nombreuses
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MMP qui digérent la matrice extracellulaire endothéliale (890,902). Cette digestion diminue la

cohésion cellulaire et induit I’apoptose des cellules endothéliales.

Figure 43 : Role des cellules dNK et des macrophages dans le développement du lit placentaire. Sous ’effet
du microenvironnement, les cellules NK utérines produisent de nombreux facteurs solubles (cytokines,
chimiokines, facteurs angiogéniques et facteurs de croissance) qui contribuent a I’angiogenése, a 1I’invasion des
trophoblastes mais aussi au remodelage des artéres spiralées. Ce dernier processus est également sous le controle
étroit des macrophages, qui sécrétent aussi un large panel de molécules solubles impliquées dans I’élimination des
cellules apoptotiques et des débris cellulaires (903).

Plus récemment, des données indiquent que les cellules ANK sont également impliquées dans
le processus de tolérance feetale, qui nécessite la mise en place de plusieurs mécanismes
d’inhibition de la réponse immunitaire. On pense que la production de cytokines et de facteurs
de croissance par les dNK a un rdle majeur dans la promotion de la tolérance immunitaire par
l'induction de ligands inhibiteurs sur les trophoblastes feetaux (61,880,904,905). De plus, il a
été rapporté que Tim-3 est exprimé sur plus de 60% des cellules dNK. Les cellules ANK Tim-
3" produisent davantage d’IL-4 et de TNF-a et présentent des taux de perforine plus faibles,
suggérant un role dans la tolérance feetale. Ainsi, il a été démontré que 1’expression de Tim -3
par les dNK est diminuée dans les fausses couches humaines, indiquant 1’importance des
cellules Tim-3" ANK dans le maintien d’une grossesse normale. Enfin, la production d’ INF-y
par les dNK contribue au maintien de la tolérance feetale en supprimant I’inflammation et la

différenciationdes Th17.
c. Production de facteurs solubles

Bien que les cellules dNK fraichement isolées et non stimulées produisent a peine de I’IFN-y

ou du VEGF-A, une analyse du transcriptome et du sécrétome des cellules dNK a révélé
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qu’apres stimulation par I’[L-2 et I’IL-15, les cellules dNK produisent un large panel de
cytokines dont I’[FN-vy, le TNF-a, le GM-CSF, le TGF-B et I’IL-10 (61,906,907). Ces cytokines
sont impliquées dans la mise en place d’un environnement pro-inflammatoire et pro-
apoptotique, qui induit la mort des cellules endothéliales et des cellules du muscle lisse de la

paroi vasculaire.

De surcroit, il a été montré que les dNK sécrétent des chimiokines dont le CXCL-8, le CCL-3,
le CCL-4, le CCL5, le CXCL-10 ou le CXCL-12, et des facteurs angiogéniques incluant Ang-
2, PLGF, EGF, VEGF-A, mais aussi VEGF-C qui peuvent induire 1’expression de ligands
inhibiteurs sur les trophoblastes (904,908). Enfin, les cellules ANK produisent le MMP-2 et le
MMP-9, essentiels dans le remodelage placentaire (909).

d. Potentiel cytotoxique

Bien que ces cellules expriment des récepteurs activateurs fonctionnels et un panel complet de
molécules cytotoxiques (granzymes, granulysine et perforine), les cellules dNK sont

dépourvues de cytotoxicité dans le contexte d’une grossesse saine.

L'absence de cytotoxicité est tout d'abord attribuée a une polarisation défectueuse du MTOC,

entrainant la formation d'une IS immature (910).

I a également ét¢ démontré que le récepteur 2B4, présent a la surface des cellules dANK, échoue
dans I'induction des signaux d'activation enraison de I'absence de 1a molécule adaptatrice SAP,

qui intervient dans la signalisation activatrice (911).

Le contrdle de la fonction cytotoxique des cellules dNK s'explique également par I'engagement
du récepteur inhibiteur CD94/NKG2A avec son ligand HLA-E, exprimé constitutivement par
les trophoblastes (900). La liaison de NKG2A avec son ligand inhibe les signalisations
activatrices tandis que les signalisations inhibitrices dominantes maintiennent les ANK dans un

état non-cytolytique (881).

La sécrétion du facteur pro-angiogénique VEGF par les cellules dNK exerce également un
rétrocontrole négatif sur la réponse des cellules dNK. Le VEGF a la capacité d’augmenter
I’expression du transporteur TAP, qui intervient dans la voie de présentation des antigeénes par
le CMH-I. L’augmentation de 1’expression des molécules de CMH-I a la surface des cellules
cibles inhibe I’activation des cellules dNK et 1'acquisition de leurs fonctions lytiques en

engageant les récepteurs inhibiteurs (912,913). Enfin, les trophoblastes expriment des
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inhibiteurs d’apoptose tels que le XIAP et les serpines, qui inhibent I'activité des granzymes et

protégent les cellules cibles contre la lyse induite par les cellules ANK (914,915).

Néanmoins, des études récentes ont permis de démontrer, par des tests de lyse redirigée, que
les cellules dNK ont bien un potentiel cytotoxique. L'engagement des récepteurs NKp46 et
NKG2C ou la stimulation par des cytokines telles que 1'lIL-15, I'lL-2 ou I'IL-6, peut induire
I’expression des NCR activateurs, mobiliser la machinerie lytique, déclencher des fonctions
cytotoxiques des cellules dNK et induire leur dégranulation (910). De maniére similaire, il a
été démontré qu’en contexte infectieux les ANK présentent une grande plasticité fonctionnelle

qui leur permet d’acquérir leurs fonctions effectrices et de devenir cytotoxiques (877,885).
e. Mémoire dNK

Alors que les cellules NK ont été considérées comme des cellules a vie courte pendant de
nombreuses années, de plus en plus d’études suggerent que les pNK développent un phénotype
de mémoire de longue durée, notamment pour les virus induisant une forte cytotoxicité.
« L’entrainement » des cellules dNK lors de la grossesse ainsi que le développement d’un type

mémoiren’a que peu été décrit et est toujours sujet a débat (847).

Pourtant, I'existence d'une immunité utérine « entrainée » et le développement de cellules ANK
« de type mémoire » au cours des grossesses ultérieures pourrait expliquer pourquoi une

placentation déficiente est moins fréquente (Figure 44).

Ainsi, des études récentes rapportent 1’existence d'une population spécifique de cellules
NKG2C"Meh LIRB1* dNK dans la decidua de femmes ayant déja eu un premier enfant (916). La
co-expression de NKG2C et du récepteur de haute affinité pour le dimére HLA-G suggerent
que ces cellules dNK « entrainées » appartiennent au sous-ensemble dNK1 (884). La capacité
des cellules NK « de type mémoire » amorcées par I'IL-15 a produire des quantités élevées
d'IFN-y et de VEGF-A lors de la liaison aux récepteurs NKG2C/E et LIRB1 est une différence

majeure avec les autres cellules NK « a mémoire » qui produisent seulement de I’IFN-y (916).

-127 -



Figure 44 : Mise en place d'une réponse dNK « mémoire » lors de la premiére grossesse. Un sous-ensemble
unique de cellules ANK, dont la réponse est plus spécifique et plus rapide, existe dans les grossesses postérieures.
Ces cellules expriment des quantités accrues de NKG2C et LILRBI1 et sécrétent des niveaux plus importants
d’IFN-y et de VEGF-aq, ce dernier favorisant la vascularisation (916).

Ainsi, €lucider le rdle potentiel de I'immunité des cellules dNK « entrainées » constitue une
nouvelle étape vers une meilleure compréhension de la physiopathologie des troubles de la

grossesse et le développement de nouvelles interventions thérapeutiques.

D. Défautsdans la réponse NK et complication de la grossesse

Des défauts de I’invasion de I’endométre par les EVT induisent des pathologies parfois séveres
de la grossesse, qui peuvent conduire a 1’échec de cette derniere et a la mort de 1a mere et/ou
du feetus. La forte proportion de cellules dNK au premier trimestre de grossesse ainsi que leur
role essentiel dans le contrdle de I’invasion trophoblastique en fait des candidates naturelles
pour expliquer ces pathologies. Leur hypo-réactivité lors des premiéres grossesses pourrait

expliquer une placentation déficiente et les troubles de la grossesse (917).

a. Défautd’implantation

Le défaut d'implantation embryonnaire récurrent (RIF) est un trouble associé a des

manifestations physiologiques et psychologiques potentiellement dévastatrices pour les
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personnes affectées. Bien que sa prévalence ne soit pas rare, les mécanismes impliqués dans la
pathologie sont encore peu connus. Alors qu’un grand nombre d’études suggere que seuls
I'embryon et I'endométre sont impliqués dans le processus d'implantation, des études plus
récentes indiquent que 1'auto-immunité systémique et spécifique a un organe est associée a une
prévalence accrue des défauts de placentation, faisant du rdle du systéme immunologique

maternel un concept clé dans la pathogenése.

Il est connu que I'équilibre délicat entre les cytokines Thl et Th2 contribue a la tolérance
immunitaire feeto-maternelle pendant la grossesse. En sécrétant des cytokines pro-
inflammatoires telles que I’IL-2 et I'INF-y, les cellules Thl améliorent la fonction de
cytotoxicité des cellules NK, inhibant ainsi l'implantation embryonnaire et ses développements
ultérieurs. 4 contrario, les cellules Th2 maintiennent I’équilibre et protégent I’embryon contre
les attaques du systéme en produisant des cytokines anti-inflammatoires dont 1'lL-4 et I'L-10,

qui suppriment les réponses Thl (918).

Un défaut dans 1'équilibre Th1/Th2 est associé a une augmentation dans la proportion de
cellules NK dans I’utérus (919-921). Les cellules NK utérines présentent par ailleurs un profil
modifié activé, caractérisé par une augmentation de leur potentiel cytotoxique et une
dérégulation dans la production de cytokines (922,923). Un nombre plus important de dNK
dans I’endométre favorise le processus de vascularisation, induisant ainsi un contact prématuré

avec la circulation maternelle et un stress oxydatifexcessif (924,925).

Il est cependant admis qu’un nombre élevé de cellules dNK n'est qu'une partie d'un ensemble
complexe d'anomalies immunitaires et vasculaires trouvées dans 1'endomeétre des femmes

présentant des défauts d’implantation (923).
b. Défautde placentation et pré-éclampsie

Des études génétiques ont établi que 1’interaction entre les récepteurs NK et leurs ligands est
un facteur essentiel dans la bonne collaboration entre cellules ANK et EVT (917). Ainsi, une
modification dans 1’équilibre entre les signaux activateurs et inhibiteurs peut contribuer a des
défauts de placentation et a I’apparition de la pathologie (926,927). En effet, une altération des
interactions entre les EVT et les dNK peut conduire a 1I’induction de forts signaux inhibiteurs
qui altérent les fonctions des dNK, a savoir la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques et de

chimiokines, impliqués dans le processus de remodelage vasculaire (928).
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C'est donc un défaut dans la fonction et I’interaction entre les cellules dNK, les cellules
trophoblastiques et les autres cellules immunes déciduales qui provoquerait une invasion
insuffisante des cellules trophoblastiques, entrainant un remodelage inadéquat des artérioles
spirales utérines et une formation placentaire défectueuse, associé a 1’apparition de la pré-

¢clampsie (929).

Le réle des dNK dans la pré-éclampsie est cependant encore sujet a controverse. En effet, alors
que certaines études ont démontré des concentrations plus élevées de ce type cellulaire (930),
d’autres ont observé une expression plus faible des cellules dNK dans les grossesses pré-
éclamptiques (931-933). De plus, une modification dans les niveaux de diverses cytokines
produites par les dNK contribuerait a une perturbation du microenvironnement décidual et a
’apparition de la pathologie (930,934-936). Par exemple, une perturbation dans la production
d’IL-15 modifie la maturation des cellules NK utérines et stimule la production d’INF-y,

délétére dans I’invasion des trophoblastes (937). Autre exemple, une variation dans les niveaux

de TGF-B1 supprime la fonction des cellules dNK (938).

De maniére similaire, il a également été démontré que les pathologies de placentas increta ou

accreta observées lors de certaines grossesses sont aussi liées a une réduction dans le nombre

de cellules dANK (939).

Ces données suggerent que les cellules ANK jouent un réle majeur dans le processus d'invasion
placentaire anormale, sans pour autant influencer le site d’implantation placentaire. Elles
permettent aux EVT d’envahir profondément le tissu utérin, tout en prévenant leur invasion

démesurée dans la paroi utérine.
c. Faussescouches répétées

Trés récemment, il a été admis que des facteurs immunologiques pourraient contribuer a
’apparition de cette pathologie chez la femme enceinte. Une étude récente a démontré qu’un
déséquilibre dans laréponse lymphocytaire Th1/Th2 aun lien avec cette pathologie. Lors d’une
grossesse saine, les cellules ANK sécrétent diverses cytokines de type Thl, telles que le TNF-
a, I'IFN-y et I'lL-12, qui agissent en synergie a l'interface materno-feetale. De plus, les cytokines
de type Th2 qu’elles produisent, jouent un role dominant dans la protection de I'embryon semi-
allogéne du rejet (940-942). A D’inverse, dans cette pathologie, la réponse Thl/Th2 est

déséquilibrée vers la voie Thl et 'augmentation des cytokines Thl entraine l'activation et la
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prolifération des dNK, comme cela a été observé chez les femmes présentant cette pathologie

(943-947).

De plus, il a été montré que la pathologie est associée a une modification dans le phénotype des
cellules ANK CD56" CD16~ qui deviennent CD56%™ CD16" (948). Les cellules dNK
présentent alors une cytotoxicité plus élevée envers les cellules feetales, ce qui contribue a
I’avortement spontané (944,949,950). Enfin, un autre sous-ensemble de cellules NK utérines,
les dNK productrices d’IL-22, s’est avéré étre régulé différemment chez les femmes atteintes
d’ASR. Une augmentation de la proportion de cellules produisant I’IL-22 a en effet été détectée
dans I’endometre des patientes (951,952). Les cytokines déciduales contribuent donc largement

a I’apparition de la pathogenese (953).
d. Retardde croissance intra-utérin

Alors que certaines études indiquent qu’une augmentation de la population de cellules dNK est
responsable de cette pathologie associée a la grossesse, des travaux plus récents suggeérent que
la réduction du nombre de cellules dNK a I’interface materno-feetale induit une cascade
d'événements contribuant a une altération de 1'invasion des trophoblastes et du remodelage
vasculaire (931,954), entrainant finalement une transformation des artéres spiralées et une

modification de la vasoconstriction, deux caractéristiques du retard de croissance (955,956).

De plus, d’autres études ont rapporté que la modification dans la proportion des cellules ANK
est associée a une altération de leur phénotype, de leur profil cytotoxique et de leur production
de facteurs solubles (929,957). Un changement du phénotype des cellules NK CD56" CD16~
vers un phénotype CD56" CD16", plus cytotoxique, a en effet été observé. Aussi, une
augmentation de la production de cytokines a €té rapportée dans les lymphocytes déciduaux

(957).
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Objectifs
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Durant la grossesse, le foetus est séparé de la mére par les interfaces materno-feetales dont, la
decidua, sur laquelle vient s’implanter le placenta. Bien que ces interfaces constituent des
barrieres protectrices efficaces, elles ne sont pas totalement imperméables. En effet, elles
permettent de nombreux échanges (nutriments, oxygene, hormones, déchets, ...) essentiels au
développement du feetus. Néanmoins, malgré la protection robuste de ces interfaces via les
multiples cellules immunitaires qui les composent, certains pathogeénes qui infectent la mere
peuvent atteindre la decidua, franchir la barriére placentaire et se disséminer au feetus, pour
causer des infections congénitales. Ces infections sont alors associées a une grande mortalité
maternelle et feetale lors de la grossesse. Parmi ces virus, on trouve notamment le virus ZIKA
(ZIKV), responsable de 1’épidémie majeure en 2016 au Brésil. La réémergence du virus a
rapidement été associée a de nombreux cas de transmission verticale lors de la grossesse, a des

malformations chez le nouveau-né (microcéphalie) et a des pathologies placentaires.

Apres 1’épidémie de 2016, mon équipe a rapidement eu acces a la souche endémique
d’ Amérique latine (souche asiatique), afin de développer un modele trés pertinent de culture in
vitro d’infection par le ZIKV. Ce mode¢le, combiné a des techniques développées et optimisées
au sein de mon équipe, a tout d’abord permis de définir le large tropisme du ZIKV a I’interface
meére-feetus durant le premier trimestre de grossesse, mais également de caractériser la
pathogeneése du virus a 1’interface materno-feetale. De plus, mon équipe a ceuvré pour identifier
les conséquences de 1’infection par le ZIKV sur la fonction sécrétrice du placenta. Nous avons
ainsi été les premiers a décrire 1’interaction entre le ZIKV et la machinerie métabolique de la
cellule hote, révélant ainsi une nouvelle voie d’immunomeétabolisme actif lors d’une infection
virale. Enfin, mon équipe et moi-méme avons cherché a caractériser 1’effet du virus sur la

réponse immunitaire maternelle locale de 1’ utérus gestant.

Compte tenu de ces premieres données, nous avons €émis I’hypothése que 1’infection par le
ZIKV est aussi associée a une perturbation du microenvironnement cytokinique decidual, qui
conditionnerait la mise en place d’une réponse immunitaire innée efficace. Aussi, mon projet
de these a consisté a aller plus loin dans la caractérisation de la réponse immune au premier
trimestre de grossesse. Nous avons ainsi ¢tudi¢ la réponse interféron/ISG en contexte
d’infection par le ZIKV. Un autre objectif de ma these a été de caractériser I’effetde 1’ infection
sur la régulation des fonctions effectrices des cellules dNK. Les résultats préliminaires
suggéraient en effet que les cellules dNK, présentes en grand nombre dans la decidua,
participaient au contrdle de I’infection par le ZIKV. Nous avons ainsi émis I’ hypothése que les

cellules dNK limitaient la transmission verticale du virus et protégeaient le feetus de 1’infection
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congénitale. Finalement, nous avons cherché a identifier les récepteurs impliqués dans
I’infection des cellules déciduales, afin d’¢laborer une stratégie thérapeutique antivirale
innovante, qui limiterait I’infection par le ZIKV en inhibant les premiéres étapes de 1’entrée

virale.
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Le virus ZIKA (ZIKV) a ré-émergé en 2015-2016 en Amérique Centrale et du Sud et I’épidémie
a été associée a de graves complications a la fois chez la mere infectée (pathologies
placentaires) et chez le feetus en développement (syndrome congénital, défauts dans le neuro-
développement) (220,223). Ces défauts de la grossesse et ces malformations foetales ont par

ailleurs des répercussions plus graves lors d’une infection au premier trimestre de grossesse.

Ainsi, mon projet de thése a pour but de comprendre la pathogenése du ZIKV a l'interface
materno-feetale au cours des premiers mois de la grossesse. Pour ce faire, en mars 2016, la
souche asiatique de ZIKV a été isolée au laboratoire de virologie du CHU de Toulouse a partir
d'un don de sperme d'un patient infecté et le virus a été¢ amplifié dans notre laboratoire. De plus,
les prélévements utilisés pour réaliser cette étude ont été obtenus en collaboration étroite avec

les obstétriciens et le personnel hospitalier de 1’hopital Paule de Viguier.

Ces échantillons ont constitué la principale difficulté technique de ce projet de theése, du faitde
leur rareté, de leur exploitabilité, de la variabilité dans le terme d’interruption de la grossesse
et finalement des conditions d’obtention, dépendantes de 1’autorisation et de la signature du
consentement médical. De plus, les dNK, purifiées depuis ces prélévements et utilisées dans
notre mod¢le in vitro de co-culture, constituent un sous-type cellulaire de la decidua basalis a
courte durée de vie, difficiles a maintenir en culture apres purification. Finalement, la variabilité
inter-donneurs existante a constitué une barriere technique majeure, notamment pour les

expériences d’infection in vitro.

Dans un premier axe de mon projet de thése, nous avons cherché a caractériser 1’effet de
I’infection sur le microenvironnement décidual. Les résultats obtenus par le précédent
doctorant, Jordi Gouilly, suggéraient que [I’infection par le ZIKV modifiait le
microenvironnement décidual et induisait une altération dans 1’expression des ligands de
certains récepteurs des cellules NK. Ainsi, nous avons observé que le ZIKV impacte de manicre
significative la sécrétion de divers facteurs solubles par les cellules déciduales (cytokines pro-
inflammatoires, molécules d’adhésion, chimiokines, etc.), mais également 1’expression des
ligands des récepteurs NK (ligands de stress, ligands des NKR, HLA-ABC et HLA-E) et la

réponse interféron.

En parall¢le, nous nous sommes intéressés aurdle du systéme immunitaire de la decidua basalis
dans le controle de 1’infection. Des €tudes précédentes ont permis de prouver que les cellules
déciduales permettent une réplication efficace du ZIKV (259). Cependant, la transmission in

vivo du ZIKV au feetus n’est pas systématique. Ces données suggerent donc 1’existence de
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mécanismes antiviraux qui limitent I’infection a 1’interface materno-feetale. Le premier
trimestre de la grossesse étant caractérisé par la présence d’un nombre ¢levé de cellules ANK
(30% des cellules déciduales totales) (38), ces cellules ont constitué donc un candidat idéal pour

expliquer le controle de I’infection.

Les résultats obtenus nous ont permis d’émettre 1’hypothese que les cellules ANK pouvaient
étre impliquées dans le controle de I’infection par le ZIKV afin de limiter la dissémination du
virus au feetus. Afin de tester cette hypothése, nous avons co-cultivé des dNK avec des cellules
stromales déciduales (DSC) infectées autologues et nous avons mis en évidence que les ANK
inhibent la production virale dans les DSC, notamment lorsqu’elles sont présentes a des temps
précoces de 1’infection. Afin d’identifier les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués
dans ce contrdle, nous avons réalisé des expériences de co-culture en chambre double. Ces
expériences nous ont permis de montrer que le contréle de 1’infection nécessite un contact
cellulaire direct entre les ANK et les cellules cibles, tandis que les facteurs solubles présents

dans les surnageants de culture ne sont pas impliqués dans ce contrdle.

Aprées avoir caractérisé laréponse anti-ZIKV a I’ interface materno-feetale, nous avons poursuivi
nos travaux en identifiant les récepteurs impliqués dans I’entrée du virus dans les DSC. Nous
avons mis en évidence le role majeur et exclusif du récepteur TAM AxI et de son ligand Gas6
dans I’infection par le ZIKV des DSC. De plus, nous avons mis en évidence que I’inhibition de
la fonction d’ Axl, par blocage compétitif de son ligand naturel, pourrait protéger les cellules de

I’interface materno-feetale de I’infection et réduire la charge virale.

Nos résultats, associés a d’autres articles publiés durant la méme période, ont permis de
caractériser la pathogenése du ZIKV a I’interface materno-feetale durant le premier trimestre
de grossesse, ainsi que la réponse immunitaire associée (958). Ces travaux, dont je suis co-

premier auteure, seront soumis pour publication.
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Graphical Abstract

Abstract

Decidual NK (dNK) cells account for 70% of leukocytes in the first trimester decidua,
where they produce an array of soluble factors that are mandatory for successful
placentation and for the development of the semi-allogenic fetus but also can limit the
dissemination of pathogens to the fetal compartment thanks to their functional
plasticity. We previously revealed that Zika virus (ZIKV) can replicate in a broad range
of maternal and fetal cells from first-trimester placenta. Even though the maternal-to-
fetal transmission of ZIKV is not systematic, keeping the rate of congenital infection
low is quite challenging. Within this notion, we investigated in this study how the
maternal decidua can act as a natural barrier of ZIKV infection. Our study reveals that
whether through their interactions with dNK cells or their production of large array of
proinflammatory cytokines, decidual stromal cells (DSCs) are main regulators of ZIKV
infection during pregnancy. We also validate the functional role of Axl as a crucial
receptor for ZIKV entry in DSCs and demonstrate that targeting it at the early stage of
the infection is efficient to drastically reduce virus pathogenesis at the maternal-fetal

interface. Collectively, our results provide insights into the mechanisms through which
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ZIKV infection and spreading could be limited, and suggest that circumventing virus

entry at the maternal-fetus interface as potential strategy to limit virus dissemination to

fetal tissues.

Introduction

The establishment of immune-privileged
fetal-maternal interfaces, including the
implantation site also called decidua
basalis (decidua), is a main hallmark of
pregnancy. During the first trimester of
pregnancy, the maternal decidua hosts a
large number of innate lymphoid cells,
mainly tissue resident NK cells and some
recruited cells from the peripheral NK cell
pool. Decidual NK (dNK) cells account
for 70% of leukocytes in the first trimester
decidua (4-6). The majority of these
tissue resident cells are CD56PnoM
CD16"e9
activating and inhibitory NK cell receptor
(7-10). healthy

pregnancy, dNK cell responses are finely

and express most of the

repertoire During

regulated through interactions with
maternal decidual stromal cells (DSCs),
as well as other immune cells and fetal
trophoblast cells thatinvade the maternal
Although dNK cells own

functional lytic machinery, they are not

decidua.

cytotoxic under healthy conditions and
rather produce an array of soluble factors
that are mandatory for successful
placentation and for the development of
the semi-allogenic fetus (11,12). Yet,

dNK cells are also endowed with

functional plasticity that allows them to
unleash their cytotoxic function and limit
the dissemination of pathogens to the

fetal compartment (13,14).

Zika Virus (ZIKV) is a single-strand
positive-sense RNA virus that belongs
to the Flaviviridae family. ZIKV infection
manifests with mild symptoms in healthy
adults, but it can cause Guillain-Barré
syndrome (GBS) and
congenital abnormalities referred to as
Zika Syndrome (CZS) in

fetuses and offspring born to expectant

life-threatening

Congenital

mothers infected in early pregnancy.

Major developmental abnormalities
including the devastating microcephaly
occur when ZIKV crosses the placenta in
early pregnancy, but, the mechanisms
involved are far from being fully
elucidated (1,2). Our previous studies,
and others, revealed that ZIKV can
replicate in a broad range of maternal
and fetal cells from first trimester
placenta (3). Nonetheless, maternal-to-
fetal transmission is not systematic,
emphasizing the effectiveness of the
placenta as a natural barrier and
suggesting the existence of efficient

antiviral mechanisms during pregnancy.
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Little is known about how ZIKV infection
can be contained during pregnancy
although understanding the mechanisms
by this control occurs is fundamental for
developing strategies that could prevent
maternal-fetal transmission. By using
first trimester samples and an ex vivo cell
culture model, we aimed at furthering this
fundamental knowledge. Our findings
revealed that ZIKV infection shapes the
inflammatory  environment of the
maternal-fetal interface inducing major
phenotypic and functional changes in
decidual cells enabling dNK cells to
sense and limit early ZIKV dissemination
to fetal cells. Importantly, our results
disclose Axl as a main ZIKV entry
receptor and propose its targeting as an
eventual strategy that could prevent

congenital infection.
Results

ZIKV infects first-trimester maternal
decidual stromal cells and alters their
NK cell receptor ligands

During pregnancy, dNK cell response is
finely regulated through interactions with
maternal decidual stromal cells (DSCs).
Therefore, to determine the eventual
contribution of dNK cells in controlling
ZIKV infection during pregnancy, we
analyzed the ability of the ZIKV Asian
strain to infect freshly isolated first

trimester DSCs. Cells were infected with

ZIKV at 6 X 10
(equivalent to a MOI of 1), and the

RNA copies/ml
percentage of infected DSCs was
evaluated at different days post-infection
(dpi). Analysis of the NS3 viral protein
expression revealed a progressive rising
of infection, with approximately 30-60%
of infected DSCs at 3 dpi (Figure 1a). A
slight decline in the number of infected
cells was observed at 5 dpi probably due
to the virus cytopathic effect (Figure
S1a).

Major histocompatibility complex (HLA in
humans) class | antigens are expressed
in the maternal decidua and play a
central role in fine-tuning dNK cell
functions (22). Flaviviruses, including
ZIKV, are known to interfere with the
expression of these HLA antigens as well
as with the stress ligands, both
considered as major regulators of NK cell
function. We, therefore, investigated the
impact of ZIKV infection on HLA class |
and NK cell receptor ligands expression
by DSCs. ZIKV infection

significant increase in the expression

induced a

levels of the constitutive classical HLA-
A/B/C as evidenced by increased mean
fluorescent intensity (MFI) at 3 dpi
(Figure 1b),

increased both the percentage and the

while it significantly

expression level of the non-classical

HLA-E antigens (Figure 1c). Similar
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results were observed at 5 dpi (Figure
S1b).

Although at DSCs

constitutively express several ligands of

variable levels,
NK cell receptors including ligands for
NKG2D (NKG2DL), NKp46 (NKp46L),
NKp44 (NKp44L), and NKp30 (NKp30L).
While  ZIKV

infection  significantly

increased
NKp44L (Figure 1d), it did not alter the

expression of other ligands of NK cell

the expression level of

receptors (Figure S1d and S2). Taken
together, these results suggest that ZIKV
infection increases the levels of some
specific stress ligands that could trigger
engagement of NKR and NK cell

activation at the maternal-fetal interface.

Figure 1. ZIKV infection of decidua stroma cells modulates the expression of key NK

cell receptor ligands. a. DSCs were challenged with ZIKV at a MOI of 1. ZIKV viral production

determined 3 d.p.i by flow cytometry using anti-NS3 antibody, followed by fluorochrome-

conjugated secondary antibody staining. Uninfected (white dots), ZIKV-infected (red dots)

DSCs. b-d. Cell surface expression of specific NK cell receptor ligands at 3 dpi determined by

FACS on live cells on uninfected (white) and infected (red) DSCs. Percentage and mean
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fluorescence intensity for the expression of HLA-ABC (b), HLA-E molecules (c) and NKp44

ligands, NKp44L (d). Data sets represent mean values + SEM determined from at least five

independent donors. P values are computed using paired two-tailed Student’s t test. *p<0.05,

**1<0.01, **p<0.001.

Decidual NK cells control decidua
early ZIKV infection

We then
autologous co-culture model, whether
the interaction of dNK cells with ZIKV-
infected DSCs
activation and cytolytic functions to
DSCs were
infected at a MOI of 1, and co-cultured

investigated  within  an

could trigger their

control viral infection.
with purified autologous dNK cells at a
1:5 ratio for 3 and 5 days. Viral replication
was monitored over time in culture
supernatants by qRT-PCR. After 3 days
of co-culture, dNK cells efficiently
controlled ZIKV replication in autologous
DSCs (Figure 2a). Viral load did not
increase over time and was similar to the
residual 10" RNA copies/ml observed at
day 0 post exposure to ZIKV, compared
to infected DSCs cultured in the absence
of dNK cells (Figure 2a). The control was
less efficient when dNK cells were added
at later time post-infection, dropping to
less than 50 % at 3 dpi and was lost at 5
dpi (Figure 2a).

We next determined whether viral control
is mediated through direct cell-to-cell
soluble

contact or production of

mediators. The ability of dNK cells to

control viral infection drastically dropped
when co-culturing was performed within
which

double-chamber system,

prevented their physical interaction,
indicating that the control of the infection
occurs mainly through cell-to-cell contact
(Figure 2b). To further confirm, we
evaluated the capacity of conditioned
media (CM) collected from dNK cells-
DSCs cocultures to ZIKV
replication. Fresh DSCs were then

cultured in UV-inactivated CM before

control

and after exposure to ZIKV inoculum, to
avoid infection bias, and viral genome
replication was monitored overtime. CM
also failed to restrict viral replication in
DSCs (Figure 2c), further confirming that
the soluble factors produced by dNK
cells do not play an active role in dNK-

mediated control of ZIKV replication.

Cellular contact between NK cells and
through the

formation of dynamic structures called

their targets proceeds

immune synapses (IS) to deliver the
lethal hit through the secretion of lytic
granules containing perforin (29). To
confirm that dNK-mediated control of
ZIKV

interactions, we therefore, evaluated the

occurs through cell-cell
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capacity of dNK to form IS with
ZIKV-infected DSCs.
Conjugate formation between dNK cells
ZIKV-infected
autologous DSCs was analyzed after 20

autologous

and uninfected or

min of interaction by monitoring perforin

localization and polarization to the

immune synapse using confocal

microscopy. Even though we observed
dNK cells forming conjugates with both

uninfected and ZIKV-infected target

cells, polarization of perforin to the IS
only occurred in conjugates with ZIKV-

infected cells (Figure 2d).

Thus, dNK cells in the decidua can
ZIKV

dissemination through direct cellular

efficiently control and limit

interactions with infected DSCs, yet, this
control occurs only at early time of
infection.
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Figure 2. dNK cells efficiently control DSCs infection. DSCs were infected with ZIKV at a
MOI of 1 and co-cultured with autologous dNK cells at a ratio 1:5. a. ZIKV-infected DSCs
cultured alone (red line) or with autologous dNK cells added at day O (blue line), day 1 (dotted
black line), day 2 (dotted grey line) or day 3 (black line) post-infection. b. ZIKV-infected DSCs
cultured alone (red), with autologous dNK cells in the same well (blue) or separately by a
0.4pM porous membrane in transwell system (green). c. Fresh DSCs cultured in the presence

of UV-inactivated conditioned media (CM) collected at 3 and 5 dpi from cocultures of dNK cells
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with uninfected (grey) and ZIKV-infected DSCs (white). ZIKV-infected DSCs (red) are used as

a positive control for ZIKV infection. a-c. Viral loads are determined by qRT-PCR in cell-free

culture supernatants, collected following the indicated time points dO, d3 and d5. Data sets are

presented as mean values +tSEM from at least three independent donors. P values are

computed using paired two-tailed Student’s t test. *p<0.05, **p<0.01. d. Uninfected and ZIKV-

infected DSCs plated on glass coverslips incubated with autologous dNK cells for 20 min at

37°C. Representative images of conjugates with maximum intensity projection are shown.

Lytic granules containing perforin (red), ZIKV-env protein (green), a-tubulin (blue) and DAPI

nuclei (cyan). Scale bar, 10 ym.

Microenvironment of infected decidua

contributes to limiting ZIKV

dissemination

Beyond their interaction with dNK cells,
DSCs produce various soluble factors
and contribute actively to the decidua
microenvironment which is mandatory to
ensuring immune tolerance of semi-
allogenic conceptus, trophoblast
attraction, and vasculature remodeling
(11). Because our results demonstrated
that the contribution of dNK cells to
restraining congenital ZIKV infection is

limited to early phases of infection, we

investigated whether DSCs through
miscellaneous secreted factors, could
contribute to controlling ZIKV

propagation during pregnancy. Within
this notion, we analyzed the secretion
profile of uninfected and ZIKV-infected
DSCs. ZIKV infection of DSCs was
associated with a significant increase in
the level of IL-6, sICAM-1, CCL2 and
CCL5 as well as the CXCL1, CXCL8 and

CXCL10 chemokines (Figure 3a-c),

whereas other analytes, either showed
variable tendency to increase without
reaching significance (IL-1RA, LAP,
CCL4, sFasL, TRAIL, M-CSF, and
VEGF-A) or did not vary
(metalloproteases) upon exposure of
DSCs to ZIKV (Figure S3).

Importantly, DSC infection by ZIKV also
altered the level of the well-known first
line of defense

against invading

pathogen interferons
(IFNs) (23). Namely, ZIKV infection was

associated with a significant increase in

infections, the

the level of IFN-y, variable tendency to
increase the level of IFN-A1 and IFN-
A2/3, but did not genuinely affect the level
of neither IFN-a nor 3 (Figure 3d). These
observations prompted us to test
whether ZIKV regulate the IFN-y and
IFN-A at the transcriptional level by qRT-
PCR. As depicted in figure 3e, ZIKV
infection significantly increased mRNA
level of both type Il and type Il IFNs in
DSCs.

transduction cascade(s) leading to the

Because IFNs activate signal
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induction of hundreds of interferon-
stimulated genes (ISGs), that are critical
for controlling viral pathogenesis through
a variety of mechanisms (24,25), we then
assessed the effects of ZIKV infection on
downstream IFN signaling pathways, by
measuring different ISGs expression.
We selected a set of model genes (IRF3,
IRF7, ISG15, 1SG20, Mx1, Viperin and
IFI16) (Table 1) and used a gRT-PCR-
based expression analysis. In
comparison with our
gene, we observed that IRF3, 1SG20,

Viperin and IF16 genes were significantly

housekeeping

activated at levels ranging from 2- to >4
fold (Figure 3f). No significant differences
were observed for IRF7, ISG15 and Mx1
(Figure S3). Thus, our results suggest
that ZIKV infection is associated with a

robust IFN and ISG response.

To provide a meaningful breadth to DSC
ZIKV

determined the antiviral potency of IFNs

response to infection, we

during ZIKV infection. We choose IFN-y

as a representative IFN, since it can be

produced not only by the DSCs but also
by other cells including NK and T cells.
ZIKV-infected DSCs were treated with
recombinant human IFN-y, and viral
replication was monitored in culture
by qRT-PCR. IFN-y

strongly controlled the infection when

supernatants

DSCs were treated concomitantly to their
exposure to ZIKV particles. The inhibition
rate of ZIKV genome replication reached
almost 95% at 3 dpi and 5 dpi. This
control was progressively lost when the
antiviral cytokine was added later in the

infection (Figure 3g).

Taken together, our results demonstrate
that ZIKV
production of key chemokines (CCL2,
CCL5, CXCL1, CXCL8 and CXCL10)

recognized as major chemoattractant for

infection increase the

various immune cell types to the inflamed
or infected sites, but also elicits a robust
type Il and type Il IFN response that can
efficiently contribute to controlling early

steps of ZIKV infection.
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Figure 3. ZIKV infection modulates the decidual environment and the interferon
response. DSCs were infected with ZIKV at a MOI of 1 for 24 hours. a. Cytokines, b. CCL-
chemokines, c. CXCL-chemokines, d. IFN-a, IFN-B, IFN-y, IFN-A1 and IFN-A2/3, quantified in
the supernatant using a 42-multi-plexed cytokine assay. e-f. Total mRNA extracted 3 dpi and
transcripts quantified using qRT-PCR and specific primers for IFN-y, IFN-A1, IFN-A2/3, IFI6,
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IRF3, 1SG20 and Viperin. Histograms showing significant differences between uninfected
(white bars) and ZIKV-infected DSCs (red bars) are presented. g. ZIKV-infected DSCs cultured
with or without recombinant human IFN-y (100ng/ml). IFN-y was added at day 0 (dO, blue line),
d1 (dotted black line), d2 (dotted grey line) or d3 (black line) post-infection. Non treated ZIKV-

infected DSCs (red line) are used as positive control. Culture supernatants were collected from

the different conditions following the indicated time points and viral loads were determined by

gRT-PCR. All data sets are normalized and presented as mean values +SEM from at least five

independent donors. Statistical comparisons were performed between uninfected and ZIKV-
infected DSCs using a Student t-test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

ZIKV employs Ax| co-receptor to enter

the maternal decidua

Whether through their interactions with
dNK or their secreted cytokines, DSCs at
the maternal decidua appear as main
of ZIKV

pregnancy. Therefore, we decided to

regulator infection  during
determine how ZIKV may enter the
maternal decidua and DSCs. Several
studies have identified the TAM (Tyro3,
Axl, and Mer) receptor tyrosine kinase
family and DC-SIGN as

(15-17).
ZIKV infection, Axl has been identified as

one of the main receptors involved in

genuine

Flavivirus receptors During

virus entry to target cells (15-17). We
first determined which ZIKV receptors
are expressed on DSCs. Figure 4a
shows that Axl is strongly expressed in
DSCs whereas no expression of Tyro 3
or DC-SIGN in those cells was observed.
By immunofluorescence and western
blot, we further confirmed the expression
of Axl and that the protein level was not

affected by ZIKV infection (Figure 4b,c).

Axl  recognizes the externalized
phosphatidylserine, its natural ligand, on
apoptotic cells, indirectly and requires
the use of a soluble mediator GAS6
(Growth Arrest Specific 6). The assembly
of the three partite complex and the
resulting receptor kinase activation act
as a pleiotropic antagonist of innate
inflammatory immune response, down-
modulating type | interferon signalling
pathway and further facilitating infection
(18,19). To validate the role of Axl in
ZIKV infection of DSCs and explore
strategies that might be developed to
limit congenital infection, we assessed
the effects of an engineered Axl decoy
receptor MYD1 which interferes with
ligand-receptor interaction by
(20,21).

Immunofluorescence using an anti-NS3

sequestering human GAS6

antibody demonstrated that binding of
MYD1 to GASG6 efficiently inhibits ZIKV
DSCs, added

concomitantly or 12h post-infection,

entry to when

confirming the importance of Axl for the
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viral entry (Figure 4d). Viral replication
was also monitored over time by gRT-
PCR in culture supernatants from five
DSCs’ donors. After 3 days of co-culture,
we showed efficient control of ZIKV
replication with the Axl inhibitor. Indeed,
the viral RNA production was completely
blocked when ZIKV virions were pre-
incubated with MYD1 or when the decoy
receptor was added during the virus
adsorption time (less than 1h) (Figure
4e). Similar results were observed after5

days of co-culture. But, no blockade was

observed when MYD1 was added at later
time points post-viral entry (24h post-
infection). To further confirm the critical
role of Axl in ZIKV infection, we collected
supernatant from all conditions and
determined the production of infectious
particles using a plaque assay. In
agreement with our findings,
sequestering GAS6 prevented the
production of infectious particles,
compared to the untreated condition

(Figure 4f).
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Figure 4. Axl receptor is essential for ZIKV infection of DSCs. a. DSCs stained for surface
expression of the indicated receptor using specific antibodies, followed by fluorochrome-

conjugated secondary antibody staining. Representative FACS histograms are shown.
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Unstained (blue) and stained DSCs (pink). b. Representative images of maximum intensity
projection of DSCs. Axl (green), DAPI nuclei (cyan). Scale bar, 10 um. Data are representative
of at least five independent experiments from five independent donors. c. Western blot analysis
of Axl expression. -actin as the loading control, DC (Dendritic cells) expressing Axl protein as
positive control. d. Representative images of maximum intensity projection of ZIKV-infected
DSCs. ZIKV-DSCs incubated with or without MYD1 decoy receptor, added at different time
(during infection TOh or 12 and 24 hours post-infection). Immunostaining performed 5 dpi in
the presence of MYD1 treatment. NS3 (green), a-tubulin (blue) and DAPI nuclei (cyan). Scale
bar, 10 ym. Data are representative of at least three independent experiments. e. Kinetic of
ZIKV replication in MYD1 non-treated DSCs (red), early-treated DSCs (during infection, in
white) or late-treated DSCs (12 hours post infection, in grey). Viral loads were determined by
gRT-PCR and bar graph represents the mean values +SEM determined from five independent
donors. f. Monolayer uninfected or ZIKV-infected Vero cells, treated (MYD1) or not (MOCK
and ZIKV wells) with MYD1 Axl inhibitor were used for plaque assay. Plaques were observed
at 5 dpi.

Altogether, our data validate the studies demonstrated that mother-to-

functional role of Axl in the pathogenesis fetus transmission only occurs in 4% of
of ZIKV at the maternal-fetal interface, the cases, suggesting the existence of

acting as a crucial receptor for ZIKV entry antiviral defense mechanisms that limit

in DSCs and targeting it at the early
stage of the infection is efficient to
drastically reduce ZIKV infection during

pregnancy.
Discussion

Due to the association between ZIKV
infection and serious illnesses during
pregnancy, both in the infected mother
and in the developing fetus, World Health
Organization (WHO) declared ZIKV to be
a public health concern (1,2). These birth
defects were even more serious when
the mother was infected with ZIKV in the
first trimester of pregnancy. Despite the

large tropism of this virus (3), clinical

viral transmission and infection. Within
this context, our findings revealed the
critical contribution of DSCs in controlling
ZIKV

through their interaction with dNK' cells

maternal-fetal transmission
that can sense and control the infection

but also through shaping the

inflammatory  environment of the
maternal-fetal interface to limit ZIKV
dissemination to fetal cells. Importantly,
we disclose Axl as a main ZIKV entry
receptor and propose its targeting as an
eventual strategy that could prevent

congenital infection.
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Previous investigations demonstrated
that viral infections can be associated
with dysregulations in the expression of
NKR ligands by decidual cells, that can
enhance the immune response or
promote virus evasion strategies (13,32).
We demonstrated that both classical
(HLA-A/B/C) and non-classical (HLA-E)
MHC-I molecules were targeted by ZIKV.
ZIKV-infection
expression of HLA-A/B/C and HLA-E
(Figure 1b-c). The observation of HLA-E

upregulation by ZIKV prompted us to

resulted in increased

consider this ligand as essential in the
the facilitation of ZIKV

infection, since HLA-E is a ligand for both

control or

inhibitory and activating receptors, which
can transmit opposing signals (33,34). A
positive balance between the two
opposing signals might trigger the
infected DSCs and

promote their killing through engagement

recognition  of

of activating receptors. Therefore, as
reported in previous studies, viral
infections can enhance or dampen HLA-
(13,35,36).
differences might be explained by the
fact that MHC-I

surface of the target cells is dependent

E  expression These

expression on the

on the infected cell type, the pathogen

and the viral strain (37).

Using NKR-Fc chimeric receptors, we

analysed the expression of NKR ligands

on DSCs (Figure 1c-f and Figure S2).
Although some variations were observed
amongst donors, we found that DSCs
NKp44L and
NKG2DL, while they barely express
NKp30L or NKp46L. ZIKV

induced an increase in

constitutively express

infection
NKp44L
expression but did not affect the
expression of NKp46L, NKp30L and
NKG2DL. These findings suggest that
ZIKV

expression level of activating receptor

infection interferes with the
ligands. Even if we did not detect any
using Fc-NKG2D chimeric
the NKG2D
recognize several ligands (ULPB1-6,
MIC-A/B), so further studies are still
needed to identify the effect of ZIKV

infection on specific NKG2D ligands, as

changes

receptor, receptor can

some of these stress ligands can be
either enhanced or dampened during
(38,39). NKp44 can
mediate both activating and inhibitory
signals (40-42). Although not yet fully

investigated, because DSC up regulated

viral infections

NKp44L expression upon ZIKV infection
and their interaction with dNK limited the
early phases of ZIKV infections, it is likely
that NKp44

during ZIKV infection, similar to West

receptor-ligand binding

Nile Virus infection (43), contributes to

activating NK cells.
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The interaction of dNK with ZIKV-
infected DSC led to Sl formation, which
is a crucial step for the delivery of lethal
hits by NK cells. Although we did not
characterize the exact architecture of 1S
structure, high recruitment of perforin-
polarized dNK cells toward ZIKV-infected
DSCs was observed. Thus, dNK cells
were able to control in a cell-cell contact
manner the replication of ZIKV at early
stages of the infection. Our findings are
in agreement with the previously
established notion of dNK cells playing a
critical role in the control of maternal viral
infection and spreading to the fetus
(13,14). However, in our ZIKV infection
model dNK cells control preferentially
due to cytotoxic process rather than to
production of soluble factors although
further studies are warranted proof that
dNK IS with DSCs is lytic. Understanding
this mechanism is of major importance,
as prolonged exposure to these lytic
molecules could potentially become
deleterious and participate in the
development of placental pathologies
observed during ZIKV infection (58,59).

We demonstrated that ZIKV infection of
first trimester DSCs is also associated
with alterations of local
microenvironment. ZIKV infection was
associated with an increased secretion

of various chemokines (CCL5, CXCLA1,

CXCL8, CXCL10 and CXCL2) directly
linked to the recruitment of immune cells,
including T cells, macrophages and NK
cells, known to actively contribute to the
uterine vascular remodelling and the
maintenance  of fetal tolerance.
Chemokines are also essential for
trophoblasts migration and invasion
during vascular remodelling as well as for
angiogenesis regulation. ZIKV infection
also induces IL-6 secretion, most
probably through the activation of the IL-
6/STATS3 signalling pathway, which plays
a key role in regulating inflammatory host
immune responses during infections.
However, several studies have reported
differential regulation of STAT3 in viral
infections (55). STAT3 role

replication is

in viral
complex, as this
transcription factor appears to exhibit
both pro- or anti-viral functions.
Interferons play a critical role in the
antiviral immune response (44,45), and
their production by infected cells can help
preventing the viral propagation. In the
context of our study, ZIKV infection was
associated with IFN-B, IFN-A and IFN-y
production by DSCs, and treatment with
IFN-y, as IFN model,
DSCs viral Thus,

production of IFNs may also contribute to

recombinant
lowered load.
limiting ZIKV infection during pregnancy,
consistent with previously

studies (16, 46-50). We also found that

reported
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ZIKV

production,

ISGs

is consistent with

infection enhances
which
recent studies demonstrating that viral
infections have been associated with the
induction of hundreds of ISGs, including
OAS2, ISG15 and MX1 (46,53). ISGs
then could contribute to the inhibition of
viral replication inhibition (24,25). IFNs
could therefore constitute a warning
signal to other uninfected cells in order to
prevent viral transmission. Nonetheless,
a massive deregulation of all of DSCs-
secreted soluble factors may also have
dramatic consequences during the
course of pregnancy which may explain,
at least in part, why in some cases ZIKV
tissue

infection is associated with

damage (54).

Given the aetiology associated with ZIKV

infection  during pregnancy, the
identification of virus entry receptors in
decidual cells is critical to understand
ZIKV pathogenesis but also to develop
strategies that constraint the congenital
infection. In agreement with previous
studies identifying AxI as one of the main
receptors involved in virus entry to target
cells during ZIKV infection (15-17), our
study showed that revealed that Axl is
also the main ZIKV entry receptor in first
trimester DSCs. That engineered AxI
decoy receptor MYD1, which interferes

with  ligand-receptor interaction by

sequestering human GASG6, prevented
ZIKV infection of first trimester DSCs
under score a potential strategy that
might constraint congenital infection and
thus, the development of the devastating

ZIKV congenital syndrome.

In conclusion, our study provided new

insights into the maternal immune
response and defensive mechanism(s)
upon ZIKV infection during pregnancy,
and opened new perspective for the
development of antiviral strategies in
pregnant women, to prevent devastating
sequelae of pregnancy and congenital

ZIKV.
Material and Methods

Patient samples and ethic statement

This study was approved by the
Research Ethical Comity Haute-Garonne
and Agence de Biomédecine (PFS08-
022). All the patients included in our
study signed the informed consent

before samples were taken, in

accordance with the Declaration of
Helsinki guidelines. All the experiments
were performed in accordance with

these guidelines.

Cell purification, cell lines

First-trimester decidua samples (7-12
weeks of pregnancy) were processed

according to previously described
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protocols (13). Briefly, minced samples
were subjected
(Sigma-Aldrich, France) and DNAse |
(Roche) digestion for 45min at 37°C
under gentle stirring followed by Ficoll-

to collagenase IV

Hypaque density gradient (Amersham
Biotech) separation. Cell suspension
was then allowed to adhere in tissue
culture plates overnight. dNK cells were
purified from the non-adherent cell
fraction using a CD56 MACS negative
selection kit (Miltenyi Biotech). Cell purity
was assessed by CD56, CD14 and CD3
staining and the dNK cells (CD3"9,
CD14m9 and CD56P°%) represented at
least 90% of the purified cells. dNK cells
were kept at 4°C in conditioned media
containing 20% heat-inactivated fetal calf
(FCS) for

experiments. Low passage autologous

serum subsequent
DSCs from the adherent fraction were
trypsin treated and processed for
subsequent experiments. DSCs were
maintained in DMEM:F12 (v:v) culture
medium (Invitrogen) supplemented with
10% FCS and penicillin-streptomycin
100 U/ml

CO2 atmosphere at 37°C (3).

each, under a 5%

Virus production and infection of primary

cells

The Asian strain of ZIKV isolated in
January 2016 from semen collected from

an infected symptomatic French traveler

returning from Brazil (63) was used in all
experiments. High titer stocks were
obtained by passaging the virus in Vero
cells, as previously described (3,54).
Vero cells were inoculated with seminal
fluid for 2h (1:10 dilution) in PBS
containing 2% BSA. The viral inoculum
was removed and cells were cultured in
DMEM medium supplemented with 10%
FCS. Medium was changed 24 h post
inoculation. Supernatant was collected
frominfected cells 5 dpi Viral stocks were
stored in single use aliquots at —80 °C for
after titration

subsequent infections,

using plaque-forming assay.

Primary DSCs were infected overnight
with ZIKV particles to a MOI of 1 in
DMEM:F12 containing 2% FCS. After
several washes in PBS, primary cells
were cultured in DMEM:F12 10% FCS-
medium for one to five days, depending

on the experiment.

DSCs were

cultured with dNK cells at a 1:5 ratio

For co-culture assays,

either through direct co-culture or

through  double-chamber  co-culture
system (Corning Incorporated Costar).
dNK cells were added at different times
post-infection. For some conditions,
culture supernatants were collected from
DSCs-dNK  cell

inactivated under

co-cultures and
DUV-LED

working distance of 20 mm during 10

lamp at
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minutes (Conditioned media: CM). After
added to
uninfected DSCs to assess their antiviral
Non-UV-treated

inoculum was used as a positive control.

inactivation, CM were

properties. virus

ZIKV-infected
DSCs were cultured in the presence of
IFN-y (100ng/ml, R&D System), which

was added either during the inoculation

In some experiments,

or at different time post-infection. ZIKV-
infected DSCs were also treated with an
Axl decoy receptor (MYD1, 1:1,000
dilution) as previously described (20,21),
added either before infection, as a pre-
treatment, or after infection. Culture
supernatants were finally collected and
either stored at -80°C or used directly for

subsequent analysis.

Table 1. Primer sequences

Quantification of ZIKV RNA
Viral RNA was extracted from 140ul of

culture  supernatants collected at
(QIAmp Viral RNA Kkit,

Qiagen). Purified RNA was then reverse

different dpi

transcribed using the SuperScript Il first-
strand synthesis system kit (Invitrogen)
and viral genome was quantified by
quantitative RT-PCR (qRT-PCR, Table
1) on a Light Cycler 480 instrument
(Roche Molecular Systems) according to
the manufacturer’s instructions. Internal
standards were included to correct for
potential variations in the amount of input
material. qRT-PCR values were further
normalized and are given as viral RNA

copy
genome replication was determined as

numbers/ml. Kinetic of viral

RNA copy numbers/ml, calculated based

on a standard curve.

Primer sequence

Targetgene Forward Reverse

ZIKV TTGGTCATGATACTGCTGATTGC CCTTCCACAAACTCCCTATTGC
IFN-y GAGTGTGGAGACCATCAAGGAAG TGCTTTGCGTTGGACATTCAAGTC
IFN-A1 GAGGCCCCCAAAAAGGAGTC AGGTTCCCATCGGCCACATA
IFN-A2/3 ACACCCTGCACCATATCCTCTC CGGAAGAGGTTGAAGGTGACAG
HPRT TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
1ISG20 AGTGAGCGCCTCCTACACAAG ACCAGCTTGCCTTTCAGGAG
ISG15 CGCAGATCACCCAGAAGATCG TTCGTCGATTTGTCCACCA

IRF3 TACCTTCACGGAAGGAAGCG GCACAACCTTGACCATCACG
IRF7 CAGAGCCGTACCTGTCACC GGGGCCGTATAGGAACGTG

Mx1 CAGAGAGAAGGAGCTGGAAGAA GCTGGCCTCCTGGTGATA
Viperin CAAGACCGGGGAGAATACCTG GCGAGAATGTCCAAATACTCACC
IFI6 AGCTGGTCTGCGATCCTGAATG TTACCTATGACGACGCTGCTGC
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Quantification of IFN and ISG
transcripts

Total RNA from MOCK- or ZIKV-infected

samples were extracted using the

RNeasy Kit (Qiagen) according to the
Purified

reverse

manufacturer’s instructions.

RNA was subjected to a
transcription using the SuperScript [lI
first-strand  synthesis  system kit
(Invitrogen).
quantified by qRT-PCR using Light

Cycler 480 SYBR green | master mix

Gene expression was

(Roche) and specific primers (Table 1).
gRT-PCR were performed in 96-well
plates and run on a Light Cycler 480
instrument (Roche). The housekeeping
hypoxanthine-guanine  phosphoribosyl
transferase (HPRT) was used as control.
The results are presented as fold change
from matched mock-infected controls

calculated using the 2 24CT method.

Flow cytometry analysis

After 3 to 5 days of co-culture, cell
conjugates were disrupted mechanically
by repeated pipetting. Cell viability was
checked using the LIVE/DEAD™ Fixable
Yellow Dead Cell Stain Kit, according to

the manufacturer’s procedure
(Invivogen, L34959). 5x10° live cells
were stained for each
condition/experiment. The following
antibodies CD3-Vioblue, CD14-FITC,
CD56-APC (Miltenyi), CD4-PE, CD8-
PerCp, CD45-PeCy7 (Sysmex) were

used to characterize dNK cells. The
expression of NCR-ligands on DSCs was
analysed by binding of specific Receptor-
Fc chimera followed by immunostaining
with the APC-coupled mouse anti-human
(R&D System,
France). The following chimeras were
used: NKp30-Fc, NKp44-Fc, NKp46-Fc
and NKG2D-Fc (R&D Systems, France).

The  expression of the

IgG1 secondary Ab

major
histocompatibility complex (MHC) was
measured using the following mADbs:
HLA-A/B/C-PE (BD
Pharmingen) and HLA-E-APC (Miltenyi).

Non-specific binding was blocked by

anti-human

preincubating the cells for 30 min in 2%
FCS and 1% BSA containing buffer. Axl
and DC-SIGN
determined using the anti-CD209-APC-
Cy7 (Miltenyi) and anti-Axl (7E10,
Abcam) monoclonal antibodies. Samples

expression were

subjected to
analysed on a BD LSR-FORTESSA
cytometer and acquired data were

FlowJo™

immunostaining  were

further analyzed using

software 10.1.

Plaque assay

To quantify the infectious virus particles,
supernatants harvested at indicated time
points were titrated on Vero EG6 cells by a
standard plaque titration assay. Briefly,
1X108 Vero E6 cells were seeded in 6-

well plate a day before performing the
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plague assay. The culture media was
removed and cells are washed with PBS
to remove traces of FCS. Viral stocks
were diluted in DMEM 2% FCS and the
appropriate dilution was added to the
corresponding well and incubated for 2 h
at 37°C with constant agitation. After
removing the inoculum, the adherent cell
lay was overlayed with a mixture of 2% of
low-melting agarose (Cat 15517-022;
Invitrogen) and DMEM
supplemented with 2% of FCS and 2%
penicillin and streptomycin (P/S). After 5

(Invitrogen)

days, cells were fixed with Formol
overnight and stained with 0.5g crystal
violet solution. Plaques were counted

and titers are calculated as PFU/ml.

Fluorescent microscopy

ZIKV-infected or uninfected DSCs were
seeded into 24-well plates containing
0.12mm glass coverslips. After 24 h of
adhesion, dNK cells were added at a 1:5
ratio and conjugates were allowed to
form for 20 min at 37°C. Cells were
washed briefly with PBS and fixed with
4% paraformaldehyde (PFA) for 20 min.
After two washes, cells
permeabilized with PBS 0.3% Triton X-
100 and 10% FCS for 90 min and stained

antibodies,

were

overnight with  primary

followed by incubation for 2 hours with

specific fluorescent secondary

antibodies. The following primary

antibodies were used to analyze the cell
structure, perforin polarization and ZIKV
infection: anti-human a-Tubulin (DM1A,
1:250 dilution, Sigma-Aldrich, UK), anti-
human perforin (1:250 dilution, BD
Biosciences Pharmingen) and anti-
Dengue virus NS3 (1:100 dilution, abm).
Alexa fluor-conjugated 633 (AF-633),
AF-555 and AF-488

conjugated antibodies were used at

(Invitrogen)

1:400 dilutions, respectively. Nuclei were

visualized with 4,6-diamidino-2-
phenylindole (Dapi, 1:1000 dilution,
Sigma) staining.  After extensive

washing, coverslips were mounted with
Vectashield mounting medium (Vector

Laboratories).

Large field microscopy was performed
with Leica DM4000B microscope (Leica,
Solms, Germany, LAS version 3.7.0).
Confocal z-stacks were captured using
Zeiss LSM710 confocal
(Carl Zeiss AG, Jena, Germany). 10x,

microscope

20% or 63x oil objectives were used for
all acquisitions. Images were processed
using Imaris software (Bitplane AG,
Switzerland) and Zen software to obtain
maximum intensity projection along the
z-axis. The quantification values of
infection were obtained by calculating
the percentage of infected cells over total

cells.
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Western Blot

5x10° cells were lysed in RIPA buffer in
the presence of a protease inhibitor
cocktail (ThermoFisher) for 30 min at
4°C. Protein

determined by
(ThermokFisher).

protein were resolved on 4-20% Mini
(Bio-Rad

transferred to

concentration was
Bradford
Equal

assay
amounts of
Protean  gradient gels
Laboratories) then
nitrocellulose membranes
(ThermoFisher).
were analyzed using anti-Axl (C89E7) or
anti-DC-SIGN  (D7F5C)

followed by HRP-conjugated secondary

Protein  expression

antibodies

antibodies (mouse or rabbit, Jackson

ImmunoResearch). Blots were
developed by chemiluminescence assay
(Bio-Rad Anti-B-actin

(Sigma Aldrich) was used to confirm

Laboratories).

protein loading.

Multiplex cytokine and chemokine
arrays

Decidual fibroblasts were infected with
ZIKV and controls experiments were
performed using uninfected fibroblasts.
Cleared supernatants from 5 different
experiments were collected after 24
hours of culture and stored at - 80°C.
and growth

factors levels were measured using a

Cytokines, chemokines

multiplexed Affymetrix cytokine assay

according to the manufacturer protocol

(Procarta/Ozyme). The following

cytokines and chemokines
analyzed: IL-1B, IL-1, IL-6, CXCLS, IL-
10, IL-12, IL-1RA, TNF-a, IFN-a, IFN-f,
IFN-y, IFN-A, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5,
CXCL1, CXCL10, CXCL12, G-CSF, GM-
CSF, M-CSF, FGF2, VEGF-A, sFaslL,
sICAM-1, TRAIL, Granzyme B, MMP-2,
MMP-9 and LAP. Measurement and
analysis were performed using the
BioRad Bio-Plex (BioRad,

France).

were

System

Statistical analysis

Unpaired Student t-test were calculated
using GraphPad Prism 7.0 (GraphPad
Software). Unless indicated otherwise,
all data are represented as mean =
S.E.M. from at least five independent
values<0.05 were
*p<0.05,

experiments. p
considered significant.

**p<0.01, **p<0.001.
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Supplemental Figures and Figure Legend

Supplemental Figure 1. ZIKV infection modulates the expression of the classical and
non-classical MHC and NKR ligands. a. DSCs were challenged with ZIKV at a MOI of 1.
Viral production determined at 5 dpi by flow cytometry using anti-NS3 antibody, followed by
fluorochrome-conjugated secondary antibody staining. Uninfected (white dots), ZIKV-infected
(red dots) DSCs. b-d. Cell surface expression of specific NK cell receptor ligands at 5 dpi
determined by FACS on live cells on uninfected (white) and infected (red) DSCs. Percentage
and mean fluorescence intensity for the expression of HLA-ABC (b), HLA-E molecules (c) and
NKp44 ligands, NKp44L (d). Data sets represent mean values +SEM determined from at least

five independent decidua donors. P values are computed using paired two-tailed Student’s t-

test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Supplemental Figure 2. Modulation of the expression of NKR ligands by ZIKV infection
of decidual stroma cells. a-f. Cell surface expression of specific NK cell receptor ligands at
3 and 5 dpi determined by FACS on live cells on uninfected (white) and infected (red) DSCs.
Percentage and mean fluorescence intensity for the expression of NKp46 ligands, NKp46L (a-
b), NKp30 ligands, NKp30L (c-d) and NKG2D ligands, NKG2DL (e-f). Data sets represent
mean values +SEM determined from at least five independent donors. P values are computed

using paired two-tailed Student’s t-test. *p<0.05.

- 169 -



Supplemental Figure 3. Modulation of DSC secretome by ZIKV infection. DSCs were
infected with ZIKV at a MOI of 1 for 24 hours. a. Cytokines, b. Functional factors, c. Colony
Stimulating Factors, d. Growth Factors and e. Metalloproteases quantified in the supernatant
using a 42-multi-plexed cytokine assay. f. IRF7, ISG15 and Mx1 transcripts quantified using
gRT-PCR and specific primers. Representative histograms showing significant differences
between secretions of uninfected (white bars) and ZIKV-infected DSCs (red bars) are
presented. All data sets were normalized and presented as mean values +SEM from at least
six independent donors. Statistical comparisons were performed between uninfected and
ZIKV-infected DSCs using a Student’s t-test.
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Les infections congénitales constituent aujourd’hui un des problémes majeurs de santé publique
lors de la grossesse. Induites principalement apres rupture de la fonction de protection de la
barriere placentaire par les pathogenes de la famille des TORCH, ces infections peuvent étre
liées a 1’apparition de pathologies placentaires et feetales, qui peuvent avoir des conséquences
dévastatrices sur la mere et son enfant et entrainer une mortalité maternelle et feetale. Les
nouveau-nés qui survivent a des grossesses compliquées sont notamment trés susceptibles d'étre

confrontés a des problemes de développement tout au long de leur vie.

Un des meilleurs exemples pour illustrer cela est la récente épidémie de ZIKV en Polynésie
Francaise et au Brésil, considérée alors comme une urgence de santé publique mondiale. En
effet, 'infection par le ZIKV pendant la grossesse a été corrélée a une augmentation inattendue
du nombre de cas de microcéphalies congénitales (220,223). Aussi, il a été suggéré que le virus

est tératogene pendant la grossesse et il a été rattaché, a ce titre, aux autres pathogénes de la
famille des TORCH (162).

Néanmoins, le taux de transmission du ZIKV de la mére au feetus lors de la grossesse reste
relativement faible, suggérant ainsi le maintien de la fonction de barriere de protection du
placenta mais aussi I’existence de mécanismes antiviraux efficaces lors de I’infection. Comme
il n’existe aujourd’hui aucune option de traitement disponible pour prévenir les infections
congenitales, il est urgent de déméler les mécanismes moléculaires et cellulaires sous-jacents

au contrdle de I’infection lors de la grossesse.

Ainsi, mon travail de these a consisté a étudier les mécanismes impliqués dans le contrdle de la
propagation du ZIKV de la mére au feetus lors de la grossesse. Nous avons tout d'abord
développé un modele de culture pertinent, qui nous a permis de modéliser 1’infection par le
ZIKV et d’étudier la réponse dNK in vitro. En combinant des approches interdisciplinaires de
culture cellulaire, de virologie et d’immunologie, mon travail de doctorat a abordé trois

objectifs de recherche clés :

A. Caractérisation des perturbations du microenvironnement local en contexte
d’infection par le ZIKV
B. Etude duro6le des cellules NK déciduales dans le controle de 1’infection par le ZIKV

C. Caractérisation des mécanismes d’entrée du ZIKV
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A. Perturbations du microenvironnement local lors de I'infection par le ZIKV

De nombreuses cellules sont permissives au ZIKV mais les DSC restent les cellules cibles
privilégiées. Ainsi, nos résultats indiquent tout d’abord que I’infection de ces cellules par le
ZIKV s’accompagne d’une augmentation progressive de 1’expression de molécules de CMH-I
classiques (HLA-A/B/C) et non classiques (HLA-E) (Figure 45). De mani¢re similaire, nous
avons démontré que 1’infection est associée a une augmentation dans les niveaux d’expression
des ligands du récepteur NKp44 (Figure 45). En revanche, aucune variation n’est observée
dans I’expression des ligands du NKG2D, un récepteur pourtant essentiel dans la résolution des
infections par les cellules NK. Nous avons élargi notre étude a la mesure de 1’expression des
autres ligands des récepteurs NK, notamment le NKp30 et NKp46, impliqués eux aussi dans le
contrdle d’autres infections par les Flavivirus (833,959). De la méme maniére que pour les
ligands du NKG2D (ULBPs et MIC-A/B) et du NKp44, cette étude a été réalisée en utilisant
des récepteurs chimériques qui se fixent a 1I’ensemble des ligands correspondant, exprimés par
les DSC (885). Contrairement aux ligands du NKG2D et NKp44, les ligands du NKp30 et
NKp46 ne sont que faiblement exprimés dans les fibroblastes déciduaux non infectés. De plus,
I’infection par le ZIKV n’a pas induit de modifications majeures dans leur expression (Figure

45).

Figure 45 : Schéma récapitulatif des effets de I'infection par le ZIKYV sur les fibroblastes de la decidua.
L’infection congénitale est associée a une modification de I’expression des molécules de HLA -1 et des ligands de
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stress (ligand du NKG2D) et du NKp44 par les fibroblastes. Ces cellules produisent également de nombreux
facteurs solubles, qui contribueraient aurecrutement des autres cellules du systéme immunitaire et a la mise en
place d’une réponse antivirale médiée par les ISG.

Ces résultats sont en accord avec la plupart des données de la littérature concernant d’autres
types cellulaires et d’autres infections virales (482,960,961). Par exemple, il a ét€¢ démontré que
les infections par le VHC ou le VIH sont également liées a une augmentation de 1’expression
du HLA-E (962,963). Néanmoins, une étude récente, réalisée dans un autre mode¢le de culture,
contredit nos travaux. En effet, cette ¢tude décrit que 1’infection par différentes souches du
ZIKV n’impacte que trés peu I’expression du CMH-I, et plus particuliérement du HLA-E, a la
surface des cellules JEG-3 (958). De maniére similaire, I’infection parle HCMV est associée a
une diminution dans 1’expression du HLA-E et plus globalement dans 1’expression des
molécules de CMH-I (885,964). Ainsi, I’hypothese privilégiée pour expliquer ces différences
serait que 1’expression du CMH-I a la surface des cellules cibles serait dépendante du type
cellulaire infecté, du pathogene et de 1a souche virale. Nous envisageons a présent d’utiliser ces

cellules JEG-3, pour confirmer cette hypothese avec notre souche virale.

Aussi, les données de la littérature corroborent en grande partie les observations faites
concernant les ligands des récepteurs des cellules NK. Malgré les réles respectifs du NKp30 et
NKp46 dans I’induction de la production de cytokines par les cellules NK et I’induction de leur
cytotoxicité, I’absence d’expression des ligands de ces récepteurs en contexte d’infection par le
ZIKV suggererait que ces récepteurs ne sont pas impliqués dans 1’acquisition des fonctions
effectrices des cellules dNK (881,885). Bien que son expression ne soit pas augmentée en
contexte d’infection, le NKG2D est, avec le NKp44, un récepteur plus qu’intéressant dans
I’infection par le ZIKV. En effet, alors que certaines études suggerent que les ligands de ces
récepteurs, notamment les ligands de stress, sont massivement induits en condition d’infection
(965), d’autres recherches démontrent que I’expression des ligands du NKp44 et du NKG2D
est significativement diminuée en contexte d’infection par le HCMV (885). De plus, il est
désormais admis que le récepteur NKp44 existe sous différentes isoformes (1 a 3). Or,
I’isoforme 1 a le potentiel de double fonction de signalisation, soit via le motif ITIM qui agit
en envoyant des signaux inhibiteurs a la cellule NK, soit via son association avec 'adaptateur
DAP12, liant le motif ITAM, qui potentialise I’activation des cellules NK (635,747,748,753).
De cette maniere, il a ét¢ démontré que la fixation du récepteur NKp44 a ses ligands, exprimés
par les cellules infectées par le VNO, un autre Flavivirus, stimule la dégranulation des cellules
NK et leur sécrétion d’IFN-y (663). Ainsi, I’expression des ligands de ce récepteur pourrait

conditionner le profil d’activation des cellules dNK.
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Pour conclure, 1’expression de I’ensemble de ces ligands pourrait tout d’abord expliquer
’activation des cellules NK et le déclenchement de leurs fonctions effectrices ; mais pourrait
aussi constituer un mécanisme d’échappement viral (482). Par exemple, 1’augmentation de
I’expression du CMH-I, et plus particulierement des molécules de HLA-E, sur les cellules cibles
conditionne la réponse NK. En effet, en se fixant sur NKG2C ou NKG2A, le HLA-E peut aussi
bien induire des signaux activateurs qu’inhibiteurs. De plus, il a été montré que le récepteur
inhibiteur NKG2A fixe avec une plus grande affinit¢ HLA-E (698,699). Ainsi, on pourrait
envisager que les signaux inhibiteurs induits surpassent les signaux activateurs, qui ne sont pas
assez forts pour déclencher les fonctions des cellules NK, favorisant ainsi la réplication virale

(966).

Il sera également important d’étudier le role des autres molécules de HLA dans I’infection par
le ZIKV. En effet, il a ét¢ démontré que 1’interaction du HLA-F avec le récepteur activateur
KIR3DS1 permet le contrdle de I’infection par le VHC (967). A ’inverse, le HLA-G pourrait
jouer un réle majeur dans I’induction de I’infection par le ZIKV. Il a notamment été démontré
que le HLA-G contribue a la régulation de la réponse immunitaire NK, en se fixant sur son
récepteur ILT2 (968,969). L’interaction ILT2/HLA-G inhibe la polarisation des granules
lytiques des cellules NK et du MTOC ainsi que l'accumulation de 1'actine filamenteuse (F-
actine) au niveau de la zone de contact. Ainsi, la fixation d’HLA-G a son ligand limite le

potentiel cytotoxique des cellules NK.

De plus, I’expression d’HLA-G est directement corrélée a 1'expression du HLA-E a la surface
des cellules cibles. En fait, la fonction de HLA-E est de lier des peptides dérivés d'autres
molécules HLA de classe I, dont le HLA-G, et de les présenter aux cellules NK. Le HLA-E
peut alors interagir soit avec le récepteur inhibiteur CD94/NKG2A, inhibant ainsi la fonction
des cellules NK, soit avec le récepteur activateur CD94/NKG2C, permettant ainsi la lyse des
cellules cibles par les NK (700,970). Cette derniere fonctionnalité est par exemple utilisée pour
activer la lyse des trophoblastes HLA-G" par les cellules NK lors de l'invasion placentaire. Le
HLA-G participe donc a la protection du feetus, notamment en controlant I’invasion des
trophoblastes, en modulant le remodelage tissulaire et en favorisant la mise en place d’un

environnement immunosuppresseur (Figure 46) (971,972).
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Figure 46 : Effets de I’interaction du HLA-G avec son récepteur, exprimé a la surface des NK lors de la
grossesse. L’interaction du HLA-G avec son récepteur induit leur endocytose dans les endosomes Rab5+ des
cellules NK. La voie de signalisation NF-kB est alors induite a la hausse et elle conditionne la mise en place d’un
microenvironnement, riche en cytokines, qui contribuenta la perméabilité vasculaire, I'angiogenése et I'invasion
des EVT (972).

Nous avons ensuite porté notre attention sur les conséquences de 1’infection par le ZIKV sur le
microenvironnement local. Nous avons ainsi étudié la sécrétion de différentes cytokines,
chimiokines, facteurs de croissance et MMP. Nos travaux suggerent que 1’ infection par le ZIKV

est associée a de grandes différences dans le microenvironnementa I’interface mére -foetus.

En effet, 1’étude du sécrétome des DSC lors de I’infection par le ZIKV montre que le virus a
un impact majeur sur la fonction sécrétrice de ces cellules (Figure 45). Tout d’abord, nous
avons démontré que 1’infection est associée a une augmentation de la sécrétion de nombreuses
chimiokines et récepteurs aux chimiokines (CCL-5, CXCL-1, CXCL-8, CXCL-10 et CXCL-2)
et de facteurs d’adhésion (s-ICAM-1). L’expression de la plupart des chimiokines est
directement liée au recrutement des autres cellules du systéme immunitaire (LT, macrophages
et NK), qui contribuent au remodelage vasculaire utérin et au maintien de la tolérance feetale.
Les chimiokines sont aussi essentielles a la migration et & I’invasion des trophoblastes lors du
remodelage vasculaire ainsi qu’a la régulation de 1’angiogen¢se. Une dérégulation massive de
I’ensemble de ces facteurs solubles pourrait donc avoir des conséquences dramatiques sur le
bon déroulement de la grossesse, notamment en influencant la survie des cellules

trophoblastiques.
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Aussi, nous avons démontré que les niveaux d’IL-6 augmentent lors de I’infection par le ZIKV.
Ces observations sont en corrélation avec les données que la littérature, qui suggérent que cette
cytokine est davantage produite en contexte d’infections, notamment par le HCMV (973). De
plus, I’augmentation des niveaux d’expression de I’IL-6 est associée a une activation de la voie
STAT3, un facteur de transcription impliqué dans la régulation de diverses fonctions
biologiques, notamment la croissance cellulaire, la différenciation et 1'apoptose
(974,975). STAT3 joue également un rdle clé dans la régulation des réponses immunitaires et
inflammatoires de I'hote et dans la pathogenése de nombreuses infections. Plusieurs études ont
rapporté une régulation différentielle de STAT3 dans diverses infections virales (975). Par
exemple, 'EBV, le VIH, le VHB (virus de I’hépatite B) et le VHC activent la phosphorylation
de STAT3 et contribuent a la mise en place d’un microenvironnement pro-inflammatoire ; alors
que le virus de la grippe et le métapneumovirus humain (hMPV) inhibent sa phosphorylation.
Aussi, le role de STAT3 dans la réplication virale est complexe, car STAT3 semble présenter
aussi bien des roles proviraux qu’antiviraux. Finalement, une altération dans la fonction de
STATS3 peut entrainer une perturbation de la réponse immunitaire adaptative et de la fonction

des lymphocytes T, régulée par ce méme facteur (975).

Finalement, nous avons également étudié 1’effet de I’infection par le ZIKV sur la production
d’interférons par les DSC (Figure 45). Dans le contexte de notre étude, il semblerait que
I’infection des DSC soit liée a la production d’IFN-, d’IFN-A et d’IFN-y. Ces résultats sont en
accord avec les données de la littérature, qui démontrent que 1’ infection par le ZIKV des cellules
de la peau est associée a une augmentation dans 1'expression des genes de I’'I[FN-a et de I’TFN-

B (317), ce qui explique I’effet inhibiteur observé sur la réplication virale, effet retrouvé dans

d’autres modéeles d’étude (976,977).

Par ailleurs, Patel et al. ont démontré que les fibroblastes utérins sécrétent de I’'IFN-A1 aprés
stimulation par un agoniste viral (978). Ainsi, il a été montré, dans plusieurs études, que 1'[FN-
A fait partie intégrante de la réponse immunitaire innée aux agents pathogénes viraux (979—
981). Par exemple, ’'IFN-A1 et I'I[FN-A2 réduisent I'infection par le VIH des macrophages et des
lymphocytes T CD4" du sang périphérique (980,982-984). De maniére similaire, cet interféron
joue un role antiviral confirmé dans I’infection par le HSV-2. En effet, I’'IFN-A endogene et
exogene inhibe la réplication virale alors que le blocage de la signalisation des IFN-III entraine
une augmentation de l'infection par le HSV-2 (985). Finalement, la fonction antivirale de I’ IFN-

A a aussi été montrée lors d’une infection par le ZIKV, dans I'endomeétre utérin (986,987).
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Finalement, la production d’IFN-y a également ét¢ démontrée dans un modele de culture in
vitro de DSC (988). Les données de la littérature montrent par ailleurs que la sécrétion d’IFN-
vy confere au placenta du troisi€éme trimestre une résistance accrue a I’infection par le ZIKV
(440). Dans un modele murin, il a été démontré que I’IFN-y induit un état antiviral de longue
durée en bloquant la réplication du virus de la vaccine. Dans les fibroblastes murins, I'l[FN-y
entrave le cycle de réplication virale au niveau de la transcription tardive des génes, en agissant

notamment via les voies de signalisationde JAK2 et STAT1 (989).

Ces données suggerent donc que les IFN produits pourraient protéger les cellules, limiter les
conséquences de l’infection ou inhiber la réplication virale, en induisant par exemple le
recrutement des cellules de I’immunité. De plus, il a été montré que la production de la plupart
de ces interférons est associée a une régulation a la hausse de 1'expression de PRR viraux,
comme le TLR3, et de plusieurs ISG, notamment OAS2, ISG15 et MX1 (428,977). L’ensemble
des ISG produits en contexte d’infection, directement liés a I’ immunité antivirale, inhibent alors
de la réplication virale (317,428,990-993). Les IFN pourraient donc constituer, par effet
bystander, un signal d’alerte auprés des autres cellules non infectées afin de prévenir la

transmission virale.

Produits chez la femme enceinte, notamment par les trophoblastes du premier trimestre de
grossesse, les différents types d’IFN sont essentiels dans la limitation des infections
congénitales ainsi que dans la physiologie des grossesses saines (987,994). Ainsi, |’utilisation
d’interférons exogeénes chez la femme enceinte pourrait permettre de limiter la pathogenese
associée a I’infection par le ZIKV, pour la ramener a un niveau qui n’aurait aucun effet néfaste
lors de la grossesse. Il a ainsi été montré que les IFN-I ne sont pas associés a des conséquences

délétéres durant la grossesse (995).

Néanmoins, d’autres études suggerent que les IFN pourraient étre néfastes dans la placentation,
notamment en contexte d’infection (987,996). Par exemple, la production d'IFN-y, associée a
une réponse immunitaire pro-inflammatoire de type Thl, peut contribuer aux Iésions
placentaires a l'interface materno-fcetale, et a la mort feetale observées lors de I’infection
congénitale par le ZIKV (987). De plus, la sécrétion d’IFN par les cellules cibles du virus
pourrait constituer un mécanisme d’échappement viral. En effet, il a ¢té démontré que la
sécrétion d’IFN-f entraine une augmentation dans les niveaux des molécules de HLA classique,
qui inhibent la fonction des cellules NK (482). Finalement, Santara et al. ont récemment
démontré dans un modéle in vitro d’infection de JEG-3, hautement permissives au ZIKV, que

I’infection n’est pas associée a la sécrétion d’IFN-f et par conséquent a I’induction des ISG,
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OAS et Mx1 (958). Ainsi, sous réserve de nouvelles études, il faudra confirmer I’innocuité et

’utilité de ce traitement durant la grossesse (997,998).
B. Réledes cellules dNK dans le contréle des infections

L’ensemble de mes travaux de thése apporte également un nouvel éclairage sur les capacités et
les fonctions des cellules dNK dans 1’infection par le ZIKV. Nous avons montré, pour la
premicre fois, dans notre modéle in vitro d’infection, que les dNK permettent de limiter la
production virale dans les DSC autologues infectées par le ZIKV. Ce contrdle de 1’infection
s’observe a la fois lorsque les dNK établissent un contact direct avec les DSC infectées, mais
¢galement en 1’absence de contact. Cela suggere que le contrdle passe aussi par la sécrétion de
facteurs solubles, constitutivement produits par les cellules dNK. Cependant, nous avons
observé que le controle de 1’infection était optimal lors d’un contact DSC-dNK, ce qui pourrait
suggérer que ce mécanisme favoriserait la production des facteurs solubles. Aussi, des
expériences supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer si le contact cellulaire est
associé a une sécrétion plus importante de divers facteurs solubles. Un tel mécanisme pourrait
tout d’abord s’ expliquer, apres contact entre les DSC et les dNK, par la stimulation du récepteur
NKp30 reconnu comme le promoteur majeur de la production de cytokines par les cellules NK
(809,881) ou encore par I’induction de voies de signalisation impliquées dans la sécrétion de
cytokines, dont la voie JAK-STAT, essentielle dans la signalisation d’un grand nombre de
cytokines et facteurs de croissance participant a diverses fonctions cellulaires, notamment la

réaction immunitaire (999,1000).

Cependant, ce rdle protecteur exercé par les ANK doit s’effectuer de maniere précoce. En effet,
les dNK ne sont pas capables de contrdler I’infection par le ZIKV lorsqu’elles sont ajoutées
plus tardivement au cours de 1’infection. Ainsi, la réponse effectrice des ANK empécherait
I’infection de s’installer et de devenir suffisamment forte pour échapper a tout contrdle par le
systtme immunitaire. Ces résultats permettraient aussi d’expliquer le faible taux de

transmission du ZIKV de la mere au feetus lors de la grossesse.

Nous avons alors voulu identifier les mécanismes mis en place dans le contrdle de laréplication
virale. Il est connu que lors de 1’infection par le HCMV, les cellules dNK sont capables de
mettre en place une synapse immunologique, qui déclenche leurs fonctions effectrices, a savoir
la production de facteurs solubles et de molécules cytotoxiques (885). Nos résultats indiquent
que les dANK, en contact avec des DSC infectées, présentent une réorganisation du cytosquelette

d’a-tubuline et une polarisation des granules lytiques, qui forment des conjugués avec les DSC
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infectées. Ces données suggerent ainsi que les dNK sont capables de reconnaitre les cellules
cibles. Toutefois, il nous reste encore a déterminer si les dNK sont capables d’engager une
synapse immunologique avec les cibles, pour ensuite les lyser. Cette réponse cytotoxique peut
cependant étre délétére et influer sur le bon déroulement de la grossesse. En effet, les cellules
dNK cytotoxiques sont capables de sécréter de grandes quantités de perforine et de granzymes
dans leur environnement et une exposition prolongée a ces molécules lytiques peut infliger des
dégats aux cellules feetales trophoblastiques et conduire a 1’apparition de pathologies graves de
la grossesse, telles que les avortements spontanés (1001-1003). Ainsi, méme si les cellules ANK
permettent un controle efficace de I’infection et protégent de la transmission verticale, les
conséquences de leur réponse effectrice pourraient potentiellement devenir délétéres et

participer au développement de la pathologie placentaire.

Nous avons également démontré que les facteurs solubles produits de maniére constitutive par
les dNK pouvaient étre un des mécanismes impliqués dans 1’inhibition de la propagation du
ZIKV a I’interface mére-feetus. Parmi les candidats potentiels, nous avons porté une attention
toute particuliere pour 1I’IFN-y, produit majoritairement par les pNK mais également par les
dNK (61,906,1004,1005). Cette cytokine a notamment ét€ montrée comme étant essentielle au
controle du VIH par les NK (1006). Ainsi, nos résultats suggerent que 1’ajout d’IFN-y dans la
culture permet un contrdle efficace de la réplication virale du ZIKV dans les DSC. Néanmoins,
nous avons pu déterminer que le contrdle de I’infection par ajout d’IFN-y n’est possible que
lorsque la cytokine est ajoutée aux temps précoces de l’infection des DSC. En effet, la
réplication virale du ZIKV est maintenue lorsque I’IFN-y est ajouté plus tardivement a la

culture, aprés plusieurs jours d’infection.

De plus, nos premieres données montrent aussi que la coculture des dNK avec les fibroblastes
autologues infectés par le ZIKV, n'induit pas la sécrétion d’IFN-y par les cellules dNK. 1l est
donc possible que des mécanismes de rétrocontrdle soient exercés, empéchant la mise en place
partielle d’une réponse immune délétére sur le développement placentaire et pour le devenir du
feetus. L’IFN-y est également nécessaire dans les premicres étapes de modification du réseau
vasculaire utérin. Ainsi, sa sécrétion dans 1’utérus gestant doit étre étroitement contrdlée. En
effet, il a été démontré, dans un modele souris, que 1’exces d’IFN-y aboutit & des avortements

spontanés (937).

Nous avons voulu par la suite étudier le potentiel des cytokines produites a contrdler I’ infection
par le ZIKV. Nous avons montré que 1’utilisation de surnageants de coculture inactivés ne

permet pas un controle efficace de I’infection, suggérant que les facteurs solubles ne constituent
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pas un mécanisme clé dans le controle de la réplication virale du ZIKV par les dNK. A présent,
nous proposons tout d’abord de vérifier que I’infection par le ZIKV est bien associée a
I’induction d’une réponse cytokinique. En 1’absence de sécrétion de facteurs solubles par les
cellules dNK, le contrdle de 1’infection en condition de chambre double pourrait s’expliquer
par un biais dans notre modele. En effet, le diamétre des cellules NK est d’environ 6 a 7uM,
soit une taille inférieure au filtre utilisé. Le controle de I’infection observé s’expliquerait par le
passage des dNK dans la chambre double et par un contact modéré des cellules ANK avec les
DSC. Aussi, il sera important d’évaluer I’effet de 1’inactivation des surnageants sur la
fonctionnalité des facteurs solubles. Un dysfonctionnement de ces molécules, du fait de

I’inactivation par les UV, pourrait partiellement expliquer I’absence de controle de I’infection.

Finalement, nous pouvons émettre I’ hypothése que ces molécules solubles ne participent pas a
la réponse effectrice NK en elle-méme mais contribuent seulement a 1’amplification de la
réponse immunitaire totale a 1’interface materno-feetale. En effet, les signaux cytokiniques
additionnels induits par I’infection pourraient permettre de potentialiser laréponse des cellules
NK, a défaut de I’activer et de la rendre protectrice, notamment en assurant le recrutement
d’autres cellules du systéme immunitaire. En effet, certains de nos résultats montrent que
I’infection des DSC par le ZIKV s’accompagne d’une augmentation de la sécrétion de CCL-2,
une molécule chimioattractante impliquée dans le recrutement de certaines cellules du systeme
immunitaire, notamment en contexte pathologique ou infectieux (1007,1008). Ainsi, I’infection
par le ZIKV pourrait s’accompagner par un recrutement, a 1’interface materno-feetale, de

cellules immunes qui renforceraient le contrdle de 1’infection.

La prochaine étape consistera a caractériser I’ensemble des facteurs solubles (screening par
Luminex) sécrétés par les ANK afin d’identifier les autres cellules immunitaires potentiellement
recrutées sur le site de I’infection a I’interface materno-feetale. L’identification de ces facteurs
solubles permettrait également de déterminer si I’infection par le ZIKV est associée a
I’induction et la mise en place de voies de signalisation spécifiques, qui faciliteraient ou
inhiberaient I’infection par le ZIKV. Par exemple, la production d’IL-6 est associ¢e a la
stimulation de STAT3, une voie de signalisation qui présente, selon le contexte viral, des
fonctions pro- ou anti-virale (974,975). Aussi, il a été montré que la stimulation des dNK avec
une concentration croissante d’anticorps anti-NKp30 est associée a la production d’IFN-y et de
TNF-a, deux cytokines qui jouent un role majeur dans la clairance virale (1009-1011). De plus,
la stimulation des dNK est associée a la sécrétion de CCL-3, CCL-4 et GM-CSF (881). Ainsi,

I’étude de ces facteurs solubles serait d’autant plus intéressante puisqu’elle pourrait donner des
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indications supplémentaires sur les fonctions particulic¢res de ces cellules lors d’une grossesse
pathologique. En effet, il est désormais admis que les chimiokines sécrétées par les cellules
dNK sont importantes pour 1’attraction du trophoblaste dans la decidua et le remodelage du
réseau vasculaire utérin (889,890,908). Ainsi, une modification des quantités de chimiokines
sécrétées par les dNK en réponse au ZIKV pourrait indirectement influer sur le développement
foetal et I’apparition des pathologies placentaires telles que 1’avortement spontané ou les pré-

éclampsies.

Ainsi, malgré I’importance des dNK dans le bon déroulement de la grossesse, dans 1’aide a la
placentation et dans la protection contre d’autres infections congénitales, leur role dans le
controle de I’infection maternelle par le ZIKV et de la transmission du virus au fcetus n’est pas
encore pleinement compris (Figure 47). Bien qu’il semble que les dNK soient capables de
détecter 1’infection des cellules déciduales par le ZIKV et de contrdler efficacement la
réplication virale, les mécanismes impliqués dans ce contrdle n’ont pas encore totalement été

identifiés.

Figure 47 : Schéma récapitulatif des cellules ANK au cours d'une grossesse saine et d’une infection
congénitale par le ZIKV. Au cours d’une grossesse normale, les cellules dNK sécrétent de grandes quantités de
facteurs solubles nécessaires a la placentation. Les cellules dNK sont tolérantes envers les trophoblastes d’origine
feetale, par I’engagement des récepteurs qu’elles exprimenta leur surface. Au cours d’une infection congénitale
par le ZIKV, les cellules infectées modulent 1’ expression des ligands des récepteurs des cellules dNK. Les cellules

- 182 -



dNK présentent un changement dans leur répertoire de récepteurs cellulaires et ex ercent leur activité cytotoxique
contre les cellules infectées pour limiter la propagation du virus.

C. Mécanismesd’entrée du ZIKV

L’infection par le ZIKV a été liée a plusieurs troubles neurologiques, dont le SGB, la méningo-
encéphalite et la my¢élite (221,378-380). Chez la femme enceinte, I’infection est aussi associée
a des anomalies feetales, & une microcéphalie congénitale et a des avortements spontanés
(220,223). Ainsi, le ZIKV a été détecté dans les tissus cérébraux feetaux et dans le liquide
amniotique (223,254), preuve de la transmission verticale du ZIKV. Ces observations
pourraient donc expliquer partiellement les anomalies feetales et les défauts de développement
cérébral chez le nouveau-né (1012,1013). Compte tenu de 1’étiologie associée a 1’infection par
le ZIKV, l'identification des facteurs d'entrée du virus représente ainsi un défi majeur dans la

compréhension de sa pathogenese et de son large tropisme.

I est désormais admis que plusieurs récepteurs, dont DC-SIGN et les récepteurs de la famille
des TAM, jouent un role majeur dans I'entrée virale des Flavivirus (317,320,325). De plus, il a
été démontré que ces récepteurs contribuent a 1’infection par le ZIKV des cellules placentaires
de I’interface materno-feetale (320). Ainsi, pour déterminer si les cellules de 1’interface
materno-feetale, dont les fibroblastes déciduaux, expriment I’ensemble de ces récepteurs, nous
avons mesur¢ les niveaux d’expression des récepteurs Tyro 3, DC-SIGN et AxI a la surface des
DSC. Nous avons pu déterminer que les fibroblastes expriment de maniére endogene Axl mais
pas DC-SIGN ni Tyro 3. De cette maniére, Axl, dont 1’expression a été confirmée par Westermn
Blot et microscopie confocale, pourrait contribuer a 1’infection des fibroblastes déciduaux par

le ZIKV et participer a la pathogenese du virus a 1’interface materno-feetale.

Nous avons pu vérifier I’implication d’ Axl dans I’entrée du ZIKV a I’interface materno-feetale,
en utilisant un inhibiteur neutralisant qui entre spécifiquement en compétition avec le virus, en
fixant la protéine adaptatrice Gas6 (Figure 48) (1014). En effet, le ZIKV se lie indirectement a
Axl via Gas6, son ligand naturel, qui reconnait la PS exposée a la surface de 1’enveloppe virale
et relie la particule virale au récepteur Axl (348). L’utilisation de cet inhibiteur réduit
considérablement |’infection des DSC, ce qui nous a permis de démontrer le role crucial d’ Axl
dans I’entrée du ZIKV dans les DSC. Ces résultats sont en accord avec des données de la
littérature concernant d’autres types cellulaires. Il a en effet ét¢ démontré que 1’expression
ectopique d’Axl aprés transfection confére une sensibilit¢ au ZIKV dans des cellules
habituellement peu sensibles (317). De plus, il a été montré que les cellules progénitrices

neurales humaines, qui soutiennent I'infection du ZIKV, expriment également Axl, tout comme
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les  cellules glialesradiales, les  astrocytes etles cellules microgliales
(312,1012,1013,1015,1016). Ainsi, le tropisme du ZIKV pourrait expliquer son ¢étiologie, et

notamment |’apparition de nombreuses pathologies neurodégénératives.

Néanmoins, nous avons pu déterminer que le contrdle de I’infection par blocage du récepteur
d’entrée n’est possible que lorsque I’inhibiteur est ajouté avant infection des DSC par le ZIKV
ou a des temps précoces de 1’infection. En effet, la réplication virale du ZIKV est maintenue
lorsque I’inhibiteur est ajouté plus tardivement a la culture, apres infection. Ces résultats sont
cohérents avec la biologie de I’inhibiteur, qui agit directement sur 1’entrée virale en entrant en
compétition avec ’adaptateur Gas6. Ainsi, un blocage précoce de ce récepteur d’entrée

empécherait donc I’infection des cellules cibles.

Figure 48 : Effet de 1'inhibiteur d’Axl sur l'entrée du ZIKV et sa réplication virale. L’inhibiteur agit en
compétition avec Gas6. En conséquence, le ZIKV n’est plus capable de lier Axl, ce qui limite son entrée médiée
parlesclathrines, dans les cellules cibles. L’inhibiteur agit donc directement sur I’entrée virale mais également sur

la réplication du virus et sa propagation aux autres cellules.

Par ailleurs, I’absence d’expression des autres récepteurs a la surface des DSC confirme les
résultats obtenus avec 1’inhibiteur compétiteur de Gas6, qui suggerent le role exclusif du
récepteur Axl dans I’entrée du ZIKV a I’interface materno-feetale, sans qu’aucun autre

récepteur ne puisse permettre de rendre la cellule permissive. Il faudra maintenant €largir cette
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étude pour pouvoir identifier I’expression sur les DSC des autres récepteurs de la famille des
TAM (Mer) et des TIM (Tim-1), dont le role dans I’entrée virale a ét¢ démontrée pour de
nombreux autres virus de la famille des Flavivirus, dont le DENV et le ZIKV (Figure 49)
(320,325,328). Nous proposons a présent de controler I’expression des divers récepteurs a la
surface des DSC et de confirmer leur réle dans 1’entrée du ZIKV en bloquant ces protéines sur
les différentes cellules cibles et en mesurant 1’infection de cellules non permissives dans

lesquelles nous exprimerons les différents récepteurs.

Figure 49 : Expression des récepteurs du ZIKYV sur les DSC. Il est admis que le récepteur AxI est fondamental
dans I’entrée virale du ZIKV. Néanmoins, les récepteurs de la famille des TAM (Mer) et TIM (Tim-1) pourraient
aussi étre impliqués dans 1’entrée du ZIKV dans les cellules de 1’interface materno -feetale.

D. Autres perspectives

a. Modifications du phénotype des dNK en contexte d’infection par le ZIKV

En plus d’appréhender le role des dNK dans I’infection par le ZIKV, nous avons cherché a
caractériser les conséquences de la reconnaissance des cellules infectées sur le phénotype et la

fonctionnalité des cellules dNK.

Au niveau du site d’implantation et a I’état basal, la majorité des cellules dNK, qui sont
CD56 et partagent des similitudes phénotypiques avec les cellules NK du sang périphérique
(pNK) (61,880). En effet, les cellules dNK expriment la plupart des récepteurs activateurs et
inhibiteurs des cellules NK, notamment les récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCR) NKp44,
NKp30 et NKp46, les récepteurs NKG2C, NKG2D, NKG2A, et les KIR tels que KIR2DLI1,
KIR2DL2/3, KIR2DL4, KIR3DL2 (38,881,1017,1018). Ces récepteurs transduisent en
permanence des signaux qui modulent et régulent leurs fonctions effectrices (881,885). Les
cellules dNK expriment également des niveaux ¢levés de marqueurs de résidence tissulaire tels
que le CD18, CD103 et CD39 ainsi que plusieurs récepteurs de chimiokines (CXCR3, CXCR4,
CCR1 et CCRY) qui leur conférent une grande mobilité, justifiant ainsi le dialogue qu’elles

établissent avec d'autres cellules de I’interface materno-feetale (882—884).
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Les différences fonctionnelles observées entre les cellules dNK et pNK peuvent donc
s’expliquer par 1’expression et 1’engagement de récepteurs aux fonctions différentes. Ainsi,
alors que ces dNK disposent de toute la machinerie cellulaire nécessaire a la cytotoxicité, elles
n’en restent pas moins non cytotoxiques lors d’une grossesse saine. L'absence de cytotoxicité
est attribuée a une polarisation défectueuse du MTOC, entrainant la formation d'une synapse
immunologique immature (910), mais également au recrutement des récepteurs inhibiteurs 2B4
et CD94/NKG2A (881,900,911). La sécrétionde VEGF par les cellules ANK exerce également
un rétrocontrole négatif sur la réponse dNK, augmentant I’expression des molécules de CMH-
I a la surface des cellules cibles, inhibant ainsi I’activation des dNK et l'acquisition de leurs
fonctions lytiques aprés engagement de récepteurs inhibiteurs (912,913). Enfin, les
trophoblastes expriment des inhibiteurs d’apoptose tels que le XIAP et les serpines, qui inhibent
l'activité des granzymes et protégent les cellules cibles contre la lyse induite par les cellules
dNK (914,915).

Des travaux précédents sur le HCMV ont néanmoins permis de démontrer une grande plasticité
fonctionnelle des cellules dNK ainsi que divers changements dans leur répertoire (38,885). De
plus, il est admis que de nombreuses infections virales, notamment par le ZIKV, sont associées
a une perturbation dans le microenvironnement cytokinique local, qui pourrait impacter
directement le répertoire des cellules dNK. L’altération du répertoire pourrait alors constituer
un mécanisme d’échappement viral, comme suggéré dans la littérature (961). Par exemple,
I’infection par le VHC est associée a une diminution dans 1’expression et la capacité
d’activation des cellules NK via le récepteur NKp30 (961,1019,1020). De maniére similaire,
I’infection par le VHB est caractérisée par une diminution dans 1’expression des récepteurs
NKG2D et 2B4 (1021). La modulation du répertoire NK serait donc pathogéne-dépendant et
pourrait favoriser aussi bien la clairance virale que la persistance du virus et le passage vers la

chronicité.

Nos expériences préliminaires ne nous permettent pour I’instant pas de déterminer si la
réplication virale du ZIKV dans les DSC est associée ou non a des modifications dans la
fonctionnalité et le phénotype des cellules dNK. En effet, les variations observées pour les
différents marqueurs étudiés peuvent €tre liées soit au stress des cellules ANK au contact des
fibroblastes autologues infectés ou non, soit a I’infection en elle-méme par le ZIKV. Nos
données semblent néanmoins suggérer qu’il existe des disparités dans la fonction des différentes

sous-populations de dNK lors de I’infection par le ZIKV. Il faudra cependant reproduire ces
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expériences en testant un panel de donneurs plus large afin d’établir un profil plus clair pour

chacune des sous-populations de cellules ANK en contexte d’infection par le ZIKV.

L’augmentation de I’expression de ces divers récepteurs constituerait une piste solide dans
I’induction et la régulation de la fonction des cellules dNK lors de I’infection par le ZIKV,
d’autant plus que les ligands de ces récepteurs sont constitutivement exprimés par les DSC et
le sont plus encore en contexte d’infection (809,961,1022). Or, pour certains donneurs, nous
avons pu noter que les dNK ne contrélent pas 1’infection par le ZIKV. Ainsi, une étude
comparative entre donneurs permettrait de déterminer si ce défaut dans la fonctionnalité des
dNK pourrait s’expliquer par une différence dans 1’expression des récepteurs des dNK ou

encore de leurs ligands.

De plus, lamodification du répertoire dNK pourrait €¢galement modifier le dialogue qui s’ établit
entre les cellules ANK et les cellules trophoblastiques. Les cellules dNK reconnaitraient alors
les cellules trophoblastiques comme dangereuses, ce qui impacterait leur capacité a envahir la
decidua. Cette hypothése semble étre confirmée lors de 1’infection par le HCMV, pendant
laquelle le virus module I’expression des KIR (696). Or la reconnaissance des molécules HLA
exprimées sur les cellules feetales par les KIR maternels est nécessaire au succés de
I’implantation et de la placentation. Ainsi, des défauts dans la liaison récepteurs-ligands peuvent
expliquer les pathologies de la grossesse, telles que la pré-éclampsie, des avortements

spontanés, ou des retards de croissance intra-utérin (1023).
b. Interaction avecles macrophages déciduaux

Bien que les cellules dNK représentent les cellules immunes maternelles majoritaires dans la
decidua au premier trimestre de grossesse, d’autres cellules immunitaires y sont retrouvées. Par
exemple, les macrophages déciduaux comptent pour environ 20% des leucocytes présents au
niveau du lit placentaire, représentant ainsi la deuxiéme population majeure a 1’interface
materno-feetale. Il serait donc intéressant d’étudier I’apport de ces macrophages dans la réponse
immune anti-ZIKV, tant dans 1’aide qu’elles peuvent apporter aux cellules NK qu’au contrdle
de leur réponse. En effet, nos données préliminaires semblent suggérer que le contrdle de
I’infection par le ZIKV est optimal lorsque les ANK ont été pré-cultivées avec les macrophages

déciduaux (Figure 50).
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Figure 50 : Contrdle de I’infection par le ZIKV en I’absence de macrophages déciduaux. Les DSC ont été
infectées parle ZIKV aune MOl de 1. Apreés I’infection, les cellules ont été lavées et remises en culture seules (en
noir) ou en présence de cellules dNK autologues déplétées au préalable des macrophages déciduaux autologues.
Les cellules dNK ont été rajoutées en co-culture directe (en bleu), séparées des DSC par un transwell (en rouge)
ou ajoutées plus tardivement a la culture, aprés 3 jours d’infection (en vert). La cinétique de production virale du
ZIKV a ensuite été déterminée par qRT-PCR. n=4 donneurs.

Ces résultats sont en accord avec des données de la littérature, qui suggerent que les
macrophages jouent un réle majeur dans le « priming » et I’activation des cellules NK (Figure
51). 11 a en effet ét¢ démontré que les macrophages sécrétent de nombreuses cytokines et
facteurs solubles qui sont essentiels a la maturation des cellules NK ainsi qu’a [’acquisition de
leurs fonctions effectrices. Le « priming » des NK par les macrophages s’explique également
par I’établissemententre les deux types cellulaires d’une synapse immunologique, caractérisée
par une accumulation de NKG2D et son adaptateur DAP10. Aussi, les macrophages expriment
a leur surface les ULPBs, les ligands du NKG2D, notamment en contexte d’infection, qui
conditionnent 1’activation et la fonctionnalité des cellules NK (1024). De maniére similaire, il
a ét¢ montré que l’interaction entre le NKp80 et AICL, un récepteur exprimé sur les
macrophages, module également 1’activation des NK. Cette modification dans le statut
d’activation des NK pourrait donc s’expliquer en partie par une augmentation dans I’ expression
de leurs récepteurs activateurs (1025). L’activation des NK par les macrophages a également
¢té associée a une stimulation de leur cytotoxicité, induisant leur dégranulation. Le récepteur
principalement mis en jeu est le NKp80 (1025,1026). Finalement, les macrophages activent la
prolifération des cellules NK et leur production de cytokines, dont I’IFN-y, en fixant le

récepteur 2B4 exprimé par les NK (1025).
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En contexte d’infection par le VIH, il a été démontré que 1’interaction macrophages-dNK est
fondamentale pour la mise en place d’un contrdle optimal de 1’infection (1006). En effet, les
dNK exercent un rétrocontrodle sur les macrophages et favorisent un switch vers un phénotype

M1 de ces cellules qui sont alors plus aptes a contrdler I’infection.

Malgré I’ensemble de ces données, le role des macrophages dans I’infection par le ZIKV n’est
pas encore pleinement compris. En effet, notre équipe a démontré que ce type cellulaire était
hautement permissifau ZIKV (259). Ainsi les macrophages pourraient davantage contribuer a
la propagation de I’infection a I’interface materno-feetale plutot qu’a son controle, favorisant

ainsi la transmission congénitale au foetus.

Figure 51 : Schéma récapitulatif des interactions entre les cellules ANK et les macrophages. L’activation des
cellules NK et 1’acquisition de leurs fonctions effectrices dépend du « priming» par les macrophages. Ce
« priming » requiertla sécrétion de facteurs solubles spécifiques (interleukines) ainsi que la mise en place d’une
synapse immunologique, qui met en jeu le complexe NKG2D-DAP10-ULPBs ainsi que les récepteurs NKp30,
NKp80 et 2B4.

D’autres cellules sont également présentes a I’interface materno-feetale, telles que les ILC, les

LT ou les DC. Néanmoins, compte tenu de leur faible proportion lors de la grossesse (inférieur
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a5%), leur role dans la fonctionnalité des dNK, et par conséquent dans 1’infection par le ZIKV,

n’est pas encore pleinement compris.

L’interaction des dNK avec les cellules dendritiques déciduales (dDC) pourrait cependant
contribuer a la réponse immune anti-ZIKV observée a 1’interface materno-fcetale. En effet, de
nombreuses ¢tudes démontrent que les DC jouent un réle majeur dans 1’activation des cellules
NK périphériques. Le « priming» des NK par les DC requiert I’engagement de molécules de
surface (607,608) mais également la sécrétion de facteurs solubles, qui participent notamment

a ’acquisition de leurs fonctions effectrices (609—-613).

De manicre similaire, lors de la grossesse, il est largement admis que les dDC contribuent a
’activation des cellules dNK. Il a en effet été¢ démontré que la productiond’IL-15, IL-12 et IL-
18 par les dDC induit le recrutement des dNK, leur maturation et leur prolifération ainsi que
I’acquisition de leurs fonctions effectrices, dont la production d’IFN-y (623,1027,1028).
Karsten et al. ont ainsi démontré que les sites d'implantation dépourvus de dDC sont
caractérisés par des niveaux d’IL-15 plus faibles et par une diminution du nombre de cellules
NK, qui sécrétent également moins d’IFN-y (1029). A I’inverse, en contexte d’infection, Liu et
al. ont démontré que la production accrue d'IFN-y par les NK aprées interaction avec les dDC
est associée a I’augmentation de l'expression du NKG2D sur les NK, qui deviennent davantage

cytotoxiques (1030).
c. Métabolisme a l'interface meére -foetus

Une autre piste dans la régulation de la fonction des cellules NK de la decidua serait le
métabolisme cellulaire, qui conditionne une réponse immunitaire réussie. Il est connu que le
métabolisme joue un rdéle majeur dans 1’acquisition des fonctions effectrices des cellules
immunes, notamment en contexte d’infection (1031,1032). Par exemple, Mah et al. ont
démontré le role central de la glycolyse dans la défense contre 1'infection par le MCMV, une
inhibitionde la glycolyse étant liée a une inhibition de la clairance des cellules infectées par le
MCMYV par les cellules NK et une perte dans le controle de la virémie, associées a une
diminution dans la survie des souris (1033). Les données de la littérature démontrent par ailleurs
que les changements de microenvironnement, induits notamment en contexte d’infection,
provoquent une altération de la machinerie métabolique et 1’acquisition d’une configuration
métabolique spécifique d’un état d’activation, a savoir une expression plus importante de

marqueurs spécifiques, des enzymes glycolytiques et des transporteurs de glucose (486,487).
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De plus, la masse mitochondriale est augmentée. En conséquence, une augmentation simultanée

de la glycolyse et de ’OXPHOS se produit.

A1’état basal, les cellules NK quiescentes ont un faible métabolisme, caractérisé par I’activation
de ’OXPHOS. Pour activer leurs fonctions effectrices, il a €té démontré que les NK utilisent
simultanément la glycolyse et la respiration mitochondriale. En effet, I’induction de ces deux
voies du métabolisme est associée a la synthése des molécules effectrices/cytotoxiques et, par
conséquent, a I’augmentation de la cytotoxicité des cellules immunes. De la méme maniére,
une augmentation de la glycolyse et une stimulation de la voie mitochondriale sont associées a
la production de cytokines dont I’'IFN-y (1034). Les NK qui ne peuvent pas maintenir des taux

¢élevés de glycolyse ou de ’OXPHOS présentent des réponses effectrices altérées.

Alors que la plupart des études métaboliques ont été réalisées sur les cellules pNK du sang, il a
¢té démontré trés récemment que ces observations dans les changements métaboliques peuvent
¢galement étre étendus aux cellules NK tissulaires résidentes (1035). De maniére similaire, il
est désormais admis que le métabolisme joue un réle majeur dans le développement, la

différenciation et la maturation des cellules NK, ainsi que dans 1’établissementd’une mémoire

NK (1031,1032,1036,1037).

A D’interface materno-feetale, peu de données ont été établies concernant le profil métabolique
des dNK. Des études récentes suggérent néanmoins que les NK CD56"" sont plus susceptibles
aux changements métaboliques. De plus, le sous-type cellulaire ANK1 des cellules NK de la

decidua présenterait un métabolisme glycolytique actif, associé a des taux €levés de glycolyse
ou de ’OXPHOS (883,884).

Ainsi, dans I’optique de mieux caractériser le métabolisme des cellules dNK lors d’une
infection par le ZIKV, nous caractériserons par PCR par exemple I’expression de génes de la
glycolyse et de la voie mitochondriale. Nous confirmerons ces résultats par Seahorse, en
étudiant les paramétres clés de la fonction mitochondriale et de la glycolyse. Nous mesurerons
directement le taux de consommation d’oxygene (OCR) et le taux d’acidification extracellulaire
(ECAR). Nous utiliserons ensuite des inhibiteurs spécifiques de ces voies de signalisation afin
de confirmer leur role dans 1’acquisition des fonctions effectrices chez les dANK. Le 2-Désoxy-
D-Glucose (2DG) et I’oligomycine seront utilisés respectivement pour bloquer la glycolyse et

la voie mitochondriale.
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d. Souche Africaine du Virus Zika

L'émergence mondiale du ZIKV a révélé la capacité sans précédent d'un virus transmis par les
moustiques a provoquer des infections congénitales et induire des malformations notamment
chez le feetus. Un aspect déroutant de 1'émergence du ZIKV est que toutes les épidémies
humaines et malformations congénitales ont ét¢ exclusivement associées a la lignée asiatique
du ZIKV (1038,1039), malgré un nombre croissant de preuves indiquant une transmissibilité et
une pathogénicité plus élevées de la souche africaine par rapport a son homologue asiatique
(1038). 1l a été montré que 1’infection in vitro de cellules humaines par diverses souches
africaines du ZIKV provoque des infections plus productives et plus mortelles que les souches
asiatiques (1040—-1042). De plus, de nombreuses études ont fourni des preuves expérimentales
claires indiquant que les souches africaines récentes sont plus transmissibles via le moustique
(1043—-1047). Aussi, dans un modele murin, I’infection par les diverses souches africaines est
associée a une pathologie plus grave pour les souris adultes immunodéprimées. De manicre
similaire, I’infection provoque une mort embryonnaire massive chez les embryons de souris
immunocompétentes infectées in utero par injection intraplacentaire (261,1048—1053).
Finalement, des résultats équivalents ont été observés dans un modele porcin d’infection par le

ZIKV (1054).

Ainsi, bien que les souches africaines de ZIKV n'aient jusqu'a présent jamais été associées a
des épidémies humaines de ZIKV, ces résultats suggerent qu’elles peuvent avoir un plus grand
potentiel épidémique que les souches asiatiques si elles sont exportées vers des régions
endémiques. De plus, 1’infection par les souches africaines de ZIKV peut échapper plus
facilement aux systémes de surveillance compte tenu du fait qu’elle peut étre associée a des
caractéristiques cliniques distinctes, a savoir I’induction d’une 1étalité foetale plutot que des
malformations congénitales. Une implication importante de cette étude est que la lignée
africaine du ZIKV devrait étre considérée comme une menace majeure pour la santé
publique. En effet, bien que 1'émergence mondiale du ZIKV a sensibilis¢ la communauté
internationale, ce qui a permis d'améliorer la surveillance de ce virus, il n’existe encore a ce
jour aucun traitement préventif, vaccin ou traitement de fond qui pourrait éviter la transmission
ou encore soigner la maladie associée a 1’infection. Par conséquent, il devient plus urgent de
mieux caractériser la pathogenése des différentes souches du virus afin de mieux appréhender

les futures épidémies.
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Considérant I’ensemble des données expérimentales et bien qu’aucune étude ne démontre un
effet de I’infection par les souches africaines sur la grossesse humaine, il sera intéressant de
caractériser la pathogenese du ZIKV africain a I’interface materno-feetale afin de la comparer
a son homologue asiatique. Nous proposons tout d’abord de déterminer si les souches africaines
du ZIKV utilisent également le récepteur Axl dans leur processus d’entrée virale. Nous
pourrons ainsi envisager d’utiliser le peptide inhibiteur comme une thérapie potentielle pour
limiter I’infection des cellules déciduales. De plus, nous chercherons a identifier I’effet de
I’infection sur le microenvironnement décidual afin de caractériser son impact sur le
recrutement des cellules du systéme immunitaire et plus particulierement des cellules NK
déciduales. Finalement, nous identifierons, de manicre similaire a la souche asiatique, le role
des cellules dNK dans le contrdle et/ou I’induction de I’infection par le ZIKV. Les mécanismes
impliqués dans le contrdle de la réplication virale seront également caractérisés a 1’interface
materno-feetale. De cette maniére, nous pourrons fournir une étude comparative de 1’infection

par deux différentes souches du ZIKV a I’interface materno-feetale.

Conclusion

Pour conclure, cette thése représente un intérét a la fois sur le plan fondamental et clinique pour
¢tablir de nouvelles stratégies thérapeutiques pour limiter I’infection par le ZIKV. Nous avons
pu identifier un nouveau mécanisme immunitaire, médié par les ANK, impliqué dans le controle
de I’infection par le ZIKV. Compte tenu de nos résultats, nous pourrons également étendre notre

modéle a d’autres virus, afin de prévenir les infections congénitales lors de la grossesse.
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The placenta, the first and largest organ to develop after conception, not only nurtures
and promotes the development of the conceptus, but, it also functions as a barrier
against invading pathogens. Early phases of pregnancy are associated with expansion
of specific subsets of Natural Killer cells (dNK) and macrophages (dMe) at the maternal
uterine mucosa, the basal decidua. In concert with cells of fetal origin, dNK cells, and
dMg orchestrate all steps of placenta and fetus development, and provide the first
line of defense to limit vertical transmission. However, some pathogens that infect the
mother can overcome this protective barrier and jeopardize the fetus health. In this
review, we will discuss how members of the classical TORCH family (Toxoplasma,
Other, Rubella, Cytomegalovirus, and Herpes simplex virus) and some emerging viruses
(Hepatitis E virus, Zika virus, and SARS-CoV2) can afford access to the placental fortress.
We will also discuss how changes in the intrauterine environment as a consequence
of maternal immune cell activation contribute to placental diseases and devastating
pregnancy outcomes.

Keywords: pregnancy, viral infection, maternal-fetal transmission, innate immunity, Natural Killer cells,
macrophages, cytokine environment

INTRODUCTION

Human pregnancy is associated with tremendous changes of the maternal uterine mucosa
(endometrium), called decidua, to promote the implantation, and the development of the
blastocyst. The interstitial implantation, in humans and non-human primates, is characterized
by complete enclosure of the blastocyst by the decidua (1). A privileged crosstalk between the
endometrium and a competent 256-cell blastocyst must be completed in a limited time called the
implantation window. The outer surface of the blastocyst also is composed of cytotrophoblasts
(CTBs), a unique cell type of the placenta, which will follow two differentiation programs
(2). In the first program CTBs fuse to form the multinucleated syncytiotrophoblast (STB)
outermost layer surrounding the inner core of the placental villi. The villous core containing
mesenchymal/fibroblastic stroma stem cells, immature fetal capillaries and a population of yolk
sac-derived macrophages termed Hofbauer cells (HBCs), is surrounded by a bilayer of CTBs.
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In the second program, CTBs of the cell column differentiate
into interstitial and endovascular invasive cytotrophoblast cells
(iCTBs). Subsequently, iCTBs invade the decidua and remodel
the maternal spiral arteries through active replacement of smooth
muscle and vascular endothelial cells. Completion of vascular
remodeling by trophoblast cells which happens by the end of first
trimester of pregnancy (10-12 weeks), promotes the switch from
high-resistance to low-resistance vessels with enlarged lumen to
ensure routing of high blood flow into the intervillous space (3).
As the development advances, the highly branched villous trees of
the placenta are bathed with maternal blood till parturition. The
invasion fetal trophoblast cells and tissue remodeling are under
strict control by maternal immune cells to ensure confinement
of the placenta to the allocated space within time constraints of
pregnancy. Flaws in these developmental steps have been clearly
incriminated in many great obstetrical syndromes including pre-
eclampsia and fetal growth restriction (FGR), both associated
with faulty placental development (3).

Unlike the fetus, the placenta is in direct contact with maternal
cells. Intermingling between fetal and maternal cells, which is
mandatory for placenta and fetal development, happens within
privileged sites (maternal-fetal interface, composed of the basal
decidua, and the intervillous space). Hormones are able to prime
the decidua-associated remodeling (2), complete “physiological
change” requires the presence of trophoblast cells. The extent of
trophoblast cell invasion and tissue remodeling, both necessary
for efficient and healthy placenta in late pregnancy, are dictated
by a finely tuned crosstalk between fetal cells and maternal tissue
resident immune cells. Leukocytes represent more than 40%
of total cells in the basal decidua (4). While a large fraction
of immune cells are tissue resident leukocytes, many factors
produced by decidual stromal cells and trophoblast cells could
contribute to the recruitment of additional leukocytes from the
periphery (5, 6). A high percentage of decidual immune cells are
non-cytotoxic CD56 super bright Natural Killer (ANK) cells that
lack the expression of the Fc gamma receptor IIIA, CD16, and
are endowed with angiogenic and regulatory activities. In the first
trimester of pregnancy, dNK cell population represents 70% of
leukocytes (7-9). Their rate remains relatively high in the second
trimester but declines in the third trimester to reach normal
uterine level at parturition (10). Other immune cell populations
are also present in first trimester basal decidua, although, at lower
levels. Decidual macrophages (dM¢) represent 20-25% of total
leukocytes, while dendritic cells and mast cells only represent
1-2% (11). The decidua contains only 5-10% T lymphocytes,
including CD8, CD4, and y8T cells, but B cells are barely
present. The low level of B cells suggests that it is very unlikely
that any eventual antibody response would harm invading
trophoblast cells (12). Minor immune cell subsets include innate
lymphoid cells (ILCs) (13) and mucosal-associated invariant T
cells (MAIT) (14). The interaction of these immune cells with
decidual stroma and invading fetal trophoblast cells is crucial for
the establishment of an environment rich in soluble mediators
including hormones, growth factors cytokines, chemokines and
lipids, which are necessary for the development of the placenta
and of the fetus. Given their dominance and active contribution
to protection against pathogens, this review will mainly discuss

the key features of dNK cells and dM¢ during healthy pregnancy
as well as their functional adaptations during viral invasion, and
how viral infections disrupt the maternal-fetal barrier resulting in
congenital infections.

DECIDUAL NK CELLS

Natural killer (NK) cells are innate lymphoid cells with
documented anti-viral and anti-tumor functions. They are found
in the bloodstream (pNK), where they represent up to 15%
of circulating lymphocytes, but also in various tissues such as
lymphoid organs, liver and uterus. NK cells are classified in
two major populations according to the cell surface expression
of CD56 (NCAM) and CD16. The majority of pNK cells
(~95%) are CD56%™CD16P° and characterized by a highly
cytotoxic capacity, the remaining 5% are CD56°"8"CD16"¢8
(8, 15). At the implantation bed, the majority of dNK cells
are CD56 super bright (ANKP18) that share some phenotypic
similarities with the minor population of pNK and only a small
fraction CD569™ (ANK9™) (8, 15, 16). ANK cells express most
of the activating and inhibitory NK cell receptors including
the NKp30, NKp46, NKG2C, NKG2E, NKG2D, NKG2A, 2B4,
CD85/LILRB1/ILT2 (LILRB1), and Killer-cell immunoglobulin-
like family of receptors (KIR) such as KIR2DL1, KIR2DL2/3,
KIR2DL4, KIR3DL2 (10, 16-18). However, the function of
several NKR is different as compared with pNK cells (15, 19). For
example, the inhibitory LILRB1 in the periphery is an activating
receptor in the decidua, whist the co-activating 2B4 receptor
functions as inhibitory receptors in dNK cells. dNK cells also
express many other receptors that are not expressed on resting
PNK cells. dNK cells have a constitutive expression of CD69
and CD25, and display differential expression of NKp44/NCR2
and NKp30/NCR3 splice variants implying the involvement of
the decidual environment in shaping their cell fate (20). dNK
cells also express high levels of integrins (aD, aX, B1, and B5)
and other receptors such as CD53, CD63, and CD151 (8) as
well as tissue residency markers (CD49a, CD9, and CD103). In
addition, several chemokine receptors (CXCR3, CXCR4, CCRI,
and CCR9) endow them with high mobility to warrant a fine-
tuned dialogue with other cells (21).

dNK cells can be classified under three major subsets dNK1,
dNK2, and dNK3. dNKI1 is the most abundant subset (>30%),
followed by dNK2 and dNK3 (22, 23). While all three subsets
express of NKG2A, LILRB1 expression is a major hallmark
of dNKI1 cells. dNKI cells also express the regulatory CD39
ATPase, involved in the shift between pro-inflammatory and
immunosuppressive environment, large amounts of cytotoxic
granules enriched in perforin and granzymes (8), and a
combination of KIRs expression that further discriminates four
dNK1 subgroups. Similar to dNKI1, dNK2 cells express the
NKG2C and NKG2E activating receptors as well as the NKG2A
inhibitory receptor counterpart that recognize HLA molecules
on fetal trophoblast cells. In addition, dNK2 cells express the
ANXA1 and ITGB2 receptors. Finally, the third subset expresses
CD160, CD161, TIGIT, KLRB1, ITGB2, and CD103 (22, 24).
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FIGURE 1 | Decidual Natural Killer cells. dNK cells, the main innate immune
cell population at the maternal-fetal interface. Inhibitory and activating
receptors are presented. Transcription factors (Eomes and Tbet) and cell
surface markers (LILRB1, ITGB2, CD160, CD161) defined by single cell RNA
sequencing and large scale phenotyping allow the distinction of three dNK cell
subsets (ANK1, dNK2, and dNK3).

The differential levels of NKp44 and NKG2A receptors suggest
the presence of at least two subgroups of dNK3 cells.

In contrast to other tissues, all three CD49aP®® dNK cell
subsets express the Eomes and Tbet transcription factors
although, at variable levels. Compared to Eomes8Tbet!o"
dNK1 cells, dNK3 cells are Eomes®"Tbet"8" whilst dNK2
cell express intermediate levels of both transcription factors
(Figure 1).

How these three subsets interact with each other’s, with fetal
trophoblast cells and decidual stromal cells (DSC), and whether
they are all needed to direct the invasion of trophoblast cells,
remodeling of the maternal-fetal interface and the development
of the placenta are still in debate. Nonetheless, a finely tuned
dialogue between different subsets of dNK cells, decidual cells,
and invading trophoblast cells seems necessary to promote the
complete establishment of the maternal-fetal interface but also
the development of the fetus and the placenta (25).

Indeed, through direct interaction with iCTBs and production
of a highly diverse secretome rich in cytokines, chemokines
metalloproteinases, and growth promoting factors such as VEGE,
IGF2, pleiotrophin, osteoglycin, and osteopontin), dNK cells
direct the extent of trophoblast invasion, tissue remodeling as
well as placental and fetal growth (26, 27). Some of these soluble
factors are also important for the establishment of a local pro-
and anti-inflammatory cytokine balance that is necessary for
fetal tolerance as well as protection against mother-to-child
transmission of pathogens.

By contrast to pNK, dNK cells are devoid of cytotoxicity
during healthy pregnancies preventing harmful reaction
against the semi-allogeneic trophoblast cells (15, 28). Several
mechanisms have been suggested for their involvement in

restricting dNK cell lytic machinery. These include (i) a defective
polarization of the microtubule organizing center (MTOC),
resulting in the formation of an immature immunologic synapse
with target cells (29); (ii) the lack of SAP adapter molecule
expression preventing activating signal from 2B4 (CD244) (19);
(iii) the engagement of the NKG2A inhibitory receptor by its
natural ligand HLA-E on trophoblast cells (30); and (iv) the
expression of inhibitory isoforms of the Natural Cytotoxicity
Receptors, NKp44 and NKp30 (16, 17, 20). Finally, the pressure
of the local environment maintains cell cytotoxicity under a tight
control (24).

Despite these regulatory mechanisms, dNK cell cytotoxic
machinery can be unleashed resulting in failure in the
harmonious mother-fetus dialogue and adverse pregnancy
outcomes. For instance, patients with recurrent spontaneous
abortion exhibit a change in the distribution of dNK cell subsets
was associated with enhanced production of inflammatory
cytokines and lytic granules, but impaired ability to produce
growth promoting factors (27, 31). Thus, changes in dNK
cell functions and the finely-tuned dialogue at the maternal-
fetal interface is probably responsible for fetal trophoblast cells
apoptosis and the resulting miscarriage. In addition, genetic
studies demonstrated that particular combinations of HLA-C
haplotypes and maternal inhibitory KIRs can be linked to defaults
in trophoblast invasion and pregnancy disorders including pre-
eclampsia pathologies (32, 33).

DECIDUAL MACROPHAGES

Decidual macrophages (dM¢) represent the second largest
population of leukocytes. The local environment at the maternal-
fetal interface orchestrates dM¢ differentiation and functions.
In early stages of pregnancy, dM¢ have an M1 phenotype,
then they switch to a mixed M1/M2 profile during trophoblast
cell invasion. Once the placenta is fully developed, they
switch toward an M2 phenotype to prevent fetal rejection
(34). Consequently, dM¢ share features of pro-inflammatory
and tolerogenic macrophages, simultaneously expressing M1
(CD64, CD80, CD86) and M2 markers (CD163, CD206,
DC-SIGN) (35-39).

Similar to dNK cells, dM¢ secrete a large panel of pro-
angiogenic factors and pro- and anti-inflammatory cytokines
(40, 41). Their localization in the vicinity of spiral arteries
and secretion of metalloproteinases allude to their active
involvement in vascular remodeling (42). In concert with dNK
cells, dM¢ promote trophoblast cell invasion and placental
development (43, 44) while contributing to defense against
threatening pathogens.

VIRAL INFECTIONS DURING PREGNANCY

The maternal-fetal interface constitutes a physical and immune
barrier shielding the fetus from pathogens in the maternal
circulation. However, some pathogens especially viruses can
reach the fetal compartment either through hematogeneous or
decidual spread, resulting in congenital syndrome and high

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

July 2021 | Volume 8 | Article 674645


https://www.frontiersin.org/journals/medicine
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/medicine#articles

Espino et al.

Viral Infection at the Maternal-Fetal Interface

case-fatality (Figure 2). Even in the absence of maternal-to-fetal
transmission, previous epidemics of many emerging viral threats
have resulted in poor pregnancy outcomes including maternal
and fetal morbidity and mortality and peripartum infections with
severe sequelae.

Threatening TORCH Pathogens During

Human Pregnancy

The TORCH family [Toxoplasma, Other (syphilis, varicella-
zoster, parvovirus B19), Rubella, Cytomegalovirus and Herpes
simplex viruses 1 and 2] are well-recognized as pregnancy
threating pathogens for human pregnancy.

The Human cytomegalovirus (HCMYV), a large DNA virus
that belongs to the herpesviridae family, is the most common
cause of maternal and fetal morbidity and mortality. Primary
maternal infection carries a 30-40% risk of vertical transmission.
Congenital infection during the first trimester of pregnancy
can result in severe congenital syndrome characterized by
irreversible damage including deafness, psychomotor delays,
myopathies, chorioretinitis, and devastating microcephaly
(45). Even asymptomatic newborns can develop late neuro-
developmental damage within the first 3 years of life (46).
These congenital disorders could be partially attributed to
severe placenta disruption with increased edema, massive
inflammation, and avascular villi. HCMV infected placenta are
characterized by massive viral-induced cytopathic effects in the
villous capillaries and stromal cells and chronic villitis due to
maternal inflammatory response.

The highly pathogenic Human immunodeficiency virus
1 (HIV-1) is an RNA virus from the retroviridae family.
Histological analyses of first trimester placenta from untreated
HIV-infected women revealed the presence of decidual necrosis
and chorioamnionitis associated with the presence of HIV-1
in fetal tissues. Syncytin, the envelope glycoprotein of human
endogenous retrovirus highly expressed by fetal trophoblast,
mediates HIV entry through cell-to-cell fusion contributing to
viral dissemination, and establishment of viral reservoir in deep
tissues (47). Despite the high permissivity of trophoblast cells
and dMg, intrauterine transmission of HIV-1 is very rare during
the first trimester of pregnancy (48) but occurs more frequently
during labor and delivery. Although, ART can lower considerably
the transmission rate, cesarean delivery is recommended for
HIV-infected women with high viral loads.

Emerging Viruses

Lessons from recent outbreaks and the current pandemic crisis,
designated genotype 1 of Hepatitis E virus (HEV-1), Zika virus
(ZIKV), and SARS-CoV2 as emerging viruses that can threaten
human pregnancy.

Hepatitis E virus (HEV), a water-borne pathogen transmitted
by the fecal-oral route, belongs to the Hepeviridae family. Strains
that infect humans are classified in two species, Orthohepevirus A
(eight genotypes) and Orthohepevirus C (49). HEV-1, prevalent
in developing countries, is highly pathogenic during pregnancy
with high maternal and fetal mortality rate (20%) due to
fulminant hepatitis, hemorrhage, preeclampsia like syndrome,

and severe placental diseases (50). The transmission rate of HEV-
1 ranges from 50 to 100% (51). Trans-placental transmission
has been documented by the presence of progeny virions
in the fetal placenta and umbilical cord (52). Significant
effort has been recently made by our team to understand
mechanisms underlying HEV-1-related placental disorders (53).
We demonstrate that pathogenic HEV-1 replicates efficiently
both in maternal and fetal tissues, produces infectious progeny
virions, and induces alteration of the local secretome leading to
severe tissue damage.

ZIKV, a mosquito-borne Flavivirus, is able to surmount the
physical and immunological barrier of the placenta to reach
the developing conceptus in ~1 out of 10 infected pregnancies.
In the 2015 outbreak in the western hemisphere, ZIKV was
declared a serious public health concern, in particular for
pregnant women due to surge of devastating microcephaly
in newborns and increased frequency of placental pathology
including preeclampsia, miscarriage and still birth (54, 55).
Histological analysis of term placenta from congenital infected
neonates, revealed the presence of immature villi with a large
increase in the number of proliferating HBCs. Our group, among
others, provided the proof that ZIKV targets a wide range of
maternal and fetal cells including dM¢ and HBCs, triggers
massive inflammation and tissue damage, which may lead to
placental insufficiency (56, 57). More recently, we described
potential mechanisms for ZIKV-induced pathogenesis during
early pregnancy (58). We showed that the virus usurps the
placenta lipidome and the mitochondrial network to build
replication factories necessary for the production of infectious
progeny virions, and to overcome the placental intrinsic defense
mechanisms through impairment of the homeostatic equilibrium
of pro-/anti-inflammatory environment.

Pregnancy increases the risk of adverse maternal and offspring
outcomes from many respiratory viral infections including
Influenza virus. In December 2019, Wuhan, China, was faced
with the outbreak of the deadliest acute respiratory distress
syndrome, COVID-19 disease. On March 11, 2020 COVID-19
was declared a pandemic by the World Health Organization. The
etiological agent of COVID-19, SARS-CoV2, is a newly identified
member of a zoonotic family of coronaviruses responsible
for severe acute respiratory syndrome (SARS). The former
two family members SARS-CoV and Middle East respiratory
syndrome (MERS)-CoV are the respective etiological agents
responsible for the 2002 and 2012 outbreaks (59, 60).

Although, the COVID-19 pandemic has now infected large
numbers of pregnant women, the risks and specific effects
of SARS-CoV-2 are still largely unknown. Early reports of
Chinese pregnancy cohorts did not provide evidence for
maternal-fetal transmission in late gestation, but infection
was clearly associated with increased risk of admission to
intensive care, miscarriage, pre-eclampsia, premature membrane
rupture, preterm labor and preterm birth (61-63). Neonates
born to infected mothers presented fetal distress with abnormal
respiratory gastrointestinal symptoms and refractory shock with
multiple organ failure was reported (64). Furthermore, the
presence of SARS-CoV-2 was detected either in amniotic fluid,
umbilical cord blood or placental sections (65, 66). Vertical
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and placental cells before dissemination to the fetus.

FIGURE 2 | Schematic representation of the human maternal-fetal interface and fetus, and transmission of pathogens. Basal decidua containing decidual Natural
Killer cells (ANK), maternal macrophages (dM¢), and stroma cells [mesenchymal (Ms) and fibroblasts (Fb)]. Maternal gland (MG). Extravillous invasive cytotrophoblast
cells (iCTBs) invade the maternal decidua. Trophoblast Villous core contains trophoblast cells, mesynchymal cells, Hoffoauer cells (HBC), and fetal capillaries protected
with an outermost layer of multinucleacted syncytiotrophoblast cells (STBs). Placental chorionic villi floating bathed by maternal blood within the intervillous space.
Viruses can reach the fetus through hematogenous spread or through the basal decidua. lllustration of Zika virus (ZIKV), as model. ZIKV can replicate in the decidua

transmission of SARS-CoV2 has been suspected in several
cases but the mechanisms that allow the virus to breach the
placental fortress and reach developing fetus are still lacking.
Recent analyses of infected case reports and small cohorts from
infected mothers and newborn dyad, revealed the presence of
SAR-CoV2 antigens or viral RNA in fetal trophoblast cells
and stromal cells (65, 66). The observation of SARS-CoV-2
spike protein in both maternal and fetal side is associated with
tissue necrosis and massive recruitment of inflammatory cells to
the intervillous space, termed chronic histiocytic intervillositis
(67). Thus, placenta from COVID-19 pregnancies are highly
likely to develop tissue inflammation and abnormal or injured
maternal vessels.

As a cardinal unit for growth and regeneration, fetal
trophoblast cells are central for the maintenance and
development of the placenta and fetus, and defense against
invading pathogens. The trophoblast rich in stem cells is
endowed with intrinsic defense mechanisms, which include
the production of type III interferons and a set of interferon
stimulated genes (ISGs). In addition, a variety of receptors
known as pattern recognition receptors (PRRs) including the
Toll like receptors (TLRs) are widely expressed in the fetal
placenta, but, very little is known about the expression of
TLRs at the maternal decidua (68). Both innate immune cells
and non-immune cells of the maternal-fetal unit including

decidual cells, mesenchymal and trophoblast stem cells, and
the amniotic epithelium express TLRs 3, 7, 8, and 9 that
can sense viral infection (69). In addition to the intrinsic
defense mechanisms and inducible antiviral defenses could
lead to beneficial effects by restricting viral replication and
dissemination. However, the downstream signaling pathways
and induced differential response may determine the final
outcome. Our group and others demonstrate the placenta
increases the production of a large number of ISGs including
IFITM family members, IFI6 and ISG20, and type III IFNs to
preempt ZIKV infection (58, 70, 71). Similarly, we reported
the involvement of many factors in limiting HEV-1 infection
(53). However, trophoblasts function as an active barrier
preventing the transmission of certain viral infections to the
fetus and sustained inflammatory response may result in
disruption of the fine-tuned microenvironment leading to
viral dissemination and major pregnancy disorders such as
preeclampsia, or UGR.

Immunity to Viral Infection

The “immune privilege” status of the maternal-fetal interface
prevents harmful immune response to semi allogeneic embryonic
cells. Nevertheless, there is an accumulating body of evidence
supporting the active role of decidual immune cells in particular
dNK cells and dMg in controlling infections (72-74).
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Our previous studies demonstrated that dNK cells can
infiltrate HCMV-infected maternal-fetal tissues and colocalize
with infected cells. dNK cells are then able to specifically
detect and kill infected cells via the activating NKG2C/E
and NKG2D receptors. They are also able to acquire specific
cytotoxic functions directed against infected decidual fibroblasts
(73). Interestingly, HCMV infection is also linked to a change
in the secretome of dNK cells. Overall, by modulating the
secretory profile of dNK cells toward increased production
of cytotoxic factors, HCMV-infection likely constitutes virus-
specific immune response (73).

Likewise, the secretion of IFN-y by dNK cells during HIV-1
infection shapes the polarization of dM¢ endowing them with
natural resistance to infection (72, 74). This resistance is lost
when the dNK cells are no longer in contact with dMg or
when the IFN-y is neutralized by blocking antibodies, further
confirming the role of the local environment in the control of
the infection (72). In addition to their role during viral infection,
dNK cells are able to balance the contradictory demands of fetal
tolerance and protection against bacterial infection. Recent work
by the group of Lieberman demonstrated that dNK cells are able
to kill intracellular Listeria monocytogenes in trophoblasts and
dMe, through the transfer of granulysin cytotoxic molecules via
tunneling nanotube (75).

The role of dMg in the protection against pathogens did
not receive much attention. However, dM¢g express high levels
of Toll-like receptors (TLRs 1-9) and engagement of these
receptors in vitro enhances the secretion of pro- and anti-
inflammatory cytokines that are compatible with maintenance
of the fetotolerant immune environment during initiation of
immune responses to pathogens (76). Likewise, dM¢ antiviral
innate immune response to HIV-1 is initiated by activation of
TLRs 7 and 8 which in turn would restrict genome replication
(74). Activation of TLR pathway induces downstream signaling
cascades that ultimately lead to the production interferons (IFNs)
and hundreds of IFN-stimulated genes (ISGs) with antiviral
activity (77).

Our recent work highlighted the involvement of IFNs and a
set of ISGs in placental defense against viral infection (53, 70).

Cytokine Induced Immunopathology

The microenvironment of the uterine mucosa, within first
semester of pregnancy, is mandatory not only for embryo
implantation but also for the maternal-fetal tolerance (24).
Despite the protective effect of immune cells, an overwhelming
immune response at the maternal-fetal interface may constitute
the other edge of the sword. Viral-induced disequilibrium of
pro-inflammatory and anti-inflammatory factors could mediate
tissue injury, leading to virus spread, and adverse pregnancy
outcomes (78).

In the context of HCMYV, modulation of the cytokine
environment is considered as a potential initiator and/or
exacerbator of placental and fetal injury. Indeed, HCMV
infection during pregnancy is associated with a shift toward a
proinflammatory cytokine status. Levels of the cytokines, TNFa,
IL-1pB, IL-12, and IL-17; the chemokines CCL-2 (MCP1), CCL-4

(MIP-18), and CXCL10; and the growth factors GM-CSF and
PDGEF-bb were significantly elevated in amniotic fluids from
congenital HCMV fetuses (79). In addition, stillborn HCMV-
infected placenta have significantly elevated levels of CCL-2 and
TNFa levels than uninfected placenta (80). Our team has shown
that dNK cells produce high levels of SsSCAM-1, CXCL-1 (GROw),
IL-6, Granzyme B when stimulated with infected autologous
decidual cells. On the other hand, dNK cell production of CCL-4,
IL-8, CXCL-10 (IP-10), GM-CSE, RANTES, and CCL-3 (MIP-1a)
was significantly decreased. These changes in dNK cell secretome
are necessary for the recruitment and initiation of anti-viral
immune response but reduce trophoblast cell invasion and might
be partially responsible for HCMV-associated fetal damages (73).

Increased production of pro-inflammatory cytokines was also
associated with pregnancy disorders upon HEV-1 infection.
Several pro-inflammatory factors (TNFa, IL-6, IFN-y, and TGF-
B1) were increased in the maternal-fetal interface and peripheral
blood from HEV-1 infected women with adverse pregnancy
outcomes (81). Our studies revealed that HEV-1 skews the
cytokine, chemokine, and growth factor secretory profile in both
the decidua and placenta tissues with increased levels of IL-
6, SICAM-1, CCL-3, CCL-4, G-CSE, and GM-CSF (53). These
alterations in the local secretome were not only correlated with
viral load but also promoted tissue apoptosis and necrosis, and
may be responsible for HEV-1-associated pregnancy disorders.
HEV-1 infection was also associated with decrease of CXCL-
10 at the maternal fetal interface that could impair the
invasion/migration of the fetal trophoblast and remodeling
of maternal spiral arteries, both of which are mandatory for
successful placentation.

ZIKV infection has been associated modulation of many
factors such as VEGF-A, MMP-2, and MMP-9 that play a role
in angiogenesis and ECM degradation. In contrast, the levels
of SICAM-1 and IL-8, which could favor transmission of ZIKV,
were increased. We found that ZIKV does not interfere type I
or type II IFNs, but induces strong increase in the production of
type III IFNs (IFN-X2/3) and a set of interferon stimulated genes
(70). We also provided the first evidence that ZIKV infection
induces the production of several active lipid mediators which
plays can modulate the placenta pro- and anti-inflammatory
responses (58). The association between ZIKV-induced pro- and
anti-inflammatory lipid metabolites and cytokines/chemokines
have been implicated in the physiopathology of several infectious
inflammatory disorders.

Modification of the local cytokine profile has also been
reported in SARS-CoV-2 infection. SARS-CoV-2 infection
is associated with immune cell activation, which may be
responsible for a cytokine storm, leading at least to multiple
system organ failure (82). The infection is associated with
increased levels of pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-
10, GCSE, CXCL10, MCP-1, MIP-1a, and TNF (83). Taken
together, the cytokine storm induced during SARS-CoV-
2 infection could impair the migration of trophoblasts
cells and the remodeling of the maternal spiral arteries
and contribute to placentation defects. The permanent
increased pro-inflammatory state could also be likely to
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impact the fetal brain development of the fetus, thus
increasing the risk of autism, mental health disorders, or
schizophrenia (84).

CONCLUDING REMARKS

Lessons from the TORCH pathogens and emerging viruses have
demonstrated that the infection of the maternal-fetal interface
during early pregnancy is often associated with placental diseases
and is highly detrimental to fetal development. Viral tropism and
efficient replication combined with altered local environment
dictate the extent of tissue damage. Significant effort has
been made toward understanding the essential role of dNK
cells in viral spread. However, why in some cases these cells
fail to control the infection or participate to tissue damage
need to be further investigated. dNK cell responsiveness to
pathogens can be dependent on host factors. Thus, one research
axis can focus on KIR and HLA alleles expressed by the
host. Indeed, several examples of matched and mismatched
KIR and HLA were previously described to be protective or
deleterious during viral infections. Metabolic alterations may
also underlie the failure of the immune response especially that
viral infections are known to deplete and/or enrich the local
environment with several metabolites that alters immune cell
function. Viral factors may also shape the immune response.
For instance, HEV-1 and ZIKV downregulate IFN'\ and other
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Metabolic reprogramming by Zika virus provokes
inflammation in human placenta

Qian Chen® ', Jordi Gouilly® ', Yann J. Ferrat?, Ana Espino', Quentin Glaziou!, Géraldine Cartron3,
Hicham El Costa® !, Reem Al-Daccak? & Nabila Jabrane-Ferrat® 1™

The recent outbreak of Zika virus (ZIKV) was associated with birth defects and pregnancy
loss when maternal infection occurs in early pregnancy, but specific mechanisms driving
placental insufficiency and subsequent ZIKV-mediated pathogenesis remain unclear. Here we
show, using large scale metabolomics, that ZIKV infection reprograms placental lipidome by
impairing the lipogenesis pathways. ZIKV-induced metabolic alterations provide building
blocks for lipid droplet biogenesis and intracellular membrane rearrangements to support
viral replication. Furthermore, lipidome reprogramming by ZIKV is paralleled by the mito-
chondrial dysfunction and inflammatory immune imbalance, which contribute to placental
damage. In addition, we demonstrate the efficacy of a commercially available inhibitor in
limiting ZIKV infection, provides a proof-of-concept for blocking congenital infection by
targeting metabolic pathways. Collectively, our study provides mechanistic insights on how
ZIKV targets essential hubs of the lipid metabolism that may lead to placental dysfunction
and loss of barrier function.
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he mosquito-borne Zika virus (ZIKV) is a single strand

positive-sense RNA virus that belongs to the Flaviviridae

family. ZIKV infection is mostly asymptomatic but in early
pregnancy it has been linked to pregnancy loss and devastating
birth defects including the life-threatening fetal brain abnormal-
ities referred to as congenital ZIKV syndrome!>2. The replication
of ZIKV in a wide range of fetal and maternal cells prompted the
idea that maternal-fetal interface can serve as a replication plat-
form enabling viral amplification before dissemination to the
fetus>*. However, despite intense investigation, mechanisms
driving placental dysfunction, and subsequent ZIKV-mediated
fetal pathogenesis are not fully understood.

Lipids are highly diverse cell components that play a central
role in maintaining appropriate cellular functions, including
membrane structure, energy sources, and signal transduction.
Alteration in lipid metabolic pathways is a leading cause of many
human diseases™®. The fetal placenta is an autonomous organ
endowed with an extraordinary high lipid content and metabolic
rate to support fetal development. Mounting evidence links
alteration of the placental lipid metabolism to the etiology of
many “great obstetrical syndromes” including gestational diabetes
mellitus (GDM), miscarriage, congenital disorders, fetal growth
restriction (FGR), and pre-eclampsia’~?.

Lipid droplets (LDs) are fat storage organelles derived from the
endoplasmic reticulum (ER) membrane under conditions of fatty
acids excess. In contrast to other cellular organelles, LDs are
composed of a neutral lipid core surrounded by a monolayer of
phospholipids (PLs) harboring coat proteins and lipid metabo-
lism enzymes!0. The ER-resident diacylglycerol acyltransferase 1
(DGAT1) is central for LD biogenesis!!»12. LDs make contact
with many organelles to supply necessary lipids for energy pro-
duction, membrane biogenesis, and intracellular vesicle traffick-
ing. LDs also act as regulatory hubs to prevent lipotoxicity and
maintain lipid homeostasis. The impairment of their protective
cellular response has been associated with metabolic disorders!3.
Despite differences in their transmission mode, single-stranded
positive RNA viruses hijack the ER membrane network and
subvert lipid homeostatic pathways to build specific endomem-
brane organelles for viral replication (ROs). Both viral and host
factors are supposed to be concentrated in ROs to facilitate
assembly and shield nascent virions from immune assaults!41>,
Increased knowledge about virus-host interactions and the role of
host lipid metabolism prompted the development of therapeutic
strategies that have been proven effective alternatives in con-
trolling viral pathogenesis in many model systems!®17.

Lipids are also a repository of potent bioactive mediators, such
as eicosanoids. Eicosanoids are derived from long-chain poly-
unsaturated fatty acids (PUFAs) through a complex pathway!8.
Similar to cytokines, bioactive lipid mediators (LMs) constitute a
finely tuned and complex lipid signaling network that regulates
homeostatic and inflammatory processes. Whilst some LMs have
been implicated in the control and clearance of viral
pathogens!®20, it remains unclear how ZIKV infection would
affect the biosynthesis of placental lipid metabolites and perturb
the homeostatic equilibrium of the placental barrier. Given the
central role of lipids in fetal and placental development, dysre-
gulation of this signaling network is very likely to contribute to
placental inflammation and adverse pregnancy outcomes?!:22,
Unraveling such a mechanism would open new avenues for
therapeutic strategies to prevent congenital ZIKV syndrome.

In this study, we used large-scale quantitative metabolomics to
investigate the impact of ZIKV on human placenta during early
pregnancy. We demonstrate that ZIKV reprograms the placenta
lipidome to accommodate viral life cycle. We also provide evi-
dence that loss of metabolic homeostasis is associated with
mitochondrial dysfunction and imbalance in the pro-/anti-

inflammatory equilibrium that characterize severe pregnancy
outcomes. Our findings uncover a potential mechanism by which
ZIKV overcomes the barrier function of the fetal placenta and
may have important implications for the development of thera-
pies for a wide range of placental diseases.

Results

ZIKV infection adjusts placental neutral lipids. Metabolic
reprogramming is a well-recognized hallmark of human disease
including the great obstetrical syndromes linked to placental
dysfunction®?3. Although congenital ZIKV infection can pre-
sumably occur at different gestational ages, severe sequelae have
been linked to infection during early pregnancy!242>. To deter-
mine whether ZIKV perturbs the metabolic status of the fetal
placenta, we therefore used first trimester pregnancy samples.
Placentas were challenged with the Asian strain (KU886298) of
ZIKV at 6x 1019 RNA copies/mL (equivalent to a MOI of 1)
obtained from the second passage in Vero cells320-28, The kinetic
of infection was followed by quantification of viral RNA in cul-
ture supernatants. The maximum increase of ZIKV RNA was
reached within 5 days of infection (Fig. 1a). We next subjected
matched mock- and 5 day infected whole tissue samples to large-
scale quantitative shotgun lipidomic coupled to mass spectro-
metry analyses. We analyzed four major groups of neutral lipids:
cholesterol, diacylglycerols (DG), cholesterol ester (CE) and
triacylglycerols (TG). Cholesterol occupies more than 65% of
total placenta neutral lipids whereas aggregated DG and TG
account only for ~30% (Fig. 1b). ZIKV-infected placentas dis-
played significantly higher amounts of total neutral lipids without
changing their global distribution within different groups. Further
analysis of independent groups revealed that the infection sig-
nificantly increases the amount of DG and induces a tendency of
higher TG and cholesterol contents without affecting CE
(Fig. 1c-f). Given the importance of DG and TG in lipid home-
ostasis, we next examined the impact of viral infection on their
related subspecies. Despite variability between donors, ZIKV
infection significantly enhanced the relative abundance of sub-
species with long acyl-chains containing 18 or more carbons in
their tails, namely DG (18_18), DG (18_20), TG (18_18_18) and
TG (18_18_20) (Fig. 1g, h). Hierarchical clustering using an
algorithm that allows grouping of similar samples based on the
pattern of relative abundance, heatmap, indicated that ZIKV-
infected placentas nurture significant enhancement of differential
neutral lipid species (Fig. 1i).

ZIKV infection alters the biogenesis of PLs. PLs are central
for cellular membranes functionality since they provide
adequate fluidity, vesicular traffic, molecular transport, and
biosynthesis2%30. Phosphatidic acid (PA) and its product, DG, are
the main precursors for PL synthesis through the Kennedy or
CDP-DAG pathways (Fig. 2a, schematic summary). Therefore,
we investigated the impact of ZIKV infection on placental PL
metabolism. Matched mock- and ZIKV-infected Placentas were
subjected to Bligh and Dyer’s extraction followed by LC-MS/MS
quantification. In human placenta, phosphatidylcholine (PC)
constitutes ~63% of total placental PLs, whereas sphingomyelin
(SM) represents only ~23% and other PLs species <10% (Sup-
plementary Fig. 1). Compatible analysis revealed significant
upregulation of the relative abundance of PC, phosphatidyletha-
nolamine (PE) and phosphatidylinositol (PI) species in
ZIKV-infected samples (Fig. 2b-d). Although it did not reach
significance, the phosphatidylserine (PS) group was also increased
by the infection (Fig. 2e). No effect was observed for ceramide
(Cer) or SM subspecies (Supplementary Fig. 2).
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Fig. 1 ZIKV infection impairs placental neutral lipid metabolism. a Culture supernatants are collected from five independent ZIKV-infected first trimester
placentas following the indicated time. Viral load is determined by gRT-PCR. b Neutral lipids (NL) are extracted from matched mock- and ZIKV-infected
first trimester placentas 5 days post-infection (dpi). Four major neutral lipids, cholesterol, diacylglycerol (DG), cholesteryl ester (CE) and triglyceride (TG),
were determined in human placenta. Quantification of neutral lipid species was achieved by comparison of the peak area of individual species relative to
their class-specific internal standards. Values are normalized based on the protein level for each sample. Relative abundance of NL is calculated as the sum
of DG, TG, CE, and Cholesterol amounts. e¢-f Quantification of DG, TG, CE, and cholesterol. Relative abundance of DG, TG, and CE represents the total
abundance of the different subspecies in each group. g-h Quantification of DG and TG subspecies characterized by the number of carbon atoms in each
acyl chain. Mock samples are depicted as blue bars and ZIKV-infected samples as red bars in the graph. Boxplot: boxplot medians (center lines),
interquartile ranges (box ranges), whisker ranges. i Heatmap representing relative abundance profile of NL subspecies. Each column represents a single
donor and each row corresponds to a single sub-specie of neutral lipids. All the data sets are presented as mean values + SEM of first trimester placentas
from five independent donors. P values are computed using paired two-tailed Student’s t test. Source data are provided as a Source Data file.
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Fig. 2 ZIKV infection perturbs the phospholipid placental profile. a Simplified schematic overview of the phospholipid (PL) metabolism pathways. Fatty
acid (FA), phosphatidic acid (PA), cytidine diphosphate diacylglycerol (CDP-DAG). Lipid droplet (LD). Fatty acid synthase (FASN) catalyzes FA de novo
lipid synthesis. The transporter FAT/CD36 assists in FA uptake from the exogenous environment. The ER-resident diacylglycerol acyltransferase 1
(DGATT), an essential enzyme for LD biogenesis, catalyzes the final step in TG biosynthesis. b-g PLs were extracted from mock or ZIKV-infected placenta
explants 5 dpi and subjected to LC-MS/MS analysis. Quantification of PL species was achieved by comparison of the peak area of individual species
relative to their class-specific internal standards. Values are normalized based on the protein level for each sample. The relative abundance of PL species is
calculated as the sum of subspecies within different subgroups. b Phosphatidylcholine (PC), (¢) phosphatidylethanolamine (PE), (d) phosphatidylinositol
(P1), (e) phosphatidylserine (PS). f-g Relative abundance of differentially altered phospholipid subspecies from PC (f) and PE (g). Boxplot: boxplot medians
(center lines), interquartile ranges (box ranges), whisker ranges. h Total RNA extracted from matched mock- and ZIKV-infected first trimester placentas at
5 dpi. The mRNA expression levels were determined by qRT-PCR. Mock-infected placenta (blue) and ZIKV-infected (red). Results are presented as mean
values £ SEM of first trimester placentas from five independent donors. P values are computed using paired two-tailed Student’s t test. Source data are
provided as a Source Data file.

Further profiling of individual subspecies revealed PC32:0 as PC and PE subspecies displayed long-chain fatty acids with
the most abundant among 19 molecular subspecies detected in  unsaturated structure (C32-C40) (Fig. 2f, g).
the PC group and identified a total of 16 molecular subspecies In a given membrane, even slight alterations to PL content can
within the PE group with much lower abundance compared to significantly change physical properties including spontaneous
the PC group (Supplementary Fig. 3). Most of ZIKV-increased curvature, fluidity and permeability>"32. In this context, the
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observed alterations in the biogenesis of individual PL subspecies
suggest that ZIKV, through reprogramming of the lipid
metabolome, may crucially impact the architecture of placental
membranes increasing fluidity and permeability.

ZIKYV impairs placental lipid homeostasis. To determined which
pathways are responsible for ZIKV-induced placental metabolic
alterations, we investigated expression levels of three essential
enzymes: FASN (fatty acid synthase) which is central for de novo
synthesis of fatty acid (FA), FAT/CD36 (fatty acid translocase),
which facilitates FA transport and DGAT1, which is involved in
LD biogenesis (Fig. 2a). Our analysis revealed that FASN and FAT/
CD36 mRNA levels are significantly increased in ZIKV-infected
placentas compared to mock-infected samples (Fig. 2h).

The increase in FASN and FAT/CD36 expression will enhance
de novo synthesis of FAs and facilitate the transport of long-chain
FAs from extracellular media for placental lipogenesis. Similar to
FASN and FAT/CD36, we also detected significant increases of
DGATI mRNA levels in ZIKV-infected placentas which can
promote TG synthesis. Our observations illuminate diverse
pathways that ZIKV exploit to satisfy lipid needs namely FA
synthesis and transport, and storage in LDs.

Placental LDs are tangled during ZIKV Infection. To provide
insights into a possible role of LDs during ZIKV infection, we
examined the distribution and morphology of these organelles in
ZIKV-infected placenta. LDs were visualized in placental thin
sections with the BODIPY 493/503 dye which stains the LD core.
Trophoblast cells were visualized by immunostaining of cyto-
keratin 7 (CK7). ZIKV infection was detected with antibody
against the NS3 viral protein. We found that small size LDs were
distributed throughout mock-infected tissue sections, both in
CK?7 positive and negative cells. In contrast, the majority of LDs
accumulates around infected focal sites within ZIKV-infected
placental villi (Fig. 3a). In addition, large amounts of LDs were
found in uninfected neighboring cells.

To further characterize the effect of ZIKV on placental LDs, we
performed immunohistochemistry (IHC) on frozen thin sections
from mock- or ZIKV-infected placentas. LDs were visualized with
Oil Red O (ORO) and nuclei with hematoxylin staining (Fig. 3b).
Our analysis showed that ZIKV infection induces large amounts
of LDs with a nearly 1.7-fold increase in global distribution
(Fig. 3c). The increase in LD distribution was also associated with
major changes of the placental tissue architecture illustrated by
morphometric alterations to the stroma and syncytiotrophoblast
(STB) outer layer of the villi (Fig. 3b). Taken together, these
findings demonstrate that ZIKV induces upregulation of the
placental LD biosynthesis and further provide meaningful
insights into the enhancement of DG and TG subspecies during
the infection.

ZIKV induces LD accumulation and morphological changes.
To gain further insights into the mechanisms that underlie
changes in LD morphology during ZIKV infection, we analyzed
quantities and size distribution of LDs at the cellular level. Viral
infection was visualized with anti-Flavivirus envelope group
antigen antibody (anti-Env) or anti-NS3 antibody staining (Fig. 4
and Supplementary Fig. 4). LDs were labeled with the ORO or
BODIPY 493/503 dye. ZIKV-infected cells accumulated large
numbers of LDs with a significantly larger morphometric area
(Fig. 4a and Supplementary Fig. 4a). Both the number and
average volume of LDs were significantly increased by the
infection (Fig. 4b and Supplementary Fig. 4b). Further stratifi-
cation of LDs according to their size distribution and evaluation
of the percentage in each diameter range revealed an average size

of approximately 1 um, although other sizes were also observed.
Compared to mock-infected cells, ZIKV infection significantly
decreased the percentage of small size LDs (<1 pm) and increased
the percentage of large LDs (>1.5 um) (Supplementary Fig. 4c).
The shift in size with the accumulation of larger size organelles
was even greater 5 day post-infection (dpi) (Fig. 4b, right panel).
These findings indicate that ZIKV infection changes LD dynamics
with respect to their size and number. This phenomenon is
triggered either by fusion of several LDs or by organelle growth
through integration of excess lipogenesis. We also observed an
increase of the LD amount and size in uninfected neighboring
cells suggesting a bystander effect.

In addition to trophoblast, the unique cell type of the placenta,
the villous core contains mesenchymal/fibroblastic-like stem cells
that contribute to the global architecture33. To determine whether
a specific cell type support modulation of LD morphogenesis, we
performed co-immunofluorescence staining of viral proteins,
CK7 and LD. Morphological analysis indicated that ZIKV
infection induces the accumulation of large size LDs in both
trophoblast and stromal cells (Fig. 4c, d and Supplementary
Fig. 4d). Three-D reconstitution model revealed that most of the
large size LDs aggregate close to ZIKV viral particles, as
evidenced by anti-Env staining (Fig. 4c, d, lower panels).
Consistent with immunofluorescence, ultrastructural analysis
using transmission electron microscopy (TEM) depicted abun-
dant accumulation of LDs near the ER sheets in ZIKV-infected
cells relative to mock-infected cells (Fig. 4e). Within the ER
lumen, we detected LD surrounded by a large number of viral
particles and connected with mitochondria (Fig. 4e, right panel).
The juxtaposition of LDs with viral particles further highlights
their involvement in the virus life cycle. Furthermore, the close
connection between LD and mitochondria is likely to facilitate
material exchange between these key organelles. Thus, ZIKV
infection occurs in trophoblast and stromal cells and likely
impairs LD morphology to support viral genome replication and/
or assembly of progeny virions.

ZIKV modulates LDs in both infected and bystander cells.
Since bystander effects during pathogen infections underlies
progression to advanced diseases, we extended our investigations
to uninfected neighboring cells. We, therefore, examined the
spatial distribution of LDs in uninfected neighboring placental
cells at 3 and 5 dpi. LD content was determined by immuno-
fluorescence in Env' infected cells and Env~ cells. Neighboring
cells harbored a considerable number of LDs which is even higher
than that of infected cells (Fig. 5a and Supplementary Fig. 5a).
Further quantification analysis showed that these bystander cells
did not only contain higher amounts but also larger size LDs than
infected cells expressing the viral envelope (Fig. 5b). Increased LD
morphometric parameters in bystander cells were also observed at
early infection time points (3 dpi) (Supplementary Fig. 5b).

Bystander effects of a variety of viruses implicate the
establishment of intercellular channels within the gap junction,
which play a central role in coordinating metabolic changes of
neighboring cells, but also can implicate soluble mediators
secreted by infected cells?*-36. We thus tested this latter
possibility by culturing freshly isolated placental cells with UV-
irradiated conditioned medium harvested from ZIKV-infected
placental cells (UV-ZIKV). Conditioned media from mock-
infected cells were UV-irradiated and used as control (UV-
Mock). Microscopic and quantitative analysis indicated
remarkable LD accumulations in cells treated with UV-ZIKV
compared to those treated with UV-Mock. Both the amount and
the size of LDs were significantly increased in the presence of UV-
ZIKV treated samples (Fig. 5¢, d).
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Fig. 3 Accumulation of LDs in ZIKV-infected placenta. a Representative thin sections of matched mock and ZIKV-infected placentas 5 dpi.
Immunostaining is performed with anti-NS3 (red) and anti-CK7 (yellow) antibodies. LDs are stained with the BODIPY 493/503 dye (green) and nuclei
with DAPI (blue). High magnification of the indicated area (arrowhead) is shown in insets. Scale bar, 50 pm. Data are representative of at least three
independent experiments. b Oil Red O staining of neutral lipid in tissue sections from matched mock- and ZIKV-infected placenta (red). Nuclei are
counterstained with hematoxylin. High-magnification images of the indicated area (arrowhead) are shown in insets. Scale bar, 50 pm. ¢ Quantification of
Oil Red O staining by Image J showing increased staining area in the infected placental sections. All data are presented as mean = SEM of first trimester
placentas from five independent donors. P values are computed using paired two-tailed Student's t test. Source data are provided as a Source Data file.

Thus, ZIKV infection does not only directly regulate the lipid
metabolism to support the virus life cycle but also induces
bystander effect through gap junction exchange of cellular
components or paracrine pathways, which may further emphasize
the critical role of LD alterations in viral pathogenesis.

ZIKV exploits LDs for genome replication. The ER-resident
DGAT1 enzyme, which is essential to LD biogenesis, plays a
central role in the formation of Hepatitis C (HCV) particles®”-38,
We, therefore, hypothesize that ZIKV-induced morphometric
changes of LDs are necessary for the virus life cycle. To test the
involvement of these lipid regulatory hubs in viral replication, we
used the pharmacological inhibitor A922500 (DGAT1i) to block
the enzymatic activity of DGAT1 and inhibit the conversion of
FAs to TGs (Supplementary Fig. 6). Freshly isolated placental
cells were treated with different concentrations of DGAT1i for
5 days. As expected, immunofluorescence analysis using the
BODIPY 493/503 dye demonstrated that compared to DMSO

control, DGATI1i treatment of placental cells substantially
reduced the LD amounts without impairing the cell viability even
in the presence of the highest concentration (5puM) (Supple-
mentary Fig. 6b, c). Next, we examined the impact of DGATIi
during ZIKV infection. To this end, placental cells were chal-
lenged with ZIKV in the presence of different concentrations of
the inhibitor. The spatiotemporal distribution of LD was analyzed
5 dpi by immunofluorescence (Fig. 6a, b). Compared to DMSO
control, cells treated with DGATI1i harbor only scarce LDs.
Further morphometric quantification revealed that both the
number and average volume of LDs are significantly reduced in
the presence of DGAT1i. The impairment of LD dynamics was
associated with a lower infection rate.

To further ascertain the role of LDs in ZIKV life cycle, we
investigated whether inhibition of LD formation impacts
infectious particle production. We determined the production
of infectious particles using plaque assay (Fig. 6¢, d). Consistent
with our immunofluorescence analysis, inhibition of DGAT1
enzymatic activity significantly reduced the production of
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Fig. 4 Alterations of LD morphometric features by ZIKV infection of primary placental cells. Matched freshly isolated placental cells are mock- or
infected with ZIKV at MOI of 1 for 5 days. a Oil Red O staining (Left panel). Co-immunostaining of LDs with the BODIPY 493/503 dye (green), anti-
Flavivirus group antigen antibodies (Env, red), and nuclei (DAPI in blue) (Right panel). Scale bar 50 pm. b Quantification of LD number per cell, average
volume and diameter distribution by Imaris software. LD morphometric features are analyzed in more than 400 cells for each placenta from five
independent donors. P values are computed using two-tailed Student’s t test. c-d Representative confocal images with high magnification of Z-stack
projections. stromal cell (¢), CK7 positive trophoblast cell (d). BODIPY 493/503 (green), Env (red), cytokeratin 7 (CK7 in cyan) and nuclei (DAPI in blue).
Scale bar, 20 pm. Bottom panels showing 3D models and higher magnification focus on ZIKV-infected placenta stromal cell (€) and trophoblast cell (d).
Scale bar, 10 pm. e Representative TEM micrographs showing LDs in (a) mock- and (b) ZIKV-infected placental cells (white arrowheads), nucleus (N).
Scale bar, 2 pm. ¢ High magnification of the white square delineated area in (b) with a concentration of LDs around a large amount of viral particles (Vi).
Scale bar, 500 nm. Data are representative of at least three independent experiments. Source data are provided as a Source Data file.

infectious particles in a dose depend-manner. We observed more
than 200xfold decrease in viral production with 5uM DGAT1i
treatment, compared to DMSO controls (Fig. 6d). Our findings
demonstrate that specific blockade of DGAT1 enzymatic activity
disrupts the biogenesis of LDs and thereby hinders the virus
life cycle.

ZIKV-infected cell exhibits intracellular membrane rearran-
gement. Manipulating the distribution of lipids to build highly
complex membranous webs, ROs, is a trademark of positive-
stranded RNA viruses. The enrichment of lipid species with
complex structures in infected placentas prompted us to inves-
tigate next whether ZIKV induces membrane remodeling to build
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Fig. 5 Bystander effect of ZIKV infection on LD biogenesis. Placental cells were infected with ZIKV MOI of 1 for five days. a LD staining with the BODIPY
493/503 dye (green), anti-Flavivirus group antigen antibodies (Env) staining distinguishes ZIKV+ (red) from ZIKV~ bystander cells (asterisk). High-

magnitude images of LD are shown in the right panels. Scale bar, 20 pm. High magnification image insets showing LDs in both ZIKV* (Envt) and ZIKV—
(Env™) bystander. Scale bar, 5 pm. b Morphometric measurements of LD number and volume based on Z-stack projections of confocal images. Data from
five different donors are shown as dot plot graphs. Each data point represents the average number of LDs per cell and average volume from mock (blue)
and ZIKV-infected cells (red) or bystander neighboring cells (violet). Results are presented as mean values + SEM and analyzed by one-way ANOVA, with
Dunnett's multiple comparison test. € Supernatants from mock- or ZIKV-infected primary placental cells were collected from five independent donors 5 dpi
and UV-irradiated. Freshly isolated placental cells are challenged with the UV-irradiated supernatants for 3 days. Immunofluorescence staining of LDs with
the BODIPY 493/503 dye (green), ZIKV Env protein (red) and nuclei (DAPI in blue). Scale bar, 50 pm. d LD number and volume analysis by Imaris

software. Each data point represents the average number of LDs per cells and average volume from Mock- (blue) and ZIKV+ cells (red). Results are

presented as mean values * SEM and analyzed by two-tailed Student's t test. Source data are provided as a Source Data file.

ROs. High-resolution TEM revealed the presence of convoluted
membranes (CMs) and vesicle packets in the perinuclear region
of infected trophoblast cells (Fig. 7a). A large number of viral
particles were found within the ER lumen with an apposition of
multiple viral-induced vesicular structures (Ve). These ZIKV-
induced vesicular structures were heterogeneous in size (50-130
nm) but the majority of them were within a narrow diameter
range of 90-110 nm (Fig. 7b). Similar structures housing viral
RNA and proteins were previously found in Flavivirus infected
hepatoblastoma cell line3?-4!, We also found spherical Ve either
directly linked with viral particles or tightly connected with virion
bags containing large clusters of assembled viral particles
(Fig. 7¢). Ve were connected with each other directly via pores
(arrowhead) and occasionally with membrane tubes (T). These
membrane structures are likely to convey cytoplasmic con-
stituents to Ve and release of newly synthesized viral RNA in the
cytoplasm as has been reported for West Nile virus (WNV)3.
Mitochondrial and ER-associated membranes (MAM) are well-
recognized sites for ATP synthesis, lipogenesis and export as well
as for viral replication!442. Viral particles were present within the
ER lumen closely associated with mitochondria (Fig. 7d). We also
found viral particles at the tip of the Golgi apparatus cisternae
(arrow) indicating their transfer to the trans-Golgi network
(TGN) for maturation. Elongated mitochondria were located near
the Golgi apparatus (G). Finally, budding of progeny virions
occurred through the genesis of microvesicles containing large
clusters of viral particles (Fig. 7e), which are then released as

300-500 nm diameter bi-layer lipid membrane-surrounded
extracellular vesicles (EV).

Together, these ultrastructure observations demonstrate that
ZIKV provokes intracellular membrane rearrangements provid-
ing topological evidence of the placental differential metabolic
reprogramming. To the best of our knowledge, this is the first
report highlighting usurpation of the placental extracellular
vesicular pathway by ZIKV for budding of progeny virions.

ZIKV infection induces mitochondrial dysfunction. Mito-
chondria are essential organelles involved in the sensing of
metabolic homeostasis and communication with other cellular
organelles such as LDs or peroxisomes. Alterations to placental
mitochondria functions have been associated with compromised
human pregnancies®3-45. Therefore, we further addressed the
impact of ZIKV infection on mitochondria functions. Mito-
Tracker and ZIKV envelope co-staining was used to investigate
the mitochondrial morphodynamics in mock- and ZIKV-infected
placental cells. Compared to mock cells, where the mitochondria
showed a classic distribution, the mitochondria network was
completely disrupted by ZIKV infection and linear connected
mitochondria intermingling with the Env-positive viral particles
(Fig. 8a). 3D-modeling further highlighted the distortion of the
mitochondrial network in ZIKV-infected cells. Further ultra-
structure analysis using TEM showed long size mitochondria
located near large clusters of viral particles (Fig. 8a). Compared to
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Fig. 6 DGAT1 activity and LD formation are required for ZIKV life cycle. Primary placental cells were pre-treated for 30 min with different concentrations
of DGAT1i (0.5 pM, TpM, 5 pM), then cells were infected with ZIKV MOI of 1 up to 5 days in the presence of the DGATIi. For the control, the cells treated
with the same concentration of DMSO. a After ZIKV infection, the cells were co-immunostained for with the BODIPY 493/503 dye (green), envelope
group antigen (Env in red), and nuclei (DAPI in blue). High-magnitude images are shown right panel, Scale bar 50 pm. b Quantification of LD amount per
cell, the average volume of LD determined from 4 independent donors based on Z-stack projections of confocal images. Results are presented as mean
values = SEM. P-value denote comparisons between DMSO control and DTAGTi treated cells, two-tailed Student's t test. ¢ Cell-free supernatants of
cultures from growth curve experiments of DGAT1 inhibition assay were collected. The supernatants were 10-fold serial dilutions and 100 pl of diluted
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computed using two-way ANOVA, with Tukey's multiple comparison test. Source data are provided as a Source Data file.

mock cells, the morphology of mitochondria was altered in
ZIKV-infected placental cells (Fig. 8a, enlargement in the right
panel).

To further investigate the mitochondrial function, we
performed mitochondrial stress tests to probe the respiratory
and glycolytic capacities using Seahorse Bioanalyzer. The analysis
revealed that ZIKV infection inhibits oxygen consumption rate
(OCR) but did not significantly change the extracellular
acidification rate (ECAR) (Fig. 8b). Further quantitative analysis
demonstrated that ZIKV infection considerably decreased the
basal, maximal, and spare respiratory capacity (SRC) as well as
the ATP-coupled OCR (Fig. 8c).

These observations reveal that ZIKV disrupts both the
mitochondria morphology and respiratory capacity probably to
impairment of the cell B-oxidation process, which in return will
lead to metabolic alterations and accumulation of lipids within
the placental tissue.

Dual storm of inflammatory LMs in infected placentas. Many
viral pathogens interfere with the host lipid metabolism to promote
the infection and associated inflammatory consequences!®46:47,
LDs provide a distinct site for the production of specific LMs,
Eicosanoids, which regulate inflammatory signaling cascades!8:48,
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(f) 200 nm. Data are representative of at least three independent experiments. Source data are provided as a Source Data file.

Within this context, we performed large-scale profiling of bioactive
LMs to disclose the link between viral-induced lipid metabolism
reprogramming and mitochondrial dysfunction. Among the pro-
filed PUFA-derived LMs and their pathway metabolites, 25 med-
iators were detected in first-trimester placentas (Fig. 9). Although at
different levels, many bioactive LMs were significantly up-regulated
by ZIKV infection. In particular, significant increases were
observed in those derived from the cyclooxygenase (COX), lipox-
ygenase (LOX) and cytochrome P450 enzymes (CyP450) pathways,
as well as in HDoHE products of the omega-3 eicosapentaenoic
acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) (Fig. 9a, b).

To look into the global inflammatory status of infected
placentas, these 25 bioactive LMs were further clustered
according to their pro-/anti-inflammatory properties and pre-
sented as a heatmap (Fig. 9c). ZIKV infection enhanced the
production of both pro-/anti-inflammatory bioactive LMs.
Despite the variability among donors, the level of pro-
inflammatory prostaglandins PGE2 and PGE2a from the COX
pathway and 5-Oxo-ETE from 5-LOX pathway were significantly
increased in all tested placentas. Yet, this unbiased system
approach also revealed that many LMs, known for their role in
promoting the resolution of acute inflammatory responses, are
also increased in the context of ZIKV infection. In particular,
significant increases were observed for 12-HETE and 15-HETE
from the 12-/15-LOX pathway, for the 8,9-EET of the CyP450
pathway as well as for the 14-HDoHE and 17-HDoHE bioactive
products from DHA (Fig. 9a—c).

Accumulating evidence suggests that the occurrence of
placental inflammation of either infectious or non-infectious
origin can lead to placental dysfunction, and has been associated
with obstetrical syndromes. Tilting the balance towards inflam-
matory response and regulating fetal trophoblast cell functions,
might not only promote ZIKV survival but also impair the
architecture of the developing fetal placenta. In support,
Hematoxylin-Eosin (HE) staining revealed that while mock-
infected placentas exhibited normal architecture of the chorionic
villi, ZIKV-infected tissue showed significant disruption of the
trophoblast layers evidenced by necrotic features such as
pyknosis, karyorrhexis, and karyolysis (Supplementary Fig. 7a).
Furthermore, we reviewed placenta from a congenital ZIKV case
(10 weeks gestation). The placenta showed major changes in the
architecture of the floating chorionic villi with a massive increase
in CD68 positive Hofbauer cell number (Supplementary Fig. 7b).

Collectively, our findings evince a roadmap initiated by ZIKV
reprogramming the lipid metabolome which would in turn
induce disruption of the mitochondrial network and orchestrate a
storm of immune mediators leading to fetal placental
dysfunction.

Discussion

The fetal placenta has an extraordinary energy need and is
undoubtedly the most metabolically demanding organ. While
changes to the placental metabolism have been clearly associated
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Fig. 8 ZIKV infection impairs mitochondrial network distribution and respiratory capacities. a Z-stack projection of confocal images from mock- and
ZIKV-infected placental cells are stained with MitoTracker Deep Red FM (green) and anti-Flavivirus group antigen antibodies (Env, red). Nuclei are stained
with DAPI (blue). 3D-view models are reconstructed by Imaris software. Scale bar, 20 pm. TEM micrographs showing the distribution in mock- and ZIKV-
infected cells. Elongated size mitochondria are found in ZIKV-infected cells (white arrow). Scale bar, 2 pm. The white rectangle denotes the enlarged region
shown in right magnification panels. Clustered viral particles (*) are found in close proximity with abnormal mitochondria. Scale bar, 500 nm. b OCR
measured in mock- and ZIKV-infected placental cells by Seahorse XFp analyzer. ¢ Bar graphs comparing OCR parameters: basal, maximal and spare
respiratory capacities (SRC), and ATP-linked OCR. Data are presented as mean values + SEM from three independent donors. P values are computed using
two-tailed Student's t test. Source data are provided as a Source Data file.
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Fig. 9 ZIKV-induced inflammatory response contributes to placental dysfunction. Bioactive lipids are extracted from mock- and 5 dpi ZIKV-infected
placentas and analyzed by LC-MS/MS. Absolute quantification of selected eicosanoids derived from PLs through the phospholipase A2 (PLA2) was
calculated based on the calibration curves of deuterated internal standards and normalized by the amount of protein in each sample. Quantities of lipids are
presented as ng/mg of protein for each placenta sample. a Quantification of eicosanoids derived from the cyclooxygenase (COX), lipoxygenase (LOX), and
cytochrome P450 (CYP450) pathways. b Quantification of eicosanoids derived from the EPA-DHA. ¢ Heatmap representing fold change of lipid mediators
segregated according to their role as pro-/anti-inflammatory. Each column represents individual placentas from six independent donors (1-6). Results are
presented as mean values * SEM. P values are computed using paired two-tailed Student's t test. Source data are provided as a Source Data file.
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with major pregnancy disorders, pre-eclampsia, FGR and GDM,
their importance in the placenta’s compensatory response to viral
infections remains obscure. In this study, we made two primary
contributions towards the understanding of ZIKV pathogenesis in
early human pregnancy: (i) substantial adaptions of the fetal
placental metabolism to meet the needs of viral replication and
(ii) contextual associations between massive perturbation of the
mitochondrial network, deep remodeling of the pro-/anti-
inflammatory landscape and injury to the fetal placenta. To the
best of our knowledge, this is the first study that links placental
lipid metabolome and its associated inflammatory biomarkers to
the degree of placental inflammation in ZIKV infection during
pregnancy.

ZIKV infection triggered several adaptations to the placental
lipid metabolism. These include enhancement of neutral lipids,
specific PLs with long-fatty acid chains. During healthy preg-
nancy, lipids are commonly used for intracellular membrane
biogenesis, energy storage directed down catabolic pathways or
exported out of the placenta and become available to the devel-
oping fetus?34%°0. Here, we show that ZIKV-induced metabolic
alterations impair the placental FA de novo synthesis and uptake
pathway. Positive-stranded RNA viruses are able to mobilize FAs
to increase lipid metabolism to build complex membrane struc-
tures for viral replication®!. Our findings suggest that ZIKV-
enhancement of FA transport/synthesis can be further stored in
the LD core or processed to build ROs for the virus life cycle.

LDs are highly dynamic buffering organelles that regulate lipid
homeostasis. Mature droplets engulfing sterol esters or TGs bud
off the ER membranes to circumvent lipotoxicity in case of
excessive amounts of lipids®®>3. Many RNA viruses manipulate
the LD biogenesis to favor viral genome replication and the
production of progeny virions®»>>. This is best exemplified by
two members of the Flaviviridae family, HCV and DENV, which
closely tangle with host cell LDs. Herein, ZIKV infection of pla-
cental tissue induces the accumulation of large size LDs. The
growth of LD requires the integration of polar lipids, namely PLs
and sterols, into the membrane layer and expansion of the
hydrophobic central core by engulfment of neutral lipids. Our
data clearly show that ZIKV infection increases DGATI expres-
sion further promoting the biogenesis and growth of the placental
LDs. The essential role of these organelles in ZIKV infection is
further support by our observation showing that interference with
DGAT]I enzymatic activity suppresses the dynamic of LD growth
and hampers viral replication. LDs entwining with viral replica-
tion factories could serve as platforms for the deposition and
replication of the viral genome.

ZIKV-induced bystander accumulation of LD can be mediated
through gap junction and soluble factors dependent mechanisms.
It is very likely that modulation of the EV pathway and/or soluble
factor release contribute to the observed bystander effect.

Thus, by programming the placental lipid metabolism, ZIKV
coordinates the morphogenesis and functioning of key cellular
organelles to establish a propitious environment for genome
replication and virions assembly.

Recent reports suggest that similar to DENV, ZIKV might
exploit the autophagy-dependent processing of LDs for efficient
RNA replication®®>’. In this sense, autophagy would then be a
rapid and less selective mechanism for bulk processing of these
lipids to supply building blocks for membrane biogenesis.

Flavivirus modify the lipid composition of the intracellular
membrane structures. This is best supported by Flavivirus-
induced enrichment of lipids that destabilize biological mem-
brane curvature and permeability, and by the presence of a
unique lipid repertoire in viral-induced ROs in infected cells!4.
Yet, in contrast to DENV and WNV?>8°9, our comparative ana-
lyses of ZIKV-infected placentas did not reveal any alterations to

sphingolipid species, which underscores the tissue-specific parti-
cularity of ZIKV in regulating lipid metabolism.

Understanding how viruses regulate these topological changes
is challenging. Our results show that ZIKV infection induces the
formation of CMs within the ER lumen, which are in close
proximity with an array of well-organized Ve. These vesicular
structures, tightly interrelated with virus bags, are very likely to
arise from dynamic mobility of ZIKV-induced CMs. While
similar remodeling of ER membrane structures was previously
observed in DENV and ZIKV infection*1%%, no functional link
has yet been established between the ER membrane-derived
vesicles and viral genome replication. Compared to published
data on Huh-7 cell line, the mean diameter of ZIKV-induced Ve
was much larger in primary placental cells (>90 nm), which
suggests that cell-specific determinants could influence the mor-
phogenesis of these ROs. In the future, it would be interesting to
determine whether these size difference in ROs morphology
reflects comparable with specific lipid composition.

Placenta-specific factors might contribute to shaping the
landscape of intracellular membranes during ZIKV infection. In
this regard, our structural observations would suggest that
ZIKV RNA synthesis likely occurs within CMs, which are
connected to viral-induced vesicles in placenta cells. These viral-
induced vesicles may also participate in carrying newly assem-
bled virions to TGN network for subsequent maturation as
previously reported®l.

Mitochondria function is instrumental for many metabolic
pathways. We provide pioneer evidence that ZIKV replication
factories are in close proximity with MAM and that ZIKV
infection disturbs the placenta mitochondrial network to meet its
demanding replication needs. These ER-mitochondrial junctions
constitute an excellent hub for coordinated lipid synthesis and
trafficking as well as mitochondrial dynamics. Alterations to the
tightly controlled mingling between these two organelles have
been associated with many pathological conditions including
pregnancy disorders®2. Trafficking of ZIKV proteins to these
highly dynamic membranes would not only help in the produc-
tion of infectious progeny but also regulate placental intrinsic
innate immune response. Mitochondria are also highly connected
to LDs, allowing directional shuttling of fatty acids for subsequent
mitochondria B-oxidation®34, Proper partitioning and allocation
of lipids between ER, LDs and mitochondria are therefore crucial
to protect cells from lipotoxicity and cell death. By enhancing
specific lipids, ZIKV may not only perturb the rate of lipid
exchange and mitochondrial oxidative phosphorylation but also
the crosstalk between these three essential hubs.

We demonstrate that the disruption of the mitochondrial
network is linked to functional alterations illustrated by decreased
oxygen consumption in ZIKV-infected placental cells. While
ZIKV-induced mitochondrial stress may also contribute to a rise
in placental lipid alterations, increased lipid content cannot be
only explained by an increased synthesis/transport of FAs. The
likely scenario rather includes alterations of the lipid esterification
and downregulation in FA [-oxidation. We speculate that
abnormalities in mitochondria engender excessive reactive oxy-
gen species leading to oxidative stress, which can cause placental
dysfunction. Since the placenta controls the quantity and com-
position of FAs delivery to the conceptus, even minor alterations
of this mechanism would impair the delivery of lipids and lead to
a higher risk of adverse birth outcomes. Furthermore, interrelated
structure alterations MAM, mitochondria and LD dynamics
observed in our ZIKV-infected placentas may also trigger massive
inflammation hampering the success of pregnancy. Through
large-scale analysis of bioactive mediators, we provide the first
evidence that ZIKV perturbs the pro-/anti-inflammatory equili-
brium of the placenta leading to tissue damage and massive
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Fig. 10 Summary of ZIKV-induced metabolic reprogramming of human placenta and specialized hubs that contribute to ZIKV life cycle. By increasing
placental lipid overload, ZIKV deprives the fetus of essential lipids and contributes to massive inflammation which may further impair the barrier function of

the placenta.

infiltration of the villous core by inflammatory Hofbauer cells.
While additional work is needed to fully define the link between
mitochondrial network and accumulation of inflammatory
metabolites at the molecular level, our study provides the first
evidence linking lipid metabolome reprogramming to ZIKV
infection drawing a potential path towards understanding viral-
induced disruption of the placental barrier.

Collectively, reprogramming of the fetal placenta lipidome by
ZIKV provides fundamental building blocks for optimal biogen-
esis and function of viral replication organelles. Damage to the
mitochondria network may provide an amplification loop for
placental inflammatory response. The metabolic disturbance can
also interfere with placental intrinsic defense mechanisms
allowing the virus to overcome the barrier function and reach the
fetus (Fig. 10). Beyond illuminating novel mechanisms of ZIKV-
induced pathogenesis during early pregnancy, our findings pro-
vide the groundwork for translational interventions directed
towards supporting human pregnancy.

Methods

Patient samples. Human sample collection for the study was approved by the
French South-West & Outmer II ethical committee and registered at the French
Ministry of Higher Education and Research (DC-2016-2772). Tissue samples were
obtained with written informed consent from all participants in accordance with
the Declaration of Helsinki guidelines.

Tissue explant cultures and primary cell purification. First-trimester placentas
(7-11 weeks of gestation) were obtained from healthy women undergoing elective
termination of pregnancy. About 0.3 cm? of tissue explant pieces were prepared
from each placenta and kept in culture with DMEM:F12 (v:v) culture medium
supplemented with 10% FBS. Primary cells were isolated from minced placental
tissue subjected to enzyme digestion in culture medium containing 0.5 mg/mL
collagenase IV (Sigma-Aldrich, France) and 0.1 mg/mL DNase I (Roche, France)
for 25 min at 37 °C. Cell homogenates were then filtered (Thermo Fisher Scientific)
and subjected to Ficoll-Hypaque density gradient (Amersham Biotech) separation,
and then cultured in DMEM:F12 medium containing 10% FBS. For immuno-
fluorescence and confocal microscopy analyses, cells were cultured on 12 mm glass
coverslips (Knittel Glaser).

ZIKV isolation and propagation. ZIKV was isolated from sperm sample of
immunocompetent Caucasian patient returning from Brasil>20-28, The patient was
tested HIV negative. Potential infection with dengue or chikungunya virus were
ruled by ELISA Diapro (Diagnostic Bioprobes Srl, https://www.diapro.it) and
RealStar Dengue and Chikungunya qRT-PCR (Altona Diagnostics, https://www.
altona-diagnostics.com). Partial sequence of NS5 protein has been submitted to
GenBank (KU886298). Sequence alignment and phylogenetic clustering attributed
the isolated strain to the Asian lineage of ZIKV?2°. High titer stocks were obtained
from early passaging in Vero cells(Vero ATCC® CCL-81™). Briefly, ZIKV was
isolated from sperm sample was used to infect Vero cells. High titer supernatants
were collected from 5 days post-infection (dpi). Viral titers were determined by
RT-PCR and plaque assays on Vero cells. Comparative titration of viral stocks
often shows a 2-log difference between RNA copy numbers and PFU. High titer
viral stocks were stored as single use-aliquots and stored at —80 °C.

Plaque assay. Virus-containing medium from ZIKV-infected cells was collected at
the indicated time post-infection. Confluent Vero cells grown in 12-well plates
were infected with serial dilutions (up to 10~°) of the virus-containing medium for
2 h, washed, and overlaid with 2% low-melting agarose with 1% FBS DMEM. The
cells were stained with crystal violet 5 dpi. Plaques were counted and titers are
calculated as PFU/mL.

ZIKV infection of ex vivo tissue explants and primary cells. Matched placental
explants and purified primary placental cells were mock- or ZIKV-infected over-
night at MOI of 1 in DMEM:F12 containing 2% FBS. After six washes in excess
PBS, samples were cultured in complete medium containing 10% FBS. Super-
natants were collected immediately after washing and every other day as indicated
in the figures. Virus RNA was extracted from culture supernatant and viral RNA
copies were detected using RealStar Zika virus RT-PCR kit 1.0 (Altona Diagnostics,
https://www.altona-diagnostics.com).

Quantification of ZIKV RNA. After ZIKV infection, RNA was extracted from
culture supernatants using MagNA Pure 96TM instrument (Roche, France). ZIKV
RNA was detected by amplification of an NS5 fragment (RealStar Zika virus RT-PCR
kit 1.0, Altona Diagnostic GmbH, Germany) using a Light Cycler 480 instrument
(Roche Molecular Systems) according to the manufacturer’s instructions. Internal
standards were included to correct for potential variations in the amount of input
material. Quantitative RT-PCR (qQRT-PCR) values were further normalized and are
given as viral RNA copy numbers/mL. Kinetic of viral production was determined as
RNA copy number/mL, calculated based on a standard curve.

Quantitative of gene expression by qRT-PCR. For qRT-PCR analysis, total RNA
from Mock- or ZIKV-infected primary placental cells were extracted using RNeasy
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Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. Purified RNA was
reverse transcribed using the SuperScript III first-strand synthesis system kit
(Invitrogen). Gene expression was quantified by qRT-PCR using Light Cycler 480
SYBR green I master mix (Roche) and specific primers (Supplementary Table 1).
qRT-PCR were performed in 96-well plates and run on a Light Cycler 480
instrument (Roche). The housekeeping hypoxanthine-guanine phosphoribosyl
transferase (HPRT) was used as control. The results are presented as fold change
from matched mock-infected controls calculated using the 2-2ACT method.

Lipid extraction and quantitative analysis by LC-MS/MS. Five-day mock- or
ZIKV-infected tissues were snap-frozen in liquid nitrogen and stored until
extraction. Frozen tissue samples were crushed with a FastPrep®—24 Instrument
(MP Biomedical, Santa Ana, CA) in 1 mL HBSS (Invitrogen, 14170112). After 2
crush cycles (6.5 m/s, 30s), 50 uL were withdrawn for protein quantification.
Different classes of lipids were extracted according to the manufacturer’s instruc-
tions. Signal intensity for specific lipid species was extracted according to the
retention time. Samples with spiked internal standards were analyzed by either gas/
liquid chromatography followed by mass spectrometry as described in Supple-
mentary methods. Representative chromatogram of different lipid species have
been provided in Supplementary Figs. 8-10. The Mass Spectrometry conditions of
different lipid species have been indicated in Supplementary Tables 2-5.

Sample preparation for immunohistology. For frozen section, placenta tissues
were fixed in 4% paraformaldehyde overnight, rinsed in DPBS and infiltrated with
15-30% sucrose. Tissues were next mounted in optimum cutting temperature
compound (OCT), snap-frozen and kept at —80 °C. Frozen tissues were cut into
5-10 um sections using cryostat then processed for immunostaining. For classical
IHC, congenital ZIKV-infected whole placentas were obtained from pathological
termination of pregnancy (10 weeks of gestation). Tissues were fixed in 10% for-
malin and embedded in paraffin. Thin sections (3 pm-thickness) were processed
for hematoxylin and eosin (HE) staining or immunostaining.

Immunostaining. For fluorescent staining, tissue sections were saturated with 10%
normal serum and 5% bovine serum albumin (BSA) following incubated with
primary antibodies, polyclonal antibody to ZIKV NS3 protein (1:200 dilution,
GenTex, GTX133309), the trophoblast marker Cytokeratin 7 (CK7, 1:200 dilution,
Dako M7018) overnight at 4 °C. The samples were then washed and incubated with
Alexa Fluor 633 conjugated goat anti-mouse IgG1 (Invitrogen, A21126), Alexa
Fluor 555 conjugated donkey anti-rabbit IgG (Invitrogen, A31572) secondary
antibodies (1:500 dilution). LDs were stained with 10 ug/mL BODIPY 493/503
(4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora3a,4a-diaza-s-indacene) (Molecular
Probes, D3922). Confocal z-stacks were captured using LSM710 confocal micro-
scope (Carl Zeiss, Germany) captured with 63x oil objective. Image processing was
performed using Image] free software (version 1.5 J, NIH). Oil Red O staining was
carried out in placenta tissue thin sections and placental cells. Staining was per-
formed with 0.2% Oil Red O solution for 10 min, and nuclei were counterstained
with hematoxylin solution (Sigma Aldrich). 6-um-thick sections of paraffin-
embedded from congenital samples were immunostained with the classical mac-
rophage marker CD68 (1:100 dilution, Dako GA609). Images were taken with a
Leica DMR microscope (Leica Microsystems, Nanterre, France) at 40x objective,
using 3DHISTECH panoramic slide viewer (3DHISTECH Kft, Budapest,
Hungary).

Immunofluorescence and LD analysis. Infected primary placenta cells grown on
the coverslips were fixed for 20 min in 4% paraformaldehyde and permeabilized
with 0.3% Triton X-100. Following, the cells were stained with anti-Flavivirus
group antigen antibodies (D1-4G2-4-15, 1:400 dilution, Merck-Millipore,
MABI10216), polyclonal antibody anti-ZIKV NS3 protein (1:300 dilution GenTex
GTX133309), the trophoblast marker Cytokeratin 7 (CK7, 1:200 dilution, Dako
M?7018), incubated at 4 °C overnight. Alexa Fluor 555- goat anti-mouse IgG2a
(Invitrogen, A21137) and Alexa Fluor 633 conjugated goat anti-mouse IgG1
(Invitrogen, A21126) secondary antibodies (1:500 dilution) were used for visua-
lizing. After, cells were washed with PBS and stained with 4,6-diamidino-2-phe-
nylindole (DAPI, 1:10,000 dilution, Sigma). For LD staining, fixed cells were
incubated with 10 pg/mL BODIPY 493/503 dye (Molecular Probes, USA) for 30
min. Z-stacks images taken by LSM710 confocal microscope and processed using
Imaris software (version 7.2.3, Bitplane AG). The total amount and, average
volume and diameter of LDs were determined from ten randomly taken large field
images from 5 independent donors.

UV-irradiated conditioned medium. Supernatants were collected from Mock- or
ZIKV-infected primary placental cells 5 dpi, then UV-irradiated for 30 min using
Spectroline EF-140/F UV lamp (220 volts, 50 HZ, 17 Amps). New fresh isolated

placental cells were cultured for 3 days with UV-irradiated conditioned medium

before immunostaining for LDs.

DGAT1 inhibitors. The pharmacological DGAT1 inhibitor (A922500) was
obtained from MedChemExpress (MCE, USA). The inhibitor was well

characterized and published®’. Cytotoxic effect of DGAT1 inhibitor (DGAT1i) on
primary placental cells was determined by MTT assay (Sigma-Aldrich) and com-
pared to DMSO control-treated cells. Cell viability was calculated as percentage of
DMSO control-treated cells. For DGAT1 inhibition studies, primary placental cells
were pre-treated for 30 min with different concentrations of DGAT1i, then chal-
lenged with ZIKV at MOI of 1. After 12 h exposure, cells were washed 6 times with
fresh PBS before culturing in the presence of DGAT1i for 5 days. Supernatants
were collected immediately after washing (0 dpi), 3 and 5 dpi. Viral titers were
determined by plaque assay. Cells were processed for immunostaining of LD with
the BODIPY 493/503 dye. The infection was visualized using the anti-Flavivirus
group antigen antibody. LD number and size were determined using Imaris
software.

Electron microscopy. The ZIKV-infected primary placental cells were fixed with
2.5% glutaraldehyde in 0.2 M cacodylate buffer for at least 1 h at room temperature.
Then the cells were scraped from the flask and centrifuged at 3000g for 10 min. The
pellets were fixed incubated in 1% osmium tetroxide for 1 h on ice. Fixed samples
were dehydrated in a graded acetone series at room temperature and embedded in
resin. Ultra-thin sections were prepared using microtome (Leica UC7, Germany) at
60 nm thickness and stained in 2% aqueous uranyl acetate and lead citrate. All
images were then captured with a transmission electron microscope at 80 kV
(Hitachi-7650, Japan).

Mitochondrial morphology visualization and stress analysis. Mitochondrial
morphology was investigated using MitoTracker Deep red FM (Invitrogen,
M22426) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, Mock- and ZIKV-
infected placental cells were stained with 500 nM MitoTracker Deep red FM in
condition medium for 30 min at 37 °C. Cells were then washed in fresh growth
medium and fixed with 4% paraformaldehyde. After permeabilization with 0.3%
Triton X-100, cells were incubated with anti-Flavivirus group antigen (D1-4G2-4-
15, 1:400 dilution, Merck-Millipore MAB10216) at 4 °C overnight. Alexa Fluor
555- goat anti-mouse IgG2a (Invitrogen, A21137) secondary antibodies were used
to visualize virus envelope protein. Images were captured by LSM710 Confocal
microscopy.

Mitochondrial Stress test kit was applied to determine Oxygen Consumption
Rate (OCR) and the Extracellular Acidification Rate (ECAR) using the Seahorse
XFp analyzer (Seahorse Bioscience). Mock- and ZIKV-infected placental cells (4 x
104 cells/per well) were seeded into plates at a cell density of 4 x 104 cells/well 12 h
prior to analysis. Tissue culture medium was replaced by 180 pL of Seahorse XF
Base medium. Cells were incubated in a CO,-free incubator at 37°C for 1 h to
allow for temperature and pH equilibration before being loaded into the XFp
analyzer. Under these basal conditions, 1 uM oligomycin, 2 uM FCCP fluoro-
carbonyl-cyanide phenylhydrazone or 1 uM rotenone and 1 uM antimycin A (Rot/
Ant) were injected at the indicated time points. Mitochondrial OCR and ECAR
were recorded for three cycles under basal conditions and following each sequential
injection. Data were analyzed with Wave software (version 2.6.0, Seahorse
Bioscience).

Quantification and statistical analysis. Statistical analyses were performed using
GraphPad Prism software 7 (GraphPad Software). All data graphs were presented
as the mean + SEM. P values were determined by two-tailed Student’s ¢ test, one-
way ANOVA, with Dunnett’s multiple comparison test or two-way ANOVA, with
Tukey’s multiple comparison test. P-values of less than 0.05 are considered sta-
tistically significant and shown for each Figure. For heatmap analysis, data matrix
normalized by autoscaling was exported into an Excel file and analyzed using R
studio interface with an in-house R script. Red color indicates upregulation and
blue indicate downregulation.

Reporting summary. Further information on research design is available in
the Nature Research Reporting Summary linked to this article.
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Role des cellules Natural Killer dans la transmission mére-foetus du Virus Zika

Les premiers mois de la grossesse sont caractérisés par la mise en place du placenta, une barriere protectrice efficace. Il assure
la communication materno-feetale et permet les échanges qui contribuent au développement du feetus, au niveau des interfaces
materno-feetales. Parmi ces interfaces, se trouve la decidua basalis (decidua), la muqueuse de la paroi utérine sur laquelle le
placenta est ancré. Tres riche en cellules immunitaires maternelles, la decidua constitue, avec le placenta, un site immunitaire
privilégié, nécessaire a la tolérance du feetus semi-allogénique ainsi qu’a la protection contre la transmission d'agents
pathogénes. Néanmoins, malgré la protection robuste du placenta et la surveillance active des cellules immunitaires déciduales,
certains pathogénes franchissent cette barriere et se disséminent jusqu’au feetus. La famille des pathogénes TORCH
(Toxoplasma, « Others », Rubéole, Cytomégalovirus, virus Herpes) est la plus connue pour étre a 1’origine d’infections
congénitales. Plus récemment, d’autres virus émergents, capables d’infecter les interfaces meres-feetus et de causer des
complications graves pour la mére et le feetus, ont ét¢ identifiés. Parmi ces virus, on retrouve notamment le virus Zika (ZIKV).

Dans ce contexte, l'objectif de mon doctorat a été¢ de comprendre la pathogenése de 1'infection par le ZIKV a l'interface meére-
feetus et d’identifier le role des cellules immunitaires dans le controle de I’infection. Mes travaux de thése se sont ainsi articulés
en trois axes majeurs.

Dans la premiere partie de ma thése, nous nous sommes intéressés a la pathogenése du ZIKV a I’interface materno-feetale en
identifiant les récepteurs d’entrée du virus dans les cellules déciduales. Dans une deuxiéme partie, nous avons caractérisé 1’effet
du ZIKV sur le microenvironnement local décidual. Nous avons mis en évidence que I’infection des cellules déciduales est
associée a un schéma spécifique, qui peut conditionner la réponse immunitaire a I’interface materno-feetale. Enfin, dans la
derniére partie, nous avons ¢tudié la fonction des cellules Natural Killer déciduales (ANK). Lors d’une grossesse saine, ces
cellules, qui représentent 30% des cellules déciduales, ne sont pas cytotoxiques mais produisent de nombreux facteurs solubles
essentiels au développement placentaire et feetal. Ces cellules sont néanmoins dotées d’une plasticité fonctionnelle et
phénotypique qui leur permet d’adapter leurs fonctions effectrices et de devenir cytotoxiques lors d’une infection. De cette
maniére, nous avons découvert que les dANK sont capables de détecter et de limiter I’infection par le ZIKV des cellules
déciduales et nous avons identifi¢ les mécanismes cellulaires impliqués dans ce controle.

En conclusion, mes travaux de thése permettent de fournir des informations importantes sur la pathogenese du ZIKV a
I’interface materno-feetale. De plus, ils présentent un nouveau modéle expérimental pour étudier les infections congénitales,
caractériser la réponse immunitaire lors d’une infection virale et tester de nouvelles stratégies thérapeutiques limitant les
infections lors de la grossesse.

Mots clés : Grossesse, Interfaces materno-feetales, Virus Zika, Infection congénitale, Systéme immunitaire, Cellules Natural
Killer déciduales.

Role of Natural Killer cells in maternal-to-fetal transmission of Zika Virus

The first months of pregnancy are characterized by the establishment of the placenta, an effective protective barrier. It ensures
maternal-fetal communication and allows exchanges that contribute to the development of the fetus, in specific areas called
maternal-fetal interfaces. Among these interfaces, we can distinguish the decidua basalis, a uterine mucosa on which the
placenta is anchored. Enriched with maternal immune cells, the decidua constitutes, with the placenta, a privileged immune
site, necessary for the tolerance of the semi-allogenic fetus as well as for protecting against the transmission of pathogenic
agents to the child. However, despite the robust protection of the placenta and the active surveillance of decidual immune cells,
some pathogens cross this barrier and spread to the fetus. TORCH pathogens (Toxoplasma, Others, Rubella, Cytomegalovirus,
Herpes virus) are the best known for causing congenital infections. More recently, other emerging viruses, like Zika virus, have
been identified. They are capable of infecting mother-fetus interfaces and cause severe outcomes for both the mother and the
fetus.

In this context, the main objective of my work was to understand ZIKV pathogenesis at the maternal-fetal interface and to
identify the role of immune cells in the control of ZIKV infection. My thesis work was articulated around three main axes.

In the first part of my PhD, we focused on the pathogenesis of ZIKV at the maternal-fetal interface by identifying the ZIKV
entry receptors into decidual cells. In a second part, we characterized the effect of ZIKV infection on the decidual local
microenvironment. We showed that ZIKV infection is associated with a specific pattern, which can induce a specific immune
response at the maternal-fetal interface. Finally, in the last part of my PhD project, we studied the function of decidual Natural
Killer cells (dNK). During a healthy pregnancy, these cells, which represent 30% of the decidua cells, are not cytotoxic but
secrete many soluble factors that are essential for placental and fetal development. These cells are endowed with a functional
and phenotypic plasticity which allows them to adapt their effector functions and to become cytotoxic during infection. We
discovered that dNK cells are able to detect and limit ZIKV infection of decidual cells, and we identified the cellular
mechanisms involved in this control.

In conclusion, my thesis work provides important information on the pathogenesis of ZIKV at the maternal-fetal interface. In
addition, my project presents a new experimental model to study congenital infections, characterize the immune response
during viral infection and test new therapeutic strategies to limit infections during pregnancy.

Keywords: Pregnancy, Maternal-Fetal Interfaces, Zika Virus, Congenital infection, Immune System, Decidual Natural Killer
Cells.



