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RÉSUMÉ 

Les lymphocytes T CD4+ jouent un rôle majeur dans la réponse immunitaire adaptative. 

On retrouve pour ces cellules plusieurs sous-types, capables d’activer ou d’inhiber la réponse 

immunitaire. En effet, la présence des sous-types Th1 et Th17 est associée à une réponse pro-

inflammatoire alors que les cellules Th2 et Treg induisent une réponse anti-inflammatoire. Pour 

maintenir l’homéostasie dans l’organisme ou prévenir le développement de pathologies 

immunitaires, cette dynamique de polarisation est hautement régulée par le microenvironnement 
cellulaire. En plus des cytokines qui jouent un rôle essentiel dans la polarisation, les 
xénobiotiques peuvent aussi influencer ce processus. De plus la polarisation des lymphocytes T 
CD4 est déterminante dans l'implantation embryonnaire. 

Récemment, il a été montré que des xénobiotiques, et plus particulièrement des ligands 

du AhR, ont la capacité de moduler la différenciation des cellules T CD4+ en se liant à ce 

récepteur. Dans une première partie, nous suggérons qu’une exposition occupationnelle à des 

contaminants environnementaux, tels que les xénobiotiques, peut moduler la différenciation des 

lymphocytes T CD4+. Pour cela, nous avons étudié chez des pompiers, couramment exposés à 

des xénobiotiques, la persistance des polluants environnementaux dans leur organisme, ainsi 

que le profil immunitaire des cellules T CD4+. Par la suite, nous avons utilisé des xénobiotiques 

pour traiter in vitro, des cellules T CD4+ non différenciées afin d’évaluer la capacité de ces 

composés à moduler leur différenciation. Nos résultats ont, entre autres, montré une forte 

concentration des xénobiotiques, et une augmentation des cellules Th17, Th22 et Treg chez les 

pompiers par rapport aux témoins. Par ailleurs, l’équilibre entre les cellules Th17 et Treg semble 

être perdu après une plus longue exposition aux xénobiotiques chez les pompiers. Enfin, nous 

avons observé, in vitro, que l’exposition aux xénobiotiques peut influencer la différenciation des 

cellules Th17 et Treg. Ces résultats laissent penser que l’activation du AhR, à la suite d’une 

exposition aux xénobiotiques, peut avoir un impact significatif sur la différenciation des 

lymphocytes T CD4+. 

D’autre part, la modulation du système immunitaire est aussi importante dans plusieurs 

processus biologiques, tels que l’implantation embryonnaire. En effet, la grossesse 

s’accompagne par un changement d’environnement inflammatoire, d’un phénotype Th1 vers le 

phénotype Th2. Dans une seconde partie, nous suggérons que la différenciation des cellules T 

CD4+ participe au succès des traitements d’immunomodulation, utilisés pour les femmes en 

échec répétés d’implantation embryonnaire. Pour cela, nous avons étudié chez ces patientes le 
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profil des cellules T CD4+. Par la suite, nous avons évalué l’impact du traitement 

d’immunomodulation de l’endomètre sur de la différenciation des lymphocytes T CD4+. Nos 

résultats ont principalement montré que les femmes en échecs répétés d’implantation 

présentaient une diminution des cellules Th2 et Treg circulantes. Toutefois, nous avons observé 

que le traitement d’immunomodulation de l’endomètre, utilisé dans notre protocole permet de 

favoriser la différenciation vers les sous-types de cellules Th2 et Treg. Ainsi, nous montrons que 

l’absence d’une réponse anti-inflammatoire chez ces patientes peut être l’une des causes des 

échecs d’implantation. Ainsi, le contrôle de la différenciation des cellules T CD4+ pourrait 

favoriser grandement la réussite de ce processus d’implantation. 

 

Mots-clés : Lymphocytes T CD4, AhR, Pompiers, Inflammation, Échecs d’implantation, 

Immunomodulation 
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ABSTRACT 

CD4 T cells play a major role in the adaptive immune response. In fact, these cells can 

differentiate into several lymphocyte subtypes characterized by their cytokine secretion, allowing 

the activation or the inhibition of the immune response. It should be noted that differentiation of 

CD4 T lymphocytes is highly impacted, among others, by the cellular microenvironment 

composition in cytokines. For example, while Th1 and Th17 cells are associated with a pro-

inflammatory response, Th2 and Treg cells induce an anti-inflammatory profile. To maintain 

homeostasis or prevent immune pathology development, the equilibrium of T cell differentiation 

is seemingly essential.  

Recently, it has been shown that some xenobiotics can modulate T cell differentiation by 

AhR binding. Firstly, we have supposed that an occupational exposure to environmental 

contaminants, such as xenobiotics, can interfere with the differentiation of CD4 T lymphocytes. In 

a cohort of firefighters, frequently exposed to xenobiotics, we have assessed the persistence of 

environmental pollutants in their sera and we have characterized the profile of circulant CD4 T 

cells. Finally, we have treated undifferentiated CD4 T cells in vitro to assess the ability of 

xenobiotics to modulate their differentiation. Our results have shown, among others, a high 

concentration of xenobiotics and an augmentation of Th17, Th22 and Treg in firefighters blood 

circulation. Likewise, Th17 and Treg balance is lost in older firefighters. Finally, we have observed 

in vitro that some xenobiotics can influence Th17 and Treg differentiation. These results suggest 

that AhR activation following xenobiotics exposition can influence significantly T lymphocyte 

CD4+ differentiation.   

On the other hand, immune system modulation is important in some biological process, 

like embryonic implantation. Indeed, pregnancy is associated with inflammatory environment 

modification, from Th1 phenotype to Th2. In the second part, we have suggested that T CD4 cells 

differentiation is essential to endometrial immunomodulatory therapy success used for women 

with recurrent implantation failures. To understand the impact of modulating the differentiation of 

CD4 T cells, we have studied the profile of CD4 T cells in these patients. Also, we have evaluated 

the effect of endometrial immunomodulation on T CD4 profile. Our results have shown that 

women with recurrent implantation failures have less circulant Th2 and Treg cells. However, we 

have observed that endometrial immunomodulatory therapy helps to promote Th2 and Treg cell 

subtypes differentiation. Thereby, T CD4 cells differentiation control seems to greatly promote the 

success of embryonic implantation. 
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CHAPITRE 1  LA RÉPONSE IMMUNITAIRE 

 

Le système immunitaire correspond à l’ensemble des défenses permettant de protéger 

l’organisme contre le non-soi, c’est-à-dire des pathogènes, ou des molécules du soi modifiées 

(Nicholson 2016). La reconnaissance peut se faire de façon non spécifique ou spécifique. Ainsi, 

la réponse immunitaire a été divisée en réponse innée (non spécifique) et réponse acquise 

(spécifique) (Chaplin 2010). Le déclenchement de la réponse immunitaire est étroitement contrôlé 

par différents types cellulaires, ainsi qu’un ensemble de signaux régulateurs nécessaires au bon 

fonctionnement de cette réponse pour éviter de causer des dommages à l’organisme.  

1.1 Organisation du système immunitaire. 

 

Le système de défense humain est constitué de trois niveaux : les barrières anatomiques 

et physiologiques, l’immunité innée et l’immunité adaptative (Figure 1). En cas d’infection, à la 

suite d’un échec des barrières physiologiques et anatomiques à protéger l’organisme, les cellules 

du système immunitaire inné se trouvent en première ligne et réagissent rapidement. En effet, on 

retrouve plusieurs types cellulaires, comme les macrophages, qui résident dans certains tissus, 

comme la peau (A. V. Nguyen et Soulika 2019). Ce système est généralement associé à une 

reconnaissance peu spécifique des antigènes, mais permettant une mise en place rapide d’une 

défense immunitaire. En cas d’échec ou de débordement de cette réponse immunitaire innée, la 

réponse immunitaire adaptative prend le relai. Cette réponse extrêmement spécifique est 

cependant plus longue à mettre en place. Elle implique un ensemble de cellules, comme les 

lymphocytes T et B, et de signaux amenant à une réponse cellulaire ou humorale (Sebina et 

Pepper 2018 ; Chaplin 2010). Cette réponse est caractérisée par l’établissement d’une mémoire 

immunologique permettant une réponse plus rapide lors d’une seconde infection (Ratajczak et al. 

2018). Nous verrons dans un premier temps les cellules participant à la réponse immunitaire 

innée et ensuite dans une seconde partie les cellules de l’immunité adaptative. 
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Figure 1 : Composition du système immunitaire humain 

 
Le système immunitaire antimicrobien peut être séparé en trois niveaux différents : (I) les barrières 
anatomiques et physiologiques (II) l’immunité innée et (III) l’immunité adaptative. Certains types cellulaires 
interviennent dans plusieurs niveaux, comme les cellules NK et les cellules dendritiques qui participent à 
l’immunité innée et adaptative. Adapté de Stuart E. Turvey. Réalisé avec Servier Médical Art. 

 

1.2 Immunité innée 

 

L’immunité innée est constituée des barrières naturelles de l’organisme (épithélium et 

épidermes), de protéines sériques et d’un grand ensemble de cellules résidant dans les tissus ou 

circulant dans le sang, telles que les granulocytes, les macrophages et les cellules NK. Les 

cellules de l’immunité innée sont les premières à intervenir au début d’une infection (Turvey et 

Broide 2010). Les acteurs de l’immunité innée reconnaissent leurs cibles de façon peu spécifique 

et sont présents dans la circulation sanguine et certains organes, c’est pourquoi ils ont la capacité 

de répondre rapidement en cas d’agression de l’organisme. Cette reconnaissance entraine 

l’activation de deux systèmes effecteurs : le système du complément et la phagocytose 

permettant de détruire la cible (Rosales et Uribe-Querol 2017). 
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 Reconnaissance par le système immunitaire inné 

 

 Les cellules qui composent l’immunité innée sont continuellement en action pour éliminer 

les débris, les cellules en apoptoses de l’organisme et les parasites extracellulaires (Birge et 

Ucker 2008). Pour permettre la reconnaissance des pathogènes, ces cellules disposent d’un 

ensemble de récepteurs spécifiques à des composantes étrangères comme les pattern 

recognition receptors (PRRs) (Mogensen 2009). Ainsi ces récepteurs peuvent être spécifiques à 

des lipides, à des protéines, à des sucres ou à des acides nucléiques. Par exemple, le virus de 

la grippe possède des protéines qui lui sont propres : la neuraminidase et l’hémagglutinine 

(Figure 2). En revanche, les bactéries à Gram négatif expriment à leur surface des 

peptidoglycanes et les lipopolysaccharides (LPS), des molécules absentes chez les cellules 

eucaryotes et les virus (Raetz et Whitfield 2002). 

 

 

Figure 2 : Représentation de Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMPs). 
(A) Structure représentative du virus de la grippe, composé d’une enveloppe lipidique, de neuramidase et 

d’hémagglutinine (B) Structure de la membrane bactérienne Gram négative, avec sa membrane plasmique, 
sa paroi et l’ensemble de ses protéines associées.  
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Les signaux du non-soi ou PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern) sont 

l’ensemble des molécules reconnues par les récepteurs des cellules de l’immunité innée. Ces 

signaux sont des motifs moléculaires, organisés en répétition, présents à la surface des 

pathogènes (Kumar, Kawai et Akira 2011).  

Les signaux du soi modifié peuvent être associés à deux grandes catégories ; les cellules 

en apoptose et les cellules cancéreuses. L’apoptose est primordiale pour le développement et le 

renouvèlement tissulaire. Ce processus de mort cellulaire programmée permet à l’organisme 

d’éliminer les cellules détériorées ou rendues inutiles sans induire d’inflammation (Birge et Ucker 

2008). Pour déclencher la reconnaissance de la cellule apoptotique par le système immunitaire, 

plusieurs mécanismes sont mis en place : dans la membrane plasmique, les phospholipides sont 

modifiés, entrainant l’exposition de la phosphatidylsérine à la surface de la cellule. On observe, 

également, une perte des acides sialiques qui entraine une exposition des chaînes glycosidiques. 

Ces nouveaux motifs présents à la surface cellulaire sont appelés ACAMPs (Apoptotic Cells 

Assocated Molecular Patterns) et permettent la reconnaissance des cellules mourantes par les 

cellules de l’immunité innée et leur phagocytose (Sangiuliano et al. 2014). 

 

 Les cellules de la lignée myéloïde 

 

Les progéniteurs myéloïdes sont issus des cellules hématopoïétiques provenant de la 

moelle osseuse. Ces progéniteurs se différencient en plusieurs sous-populations : les 

granulocytes, les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques (Figure 3). Les 

cellules de la lignée myéloïde sont capables de phagocyter et ont pour principale fonction 

d’éliminer les particules et pathogènes dangereux pour l’organisme. On retrouve dans certaines 

de ces cellules des capacités à coopérer avec les cellules de l’immunité adaptative pour 

déclencher leur réponse immunitaire acquise (Willermain et al. 2012). 
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Figure 3 : Différenciation des cellules immunitaires de la lignée myéloïde 

 
La cellule souche myéloïde se différencie en myéloblaste ou monoblaste. La lignée myéloblaste permet la 
différenciation en granulocytes neutrophiles, éosinophile ou basophile. La lignée monoblaste peut se 
différencier en monocyte, puis en macrophage dans les tissus.  

 

Les granulocytes représentent 60 à 70 % des leucocytes humains retrouvés dans la 

circulation sanguine. On dénombre trois types de cellules : tout d’abord les neutrophiles sont les 

granulocytes majoritairement retrouvés dans le sang (90 %) et sont caractérisés par une durée 

de vie très courte d’environ 24 heures après activation (Garley et Jablonska 2018). Ces cellules 

migrent vers le site infectieux par chimiotactisme pour ensuite phagocyter et digérer des 

particules étrangères, comme les bactéries (Petri et Sanz 2018). Les éosinophiles représentent, 

quant à eux, 2 à 5 % des granulocytes et sont retrouvés majoritairement dans les tissus (Kovalszki 

et Weller 2016). Leur mécanisme d’action passe par la libération d’enzymes qui permettent la 
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lyse des pathogènes (Acharya et Ackerman 2014). Les éosinophiles peuvent aussi faire de la 

phagocytose. On retrouve très souvent ces cellules en cas d’hypersensibilité, via la présence de 

récepteurs aux IgE à leur surface (Capron 1989). Enfin, les basophiles sont les granulocytes les 

moins abondants (1 à 2 % des granulocytes). Les basophiles libèrent de nombreuses molécules, 

comme l’histamine et l’héparine, permettant entre autres d’augmenter la perméabilité des 

capillaires sanguins et d’empêcher la coagulation (Borriello, Iannone et Marone 2017 ; Antczak-

Marczak et Kuna 1997). Les basophiles contribuent également au développement des réactions 

d’hypersensibilité, comme les éosinophiles (Mahapatro et Mahapatro 1984). 

Les monocytes font partie du système phagocytaire mononucléé (Hume, Irvine et Pridans 

2019). Elles sont caractérisées, comme les granulocytes, par une courte durée de vie (Hunter et 

al. 2009). La fonction principale des monocytes est la phagocytose, mais ces cellules effectuent 

également de la cytolyse (Kakita et al. 1989). Les monocytes sécrètent des médiateurs solubles, 

comme des protéines du complément, des enzymes et des cytokines. La migration de ces cellules 

dans les tissus induit leur activation et différenciation en macrophage (J. Yang et al. 2014). 

Enfin, les cellules dendritiques sont des cellules présentatrice d’antigène professionnelles 

(CPA) majeur (Gaudino et Kumar 2019). Elles ont pour fonction principale la présentation 

d’antigènes aux lymphocytes T auxiliaires, composante clé de l’immunité acquise (Hugues 2010). 

Pour ce faire, elles doivent d’abord réaliser la capture de l’antigène, via la phagocytose des 

cellules cibles, puis digérer celui-ci pour ensuite présenter certaines parties spécifiques sur leurs 

récepteurs membranaires (Thery et Amigorena 2001).  

1.3 L’immunité adaptative 

 

Lorsque la réponse de l’immunité innée est insuffisante contre un pathogène, c’est 

l’immunité adaptative qui est alors mise en place. Cet échec de l’immunité innée peut survenir 

quand une très grande quantité de micro-organismes se développent rapidement ou qu’ils 

possèdent certains mécanismes d’échappement immunitaire. L’immunité adaptative implique une 

défense de type humorale et cellulaire. La défense humorale correspond à l’activation des 

lymphocytes B tandis que la défense cellulaire met en jeu les lymphocytes T (Pennock et al. 

2013).  
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 Les lymphocytes B 

 

Les lymphocytes B sont également issus des cellules souches hématopoïétiques, mais 

cette fois ces dernières se sont différenciées en précurseur lymphoïde. Les lymphocytes B se 

développent dans la moelle osseuse (LeBien et Tedder 2008). Le processus de maturation des 

lymphocytes B dépend de leur contact étroit avec les cellules stromales de la moelle osseuse. 

Cette maturation permet aux cellules pro-B d’exprimer le BCR et le dimère Igα-Igβ. Le BCR est 

exprimé suite aux recombinaisons V(D)J, un processus biologique permettant de créer une 

grande diversité de récepteurs et d’immunoglobulines (Kindt T 2008). La différenciation des 

lymphocytes B en plasmocytes, cellules productrices d’anticorps, se fait de façon 

thymodépendante ou thymo-indépendante (Cyster et Allen 2019). Dans le premier cas, une 

collaboration entre cellules B et lymphocytes T conduit à la formation de cellules productrices 

d’anticorps. Tandis que, dans la réponse thymo-indépendante, seuls les lymphocytes B sont 

retrouvés (Vos et al. 2000 ; Parker 1993). 

 Les lymphocytes T  

 

Contrairement aux progéniteurs B, qui subissent leur maturation dans la moelle osseuse, 

les progéniteurs T migrent jusqu’au thymus pour effectuer leur maturation. Dans le thymus, les 

cellules T immatures, appelées thymocytes, prolifèrent et se différencient. On retrouve pour ces 

cellules plusieurs marqueurs de surfaces qui permettent de suivre l’évolution de cette maturation. 

Pendant ce développement, ces cellules subissent un réarrangement des gènes codant pour 

récepteur des cellules T (TcR). Cette étape est primordiale pour évaluer le caractère fonctionnel 

du TcR grâce à des sélections positives et négatives (Klein et al. 2014). À la fin de ce processus 

de sélection, les cellules expriment soit le marqueur CD8 spécifique des lymphocytes T CD8 ou 

le marqueur CD4+ spécifique des cellules T CD4+. On estime que seulement 10 % des cellules T 

sont sélectionnées et constitueront les lymphocytes T matures (Starr, Jameson et Hogquist 

2003). 
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 Lymphocytes T CD8 

 

Les lymphocytes T CD8 ou lymphocytes T cytotoxiques (CTL) sont des cellules 

spécialisées dans l’élimination de cellules infectées (particulièrement par des virus) ou des 

cellules malignes (St Paul et Ohashi 2020 ; N. Zhang et Bevan 2011). La stimulation des LT CD8+ 

à la suite de la présentation d’un antigène par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe 

1 (CMH I) d’une cellule présentatrice d’antigène (CPA) induit leur activation. De plus, des signaux 

de co-stimulation sont également indispensables pour compléter cette activation. Ceux-ci sont 

induits par l’interaction entre le CD28 présent à la surface des cellules T CD8+ et le récepteur B7 

présent à la surface de certaines CPA professionnelles (cellules dendritiques, macrophages et 

lymphocytes B)(Y. Q. Zhang et al. 1997). Dans certains cas, une expression trop faible de B7 par 

une cellule CPA limite la costimulation. Alors, l’interaction du CD40 ligand (CD40L) des 

lymphocytes T CD4+ avec le récepteur CD40 des CPA permet d’augmenter l’expression de B7 

par les CPA pour compléter l’activation (Ara, Ahmed et Xiang 2018). L’amplification de l’activation 

et la prolifération des cellules T CD8+ se fait via la production de cytokines pro-inflammatoires, 

notamment l’IL-2 elle-même produite par les cellules T CD4+, les cellules T CD8+ stimulées et les 

CPA (Au-Yeung et al. 2017). 

L’interaction entre le TCR des lymphocytes T CD8+ activée et le complexe peptide-CMH 

de classe 1 permet la reconnaissance d’une cellule infectée et induit leur adhésion. L’expression 

d’intégrines, tel que LFA-1, permet de renforcer la stabilité de l’adhésion. Les lymphocytes T CD8+ 

activés ayant trouvé leurs cibles libèrent alors le contenu de leurs granules (perforines et 

granzymes) par exocytose. La perforine permet la perméabilisation de la cellule cible et 

l’apoptose est induite entre autres par l’action des granzymes. De plus, le Fas-ligand (Fas-L), 

présent à la surface des cellules T CD8+, se lie à un récepteur de surface cellulaire, le Fas (CD95), 

et induit l’apoptose. Enfin, les cellules T CD8+ possèdent également des fonctions effectrices, 

notamment en secrétant des cytokines telles que l’IL-2, l’IFN-γ, le TNF-a et d’autres chimiokines 

qui permettent de favoriser la réponse anti-infectieuse et anti-tumorale (L. L. Ye et al. 2018 ; Biller 

et al. 2001). 
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 Les lymphocytes T CD4+ naïfs 

 

Une cellule T CD4+ qui n’a pas encore rencontré d’antigène est appelée cellule T CD4+ 

naïve. Elle exprime à sa surface les marqueurs CD62L (sélectine L) et CCR7 (récepteur des 

chimiokines CCL19 et CCL21). Cette cellule est caractérisée par l’absence d’expression de 

marqueurs de cellules effectrices comme le CD44 et le CD25 (Desbarats et al. 1999). Leur 

maintien dans les organes lymphoïdes secondaire est garanti par la présence du CCR7 et CD62L 

à leur surface, ainsi que les molécules CCL19, abondamment exprimées dans ces organes. Leur 

perte entraine la sortie des lymphocytes T CD4+ vers des organes non lymphoïdes (Belikan et al. 

2018). 

1.3.4.1 Initiation de la différenciation des cellules T CD4+ 

L’intervention de trois signaux est nécessaire pour la différenciation des cellules T naïves 

en cellules T effectrices. Le premier signal nécessaire à la différenciation des lymphocytes CD4+ 

est induit par l’interaction du TCR, associé à son corécepteur CD4, et le complexe du CMH-

II/peptide antigénique présenté par une CPA, comme les cellules dendritiques (Jenkins et al. 

2001). La durée et l’intensité de ce signal sont renforcées du côté des lymphocytes par les 

molécules d’adhésion CD2 et LFA-1 et les molécules LFA-3 et ICAM1 pour les CPA. Par la suite, 

une réorganisation du cytosquelette est alors engagée et permet la mise en place d’une zone de 

contact privilégié, appelée synapse immunologique (Dustin 2014). Il en résulte un contact étroit 

entre les lymphocytes T CD4+ et les CPA qui permet d’optimiser la signalisation initiale et de 

maximiser les inactivations tardives des complexes TCR/CMH-II. 

Le second signal provient de l’interaction entre deux molécules costimulatrices ; le CD28, 

constitutivement exprimé par les lymphocytes T et le CD80 ou le CD86 présent à la surface des 

cellules dendritiques activées (Theodore J. Yun 1998). La liaison du CD28 au CD80/CD86 permet 

l’activation et la prolifération des lymphocytes T CD4+. Ce signal de costimulation est 

indispensable afin d’éviter une apoptose précoce ou l’apparition de cellules T anergiques. De 

plus, l’expression des molécules de costimulation (CD40 et CD40-L) est induite par ce signal et 

permet d’augmenter la signalisation du CD28, amplifiant ainsi la prolifération des lymphocytes T 

CD4+(Beyersdorf, Kerkau et Hunig 2015). Le dernier signal nécessaire à l’activation des cellules 

T CD4+ est induit par des cytokines présentes dans le microenvironnement (L. Zhou, Chong et 

Littman 2009). Plusieurs de ces cytokines sont secrétées par les cellules dendritiques suite aux 
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signaux de stimulation TCR et CD28 (Sallusto et Lanzavecchia 2002). D’autres cellules, telles 

que les cellules NK, présentes dans le microenvironnement, peuvent également secréter des 

cytokines nécessaires à l’activation des cellules T CD4+ (Cook, Waggoner et Whitmire 2014). Ces 

cytokines agissent de façon paracrine et permettent aux lymphocytes T naïfs de favoriser leur 

différenciation vers un sous-type lymphocytaire distinct. La nature des cytokines présentes dans 

le microenvironnement sera décisive dans la différenciation en l’un des sous-types de cellule T 

CD4+ (Zhu, Yamane et Paul 2010). 

1.3.4.2 La voie JAK/STAT 

La présence des différents signaux présentés précédemment entraine l’activation de la 

voie JAK/STAT. Cette voie joue un rôle majeur dans le transfert des signaux des récepteurs 

membranaires vers le noyau (Renauld 2003). En effet, les récepteurs aux cytokines, présents à 

la surface des cellules T CD4+, utilisent cette voie pour transmettre leurs signaux et permettre la 

différenciation des cellules T CD4+ en plusieurs sous-types (Sasaki et al. 2000). 

 La liaison d’une cytokine à son récepteur entraine la dimérisation du récepteur et la 

transphosphorylation d’une protéine JAK (O'Shea et Murray 2008). Les JAK sont des tyrosines 

kinases, liées aux régions cytoplasmiques des récepteurs de cytokines (Seif et al. 2017). On 

retrouve chez l’humain quatre membre de cette famille de protéines JAK : JAK1, JAK2, JAK3 et 

TYK2 (Stark et al. 1998). Leur activation permet le recrutement ultérieur d’une ou plusieurs 

protéines STAT à phosphoryler (O'Shea et Murray 2008).  Finalement, le processus de 

dimérisation des protéines STAT induit leur entrée dans le noyau et la transcription d’une 

multitude de gènes cibles, tels que des facteurs de transcriptions spécifiques aux cellules T CD4+. 

On retrouve chez l’humain sept membres dans la famille des protéines STAT : STAT1, STAT2, 

STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B et STAT6 (Darnell 1997).  

La voie JAK/STAT présente deux modes d’action. Tout d’abord, la voie canonique qui est 

caractérisée par une activation, à la suite de la liaison d’un ligand à son récepteur, et une 

inactivation, grâce à des régulateurs négatifs, tels que les protéines SOCS et SHP (W. X. Li 

2008). En revanche, la voie non-canonique est caractérisée par la présence de protéines STAT 

non-phosphorylées, qui ne sont pas dans le cytoplasme, tel que présenté dans la voie canonique, 

mais fixé à l’hétérochromatine, permettant de favoriser sa stabilité (W. X. Li 2008).  

La voie JAK/STAT joue un rôle critique dans l’acquisition des caractéristiques effectrices 

des cellules T CD4+ (Seif et al. 2017). Les différentes protéines STAT retrouvées spécifiquement 
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dans chaque sous-population de cellules T CD4 seront présentées dans les prochains 

paragraphes. 

 

1.3.4.3 Régulation des cellules T CD4+ 

Afin d’éviter une prolifération aberrante des cellules T CD4+, plusieurs mécanismes 

peuvent également intervenir. L’expression du CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte-associated 

Antigen 4) par les cellules T permet un rétrocontrôle négatif du processus d’amplification en 

agissant en compétition avec le CD28 (Sansom 2000). Le CTLA-4 possède une affinité pour les 

molécules CD80/CD86 plus importante que le CD28 (van der Merwe et al. 1997). Le second 

mécanisme de contrôle de la prolifération est induit par l’expression de PD-1 (Programmed cell 

Death protein 1) à la surface des cellules T. La liaison du PD-L1 (Programmed cell Death 1 Ligand 

1) des CPA avec le PD-1 des lymphocytes T induit un blocage de la prolifération ou l’apoptose 

des lymphocytes (Parry et al. 2005). Des études ont montré que les cellules immunitaires infiltrées 

dans l’environnement tumoral exprimaient plus fortement CTLA-4 que les cellules circulantes. 

L’augmentation de l’expression de CTLA-4 dans l’environnement tumoral favorise le phénotype 

régulateur des lymphocytes T (Lohr et al. 2003 ; H. Zhang et al. 2019). D’autre part, une 

augmentation de PD-L1 dans les tumeurs a aussi été montrée dans plusieurs cas de cancer 

(Thompson et al. 2007 ; Ghebeh et al. 2007 ; Azuma et al. 2008). En revanche, même si le 

mécanisme PD1/PD-L1 participe à l’échappement tumoral, son expression n’est pas forcément 

associée à un mauvais pronostique pour tous les cas de cancer. En effet, certaines études ont 

montré qu’une surexpression de PD-1/PD-L1 pouvait indiquer un processus favorable dans des 

cas de lymphome folliculaire (Carreras et al. 2009), de mélanome (Taube et al. 2012) ou du 

cancer de l’oropharynx (Badoual et al. 2013). Dans ces contextes, l’expression de PD-1 dans 

l’environnement tumoral peut correspondre à un marqueur d’activation des cellules T CD4+ et 

donc indiquer la présence d’une réponse immunitaire anti tumorale. Certains traitements 

antitumoraux utilisent des anticorps dirigés contre les molécules PD-1 et PD-L1 afin de supprimer 

leurs effets protumorals dans certains types de cancer (Ohaegbulam et al. 2015). 
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 L’hétérogénéité cellulaire T CD4+  

 

Les immunologistes ont d’abord étudié la différenciation des cellules T naïves, induite par 

une stimulation antigénique, permettant alors de distinguer deux sous-populations, les cellules 

Th1 et les cellules Th2 (Mosmann et al. 1986). Cependant, avec les avancées technologiques, 

notamment en cytométrie en flux, d’autres études ont mis en évidence une plus grande 

hétérogénéité fonctionnelle avec des profils de sécrétion en cytokines bien définis (Golubovskaya 

et Wu 2016). La plupart de ces cellules ont d’ailleurs été nommées d’après leurs propres 

productions en cytokine spécifique. On peut distinguer aujourd’hui de nombreux sous-types de 

cellules T CD4+ : les cellules Th1, Th2, Th17, Th22, Treg et Tr1. Certaines d’entre elles sont plutôt 

associées à une réponse immunitaire pro-inflammatoire, comme les cellules Th1, Th17 et Th22. 

Alors que d’autres sous-types sont associés à une réponse immunitaire anti-inflammatoire, 

comme les cellules Th2, Treg et Tr1 (Luckheeram et al. 2012). Cette diversité de cellules T 

effectrices permet d’adapter spécifiquement la réponse immunitaire suivant la nature du 

pathogène/danger détecté. Les différentes populations de cellules T CD4+ sont au cœur de cette 

thèse et seront décrites dans les pages qui suivent. 

 Les lymphocytes Th1 

 

La différenciation des cellules Th1 est initiée par la production d’IL-12 et d’IFN-γ (Figure 4) 

(Trinchieri, Pflanz et Kastelein 2003). En effet, après la stimulation du PRR (Pattern recognition 

receptor) des cellules CPA activées, en particulier les cellules dendritiques, vont sécréter de l’IL-

12 nécessaire à la différenciation des cellules Th1. Des cellules accessoires, comme les cellules 

NK, présentes dans le microenvironnement, produisent à leur tour de l’IFN-γ (Arase, Arase et 

Saito 1996).  

L’IFN-γ et l’IL-12 stimulent l’activation des facteurs de transcription cytoplasmique STAT1 

et STAT4, via l’activation de Jak2 et Tyk2 (M. H. Kaplan et al. 1996 ; Thierfelder et al. 1996). La 

translocation au noyau de STAT1 et STAT4 permet l’expression du facteur de transcription T-bet, 

responsable de la production d’IFN-γ par les cellules Th1 et de l’expression du récepteur de l’IL-

12 (IL-12R). Ces mécanismes participent à l’activation autocrine des cellules Th1. L’expression 

de T-bet dans les cellules Th1 permet, en plus de l’activation de gènes spécifiques Th1 (Afkarian 

et al. 2002), de réprimer la différenciation de ces cellules en d’autres sous-types de lymphocytes 
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T CD4+ (Lazarevic et al. 2011 ; Lugo-Villarino et al. 2003). En effet, l’expression de T-bet a pour 

conséquence de bloquer l’expression du gène Rorc (Lazarevic et al. 2011). De plus, T-bet a aussi 

été décrit comme un répresseur transcriptionnel agissant sur les régions promotrices des gènes 

Socs1 et Socs3 (Supressor of cytokine signaling). L’inhibition de ces gènes engendre une 

augmentation de la production d’IFN-γ par les cellules Th1 (Oestreich, Huang et Weinmann 

2011). Les protéines SOCS jouent un rôle dans la régulation négative des protéines STAT. Dans 

les derniers stades de la différenciation en cellule Th1, T-bet est capable d’interagir avec le 

répresseur transcriptionnel Bcl-6 (B-Cell Lymphoma 6) afin de réguler négativement l’activité du 

locus IFN-γ. Ce mécanisme permet de limiter une production aberrante d’IFN-γ et de prévenir le 

développement d’une réponse auto-immune (Nakayamada et al. 2011). Un autre mécanisme 

présent dans les cellules Th1 permet à celles-ci de produire de l’IL-10, cytokine produite en 

majorité par les cellules Treg comme nous le verrons plus bas. Ce mécanisme permet aussi 

d’effectuer une boucle de rétrocontrôle négatif de l’expression de l’IFN-γ (Trinchieri 2007). 

Les cellules Th1 interviennent en réponse à des pathogènes intracellulaires, tel que les 

virus et les bactéries et sont associés à une voie dite cellulaire (J. Chen et Liu 2009 ; Mosmann 

et Coffman 1989). Les cellules Th1 tout comme les autres sous-types de cellules T CD4+ exercent 

leur fonction de façon indirecte, via leurs cytokines sécrétées. Les cellules Th1 produisent 

majoritairement de l’IFN-γ, de l’IL-2 et dans une moindre mesure du TNF-α/b (Figure 4). Le rôle 

des cellules Th1 est d’activer les cellules NK, de favoriser la maturation des cellules dendritiques 

(Pan et al. 2004) et de permettre un soutien aux fonctions phagocytaires et bactéricides des 

macrophages (Suzuki et al. 1988). Les cellules Th1 permettent également la prolifération des 

cellules lymphocytes T CD8 grâce à leur production d’IL-2 (H. Huang et al. 2007 ; Ekkens et al. 

2007). Elles jouent aussi un rôle majeur dans l’efficacité des LT CD8. Cependant, en cas 

d’infection chronique ces cellules peuvent être responsables de l’apparition de lésions 

immunopathologiques tissulaires. Il a été montré que les cellules Th1 sont souvent associées à 

des pathologies inflammatoires chroniques telles que la polyarthrite rhumatoïde (Paparo 2019 ; 

J. Chen et Liu 2009), le diabète insulinodépendant (L. S. Walker et von Herrath 2016) et la 

sclérose en plaques (Nagelkerken 1998). 
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Ensemble des cytokines produites par les cellules Th1 et nécessaires à leur différenciation. Représentation 
des marqueurs présents à la surface de ces cellules. Réalisé avec Servier Art. 

 

 

 

Figure 4 Différenciation des cellules Th1 
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 Les lymphocytes Th2 

 

Les cellules Th2 se différencient grâce à la présence de l’IL-2, produite par les 

lymphocytes T activés et les DC, et de l’IL-4, produit majoritairement par les basophiles et les 

cellules NK, dans le microenvironnement (Figure 5) (Yoshimoto 2018 ; Zelante et al. 2012). La 

liaison de l’IL-4 à son récepteur sur les cellules T CD4+ déclenche une cascade d’activation qui 

permet la phosphorylation du facteur de transcription STAT6 par la voie JAK/STAT (Mark H 

Kaplan 1996 ; Takeda et al. 1996 ; Zhu et al. 2001). La translocation au noyau de STAT6 

phosphorylé permet la transcription du gène codant pour GATA3 (GATA-binding protein 3), 

spécifique de la différenciation des cellules Th2 (Zhu et al. 2006). Pour induire la sécrétion d’IL-

4, STAT6 se lie à IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4), le dimère intervient sur des régions 

promotrices du gène de l’IL-4 (Gao et al. 2013). La liaison du complexe protéique (IRF4/NFATc2 

(Nuclear Factor of Activated T cell 2) favorise la transcription du gène il4 (Rengarajan et al. 2002). 

En outre, l’activité transcriptionnelle de GATA3 permet la production d’IL-5 et d’IL-13 (Kozuka et 

al. 2011 ; Schwenger et al. 2001). La différenciation vers le profil Th2 est étroitement liée à 

l’expression de GATA3 puisque son inhibition empêche la différenciation vers le type Th2 (W 

Zheng 1997 ; Pai, Truitt et Ho 2004 ; Zhu et al. 2004). Il a été récemment montré que la régulation 

des cytokines IL-4, IL-5 et IL-13 est dépendante de l’interaction de GATA3 avec le facteur de 

transcription Bcl11b (B cell lymphoma 11b) (Fang et al. 2018). De plus, GATA3 est participe à 

l’inhibition du phénotype Th1. Son action bloque l’expression de STAT4 et la transcription du gène 

Ifn-γ, responsable de la différentiation Th1 (Usui et al. 2003). De façon similaire, la 

phosphorylation de STAT5 est activée par l’IL-2 via la voie la voie JAK/STAT (Cote-Sierra et al. 

2004 ; Zhu et al. 2003). L’activation de STAT5 reste indépendante de la production IL-5 par la 

cellule Th2 et ne conduit pas à l’expression de GATA3, mais reste essentiel à la différenciation 

du phénotype Th2 puisqu’elle permet le maintien de la prolifération et la survie cellulaire (Owen 

et Farrar 2017 ; Zhu et al. 2003). Enfin, il a été montré que la protéine NLRP3 (NOD-Like Receptor 

family, Pyrin domain containing 3) permet la transcription du gène codant pour l’IL-4 par son 

interaction avec IRF4 avec le locus de ce gène (Bruchard et al. 2015). En outre, dans les cellules 

Th1 décrites au chapitre 1.3.4 l’expression du facteur de transcription T-bet a pour effet d’inhiber 

l’expression du gène codant pour l’IL-4 (Zhuang et al. 2009) et le facteur de transcription GATA3 

(Hwang et al. 2005). 
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Les cellules Th2 interviennent dans la voie humorale dirigée contre les pathogènes 

extracellulaires, comme les bactéries, les parasites et les toxines. Elles agissent en stimulant les 

lymphocytes B, qui une fois différenciés en plasmocytes, sécrètent des anticorps (Smith et al. 

2000). On retrouve à la surface de ces cellules la molécule CCR4 et le récepteur à la 

prostaglandine D2 (CD294) (Morimoto et al. 2005 ; De Fanis et al. 2007). Les cellules Th2 

produisent majoritairement les cytokines anti-inflammatoires IL-4, IL-5 et IL-13 (Figure 5). 

D’autres cytokines, comme IL-9, IL-10 et IL-25 sont également produites par ces cellules 

(Hartenstein et al. 2002 ; Luckheeram et al. 2012). En outre, les cytokines IL-4 et IL-13, produites 

par les Th2, permettent d’activer la prolifération des cellules B et favorisent leur production 

d’anticorps IgE (Z. Li, Zhang et Sun 2011). Ces IgE se lient par leur fragment Fc à des récepteurs 

présents à la surface des polynucléaires basophiles et des mastocytes. En contact avec 

l’allergène, ces cellules libèrent une grande quantité de médiateurs, comme l’histamine et la 

sérotonine (Steinke et Borish 2001). Les cellules Th2 contribuent à la persistance de l’asthme et 

d’autres pathologies allergiques (Bosnjak et al. 2011 ; Sokol et al. 2009 ; Del Prete 1992). Les 

cellules Th2 agissent également en coopération avec des cellules de l’immunité innée en activant 

les macrophages de type M2 et les granulocytes éosinophiles contre les infections aux helminthes 

(Webb et Tait Wojno 2017 ; Spencer et Weller 2010). 
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Ensemble des cytokines produites par les cellules Th2 et nécessaires à leur différenciation. Représentation 
des marqueurs présents à la surface de ces cellules. Réalisé avec Servier Art. 

 

 

Figure 5 Différenciation des cellules Th2 
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 Les lymphocytes Th17 

 

La différenciation des cellules T CD4+ en Th17 nécessite l’action de plusieurs cytokines. 

Leur processus de différenciation peut être séparé en trois étapes : l’initiation, l’amplification et la 

stabilisation (Bettelli, Korn et Kuchroo 2007). L’initiation de la différenciation des cellules Th17 

nécessite à la fois la présence d’IL-6 et de TGF-b (Veldhoen et al. 2006). La production autocrine 

d’IL-21, par les cellules T CD4+ engagées dans la voie de différenciation Th17, est induite par la 

fixation de l’IL-6 à son récepteur, maintenant ainsi cette différenciation (Figure 6). En outre, la 

production d’IL-21 favorise l’expression du récepteur de l’IL-23, ainsi que le facteur de 

transcription RORγt (Ivanov et al. 2006 ; L. Zhou et al. 2007). La sécrétion d’IL-23 par les CPA 

permet donc le maintien et l’expansion des cellules Th17 (Langrish et al. 2005 ; Stritesky, Yeh et 

Kaplan 2008). La phosphorylation de STAT3, en réponse à la présence des cytokines IL-6, IL-21 

et IL-23, augmente l’expression du facteur de transcription RORyt et stimule la production d’IL-

17A et d’IL-17F (J. S. Kim et Jordan 2013 ; X. O. Yang et al. 2008). En plus de permettre 

l’expression de STAT3, les cytokines IL-6, IL-21 et IL-23 induisent l’activation de SOCS3, un des 

principaux répresseurs de STAT3, essentiel dans le rétrocontrôle des cellules Th17 (Z. Chen et 

al. 2006 ; Carow et Rottenberg 2014 ; Qin et al. 2009). D’autres mécanismes interviennent 

également dans la différenciation des cellules T CD4+ vers le phénotype Th17. En effet, le facteur 

de transcription RORα agit conjointement avec RORyt pour favoriser la différenciation Th17 

(Castro et al. 2017 ; X. O. Yang et al. 2008). Enfin, d’autres facteurs de transcription, comme le 

AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor) participe aussi à la différenciation des cellules Th17 (Mohinta 

et al. 2015). 

Les cellules Th17 interviennent dans la défense anti-infectieuse en réponse à des 

bactéries extracellulaires et des champignons (Szulc-Dabrowska et al. 2015 ; Curtis et Way 2009 

; Puel et al. 2011). Leurs propriétés inflammatoires proviennent de leur capacité à produire de 

l’IL-17A (Figure 6), une cytokine considérée comme extrêmement pro-inflammatoire (Ahn et al. 

2015). De plus, ces cellules sont caractérisées par la sécrétion d’IL-17F, d’IL-21 et d’IL-22 (Dong 

2008 ; Coquet et al. 2008 ; Suto et al. 2008). Les cellules Th17 expriment les marqueurs 

membranaires CCR6 et CCR4 (F. Zhao et al. 2012). Ces cellules contribuent au recrutement des 

granulocytes neutrophiles au niveau des sites d’infection, via la production d’IL-17A (Flannigan 

et al. 2017). De plus, la production d’IL-22 par les cellules Th17 permet de renforcer les défenses 

de l’organisme contre des pathogènes nécessitant une forte réponse inflammatoire pour leur 

élimination (Aujla et al. 2008 ; Blaschitz et Raffatellu 2010). Enfin, la production d’IL-21 permet 
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l’activation des cellules NK et des autres cellules T, ainsi que la différenciation des lymphocytes 

B vers les phénotypes effecteurs et mémoires (Korn et al. 2007 ; Leonard et Spolski 2005 ; Zotos 

et al. 2010 ; Z. Liu, Yang, et al. 2009).  

Il a été montré que les cellules Th17 sont retrouvées dans plusieurs pathologies issues 

d’un trouble immunitaire, comme la polyarthrite rhumatoïde, les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin et le psoriasis (Gaffen 2009 ; Monteleone, Pallone et Monteleone 2011 ; 

Tokura, Mori et Hino 2010). Malgré le fait que ces cellules soient associées à une réponse pro-

inflammatoire, on les retrouve également dans la prolifération de certaines cellules cancéreuses 

(Muranski et al. 2008 ; Asadzadeh et al. 2017).  

 

Ensemble des cytokines produites par les cellules Th17 et nécessaires à leur différenciation. Représentation 

des marqueurs présents à la surface de ces cellules. Réalisé avec Servier Art. 

Figure 6 Différenciation des cellules Th17 
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 Les lymphocytes Th22 

 

La différenciation des cellules T CD4+ en Th22 est stimulée par les cellules de Langerhans 

et les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) présentes dans le derme (Fujita et al. 2009 ; 

Duhen et al. 2009). Les mécanismes moléculaires permettant la différenciation des cellules Th22 

sont encore mal connus. Néanmoins, la présence de l’IL-6 et du TNF-α (Figure 7) dans leur 

microenvironnement est nécessaire pour amorcer leur différenciation (Duhen et al. 2009). Les 

signaux envoyés par ces cytokines permettent l’expression du facteur de transcription AhR, 

jouant un rôle dans la différenciation des cellules Th22 (Trifari et al. 2009). Mentionnons pour le 

moment que le AhR est un facteur de transcription retrouvé dans le cytoplasme sous forme de 

complexe et jouant un rôle dans l’élimination de nombreux métabolites endogènes et de polluants 

environnementaux (Larigot et al. 2018), nous verrons cependant cela plus en détail au chapitre 

3. L’activation du AhR est primordiale pour la production de l’IL-22 permettant le maintien et 

l’expansion clonale des cellules Th22. L’IL-22 peut ensuite se fixer à son récepteur 

hétérodimérique, composé de deux sous unités (IL22-R1 et IL-10R2) induisant la phosphorylation 

de STAT3 par la voie JAK/STAT (Nagalakshmi et al. 2004). 

On retrouve dans les cellules Th22 l’expression des récepteurs aux chimiokines CCR4, 

CCR6 et CCR10 (Trifari et al. 2009). Il est à noter qu’on ne retrouve pas d’expression d’IL-23R, 

CCL20 et CD161, qui sont des marqueurs spécifiques des cellules Th17. L’expression de CCR4 

et CCR10 par les cellules Th22 contribue à l’homing tissulaire (Y. Kim et al. 2017 ; Boniface et al. 

2005).  

Les cellules Th22, comme les cellules Th17, sont capables de produire de l’IL-22 (Figure 
7), mais contrairement à ces dernières, les cellules Th22 ne produisent pas d’IL-17 (Eyerich et 

al. 2009). Ces cellules peuvent également sécréter de l’IL-13, de l’IL-26 et du TNF-α (Plank et al. 

2017 ; Sugita et al. 2013 ; Cui 2019). Bien que l’IL-22 soit la cytokine sécrétée majoritairement 

par les cellules Th22, d’autres types cellulaires comme les cellules Th1, Th17, les cellules 

lymphoïdes innées et les cellules T non conventionnelles peuvent également en produire (Felton 

et al. 2018 ; Scriba et al. 2008 ; Behrends et al. 2013). L’IL-22 intervient au niveau des plaies de 

la peau, c’est pourquoi on retrouve les cellules Th22 dans l’épiderme inflammatoire (Cheuk et al. 

2014). D’autre part, l’IL-22 possède des propriétés de défense dans les muqueuses, notamment 

par l’induction de β-défensines, des peptides antimicrobiens (Wozniak et al. 2014 ; A. Li et al. 

2015).  
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Figure 7 Différenciation des cellules Th22  

Ensemble des cytokines produites par les cellules Th22 et nécessaires à leur différenciation. Représentation 
des marqueurs présents à la surface de ces cellules. Réalisé avec Servier Art. 
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 Les lymphocytes T régulateurs 

Les recherches de Nishizuka et Sokakura ont montré que l’ablation du thymus chez des 

souris trois jours après leur naissance induisait le développement de maladies auto-immunes, 

mais que la greffe d’un nouveau thymus permettait de prévenir le développement de ces 

pathologies (Nishizuka et Sakakura 1969). Leurs travaux ont permis de montrer que des cellules 

provenant du thymus peuvent prévenir le développement de maladies auto-immunes. À contre-

courant du paradigme Th1/Th2, une nouvelle population de cellule T CD4+ fût séparée de ce 

groupe, par la présence d’une la chaîne 𝑎 sur le récepteur à L’IL-2 (CD25). Il a aussi été montré, 

que le transfert de cellules CD4+CD25+ chez des souris dépourvues de thymus permettait de 

prévenir le développement de pathologies auto-immunes (Sakaguchi et al. 1995). Cette 

population, caractérisée par ces marqueurs de surface, a été nommée lymphocytes T régulateurs 

(Treg) et représente environ 5 % des cellules T CD4+ (Baecher-Allan et al. 2001). 

Les Treg jouent un rôle majeur dans le contrôle de l’immunité (Fehervari et Sakaguchi 

2004). On distingue plusieurs types cellulaires différents pouvant exercer cette fonction. Les 

lymphocytes T régulateurs naturels (nTreg) et T induits (iTreg) sont les populations cellulaires 

majoritaires que nous décrierons dans cette section. 

1.3.10.1 Les lymphocytes T régulateurs naturels 

 

La différenciation des lymphocytes T régulateurs naturels (nTreg) se fait dans le thymus, 

leur conférant ainsi une reconnaissance spécifique des antigènes du soi (Hsieh et al. 2004).  

Ces cellules sont caractérisées par l’expression du facteur de transcription FoxP3 

(forkhead transcription factor 3). Une mutation de ce facteur de transcription induit le 

développement de multiples maladies auto-immunes (d'Hennezel et al. 2009) suggérant que ces 

cellules jouent un rôle indispensable dans l’immunité. De plus, l’expression de ce facteur de 

transcription est déterminante dans le rôle suppressif de l’inflammation par les Treg. En effet, il a 

été monté que l’expression ectopique de FoxP3 dans des cellules CD4+CD25- (non Treg) leur 

confèrent un rôle suppressif (Hori, Nomura et Sakaguchi 2003 ; Fontenot, Gavin et Rudensky 

2017 ; M. R. Walker et al. 2003). En outre, les cellules T CD4+ activées peuvent également 

exprimer FoxP3 succinctement sans pour autant acquérir des fonctions suppressives (M. R. 

Walker et al. 2003 ; Tran, Ramsey et Shevach 2007 ; Allan et al. 2007).  



 25 

Il a été clairement établi que les nTreg jouent un rôle central dans le maintien de la 

tolérance immune (M. J. Barnes et Powrie 2009 ; Josefowicz et Rudensky 2009 ; Wing et 

Sakaguchi 2010). On retrouve dans les cellules Treg une expression constitutive de la molécule 

CTLA-4, une surexpression des molécules ICOS et ainsi que de PD-1 (Vocanson et al. 2010 ; L. 

S. Walker 2013 ; Cai et al. 2019 ; Shen et al. 2011). Chez les lymphocytes T régulateurs, le CTLA-

4 interagit avec les marqueurs CD80/CD86 présent à la surface des DC (L. S. Walker 2013). 

Cette interaction entraine une diminution de ce complexe de co-stimulation et favorise la 

production d’IDO (indoléamine 2,3-dioxygenase) (Hryniewicz et al. 2006). L’augmentation d’IDO 

provoque le catabolisme du tryptophane, essentiel aux cellules, et produit ainsi de la kynurénine, 

une molécule toxique pour les cellules (Fallarino et al. 2003). De plus, la production d’IDO induit 

un blocage de la voie de différenciation en cellules Th17 (Baban et al. 2009). Les cellules Treg 

expriment également à leur surface des récepteurs aux chimiokines CCR4, CCR6 et CCR8 

(Iellem et al. 2001 ; Yamazaki et al. 2008). Enfin, les cellules Treg produisent de l’IL-10, une 

cytokine anti-inflammatoire (Maynard et Weaver 2008). Toutes ces caractéristiques confèrent aux 

nTreg de fortes capacités à réguler les autres cellules immunitaires (Barsheshet et al. 2017 ; 

Workman et al. 2009). 

Comme les nTreg sont formées dans le thymus, ces cellules ne nécessitent pas de 

signaux de différenciation une fois dans le système sanguin périphérique, contrairement aux 

cellules T régulatrices induites (iTreg). 

1.3.10.2 Les lymphocytes T régulateurs induits 

 

Les cellules T régulatrices induites (iTreg) sont issues des lymphocytes T CD4+ naïfs de 

la périphérie (Baecher-Allan et al. 2001). Tout comme les cellules nTreg, les cellules iTreg 

expriment Foxp3, ainsi que CD25 et CCR4 à leur surface. 

La différenciation des cellules T CD4+ naïves vers le phénotype iTreg est induit par 

l’exposition de ces cellules à de l’IL-2 et du TGF-b (Figure 8) (W. Chen et al. 2003 ; Guo et al. 

2013). Le TGF-b intervient également dans la différenciation des cellules Th17 (S. G. Zheng 

2013). Les effets de cette molécule sur la différenciation des cellules T CD4+ dépendent de sa 

concentration dans le microenvironnement (Zhu, Yamane et Paul 2010). La stimulation des 

récepteurs par le TGF-b permet l’expression de Foxp3, responsable de la fonction 

immunosuppressive des cellules Treg (W. Chen et al. 2003). La sécrétion du TGF-b par les 
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cellules iTreg permet la mise en place d’une boucle autocrine de stimulation de cette voie de 

différenciation. Durant la cascade d’activation induite par le TGF-b les protéines Smad2 et Smad3 

sont activées pour permettre l’expression de Foxp3 (Lu et al. 2010). En outre, l’activation de 

Smad3 permet de bloquer l’expression de RORgt et ainsi bloquer la différenciation vers le 

phénotype Th17 (Martinez et al. 2009). Le facteur de transcription STAT5 est phosphorylé après 

la fixation de l’IL-2 à son récepteur et induit l’expression de Foxp3. De plus, la forme phosphorylée 

de STAT5 rentre en compétition avec STAT3 pour la liaison sur le promoteur de l’IL-17A et ainsi 

empêche la différenciation en cellule Th17 (L. Zhou et al. 2008). L’expression de DNMT1 (DNA 

(cytosine-5)-MethylTransferase 1) et de DNMT3b (DNA (cytosine-5)-MethylTransferase 3b) à la 

suite d’une activation du TCR permet une méthylation du locus foxp3, inhibant sa méthylation 

(Lal et al. 2009). La voie d’activation du TGF-b permet de bloquer la liaison de DNMT1 au locus 

Foxp3, permettant la différenciation en cellule iTreg (C. Li, Ebert et Li 2013). La différenciation 

des cellules iTreg repose donc sur un équilibre de ces différents signaux, étant donné qu’elle est 

étroitement liée à la différenciation des cellules Th17(Diller et al. 2016). 

Les cellules iTreg produisent de l’IL-10, de l’IL-35 et du TGF-b (Figure 8), des cytokines 

connues pour être immunosuppressives (Olson, Sullivan et Burlingham 2013 ; Schmitt et al. 2012 

; S. G. Zheng 2008). À la suite de l’élimination d’un pathogène, ces cellules restreignent la 

réponse cellulaire, afin d’éviter un emballement de la réponse immunitaire. Par exemple, l’IL-10 

est une cytokine anti-inflammatoire qui peut supprimer la réponse des cellules Th1, des cellules 

NK et des macrophages (Couper, Blount et Riley 2008). Elles jouent donc un rôle dans le maintien 

de l’homéostasie et la tolérance immunitaire (Fujio, Okamura et Yamamoto 2010 ; Sakaguchi et 

al. 2006).  

Parmi les cellules iTreg, on peut distinguer plusieurs populations de cellules : les cellules 

Th3, les cellules Tr1 et plus récemment les cellules iT35. Les cellules Th3 ont d’abord été 

identifiées parmi les cellules T CD4+ des ganglions mésentériques sous une forme de clones 

unicellulaire produisant du TGF-b1 (Y. Chen et al. 1994). Des recherches ont montré que des 

lymphocytes T régulateurs CD4+ CD25+ LAP+ FoxP3-, correspondant aux iTreg, pouvaient 

protéger du développement de colites induites par les cellules T chez la souris (Oida et al. 2003). 

Les cellules CD4+ CD25+ CD69+ LAP+ FoxP3-, correspondant aux Th3, expriment la chaîne b du 

récepteur à l’IL-2, produisent de TGF-b1 et exercent une activité fonctionnelle médiée par le TGF-

b1 (Han et al. 2009). Les cellules Th3 secrètent également de l’IL-10 en plus petite quantité (Y. 

Chen et al. 1994). L’ensemble de ces caractéristiques confère aux cellules Th3 la capacité de 

réprimer les réponses Th1 et Th2 (Weiner et al. 2011). Pour les cellules Tr1, celles-ci sont 



 27 

caractérisées par la coexpression des marqueurs de surface CD49b et du gène d’activation des 

lymphocytes 3 (LAG3), ainsi que par la production d’IL-10 et la sécrétion de TGF-b et d’IL-2 

(Gagliani et al. 2013). Les cellules Tr1 sont capables de supprimer les réponses naïves et 

mémoires des cellules Th1 et Th2 par leurs mécanismes de production en cytokines (Groux 

2003). Enfin les cellules iT35 constituent une population de cellules immunosuppressives 

n’exprimant pas le marqueur Foxp3 et ne sécrétant pas d’IL-10. (Collison et al. 2007). Leur 

fonction suppressive est exercée par la sécrétion de l’IL-35 (Collison et al. 2010). 

 

 

Ensemble des cytokines produites par les cellules Treg nécessaires à leur différenciation. Représentation des 
marqueurs présents à la surface de ces cellules. Réalisé avec Servier Art. 

Figure 8 Différenciation des cellules iTreg  
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1.4 Plasticité développementale des lymphocytes T CD4+  

 

La plasticité développementale des cellules T CD4+ est un mécanisme majeur dans le bon 

déroulement des fonctions effectrices de ces cellules. En effet, nous avons vu que les cellules 

Th1 et Th2 possèdent des voies de différenciation spécifique, mais il a été montré que ces cellules 

étaient capables, dans certaines conditions, de modifier leur différenciation. En effet, il a été 

montré que chez la souris, des cellules Th1 différenciées in vitro en présence d’IL-12 et 

d’anticorps anti-IL-4 pouvaient par la suite se différencier vers un phénotype Th2 si les cellules 

Th1 étaient restimulées en présence d’IL-4 (Zhu et al. 2004). De même, la différenciation des 

cellules Th2 in vitro en présence d’IL-4 et d’anticorps anti-IL-12 peut être dirigée vers le phénotype 

Th1 par une nouvelle stimulation en présence d’IL-12 (Murphy et al. 1996). Dans l’organisme, la 

plasticité entre les cellules Th1 et Th2 peut être observée très tôt, après l’activation des cellules 

T CD4+ naïves puisque la production d’IFN-γ et d’IL-4 peut être faite simultanément (Krawczyk, 

Shen et Pearce 2007). De plus, in vitro, les cellules Th1 et Th2 peuvent perdre leur plasticité 

après de nombreuses stimulations (Sundrud et al. 2003). En outre, la plasticité développementale 

de ces cellules se révèle également moins permissible dans un état de différenciation plus 

avancé, suggérant que la maturation des cellules T CD4+ diminue la flexibilité de leur plasticité 

(Murphy et al. 1996).  

Les premières études ayant voulu montrer la plasticité des cellules Th17 ont établi que 

ces cellules produisaient de l’IL-17, leur cytokine fonctionnelle spécifique, mais également de 

IFN-γ spécifique aux cellules Th1 (Ivanov et al. 2006). Pour comprendre l’origine de ces cellules 

(IL-17+ IFN-γ+), il a été montré que la restimulation in vitro de cellules Th17 murines par de l’IL-

12 augmente l’expression du facteur de transcription T-bet associé à la production d’IFN-γ, ainsi 

que la perte d’expression de RORyt et la production d’IL-17 (Y. K. Lee et al. 2009). In vivo, le 

transfert de cellules T CD4+ différenciées en cellules Th17 dans un modèle de souris atteint d’un 

diabète de type 1 permet également d’obtenir dans ces cellules des caractéristiques attribuées 

aux cellules Th1 comme la production d’IFN-γ (Bending et al. 2009). D’autre part, chez l’homme, 

des cellules T CD4+ différenciées en cellules Th17 pouvaient également être reprogrammées en 

cellules Th1 après une stimulation par IL-12 (Annunziato et al. 2007). Les cellules Th17 peuvent 

également se différencier vers le phénotype Th2 par une restimulation en présence d’IL-4, qui 

serait responsable de leur plasticité dans ce contexte (Raymond et al. 2011 ; Cosmi et al. 2010). 

De plus, il a été retrouvé, dans le sang de patients asthmatiques, des cellules qui présentent une 

expression à la fois de GATA3 et RORyt, ainsi que les cytokines IL-17, IL-22, IL-4, IL-5 et IL-13 
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(Y. H. Wang et al. 2010 ; Cosmi et al. 2010). L’étude de ces cellules dans un modèle murin 

présentant une pathologie allergique pulmonaire a montré une aggravation des symptômes. En 

effet, ces cellules sont plus pathogéniques en excrétant une grande quantité de molécules 

inflammatoires induisant ainsi le recrutement de leucocytes pro-inflammatoires et provocant une 

exacerbation de l’asthme (Y. H. Wang et al. 2010). Ainsi, on voit que les cellules Th17 sont 

capables de changer leur différenciation vers les phénotypes Th1 et Th2. En revanche, aucune 

étude, à ce jour, n’a montré la possibilité de convertir des cellules Th1 et Th2 in vitro vers un 

phénotype Th17 (Lexberg et al. 2008). Les caractéristiques hybrides observées dans ces cellules 

sembleraient donc prévenir uniquement de cellules dérivées du phénotype Th17. En outre, les 

conditions nécessaires à la conversion des cellules Th1 et Th2 vers le phénotype Th17 n’ont 

peut-être pas été encore découvertes. 

Les cellules T régulatrices, décrites plus haut (Section 1.3.3), sont divisées en deux sous-

populations, les cellules nTreg et les cellules iTreg. Par contre, il a été montré qu’il existait une 

plus large hétérogénéité parmi les cellules T régulatrices périphériques. Elles sont capables 

d’exprimer à la fois le Foxp3 et d’autres facteurs de transcription spécifiques aux cellules T 

effectrices. Ainsi, ces lymphocytes T peuvent posséder des caractéristiques fonctionnelles 

spécifiques ou bien correspondre à des états intermédiaires dans des voies de différenciation ou 

de reprogrammation des Treg. En effet, les cellules Treg Foxp3+ peuvent perdre l’expression du 

Foxp3 et leur capacité régulatrice quand leur TCR est stimulé de manière répétitive (Hoffmann et 

al. 2009). Par exemple, dans un modèle murin de diabète auto-immun, des cellules Treg ayant 

perdu l’expression de Foxp3 présentaient des spécificités des cellules T effectrices et mémoires 

(Kitz et Dominguez-Villar 2017 ; X. Zhou et al. 2009). De plus, le transfert de cellules Treg chez 

des souris déficientes en lymphocytes induit une perte d’expression de Foxp3 pour ces cellules, 

ainsi qu’une augmentation de la production d’IL-2 et donc la perte de ces fonctions suppressives 

(Duarte et al. 2009). 

Les cellules Th17 et cellules Treg partagent partiellement une partie de leur programme 

de différenciation. En effet, la présence de TGF-b, dans le microenvironnement des cellules T 

CD4+ naïves, permet de déclencher la différenciation vers le phénotype T régulateur, mais l’ajout 

d’autres cytokines comme l’IL-6 et l’IL-21 en plus du TGF-b permet dans ce cas d’inhiber la 

différenciation vers le phénotype Treg pour favoriser la différenciation Th17. Il a également été 

montré que plusieurs autres facteurs peuvent réguler la différenciation des cellules T CD4+ vers 

les profiles Th17 et Treg, c’est notamment le cas pour l’acide rétinoïque et le facteur de 
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transcription AhR, qui sera décrit plus en détail dans le chapitre 3 (Mucida et al. 2007 ; Veldhoen 

et al. 2008 ; Quintana et al. 2008). 
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CHAPITRE 2  LYMPHOCYTES T ET LEURS RÔLES DANS LES 
PATHOLOGIES 

2.1 Les cancers 

 Capacité protumorale des cellules Th2 

 

Plusieurs études menées sur les cellules Th2 ont montré leurs capacités à favoriser le 

développement des cellules cancéreuses, notamment grâce à leur production de cytokines. En 

effet, la production d’IL-4 et d’IL-13 par les cellules Th2 permet la différenciation des 

macrophages présents dans l’environnement tumoral vers un phénotype M2, connus pour leur 

rôle pro-tumoral (Aspord et al. 2007 ; DeNardo et al. 2009 ; Mantovani et al. 2008). Effectivement, 

une forte infiltration de macrophages est bien souvent associée à un mauvais pronostic dans 

plusieurs cas de cancers (Fridman et al. 2012 ; Lewis et Pollard 2006). La production d’IL-4 

diminue également l’activité anti-tumorale des cellules T CD8 cytotoxiques (Olver et al. 2013). 

D’autre part, de nombreuses cellules cancéreuses possèdent des récepteurs à l’IL-4 à leur 

surface, pouvant ainsi promouvoir des mécanismes pro-tumoraux, tels que la résistance à 

l’apoptose (Z. Li et al. 2008). 

 Ambivalence des cellules Th17 dans l’environnement tumorale 

 

Le rôle des cellules Th17 dans l’immunomodulation du cancer n’est pas encore clairement 

établi. En effet, plusieurs études ont montré des résultats contradictoires, mais qui pourrait être 

lié au type de tumeur étudié et à la composition de son microenvironnement (Tableau 1) (Fridman 

et al. 2012). 

Il a été rapporté que les cellules Th17 pouvaient favoriser l’immunosuppression tumorale. Les 

cellules Th17 infiltrées dans l’environnement tumoral produisent de l’IL-17 qui stimule la 

production du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF), permettant ainsi 

l’augmentation de la vascularisation tumorale (Berger et al. 2013 ; Chung et al. 2013). Il a été 

montré que la présence d’IL-17 dans l’environnement tumoral est corrélée avec l’augmentation 

de la densité des microvaisseaux tumoraux (J. W. Du et al. 2012 ; Numasaki et al. 2003). De plus, 

la lymphangiogenèse est aussi favorisée par la présence d’IL-17, facilitant ainsi l’invasion 

métastatique des ganglions lymphatiques (Q. Li et al. 2012). D’autre part, les macrophages 
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recrutés par la production d’IL-17 augmentent la présence d’IL-6 retrouvée dans le 

microenvironnement et permettent ainsi d’activer STAT3, favorisant la progression tumorale 

(Fossiez et al. 1996 ; L. Wang et al. 2009). Dans un modèle de carcinogenèse induite par le 7,12-

Dimethylbenz[a]anthracene (DMBA), la production d’IL-17 favorise également la progression 

tumorale (L. Wang et al. 2010). Aussi, l’IL-17 permet l’expression de gènes de survie dans les 

cellules cancéreuses (Fabre et al. 2016). Bien que l’IL-17 joue un rôle dans la tumorigenèse de 

certains cancers, d’autres cytokines produites par les cellules Th17 semblent également 

intervenir défavorablement dans la progression de ces pathologies. C’est notamment le cas de 

l’IL-22, qui favorise la progression tumorale dans le cancer du côlon (Kryczek et al. 2014 ; R. 

Jiang et al. 2013). En effet, l’absence de l’IL-22BP (IL-22 Binding Protein), un récepteur soluble 

de l’IL-22 permettant sa neutralisation, induit la mise en place d’une inflammation persistante qui 

contribue à la progression tumorale dans un modèle expérimental de colite (Huber et al. 2012). 

De plus, la production d’adénosine résultant de l’expression des ectonucléotidases CD39 et CD73 

par les cellules Th17 permet la mise en place d’un phénomène d’immunosuppression. Cette 

action suppressive est modulée par l’activation de STAT3 en réponse à la stimulation par l’IL-6 

et l’inhibition de Gfi-1 (Growth factor independence 1) par le TGFb (Chalmin et al. 2012). 

En revanche, beaucoup d’autres études ont au contraire montré des propriétés anti-

tumorales des cellules Th17. C’est notamment le cas dans le cancer de la prostate où un infiltrat 

riche en cellules Th17 est corrélé avec un stade clinique moins avancé (Sfanos et al. 2008). Il est 

également retrouvé dans le cancer ovarien une infiltration de cellules NK, cellules T CD8 et 

cellules Th1 qui corrèle avec l’augmentation de l’IL-17 dans l’environnement tumorale et donc un 

meilleur pronostique (Kryczek, Banerjee, et al. 2009). Les cellules NK et des cellules T CD8 

produisent de l’IFN-γ en réponse à l’IL-21 des cellules Th17. La production d’IFN-γ induit le 

recrutement de cellules Th1 ayant des fonctions anti-tumorales (Nunez et al. 2013 ; Nishimura et 

al. 2000). Il a été rapporté que l’expression de l’IL-17 par certaines cellules cancéreuses pouvait 

inhiber la croissance tumorale et la formation de métastases (Tong et al. 2012 ; Kryczek, Wei, et 

al. 2009 ; Benchetrit et al. 2002). 

On retrouve donc un rôle très opposé des cellules Th17 dans certains contextes tumoraux. 

Certaines cellules Th17 sont caractérisées par des fonctions immunosuppressives, notamment 

dans un environnement riche en TGF-b et IL-6. On retrouve dans ces cellules, co-exprimant CD39 

et CD73, un phénotype RORγt+ Foxp3low IL-10+ (Downs-Canner et al. 2017 ; J. Ye, Livergood et 

Peng 2013). En revanche, d’autres cellules Th17 acquièrent des propriétés anti-tumorales en 

présence d’IL-1b, d’IL-6 et d’IL-23 et sont caractérisées comme étant RORγt+ T-bet+ IFN-γ+ 
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(Bailey et al. 2014). Il existe donc pour les cellules Th17 une plasticité développementale 

complexe pouvant modifier leur rôle dans les cancers. 

 Rôle pro-tumoral des cellules Tregs 

 

De par leurs propriétés immunosuppressives, les cellules Treg participent fortement à 

l’inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale (Tableau 1) (Menetrier-Caux et al. 2012 ; 

Ladoire, Martin et Ghiringhelli 2011). Une  augmentation de l’infiltration des cellules Treg dans 

l’environnement tumoral est souvent associé à un mauvais pronostique dans beaucoup de 

cancers (Y. Zhou et al. 2017 ; Shang et al. 2015). 

L’hypoxie générée dans l’environnement tumoral permet l’expression du facteur 

chimioattractant CCL28 qui induit le recrutement de cellules Treg CCR10+ et l’établissement d’un 

environnement suppressif (Ren et al. 2016). De plus, l’hypoxie augmente la production de VEGF 

par les cellules Treg qui favorisent le développement tumoral (Facciabene et al. 2011). D’autre 

part, les macrophages associés aux tumeurs produisent du CCL20, permettant le recrutement de 

cellules Tregs CCR6+ (J. Liu et al. 2011). Les cellules Treg recrutées dans l’environnement 

tumoral produisent des cytokines immunosuppressives, comme le TGF-b, l’IL-10 et l’IL-35 

(Stewart et al. 2013 ; Donkor, Sarkar et Li 2012 ; Xue, Yan et Kan 2019). De plus, l’expression du 

CD39 et CD73 par les iTreg permet également la production d’adénosine immunosuppressive 

qui inhibe l’action des autres cellules T CD4+ (Allard et al. 2017). D’autre part, l’utilisation massive 

de l’IL-2 du microenvironnement par les cellules iTreg pour leur différenciation contribue 

également à l’immunosuppression. En effet, l’IL-2 est nécessaire pour l’activation des cellules 

NK, des cellules T CD8 cytotoxiques et cellules T CD4+ pro-inflammatoires dans la réponse 

antitumorale (Pandiyan et al. 2007). Néanmoins, dans certains cas de cancer, l’infiltration élevée 

en cellules Treg peut être associée à un meilleur pronostique, comme dans les cancers 

colorectaux et les cancers de l’œsophage (Shang et al. 2015). La capacité des cellules Treg à 

contrôler l’inflammation et la réponse immunitaire antimicrobienne, ainsi que leur capacité à 

inhiber la prolifération des cellules Th17 peut expliquer leur rôle dans le pronostic favorable de 

ces cancers (Ladoire, Martin et Ghiringhelli 2011 ; Crome et al. 2010). 
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 Émergence du rôle des cellules Th22 dans les cancers 

 

Les cellules Th22 interviennent principalement dans le maintien de l’homéostasie 

tissulaire et immunitaire lors de l’inflammation (Basu et al. 2012). Certains processus 

inflammatoires peuvent favoriser le développement tumoral. C’est le cas de l’IL-22 qui favorise la 

croissance tumorale dans de nombreux types de cancers (R. Jiang et al. 2011 ; Khosravi et al. 

2018). De plus, chez des patients atteints de cancer gastrique, une augmentation des cellules 

Th22 corrèle avec l’aggravation du stade de la maladie (T. Liu et al. 2012 ; X. Chen et al. 2018). 

D’autre part, il a été montré que dans le cancer du côlon, l’IL-22 favorise l’expression de l’oxyde 

nitrique synthase par les cellules cancéreuses du colon. En effet, la production de nitrite est 

fortement associée à l’inflammation du colon et à la carcinogenèse (Ziesche et al. 2007). En outre, 

l’IL-22 peut également stimuler les cellules épithéliales intestinales qui sécrètent de l’IL-10 et 

contribuent à la mise en place d’un environnement immunosuppresseur (Cella et al. 2009). 
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Adapté de Fridman (Fridman et al. 2012) 

 

Tableau 1 Corrélation entre le sous-type de cellule T CD4+ infiltrant et le pronostic clinique. 
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2.2 Maladies auto-immunes 

 Implication des cellules Th1 dans l’auto-immunité 

 

L’implication des cellules Th1 dans l’auto-immunité a d’abord été décrite dans le 

développement de maladies auto-immunes spécifiques aux organes (Liblau, Singer et McDevitt 

1995). Le rôle des cellules Th1 dans la mise en place d’une auto-immunité a été montré à partir 

de modèles de maladie chez la souris. En effet, chez la souris le transfert adoptif de cellules 

exprimant le phénotype Th1 induit le développement d’une encéphalomyélite auto-immune 

expérimentale (EAE), une maladie auto-immune du système nerveux central (SNC). De plus, on 

retrouve dans les lésions inflammatoires du SNC la présence en grande quantité d’IFN-γ, une 

cytokine produite majoritairement par les cellules Th1 (Pettinelli et McFarlin 1981 ; Domingues et 

al. 2010). En outre, le traitement de souris avec de l’IL-12, qui favorise le développement en 

cellules Th1, aggrave l’arthrite induite par le collagène, une autre maladie auto-immune (Germann 

et al. 1996). 

Diverses observations épidémiologiques et cliniques ont suggéré que les cellules Th1 

joueraient un rôle dans le maintien de la polyarthrite rhumatoïde (PR). Il a notamment été montré 

chez des femmes atteintes de PR, que la grossesse améliorait les symptômes dans 75 % des 

cas (Da Silva et Spector 1992). La grossesse étant caractérisée par la production importante de 

cytokines anti-inflammatoires de type Th2 inhibant ainsi la réponse immunitaire Th1 (Reinhard et 

al. 1998). De plus, on observe une réapparition des symptômes de la PR environ six mois après 

l’accouchement dans près de 90 % des cas (Da Silva et Spector 1992 ; Mishan-Eisenberg et al. 

2004). 

 Rôle des cellules Th17 dans les maladies auto-immunes 

 

Il a été montré que les cellules Th1 contribuent au développement de l’EAE murine (Lalor 

et Segal 2013). Des études réalisées par la suite ont montré que les cellules Th17 pouvaient être 

de meilleurs candidats dans le développement de cette pathologie (Domingues et al. 2010). L’IL-

12 permettant la différenciation en cellules Th1 et l’IL-23 participant à la différenciation des 

cellules Th17, sont des interleukines hétérodimériques qui partagent la même sous-unité p40 

(Lyakh et al. 2008). Lors d’un essai clinique de phase 1 pour le traitement du psoriasis, le succès 

obtenu après l’utilisation d’un anticorps monoclonal dirigé contre l’IL-12p40 a été attribué à tort à 



 37 

l’inhibition des cellules Th1 (Kauffman et al. 2004). En effet, il a été montré dans le modèle EAE, 

que c’était l’IL-23 et non l’IL-12 qui contribuait à sa pathogénicité (Cua et al. 2003). 

Bien avant la découverte des cellules Th17, des études menées sur la sclérose en plaques 

ont montré une corrélation positive entre la progression de la maladie et la présence d’IL-17, d’IL-

6 et de G-CSF (Lock et al. 2002). De plus, les cellules endothéliales de la barrière 

hématoencéphalique expriment des récepteurs à l’IL-17 et IL-22 permettant ainsi à ces cytokines 

de perturber leurs jonctions (Kebir et al. 2007). Il a été également montré que les cellules Th17 

pouvaient migrer à travers les cellules de la barrière hématoencéphalique et ainsi favoriser 

l’inflammation par le recrutement d’autres cellules T CD4+ pro-inflammatoires et en sécrétant des 

cytokines inflammatoires (Kebir et al. 2007). Enfin, d’autres études ont par la suite montré une 

corrélation positive de la progression de la sclérose en plaques et la présence de cellules Th17 

(Tzartos et al. 2008 ; Matusevicius et al. 1999). C’est pourquoi la différenciation des cellules Th17 

est bien souvent associée au développement de ces pathologies auto-immunes (Waite et Skokos 

2012). 
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CHAPITRE 3  LE RÉCEPTEUR AUX HYDROCARBURES 
AROMATIQUES 

3.1 Historique 

 

Durant leur existence, les organismes vivants sont exposés à une multitude de composés 

toxiques qui peuvent être retrouvés dans l’air, l’eau ou la nourriture (Kennedy et Tierney 2012). 

En réponse à ces menaces, des mécanismes de défense de ces organismes ont évolué. Ces 

mécanismes permettent la détection, la transformation et l’élimination des composés toxiques 

(Kennedy et Tierney 2012). Notamment, on retrouve un grand nombre d’enzymes participant à 

ces mécanismes, comme des monooxygénases, des transporteurs de la famille ABC (ATP 

Binding Cassette) (Deeley, Westlake et Cole 2006). L’action de ces enzymes dépend d’autres 

récepteurs, comme le PXR (Pregnane X Receptor) ou encore le AhR (Aryl hydrocarbon Receptor) 

(Larigot et al. 2018). 

La première découverte du AhR a été faite par l’équipe du Dr Nebert en 1976, évoquant 

la possibilité que son activation permet l’expression d’enzymes avec une activité « aryl-

hydrolase » (Poland, Glover et Kende 1976). Par la suite, le AhR a été classé comme un facteur 

de transcription appartenant à la classe 1 de la famille bHLH/PAS (basic-Helix-Loop-Helix/PER-

ARNT-SIM) (Kolonko et Greb-Markiewicz 2019). Les membres de la classe 1 ont la particularité 

de ne pas pouvoir former d’homodimère ou d’hétérodimère entre les membres de cette même 

classe (Kolonko et Greb-Markiewicz 2019). Ainsi, pour pouvoir effectuer leurs fonctions, ces 

protéines doivent se dimériser avec un membre de classe 2 comme l’ARNT (Aryl hydrocarbon 

receptor Nuclear Translocator). On retrouve dans les membres de cette famille, plusieurs 

protéines intervenant dans de multiples voies de signalisation. Par exemple, dans la réponse aux 

polluants environnementaux, le développement neural, l’hypoxie ou encore le rythme circadien. 

Dans les années 90, les protéines responsables de la voie de signalisation du AhR ont été 

caractérisées à la suite de leur clonage (Hoffman et al. 1991 ; Burbach, Poland et Bradfield 1992). 

La fonction principale du AhR est d’induire la synthèse d’enzymes métaboliques qui permettent 

l’élimination des xénobiotiques.  

Les xénobiotiques sont définis comme étant des molécules étrangères à l’organisme, qui 

du fait de leur petite taille et/ou de leurs propriétés lipophiles peuvent diffuser de manière passive 

à travers la membrane plasmique des cellules (Lundgren et DePierre 1990). L’entrée de ces 

molécules dans le cytoplasme permet leur détection par des récepteurs, tels que le AhR. Ces 
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récepteurs sont des facteurs de transcriptions qui entrainent l’expression de différentes enzymes, 

notamment de la famille p450, nécessaires à la transformation et l’élimination des xénobiotiques 

(Larigot et al. 2018).  

3.2  Structure du AhR 

 

Le AhR humain est constitué de 850 acides aminés pour un poids moléculaire de 96 kDa. 

On retrouve dans ce facteur de transcription trois domaines principaux : le domaine basic helix-

loop-helix (bHLH), le domaine Per/Arnt/Sim (PAS) et le domaine de transactivation, responsable 

de la liaison à l’ADN, à son ligand, aux protéines Hsp90 ou encore à la formation d’un dimère 

(Figure 9). 

 

 

En bleu, le domaine bHLH (basic Helix-Loop-Helix). En vert le domaine PAS (Per/ARNT/Sim) avec ses deux 
sous-domaines A et B. En jaune, le domaine de transactivation. 

 

Figure 9 Représentation schématique des domaines du AhR humain 
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 Le domaine basic helix-loop-helix (bHLH) 

 

Le domaine bHLH du AhR est retrouvé dans plusieurs autres facteurs de transcription 

comme Myf5 et c-myc (Macek et al. 2018 ; Conerly et al. 2016). Il est situé sur la partie N-

terminale. La partie basique du domaine bHLH joue un rôle dans la liaison à l’ADN. La partie 

« HLH » du domaine bHLH quant à lui intervient dans l’hétérodimérisation avec la protéine de 

classe 2 Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT), mais également dans 

l’interaction avec la protéine chaperonne Hsp90 (Heat shock protein 90). On retrouve aussi dans 

la portion N-terminale une séquence NLS (Nuclear Localization Signal) et une séquence NES 

(Nuclear Export Signal). Le NLS permet la translocation du AhR au noyau après la 

reconnaissance d’un ligand, tandis que le NES permet au AhR d’être exporté vers le cytoplasme 

après avoir rempli sa fonction dans le noyau (Ikuta et al. 1998). 

 Le domaine Per/Arnt/Sim (PAS) 

 

Le domaine PAS, très bien conservé au cours de l’évolution, est présent dans des 

protéines contribuant aux mécanismes de détection et d’adaptation aux contraintes 

environnementales. Le domaine PAS est retrouvé dans la régulation du rythme circadien par 

l’action des protéines « Per » (Period), dans le développement neurologique de la drosophile par 

la protéine SIM (Single-minded) et dans la voie de signalisation du AhR par l’ARNT (Figure 10) 

(Soshilov et Denison 2008). Le domaine PAS est caractérisé par deux séquences similaires : 

PAS-A et PAS-B. 

Le domaine PAS-A du AhR intervient dans la dimérisation avec l’ARNT, exprimant 

également un domaine PAS. Le domaine PAS-B est, quant à lui, aussi retrouvé dans l’interaction 

avec les protéines chaperonnes Hsp90 (Fukunaga et al. 1995 ; Reisz-Porszasz et al. 1994).  

 Le motif PAS Associated C-terminal domain (PAC) 

 

Plus récemment, le domaine PAC (PAS Associated C-terminal domain) a été identifié 

comme élément essentiel au maintien du domaine PAS dans sa conformation active, permettant 

son interaction avec l’ARNT et les protéines chaperonnes Hsp90 (Hefti et al. 2004). Ce motif est 

constitué de 40-45 acides animés situés sur la partie C-Terminale du domaine PAS.  
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Une représentation des domaines protéiques de la famille PAS. Le pourcentage d’homologie de SIM e PER en 
fonction de l’ARNT sont indiqués (Gu, Hogenesch et Bradfield 2000). 

 

  Le domaine de transactivation 

 

Le domaine de transactivation du AhR est situé sur la région C-terminale du facteur de 

transcription et comprend 3 sous-domaines. Un domaine riche en acides aminés acides, comme 

le glutamate et l’aspartate. Un domaine riche en glutamine qui permet l’interaction des cofacteurs 

permettant d’induire le complexe transcriptionnel de l’ARN polymérase II et un domaine riche en 

proline, sérine et thréonine. On retrouve entre l’homme et la souris environ 58 % d’homologie de 

séquence entre les TAD du AhR. Le rôle du domaine de transactivation est de permettre le 

recrutement de co-activateurs régulant la transcription de gènes cibles, tel que CYP1A1 (Ko et 

al. 1997). 

 

 

Figure 10 Structure des membres de la famille PAS : Per, ARNT et SIM 
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3.3 Expression et régulation du AhR 

 

Le AhR humain est codé par un gène situé sur le chromosome 7. Il a été montré que le 

traitement de cellules MCF7 in vitro, en présence de TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-

acetate) induit l’activation du facteur de transcription AP-1 (activating protein 1) et l’augmentation 

de l’expression de AhR (Spink et al. 1998). De plus, le AhR peut être régulé par certains 

mécanismes épigénétiques. En effet, l’activité basale du promoteur du AhR augmente par 

l’utilisation d’inhibiteurs des HDAC (Histone désacétylases) dans des cellules murines Hepa-1 

(Garrison et al. 2000). Des études in vivo, ont montré que le AhR était retrouvé de façon 

ubiquitaire dans les cellules de l’organisme (Yamamoto et al. 2004). L’expression du AhR dans 

différents tissus dépend de son exposition à des particules environnementales (Tian et al. 2015 ; 

Y. Z. Jiang et al. 2010). On retrouve aussi chez l’homme une expression importante du AhR dans 

les poumons, le foie et le placenta (Guerrina et al. 2018 ; Wada et al. 2016 ; Y. Z. Jiang et al. 

2010). Une expression faible du AhR est retrouvée dans d’autres tissus où il peut jouer des rôles 

différents de l’élimination des xénobiotiques, comme pour le système nerveux central où le AhR 

participe à la prolifération, la différenciation et la survie neuronale (Juricek et Coumoul 2018).  

Le AhR est exprimé très tôt lors du développement embryonnaire. Cependant, l’activation 

de celui-ci, après son expression, est néfaste pour le développement de l’embryon (Gialitakis et 

al. 2017). En outre, au cours du développement, chez la souris, l’expression du AhR est 

augmentée dans le neuroépithélium et le cœur, avant d’observer sa diminution après la 

maturation de ces tissus (Abbott, Birnbaum et Perdew 1995). Cependant, on peut observer une 

augmentation progressive de l’expression du AhR dans le foie. Le AhR est ensuite exprimé de 

manière constitutive dans d’autres tissus comme les muscles et la peau (Luo et al. 2019 ; Furue 

et al. 2014). Son expression est généralement associée à la formation de son hétérodimère, avec 

l’ARNT (Abbott et Probst 1995), mais on peut retrouver des disparités d’expression entre ces 

deux protéines étant donné que l’ARNT peut intervenir dans d’autres voies de signalisation (J. V. 

Schmidt et Bradfield 1996). 

D’autre part, il a été rapporté que le AhR participe à la modulation de l’immunité innée et 

adaptative. En effet, on retrouve son expression dans les cellules NK, les granulocytes, les 

macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes T (Shin et al. 2013 ; Masuda et al. 

2011 ; N. T. Nguyen et al. 2010). Nous traiterons de ce sujet plus en détail dans la suite de cette 

thèse. 
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3.4 Structure du complexe du AhR 

 

Le AhR est présent dans le cytoplasme sous forme de complexe. Ce complexe est 

constitué du AhR, d’un dimère de protéines chaperonnes appelé HSP90 (Heat shock proteins 

90), d’une protéine XAP2, aussi appelée Ara9 ou AIP, et d’une protéine co-chaperonne p23 

(Figure 11). 

 

 

Figure 11 Représentation schématique du complexe cytoplasmique du AhR. 

Les deux protéines chaperonnes Hsp90 interagissent par leur domaine central, avec les domaines bHLH et 
PAS-B du AhR alors que la protéine co-chaperonne p23 interagit avec Hsp90 par son domaine N-terminal. La 
protéine XAP2 se lie au AhR par sa partie centrale et aux Hsp90 par leur partie C-terminale (d’après (Petrulis 
& Perdew, 2002). 

 

On retrouve dans les protéines Hsp90 trois domaines distincts ; une partie N terminale, 

une partie centrale et une partie C-terminale. La partie centrale des protéines Hsp90 permet 

l’interaction avec le AhR. Le domaine C-terminal permet la liaison de la protéine ARA9 au 

complexe (Meyer et Perdew 1999 ; Bell et Poland 2000). La localisation du complexe dans le 

cytoplasme de la cellule est garantie par la liaison des protéines chaperonnes Hsp90 aux 

domaines bHLH et PAS-B du AhR. De ce fait, les séquences de localisation nucléaires du AhR 
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sont inaccessibles et bloquent la translocation au noyau (Ikuta et al. 1998). De plus, la présence 

des protéines Hsp90 dans le complexe du AhR permet d’augmenter sa stabilité, et le protège 

ainsi d’une dégradation par le système ubiquitine/protéasome. Enfin, les protéines Hsp90 

permettent de favoriser la liaison d’un ligand spécifique du AhR. La liaison d’un ligand au domaine 

PAS-B du AhR induit la libération d’une des deux protéines chaperonnes Hsp90, exposant ainsi 

le domaine de localisation nucléaire qui permet la translocation au noyau. La seconde protéine 

Hsp90 se dissocie au moment de l’hétérodimérisation du AhR avec l’ARNT (Lees et Whitelaw 

1999).  

 

La protéine ARA9 (AhR associated protein 9), aussi appelé XAP2 (HBV X-associated 

protein 2) et HIP (AhR interacting protein), joue un rôle important dans le maintien de la stabilité 

du AhR en absence de liaison avec un ligand. Elle réduit la possibilité de dégradation par le 

complexe ubiquitine/protéasome (Kazlauskas, Poellinger et Pongratz 2000). Celle-ci se lie avec 

AhR par son domaine PAS-A et des protéines Hsp90 par leur domaine central (Meyer et Perdew 

1999). La liaison de la protéine ARA9 aux protéines chaperonnes Hsp90 permet également de 

maintenir le récepteur AhR ancré au cytosquelette de la cellule. Il s’agit d’un autre mécanisme 

permettant d’éviter la translocation de AhR au noyau en absence de liaison avec un ligand (Traber 

et al. 2012). De plus, ARA9 agit sur la localisation cellulaire du AhR. En effet, ARA9 perturbe 

l’interaction entre le NLS et le récepteur responsable de la translocation du AhR vers le noyau, 

l’importine b (Petrulis et Perdew 2002).  

Bien que la protéine p23 fasse partie du complexe, elle ne se lie pas directement au AhR, 

c’est pourquoi cette protéine est appelée co-chaperonne. Celle-ci se lie à la partie N-terminal 

d’une des protéines chaperonnes Hsp90. La protéine p23 intervient dans le mécanisme de 

dissociation d’une des protéines Hsp90 avec le AhR après la liaison d’un ligand (Kekatpure, 

Dannenberg et Subbaramaiah 2020). Plus récemment, il a été montré que p23 pouvait protéger 

la dégradation du AhR par le protéasome de manière indépendante des protéines chaperonnes 

Hsp90 (Pappas et al. 2018). 

Malgré que le AhR soit majoritairement retrouvé dans le cytoplasme sous forme de 

complexe, on peut également retrouver une localisation nucléaire du AhR. Il a été rapporté que 

cette localisation était dépendante de la densité cellulaire. En effet, dans des cellules HaCaT 

(kératinocytes) peu confluentes on peut observer une localisation nucléaire du AhR, alors que 

sur les mêmes cellules arrivées à confluence la localisation du AhR est majoritairement 

cytoplasmique (Ikuta, Kobayashi et Kawajiri 2004). Il a aussi été suggéré que ce mécanisme 
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résulterait de la phosphorylation de la sérine 68 située dans le domaine NES du AhR qui inhiberait 

ainsi l’exportation du AhR vers le cytoplasme. Cette phosphorylation serait induite par la p38 MAP 

Kinase présente durant la prolifération cellulaire (Puga, Ma et Marlowe 2009). 

 

3.5 Interaction AhR-ARNT 

 

L’ARNT, aussi appelé HIF1b (Hypoxia Inducible Factor 1ß), appartient comme le AhR à 

la famille bHLH/PAS. Il est également exprimé de façon ubiquitaire dans l’organisme. Il joue un 

rôle dans l’hypoxie et la réponse aux xénobiotiques (Mandl et Depping 2014). L’ARNT peut former 

un hétérodimère avec HIF1a pour favoriser l’angiogenèse en régulant la transcription du gène 

VEGF (Terashima et al. 2016). Dans la voie de signalisation du AhR, le AhR après la fixation d’un 

ligand, se transloque au noyau et s’hétérodimérise avec l‘ARNT permettant ainsi la transcription 

des gènes métabolisant les xénobiotiques. En outre, l’expression de l’ARNT est déterminante 

dans le développement embryonnaire puisque son inactivation entraine un défaut de 

l’angiogenèse (Abbott et Buckalew 2000).  

Une seconde isoforme de l’ARNT a été décrite chez les vertébrés, l’ARNT2 (Hirose et al. 

1996). Cette isoforme est exprimée uniquement au cerveau et au rein. L’ARNT et l’ARNT2 ont 

plus de 90 % d’homologies de séquence (Dougherty et Pollenz 2008). Bien que l’affinité de liaison 

de l’ARNT2 pour le AhR soit similaire à celle de l’ARNT, des études ont montré que cette liaison 

était dépendante des caractéristiques du ligand du AhR (Hankinson 2008). Aussi, il a été 

démontré chez des souris ARNT2-/- un développement embryonnaire normal, bien que ces souris 

décèdent quelques jours après leur naissance. Il semblerait donc que malgré une forte homologie 

de séquences pour ces deux isoformes, celles-ci possèdent des fonctions différentes (Keith, 

Adelman et Simon 2001).   
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3.6 Voies d’activation du AhR 

 

La nature lipophile de la plupart des ligands du AhR leur permet une diffusion passive à 

travers la membrane plasmique de la cellule. Il existe deux voies d’activation pour le AhR : la voie 

canonique et la voie non canonique. La voie canonique a été très largement décrite dans la 

littérature, alors que la voie non canonique reste encore très peu étudiée. 

Dans la voie canonique, une fois dans le cytoplasme, le ligand va être reconnu par le AhR. 

L’interaction du ligand avec son site de liaison induit un changement conformationnel permettant 

l’exposition du signal de localisation nucléaire situé sur la région N-terminale. Le complexe du 

AhR libéré migre ensuite jusqu’au noyau. La liaison de l’ARNT au AHR dissocie la dernière 

protéine chaperonne Hsp90 de celui-ci. La formation de l’hétérodimère permet de masquer la 

séquence d’exportation nucléaire du AhR. Le dimère AhR/ARNT peut alors se lier à des 

séquences XRE situées sur les promoteurs de gènes retrouvés dans la métabolisation des 

xénobiotiques (Figure 12). Il a été également montré que certains gènes « contrôlés » par les 

séquences XRE ne participent pas au métabolisme des xénobiotiques, mais peuvent être 

associés à la prolifération et la différenciation cellulaire (Bock et Kohle 2006 ; Tijet et al. 2006). 

La séquence consensus des domaines XRE est 5’-TNGCGTG-3’. Durant la liaison à ces 

séquences, l’ARNT reconnaitra la partie 3’ « GTG » alors que le AhR reconnaitra la partie 5’ 

« TNGC » (Bacsi, Reisz-Porszasz et Hankinson 1995 ; J. V. Schmidt et Bradfield 1996 ; Gu, 

Hogenesch et Bradfield 2000 ; Hankinson 1995). 

La voie non canonique du AhR a été définie par l’attachement du AhR à des gènes dont 

les promoteurs ne contiennent pas de séquences XRE. En effet, des recherches effectuées sur 

les microréseaux dans des lignées cellulaires du foie ont montré qu’en absence de ligands 

exogènes du AhR certains gènes étaient exprimés à la suite d’une liaison du AhR à leurs 

promoteurs (Dere et al. 2011). On peut également associer à la voie non canonique, l’interaction 

directe du AhR avec une autre protéine. Par exemple, l’interaction du AhR avec les protéines 

STAT1 et STAT5 permet de réguler négativement le développement des cellules Th17 (Kimura 

et al. 2008). Le AhR peut également interagir avec NRF2, un facteur de transcription contribuant 

à la protection contre le stress oxydatif, permettant la stabilité de ce dernier (J. D. Hayes, Dinkova-

Kostova et McMahon 2009). Enfin, il a été montré que le AhR peut interagir avec la sous-unité 

RelB du facteur de transcription NF-κB, participant à la survie cellulaire, induisant l’expression 

d’IL-8 dans des cellules tumorales du cancer du sein (Vogel et al. 2011). 
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(A) Liaison du AhR à son ligand et perte d’une protéine Hsp90. (B) Translocation au noyau du AhR. (C) 
Dissociation du AhR de son complexe. (D) Formation du dimère AhR/ARNT et liaison aux séquences XRE. 

 

 

 

Figure 12 Voie canonique du AhR 
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3.7 Processus d’élimination des xénobiotiques 

 

Le rôle du AhR est de permettre le métabolisme d’élimination des xénobiotiques présent 

dans la cellule. On retrouve une production d’enzymes de phase I, d’enzymes de phase II et des 

transporteurs de phase III (Figure 13). Le rôle des enzymes de phase I est de modifier ou 

d’introduire des groupements fonctionnels sur les xénobiotiques grâce à des réactions 

d’oxydation. Cette première étape réalisée par les enzymes de phase I permet de rendre les 

xénobiotiques hydrosolubles et de faciliter leur conjugaison avec les enzymes de phase II. Parmi 

les enzymes de phase I les mieux décrites lors du métabolisme des xénobiotiques on retrouve 

des membres de la famille des cytochromes P450 : CYP1A1, CYP1A2 et CYP1B1. Cette famille 

de molécule permet la catalyse des HAP (Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques) en 

époxydes (Guéguen et al. 2006). 

Le CYP1A1 est l’un des acteurs majeurs dans la détoxification de l’organisme (Nebert et 

al. 2004). Les locus du gène Cyp1A1 sont composés d’un très grand nombre de séquences XRE 

(Whitlock 1999). Cette multitude de séquences XRE permet une forte réponse dose dépendante 

à des ligands du AhR. Le CYP1A2 est exprimé de manière constitutive dans le foie, mais est 

également produit en réponse à des agonistes du AhR (Poland et Knutson 1982 ; Nebert et 

Gonzalez 1987 ; Eaton et al. 1995). Le CYP1A2 joue un rôle dans le métabolisme des amines 

aromatiques et de la caféine (Bock et al. 1994). Quant au CYP1B1, il intervient dans la 

bioactivation du BAP dans les tissus extrahépatiques et des tissus stéroïdogènes (Tang et al. 

1996). Le CYP1B1 n’est pas seulement contrôlé par l’activation du AhR, d’autres facteurs comme 

l’AMPc (Adénosine monophosphate cyclique) peuvent induire son expression (W. Zheng et 

Jefcoate 2005). 

Une fois que le xénobiotique a été modifié par les enzymes de phase I, celui-ci est pris en 

charge par les enzymes de phase II. Les acteurs moléculaires majoritairement retrouvés dans ce 

groupe sont la Gluthation-S-transférase (GST), l’UDP-glucuronyl transférase (UGT) et la 

Sulfotransférase (SULT). Il a été montré que les enzymes de phase II ne sont pas uniquement 

régulées dans la voie d’activation du AhR, mais interviennent également dans la cascade 

d’activation de Nrf2 (NF-E2-related factor 2), contribuant à la protection contre le stress oxydatif 

(T. Nguyen, Nioi et Pickett 2009).  

Enfin, les xénobiotiques rendus solubles par les enzymes de phase I et II sont pris en 

charges par des transporteurs actifs de phase III, comme le MDR (multiple drug resistance), 
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situés dans la membrane plasmique, afin d’être exportés hors de la cellule. Ces molécules sont 

ensuite éliminées de l’organisme par les voies naturelles, comme la sueur ou les urines. La 

capacité des MDR à éliminer les xénobiotiques est tel que leur action pose un vrai problème dans 

l’efficacité des chimiothérapies anticancéreuses. En effet, ils seraient responsables d’une 

élimination précoce des composés injectés notamment lors du traitement du cancer ovarien, le 

cancer du poumon ou le cancer du sein (Saraswathy et Gong 2013 ; Cort et al. 2016). 

 

 

 

Figure 13 Mode d’élimination des xénobiotiques 
(A) Ajout d’un groupement fonctionnel sur un xénobiotique. (B) Solubilisation du Xénobiotique. (C) Transport 
du xénobiotique soluble hors de la cellule. (D) Élimination du xénobiotique par les voies naturelles.  
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3.8 Les ligands du AhR 

 Les ligands exogènes 

 

L’une des sources majeures d’exposition à des ligands exogènes provient de 

l’alimentation. On peut distinguer pour les ligands exogènes deux groupes, classés selon leurs 

origines : les ligands synthétiques et les ligands naturels (Figure 14) (Denison et Nagy 2003). 

La famille des ligands naturels du AhR est composée d’agonistes ou d’antagonistes. Par 

exemple, les flavonoïdes sont constitués d’un grand nombre de molécules naturelles qui sont des 

ligands du AhR (Busbee et al. 2013). La quercétine, une molécule retrouvée dans certaines 

plantes est caractérisée comme agoniste du AhR, alors que le a-naphtoflavone, un dérivé 

synthétique des flavonoïdes est décrit comme antagoniste du AhR. Également, un membre de la 

famille des polyphénols, le resvératrol (3,5,4’ trihydroxystilbène) a été caractérisé comme étant 

antagoniste du AhR (Revel et al. 2003). On le retrouve notamment présent dans certaines 

variétés de raisins. Il est utilisé pour ses propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires 

(Kalantari et Das 2010).   

Le groupe des ligands synthétiques est constitué d’une grande quantité de polluants 

environnementaux comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) et les 

hydrocarbures aromatiques halogénés (HAHs). Les ligands appartenant à la famille des HAHs 

possèdent généralement une plus forte affinité pour le AhR (de l’ordre du nM) que les ligands de 

la famille des HAPs (de l’ordre du µM) (Bohonowych et Denison 2007). D’autre part, l’affinité d’un 

ligand pour le AhR n’est pas la même en fonction des espèces. Le TCDD présente une affinité 

pour le AhR 10 fois plus grande chez la souris que chez l’Humain (Flaveny et Perdew 2009). 

Aussi, chez l’Humain il a été montré que l’exposition au TCDD causait de la chloracné et un défaut 

cognitif partiel (Caramaschi et al. 1981). Des études réalisées sur des souris humanisées ont 

montré qu’une altération de la liaison récepteur-ligand corrélait avec une résistance au TCDD, 

suggérant que la faible affinité du TCDD pour le AhR humain pourrait être responsable d’une 

résistance à celui-ci en comparaison à d’autres espèces (Moriguchi et al. 2003). 

On retrouve pour la famille de ligands HAHs un grand nombre de composés hautement 

toxique pour l’organisme et l’environnement, comme les dibenzo-p-dioxines polychlorées, les 

dibenzofuranes et les biphényles, ainsi que d’autres composés apparentés (Poland et Knutson 

1982 ; Safe 1990). Ces ligands ont la spécificité d’être très stables et de s’accumuler dans 

l’environnement et les graisses animales. L’exposition et l’accumulation des dioxines comme le 
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TCDD peuvent produire différents effets toxiques et biologiques. Ces molécules sont connues 

pour favoriser la croissance tumorale, induire une toxicité cardiaque, hépatique et cutanée (R. J. 

Chen et al. 2014 ; Fujisawa, Tohyama et Yoshioka 2019). Ils sont également la source de 

nombreux déchets issus de leur métabolisation par les mécanismes de détoxifications de 

l’organisme. L’homéostasie endocrinienne et la réponse hormonodépendante des stéroïdes sont 

également impactées par une exposition à ces polluants (Neubert 1997).  

Les membres de la famille des HAPs possèdent généralement une affinité de liaison au 

AhR moins grande que les HAHs. La plupart des membres de cette famille ont la spécificité 

structurale d’être aromatiques et planes. Ces molécules provoquent également dans l’organisme 

un grand nombre d’effets toxiques. Le BaP, qui est l’une des molécules les plus étudiées de cette 

famille, est classé comme carcinogène par l’OMS (Organisation mondiale de la santé) en raison 

de son action sur l’expression génomique (Moorthy, Chu et Carlin 2015). 

 

 

 

 

Figure 14 Exemples de ligands exogènes du AhR 
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 Les ligands endogènes 

 

Dans cette classe de ligand du AhR, beaucoup de molécules sont des dérivés du 

tryptophane (Figure 15), des indoles ainsi que des métabolites de l’hème. Le tryptophane, un 

acide aminé essentiel, peut être métabolisé en une multitude de molécules actives, comme la 

sérotonine et la kynurénine. La liaison de la kynurénine induit la translocation du AhR vers le 

noyau et l’expression de gènes cibles (Opitz et al. 2011). L’autre ligand endogène du AhR très 

étudié dans ce domaine est le FICZ (6-formylindolo[3,2-b]carbazole) (Rannug et al. 1987). Cette 

molécule est produite naturellement dans la peau et les yeux par une exposition du tryptophane 

aux UV (Vazquez et al. 2002). On retrouve sa production majoritairement dans les kératinocytes 

et est métabolisé par le CYP1A1 avant d’être évacué de l’organisme (Wincent et al. 2009). De 

par sa nature, le FICZ possède un temps de demi-vie beaucoup plus court (quelques heures) que 

des ligands comme les HAHS (plusieurs jours), qui sont particulièrement résistants aux 

mécanismes d’élimination des xénobiotiques (Wheeler et al. 2014). Le temps d’exposition de 

l’organisme à des ligands comme le FICZ sera donc plus court. 

La kynurénine est produite sous l’action de IDO1 (tryptophane dioxygénase). L’acide 

kynurénique, dont la métabolisation est contrôlée par TDO2 est également un ligand capable de 

moduler l’activité transcriptomique du AhR. Certaines études ont montré que l’action de la voie 

de signalisation IDO1/Kynurénine/AhR et l’accumulation du AhR dans le noyau était fréquemment 

retrouvé dans différents types de tumeurs et possiblement lié à la diminution de la réponse 

antitumorale (L. Du et al. 2020). En effet, les ligands du AhR produits par les cellules tumorales 

et les lymphocytes recrutés dans l’environnement tumoral favorisent la différenciation des cellules 

T régulatrices et réduisent ainsi la réponse T CD8 cytotoxique (Cheong et Sun 2018). 

Il a été observé chez des rats atteints de jaunisse congénitale l’expression persistante du gène 

CYP1A1, dépendant de l’activation du AhR. Cette pathologie est caractérisée par la concentration 

plasmatique élevée du produit de dégradation de l’hème, la bilirubine. Le traitement de cellules 

HepG2 par des doses croissantes de bilirubine corrèle avec l’augmentation de l’activité du AhR 

(Phelan et al. 1998). De plus, l’élimination de la bilirubine est contrôlée par l’UGT1A1 qui intervient 

dans la voie de réponse aux xénobiotiques (Bock 2011). 

Enfin, l’indirubine est un isomère de l’indigo, un métabolite du tryptophane que l’on retrouve dans 

les urines et le sérum de veaux fœtal. Des tests effectués sur des cellules HepG2 ont révélé que 

cette molécule est un puissant ligand du AhR, où il a été observé une forte augmentation 
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d’expression de CYP1A1 et CYP1A2 (Adachi et al. 2001 ; Peter Guengerich et al. 2004). 

Cependant, certaines études ont suggéré que l’indirubine pouvait agir à la fois comme agoniste 

et antagoniste de la réponse AhR (Nishiumi et al. 2008). De plus, de fortes doses d’indirubine (de 

l’ordre du µM) affectent la localisation du AhR cellulaire et sa dégradation de façon similaire aux 

dioxines (Prochazkova et al. 2011). 

 

 

 

Figure 15 Exemples de ligands endogènes du AhR 
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3.9 Régulation du AhR 

 

L’activité du AhR peut être régulée de deux façons : i) par l’intervention du protéasome 

qui induira sa dégradation ou ii) par l’action d’une autre protéine bHLH/PAS : le AhRR (Aryl 

hydrocarbon Receptor Repressor) (Figure 16). Réguler la quantité de AhR permet, d’une part, 

de contrôler l’intensité et la durée de l’activation des gènes transcrits par le dimère AhR/ARNT, 

mais permet également de rendre disponible l’ARNT qui intervient dans d’autres voies de 

signalisation, comme l’hypoxie. 

À la suite de la liaison du AhR à son ligand, celui-ci est rapidement dégradé. On observe 

généralement une concentration maximale de AhR importé au noyau environ 1 heure après un 

traitement au TCDD (Garside et al. 2008). L’utilisation d’inhibiteurs du protéasome a permis de 

montrer que la décroissance du AhR cellulaire est dépendante du protéasome (Santiago-Josefat 

et al. 2001). En outre, la libération de la dernière protéine chaperonne Hsp90 permet d’exposer 

la séquence d’exportation nucléaire du AhR. L’interaction avec l’ARNT stabilise le AhR et sa 

liaison aux séquences XRE. Des récepteurs d’exportation, comme Xpo1, permettent la sortie du 

récepteur vers le cytoplasme où celui-ci subit une ubiquitinylation et enfin une dégradation par le 

protéasome (Davarinos et Pollenz 1999).  
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Figure 16 Représentation des voies de régulation du AhR 
 

Les voies de régulation du AhR peuvent passer par deux mécanismes. Le dimère AhR/ARNT se fixe aux 
séquences XRE pour permettre l’expression de gènes cibles. (A) Des séquences XRE sont présentes en amont 
du gène du AhRR qui est produit pendant le processus d’activation du AhR et entraine une autorégulation de 
celui-ci. (B) La perte de la protéine chaperonne Hsp90 expose le site d’export nucléaire du AhR. L’absence de 
liaison avec l’ARNT dû à la production de l’AhRR permet à la protéine de transport Xpo-1 de se lier au AhR et 
de favoriser sa dégradation par le protéasome dans le cytoplasme. 

 

L’autre voie de régulation du AhR fait intervenir le Aryl hydrocarbon receptor repressor 

(AhRR), identifié par l’équipe du Pr Fujii-Kuryama Mimura (Mimura et al. 1999). Le AhR et le 

AhRR possèdent une forte homologie de séquence dans leurs domaines bHLH et PAS-A, qui 

interviennent au moment de la dimérisation du AhR avec l’ARNT et la liaison du dimère à l’ADN 

(Mimura et al. 1999). En revanche, sur le AhRR on ne retrouve pas le domaine PAS-B et la partie 

C-terminale n’est pas constituée de séquences permettant le recrutement de co-activateurs qui 

permettent la transactivation (Figure 17).  
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Figure 17 Représentation des différences entre le AhR et le AhRR chez la souris. 
 
Les pourcentages indiqués sur la représentation correspondent aux valeurs d’homologies entre les différents 
domaines du AhR et du AhRR chez la souris. Le domaine bHLH est très bien conservé entre les deux protéines 
(80,7 % d’homologie). En revanche, le domaine C-terminal comportant le domaine de transactivation possède 
une homologie de seulement 19,4 %. Adaptée de (Mimura et al. 1999). 

 

Le dimère AhRR/ARNT possède la capacité de se lier aux séquences XRE sans liaison à 

un ligand. Cette propriété permet à ce complexe AhRR/ARNT de rentrer en compétition avec le 

dimère AhR/ARNT et ainsi bloquer l’initiation de la transcription des gènes de la réponse aux 

xénobiotiques (Karchner et al. 2002). Le complexe AhRR/ARNT peut aussi induire un mécanisme 

de répression transcriptomique en se liant au dimère AhR/ARNT et bloquant ainsi la liaison des 

coactivateurs nécessaire à l’initiation de la transcription des gènes cibles (Evans et al. 2008) 

(Figure 18). 

  On retrouve une expression constitutive de cette protéine dans différents tissus comme 

les poumons, les reins ou la rate (Tsuchiya et al. 2003). En revanche, il n’existe pas de corrélation 

entre son expression et celle du AhR. De plus, des études ont montré que les locus d’initiation de 

la transcription de l’AhRR présentaient des motifs XRE actifs. L’expression du AhRR peut donc 

être favorisée par la liaison du complexe AhR/ARNT qui agit donc comme un mécanisme 

d’autorégulation de la réponse aux xénobiotiques du AhR (Haarmann-Stemmann et al. 2007).  
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Figure 18 Représentation des mécanismes de répression du AhR par le AhRR 

 

Le complexe AhRR/ARNT agit sur la répression du AhR de deux façons. (A) Le AhRR lié à l’ARNT rentre en 
compétition avec le AhR et bloque l’accès aux sites XRE. (B) Le AhRR se fixe au dimère AhR/ARNT pour 
bloquer son potentiel de transcription. Adaptée (Hahn, Allan et Sherr 2009) 

 

3.10 Exposition aux ligands du AhR chez l’Homme 

 

Comme décrit précédemment, les ligands du AhR sont majoritairement issus de la 

combustion incomplète de matière organique. Les principaux représentants de cette catégorie 

sont les HAPs. On retrouve également ces molécules produites lors de la distillation du charbon 

(source pyrogéniqe) et du pétrole (source pétrogénique), ou dans tout autre procédé de 

transformation de produit à partir de ces processus (Ifegwu et Anyakora 2015). Ces molécules 

sont présentes sous forme de mélanges complexes caractérisés en deux phases : une phase 

gazeuse pour les molécules légères et une phase particulaire pour les molécules lourdes. Dans 

l’environnement les sources d’exposition « naturelles » sont : les feux de forêt, les éruptions 

volcaniques, les réactions géologiques thermiques. Cependant depuis l’évolution de nos 

sociétés, la source principale d’exposition est issue des productions humaines comme : 
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l’industrie, les émissions des moteurs, le chauffage urbain, le tabagisme ou encore cuisson de 

produits alimentaires (K. H. Kim et al. 2013 ; Oz et Yuzer 2016 ; Rose et al. 2015 ; Zelinkova et 

Wenzl 2015 ; Skupinska, Misiewicz et Kasprzycka-Guttman 2004). Plusieurs facteurs peuvent 

influencer la concentration des HAPs dans les mélanges, comme les saisons. En effet, on 

retrouve en hiver une plus grande concentration des HAPs en raison de l’émission plus 

importante des chauffages domestiques et l’utilisation excessive des véhicules pour les 

déplacements (Hansen et al. 2008 ; Ifegwu et Anyakora 2015 ; K. H. Kim et al. 2013).   

Dans l’environnement professionnel, plusieurs groupes de populations peuvent être 

exposés à des ligands du AhR. Les personnes travaillant dans l’industrie sont tout 

particulièrement exposées à ces produits (Marczynski et al. 2009 ; Deygout et al. 2011 ; M. R. 

Chen, Tsai et Wang 2008). On retrouve également dans l’agriculture un certain nombre de 

produits utilisés qui sont des ligands du AhR (Ghisari et al. 2015 ; Takeuchi et al. 2008). Plusieurs 

pesticides comme l’imidaclopride et l’acide 2-methyl-4-chlorophenoxyacetic (MCPA) ont des 

effets sur la voie de signalisation du AhR (S. H. Kim et al. 2006 ; Amakura et al. 2016). D’autres 

pesticides comme l’atrazine peuvent déclencher des pathologies chez certaines espèces (J. Lin 

et al. 2018 ; C. Zhang et al. 2019). Également, les personnes exerçant le métier de pompier sont 

considérées comme un groupe d’individus fortement exposés à des ligands du AhR. En effet, lors 

des différentes interventions réalisées par ces personnes sur des sites d’incendies, la probabilité 

de rentrer en contact avec des ligands du AhR est accrue. En plus des HAPs, extrêmement 

toxiques pour l’organisme, des HAHs contenues dans les retardateurs de flammes, présents dans 

un très grand nombre d’équipements, peuvent également être libérées lors d’incendies (Fent, 

LaGuardia, et al. 2020). Les pompiers sont alors exposés à ces contaminants par la voie cutanée, 

l’ingestion et l’inhalation (Fent et al. 2014). Des études ont montré que la plus grande 

concentration de ces contaminants est retrouvée au niveau du cou et des mollets, correspondant 

aux jonctions des casques et des bottes de leurs tenues anti-feu (Beitel et al. 2020). De plus, les 

procédures de nettoyage de ces tenues, réalisées par les pompiers, peuvent également être une 

source de contamination aux HAP et HAH (Fent et al. 2017). 

Enfin, étant donné qu’une multitude de produits provenant de l’industrie peuvent être des 

ligands du AhR, il est très difficile d’étudier précisément la dangerosité sur l’organisme. 

Néanmoins, certaines études cherchent de nouveaux moyens d’identifier de potentiels ligands du 

AhR issus de l’industrie, notamment en utilisant le criblage virtuel, une méthode fréquemment 

utilisé en chimie médicale et se basant sur les données structurelles des ligands (Larsson et al. 

2018). 
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3.11 Relation entre l’expression du AhR et l’immunité 

 

Durant de longues années, le AhR a principalement été étudié pour son rôle dans la 

détoxification de l’organisme en réponse à des xénobiotiques. Les différentes études ont montré 

qu’il s’agissait de sa fonction première, mais le fait que ce facteur de transcription soit aussi bien 

conservé durant l’évolution laisse supposer qu’il peut jouer d’autres rôles. De nouveaux outils, 

comme l’utilisation de modèles de souris KO et les nouvelles méthodes d’études 

transcriptomiques menant à l’identification de nouveaux gènes cibles, ont permis de découvrir de 

nouvelles fonctions pour le AhR (Diry et al. 2006). 

Chez des souris AhR déficientes, aucune modification majeure du système immunitaire 

n’a été remarquée (Esser 2009). Cependant, une diminution de la population de lymphocytes a 

été observée dans la rate de ces souris (Esser 2009). De plus, plusieurs tissus, comme les 

poumons et l’intestin, ont présenté une plus grande infiltration de lymphocytes que chez les souris 

de type sauvage (Esser 2009). D’autres modèles de souris AhR null ont montré une sensibilité 

accrue à certains pathogènes, comme la bactérie Helicobacter hepaticus (Fernandez-Salguero 

et al. 1997).  

L’expression du AhR est différente en fonction du type cellulaire. Notamment, les cellules 

dendritiques et les lymphocytes expriment le AhR qui agit sur leur différenciation et donc sur leurs 

fonctions (Quintana, Yeste et Mascanfroni 2015). Dans certaines pathologies, l’équilibre entre 

différentes populations de cellules permet de prévenir l’aggravation des symptômes. Par 

exemple, dans un modèle d’encéphalomyélite auto-immune (EAE) chez la souris, les cellules 

Th17 jouent un rôle majeur dans l’aggravation de la pathologie, alors que les cellules Treg 

permettent de contrôler l’inflammation et d’améliorer la survie de l’animale (Oukka 2007 ; 

Vandenbark et Offner 2008). Des expériences menées chez ces souris ont montré que l’injection 

de différents ligands du AhR permettait de favoriser les cellules Th17 ou les cellules Treg (Duarte 

et al. 2013). En effet, l’exposition des souris au TCDD permet de favoriser la différenciation des 

cellules T CD4+ naïves vers le phénotype Treg en augmentant l’expression de Foxp3 qui améliore 

le phénotype de la maladie (Figure 19). En revanche, l’exposition au FICZ entraine une 

différenciation vers le sous-type Th17 par l’augmentation d’expression de RORyt et aggrave les 

symptômes de la maladie (Veldhoen et al. 2008). Plusieurs autres études ont également montré 

que le TCDD pouvait inhiber la réponse immunitaire en favorisant la voie de différenciation des 

lymphocytes T régulateurs (Funatake et al. 2005 ; Marshall et al. 2008). Ces expériences ont 

permis de montrer que la nature du ligand exposé aux lymphocytes T CD4+ influence leur 



 60 

différenciation vers plusieurs sous-types distincts (Quintana et al. 2008). Par conséquent, le AhR 

joue un rôle important dans la différenciation des lymphocytes de T CD4+ et leurs fonctions dans 

l’évolution d’une pathologie.  

 

 

 

Figure 19 Exposition à des ligands du AhR dans un modèle de souris EAE 

 

Dans le modèle de maladie auto-immune EAE chez la souris la différenciation des cellules T CD4+ est modulée 
par le ligand du AhR exposé. (A) L’exposition au TCDD entraine une différenciation des cellules Th0 en cellules 
Treg qui améliore le pronostic de la pathologie. (B) L’exposition au FICZ entraine une différenciation des 
cellules Th0 vers le phénotype Th17 qui aggrave la pathologie. 

 

L’activation du AhR via différentes molécules comme le TCCD, l’ITE (2-(1H-Indol-3-

ylcarbonyl) -4-thiazolecarboxylic acid methyl ester), la kynurenine ou le Laquimod permet 

d’augmenter l’expression du marqueur Foxp3 par les cellules T CD4+ naïves (Kaye et al. 2016 ; 

Kerkvliet et al. 2009 ; J. D. Mezrich et al. 2010). Les mécanismes responsables de l’expression 

de Foxp3 à la suite de l’activation du AhR sont : la transactivation directe, les modifications 

épigénétiques et des modulations intervenant sur les clusters de différenciation (J. D. Mezrich et 

al. 2010 ; Singh et al. 2011). Il a été montré, chez des souris AhR-/- , que STAT1 ne pouvait pas 

s’activer, empêchant ainsi la différenciation en cellules Treg (Kimura et al. 2008). Les effets du 

AhR observés sur la différenciation peuvent être influencés par le modèle étudié. En effet, dans 
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certains cas l’inactivation du AhR à l’aide d’un antagoniste permet de favoriser la différenciation 

et l’accumulation de cellules Treg dans le tractus gastro-intestinal chez des souris (Dant et al. 

2017). En outre, il a été suggéré que les xénobiotiques peuvent induire sélectivement la mort des 

lymphocytes T CD4, expliquant ainsi l’augmentation observée dans la population des cellules 

Treg (Stockinger, Veldhoen et Hirota 2009). Pris ensemble, ces résultats indiquent que l’activation 

du AhR joue un rôle dans la différenciation et le maintien fonctionnel des cellules Treg, comme 

montré dans le modèle EAE (Quintana et al. 2008), la colite (Goettel et al. 2016), l’uvéite (Nugent 

et al. 2013) et le diabète (Kerkvliet et al. 2009). Bien qu’il ait été montré que les cellules Treg ou 

Th17 expriment plus fortement le AhR que les cellules Th1 ou Th2, aucune étude n’a clairement 

défini que cette expression rendrait ces cellules plus sensibles à une activation du AhR (Joller et 

al. 2014).  

La différenciation en lymphocytes iTreg (Tr1) est favorisée par l’IL-27 (Figure 20) et 

maintenue par l’IL-21 (Awasthi et al. 2007 ; Pot et al. 2009). L’IL-27 favorise l’expression de AhR 

qui interagit avec STAT3 pour permettre la dégradation de HIF-1a conduisant à la stabilisation du 

métabolisme glycolytique caractéristique des cellules Tr1 (Mascanfroni et al. 2015 ; Apetoh et al. 

2010 ; Schmetterer et Pickl 2017). En outre, AhR peut agir avec cMAF pour permettre l’expression 

de l’IL-10 et l’IL-21 dans les cellules Tr1. De plus, AhR et STAT3 coopèrent pour favoriser 

l’expression de CD39, une ectonucléotidase qui supprime l’ATP extracellulaire pro-inflammatoire 

(Takenaka, Robson et Quintana 2016). D’autre part, le rôle que joue AhR dans la différenciation 

des cellules Tr1 a été montré in vivo chez des souris AhR-/- (Wu et al. 2011). D’autres facteurs, 

comme la mélatonine, peuvent également influencer l’expression du AhR dans les cellules Tr1 

(Farez et al. 2015) 

Les cellules Th17, caractérisées par la production d’IL-17A et l’expression du facteur de 

transcription RORγt, participent à l’élimination des pathogènes extracellulaires. Comme expliqué 

précédemment, on retrouve ces cellules dans plusieurs pathologies auto-immunes. Chez les 

cellules Th17, le AhR est fortement exprimé comme dans les cellules Treg (Ho et Steinman 2008). 

Il a été montré que les cellules Th17 induites par l’activation du AhR en réponse au FICZ 

présentaient une augmentation de la production l’IL-22, une cytokine pro-inflammatoire 

contribuant au développement de certaines pathologies inflammatoires chroniques, comme la 

maladie de Crohn (L. J. Li et al. 2014). La voie de signalisation permettant la production d’IL-22 

par les cellules Th17 est dépendante de l’activation par l’IL-23 produite par les cellules 

dendritiques et les macrophages. Les cellules Th17 issues de souris AhR-/- ne peuvent pas 

produire d’IL-22 même avec une activation par l’IL-23 (Veldhoen et al. 2008). L’activation du AhR 
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joue donc un rôle dans la régulation de l’auto-immunité induite par les cellules Th17. D’autre part, 

il a été montré que l’IL-2 pouvait inhiber la différenciation en cellules Th17 (Laurence et al. 2007). 

L’activation du AhR entraine l’expression de Aiolos, un modificateur épigénétique qui réprime 

l’expression de l’IL-2 (Quintana et al. 2012). De plus, AhR inhibe l’activation des protéines STAT1 

et STAT5 qui sont délétères pour la différenciation des cellules Th17 (Kimura et al. 2008 ; 

Veldhoen et al. 2009). Ces résultats indiquent que le AhR agit très tôt dans le stade de 

différenciation des cellules Th17. En effet, d’autres facteurs sont nécessaires pour que les cellules 

Th17 en devenir développent leurs caractéristiques pro-inflammatoires (Y. Lee et al. 2012 ; Korn 

et al. 2009). Ainsi, l’action du AhR semble majoritairement liée à des cellules Th17 possiblement 

engagées dans un mécanisme de plasticité développementale vers un autre phénotype.  

 

Chez les cellules Th17, le AhR induit l’expression de l’IL-22 via l’interaction avec RORyt. AhR peut inhiber 
l’activation de STAT1 et STAT5. L’expression de l’IL-2 est inhibée par la production d’Aiolos après la liaison 
du AhR avec STAT3. Chez les cellules Treg, AhR coopère avec c-Maf pour induire l’expression de l’IL-10 et 
l’IL-21. L’interaction du AhR avec STAT3 induit l’expression du CD39. Cette interaction favorise également 
l’expression du AhR. D’après (Gutierrez-Vazquez et Quintana 2018). 

Figure 20 Effet de la signalisation du AhR sur les cellules Th17 et Treg 
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Les cellules Th22 sont caractérisées par la production d’IL-22 et l’absence de production 

d’IL-17. Leur différenciation est induite par l’exposition à l’IL-6, l’IL-21 et l’IL-23. Le facteur de 

transcription AhR a aussi été décrit comme étant décisif dans la différenciation des cellules Th22 

(Basu et al. 2012). En outre, nous avons vu que le AhR contrôlait la production d’IL-22 dans les 

cellules Th17. L’IL-22 est une cytokine produite majoritairement dans les cellules Th22, donc l’un 

des facteurs de transcription permettant leur différenciation est le AhR (Basu et al. 2012). 

L’activation du AhR a aussi un effet significatif sur les lymphocytes T CD8. En effet, une 

exposition au TCDD induit une suppression indirecte de la réponse primaire des lymphocytes T 

CD8 contre le virus de l’influenza (B. P. Lawrence et al. 2006). De plus, les lymphocytes T CD8 

issus de souris exposées au TCDD durant leur développement ont une réponse réduite contre le 

virus de l’influenza. Ces modifications seraient dues en autre à des modifications épigénétiques 

(Winans et al. 2015). D’autre part, le AhR est plus fortement exprimé dans les cellules T CD8 qui 

résident dans les tissus par rapport aux autres LT CD8. Par conséquent, le AhR semble jouer un 

rôle dans la persistance de ces cellules dans la peau, contribuant ainsi à la protection contre les 

micro-organismes (Zaid et al. 2014). 

Les cellules dendritiques sont aussi très impactées par la voie d’activation du AhR. Ces 

cellules jouant un rôle central dans le contrôle de la réponse des lymphocytes T, la modulation 

de leur différenciation et fonction par le AhR a donc un fort impact sur leur réponse immunitaire 

(Quintana, Yeste et Mascanfroni 2015). En effet, l’agoniste du AhR StemRegenin 1 (SR1) favorise 

l’expansion des progéniteurs de cellules souches hématopoïétiques CD34+ humaines (Boitano et 

al. 2010), mais également leur différenciation en cellules dendritiques myéloïdes ou 

plasmocytoide (Thordardottir et al. 2014).  

Le AhR peut aussi affecter la présentation d’antigènes par les cellules dendritiques. En effet, 

l’exposition des cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse au TCDD diminue 

l’expression du CD11c, mais augmente l’expression du CMH-II et du CD86 à la surface de ces 

cellules, ainsi que leur production d’IL-6 et de TNF-α (Bankoti, Rase, et al. 2010). Les mêmes 

résultats ont été observés sur des DC issues de la rate traitées au TCDD (Bankoti, Burnett, et al. 

2010). En revanche, l’utilisation de l’ITE comme agoniste du AhR sur des cellules dendritiques 

induit cette fois-ci une diminution d’expression du CMH-II et de ses molécules de co-stimulation, 

ainsi que la production de cytokines favorisant la différenciation des cellules Th1 et Th17 

(Quintana et al. 2010). Le AhR, décrit initialement comme senseur biologique, peut donc moduler 

la différenciation des cellules T CD4, mais l’impact de son activation à la suite d’une exposition 

aux xénobiotiques chez l’homme est encore très peu étudié.  
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CHAPITRE 4  ÉCHECS RÉPÉTÉS D’IMPLANTATION 

Comme décrit précédemment, la différenciation des lymphocytes T CD4+ joue un rôle dans la 

réussite ou l’échec de plusieurs processus biologiques. Par exemple, il a été montré qu’une 

organisation complexe des réponses pro- et anti-inflammatoires des cellules T CD4+ contribue à 

l’implantation et le maintien de la croissance de l’embryon (Ahmadi et al. 2017 ; Sykes et al. 2012 

; Tsuda et al. 2019). Dans cette partie, nous avons étudié le rôle des cellules T CD4+ dans les 

échecs répétés d’implantation embryonnaire. 

4.1 Processus d’implantation 

 Développement embryonnaire 

 

Après la fécondation de l’ovule par le spermatozoïde, plusieurs mécanismes sont engagés pour 

induire la reprise de la méiose. Le nouveau zygote (ovule fécondé) rentre dans un processus de 

divisions successives. Au stade de deux cellules, le zygote est alors appelé blastomère (environ 

24 h). Le stade morula est atteint environ quatre jours après la fécondation, à ce stade il est 

constitué d’une trentaine de blastomères. Le stade blastocyste est ensuite atteint au jour cinq 

après fécondation.  

La formation du blastocyste est possible à la suite d’une compaction cellulaire et 

l’accumulation d’un liquide intracellulaire, composé de plus d’une centaine de protéines (Tedeschi 

et al. 2017). À ce stade, le blastocyste est caractérisé par la présence d’une cavité liquidienne 

appelée, blastocèle. Le blastocyste est entouré par une matrice extracellulaire, la zone pellucide, 

essentielle à la survie de l’ovocyte (Wassarman et al. 1999) (Figure 21). Il se divise ensuite en 

deux types cellulaires distincts ; i) les cellules internes qui constituent le bouton embryonnaire et 

formeront l’embryon et ii) les cellules externes appelées trophoblastes, qui seront responsables 

de l’implantation de l’embryon dans la cavité utérine et formeront le placenta (Knofler et al. 2019). 

Pour l’implantation de l’embryon, des mécanismes sont indispensables tels que la 

sécrétion de protéases, comme la métalloprotéinase-2 (MMP2), et les phénomènes 

d’hyperpression qui permettent de rompre la membrane pellucide (Ferrer et al. 2012). Dans un 

traitement de fécondation in vitro, la sélection d’un embryon présentant le meilleur potentiel de 

développement est indispensable pour favoriser les chances d’implantations (Vernon et al. 2011). 

La sélection de l’embryon s’appuie principalement sur des caractéristiques morphologiques 
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(aspect, nombre de cellules, etc.), permettant de classer les embryons en 3 grades différents 

(bon, passable et médiocre). Un embryon de meilleur grade est positivement corrélé avec 

l’augmentation du taux d’implantation (Y. Y. Zhao, Yu et Zhang 2018).  

 

 

                            Figure 21 Représentation d’un blastocyste 
 
Le blastocyste est composé : d’un embryoblaste (ensemble de cellules formant le futur embryon), du 
blastocèle (une cavité remplie de liquide, d’eau et de sels), les cellules trophoblastes (responsables de 
l’implantation) et la zone pellucide (une matrice extracellulaire glycoprotéique sulfatée sui entoure le 
blastocyste). 

 

 Réceptivité de l’endomètre 

 

Entre le 5e et le 9e jour après l’ovulation, l’endomètre présente toutes les caractéristiques 

nécessaires à l’implantation de l’embryon, cette période est appelée « fenêtre d’implantation ». 

On retrouve durant ce laps de temps plusieurs modifications morphologiques et biochimiques 

(Carbillon et al. 2001). Ces modifications sont entre autres initiées par l’embryon qui produit des 

molécules agissant sur la sécrétion ovarienne, et ce bien avant qu’il soit en contact avec 

l’endomètre. On retrouve notamment une production d’IL-1, indispensable à la production de LIF 

(leukemia inhibiting factor) et de PAF (platelet activating factor) (Polan et al. 1995 ; Psychoyos, 
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Nikas et Gravanis 1995). Le LIF produit par l’endomètre et l’embryon augmente l’expression de 

EGF (epidermal growth factor) et des gènes d’implantation dans l’endomètre réceptif (Salleh et 

Giribabu 2014). L’expression de PAF par l’embryon permet l’activation plaquettaire et module les 

fonctions immunitaires endométriales. De plus, PAF agit de manière autocrine sur la survie de 

l’embryon (O'Neill 2005). 

 Implantation embryonnaire 

 

L’implantation embryonnaire peut être séparée en trois étapes : i) le contact initial du 

blastocyste avec la muqueuse utérine, ii) l’adhésion du blastocyste sur l’endomètre et iii) 

l’invasion de l’endomètre par les cellules trophoblastes (S. M. Kim et Kim 2017). Pour chacune 

de ses étapes, un processus de communication entre l’embryon et l’endomètre se fait. 

Nonobstant, tous les mécanismes intervenant dans le processus d’implantation n’ont pas encore 

été découverts. Cependant il a été montré que des interactions complexes entre les cellules 

trophoblastiques, les cellules épithéliales déciduales, les cellules immunitaires et la matrice 

extracellulaire de l’endomètre contribuent à ce processus (S. M. Kim et Kim 2017). En outre, 

plusieurs molécules comme les facteurs de croissance, les hormones, les molécules d’adhésion 

et les protéinases participent à ces interactions cellulaires (S. M. Kim et Kim 2017). Le blastocyste 

exprime de nombreux récepteurs et facteurs de croissance qui lui permet une meilleure 

interaction avec l’épithélium utérin, tels que l’IL-1R, l’IL-6R et le TGF-b, (Hardy et Spanos 2002). 

De plus, les glandes endométriales produisent également des facteurs de croissance, et divers 

autres métabolites nécessaires à l’implantation de l’embryon (Hempstock et al. 2004). 

La libération du blastocyste de la zone pellucide lui permet d’entrer en contact avec la 

muqueuse utérine. L’implantation d’un embryon se fait généralement dans la partie supérieure et 

postérieure de la couche fonctionnelle de l’endomètre (S. M. Kim et Kim 2017). Plusieurs 

mécanismes contribuent à l’apposition de l’embryon sur l’endomètre. C’est notamment la L-

sélectine, retrouvée à la surface de l’embryon, qui attirera l’embryon vers l’endomètre et permettra 

son adhésion (Feng et al. 2017). De plus, l’endomètre produit l’hormone chorionique gonadotrope 

humaine (hCG) et l’EPF (Early Pregnancy Factor) qui agissent sur l’activité ovarienne avant de 

rentrer en contact avec l’embryon (Morton 1984 ; Theofanakis et al. 2017). Aussi, durant la 

compaction de la morula les récepteurs du LIF, de l’E-cadhérine et de l’EGF sont exprimés 

(Eswari, Sai Kumar et Sharma 2013 ; Terada, Minoura et Toyoda 1997 ; Riethmacher, Brinkmann 

et Birchmeier 1995). Les cadhérines sont des molécules d’adhérence utilisant une voie calcium 
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dépendant qui permettent l’ancrage de l’embryon à l’endomètre (Alikani 2005). Pendant la phase 

de contact initial, l’embryon produit de l’IL-1 qui se fixe à ses récepteurs présents sur les cellules 

épithéliales de l’endomètre, entrainant ainsi la sécrétion de LIF dans l’environnement endométrial 

(Kimber 2005). De plus, durant la phase précoce de l’implantation on observe une diminution de 

l’épaisseur des glycoprotéines de surface de l’endomètre, ainsi qu’une augmentation de 

l’attraction électrostatique entre l’embryon et l’endomètre (Chavez et Anderson 1985). 

Dans un premier temps l’adhésion de l’embryon à l’endomètre est facilitée par l’action des 

microvillosités à la surface des blastocystes et est renforcée par des ponts intégrines (Bloor et al. 

2002). Après l’adhésion, les trophoblastes se différencient en syncytiotrophoblaste et 

cytotrophoblaste. Le cytotrophoblaste est constitué d’une couche irrégulière de cellules 

mononuclées, caractérisées par une forte activité mitotique (Velicky, Knofler et Pollheimer 2016). 

En périphérie de ces cellules, on retrouve le syncytiotrophoblaste constitué de cellules 

multinucléées sans limites cellulaires visibles (syncytium) (Velicky, Knofler et Pollheimer 2016). 

La capacité invasive du syncytiotrophoblaste dépend de la sécrétion de molécules enzymatiques 

lytiques et de facteurs qui lui permettent d’induire l’apoptose des cellules épithéliales de la 

muqueuse utérine (Velicky, Knofler et Pollheimer 2016). Ensuite le syncytiotrophoblaste 

s’implante dans le stroma sous-jacent pour atteindre les vaisseaux sanguins et permettre la 

vascularisation de l’embryon (Velicky, Knofler et Pollheimer 2016). En réponse à l’invasion 

trophoblastique, les cellules stromales de l’endomètre, décidualisées durant la phase de 

réceptivité optimale, rentrent en apoptose et sont ensuite phagocytées par les cellules du 

syncytiotrophoblaste pour limiter le relargage de débris cellulaires et favoriser le développement 

du placenta (Achache et Revel 2006 ; Bevilacqua et al. 2010). La sécrétion de métalloprotéinases 

matricielles dans l’environnement endométrial le rend plus perméable à l’invasion de l’embryon 

(Riley et al. 1999). En effet, à la suite de la dégradation de la membrane basale, les cellules 

trophoblastiques envahissent le tissu conjonctif de l’utérus (Huppertz 2019). Le mécanisme 

d’implantation de l’embryon est également contrôlé par d’autres facteurs endométriaux qui sont 

produits par les cellules épithéliales, les macrophages et les leucocytes (Care et al. 2013 ; 

Johnson, Christmas et Vince 1999). 
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 Rôle du système immunitaire dans le processus d’implantation et de la 
grossesse 

 

Pour que l’embryon puisse s’implanter, il est nécessaire que l’environnement de l’utérus 

soit réceptif. Chez l’humain, la réceptivité de l’utérus est à son maximum durant la phase médio-

sécrétoire (jours 19 à 23) du cycle menstruel. Cette période est généralement appelée « fenêtre 

d’implantation » (WOI) (Mahajan 2015). L’endomètre utérin est caractérisé par deux types 

cellulaires distincts : les cellules stromales et les cellules de l’épithélium. Durant la WOI, les 

cellules stromales se transforment en cellules de la décidue, caractérisées par une augmentation 

de leurs tailles et une forme arrondie (Dunn, Kelly et Critchley 2003).  

Le recrutement des cellules immunitaires se fait durant la phase périovulatoire, 

nécessitant la mise en place d’une réponse pro-inflammatoire pour faciliter la génération d’un 

endomètre réceptif (Figure 22) (Dekel et al. 2014 ; Gnainsky et al. 2010). En effet, durant cette 

phase, le blastocyste s’infiltre à travers la paroi épithéliale de l’endomètre pour s’implanter. Un 

environnement inflammatoire est donc nécessaire pour favoriser la réparation de l’épithélium 

utérin et l’élimination des débris cellulaires (Dekel et al. 2010). Ainsi, la première phase est 

généralement associée à une phase pro-inflammatoire, notamment par la production des 

cytokines IL-6, IL-1 et TNF-α, permettant l’expression de MMP2 nécessaire à l’implantation 

(Meisser et al. 1999 ; Koga et Mor 2008 ; Yoshinaga 2008). Le rôle particulier de l’inflammation 

lors de l’implantation embryonnaire a été démontré lors de développement de traitement de 

fécondation in vitro. En effet, lors de la réalisation d’une biopsie endométriale au cours du cycle 

précédant la fécondation in vitro cause une inflammation des tissus et permet de doubler les taux 

d’implantation et de grossesse clinique (Barash et al. 2003 ; Raziel et al. 2007). De plus, il a été 

également observé que le tissu cicatriciel provenant de chirurgie de l’endomètre constituait une 

zone préférentielle pour l’implantation d’un embryon (Dominguez et al. 2005). Ces résultats 

suggèrent que l’inflammation provenant de lésions locales de l’endomètre facilite la réussite de 

l’implantation, et que l’inflammation joue un rôle majeur dans ce processus.  

La deuxième phase est quand a-t-elle caractérisée comme anti-inflammatoire, notamment 

par la présence de cytokines, telles que l’IL-4 et IL-10 (Krasnow et al. 1996). Cette phase 

correspond à une période de croissance et de développement rapide du fœtus qui nécessite une 

coopération étroite entre le système immunitaire maternel et le fœtus pour garantir la tolérance 
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(Gaunt et Ramin 2001). Une coopération s’installe donc entre le système immunitaire maternel 

et le fœtus afin de maintenir son développement et sa protection en cas de détection de 

pathogènes (Kanellopoulos-Langevin et al. 2003 ; C. G. Walker et al. 2010). Ce mécanisme fait 

intervenir plusieurs types cellulaires de l’immunité innée et adaptative. Également, plusieurs 

signaux comme des hormones et des cytokines permettent une modulation du système 

immunitaire maternel. De plus, durant la grossesse, on retrouve dans la décidue, des 

macrophages, des cellules NK, des cellules dendritiques et des lymphocytes T CD4+ (Aluvihare, 

Kallikourdis et Betz 2004 ; King, Loke et Chaouat 1997 ; Mor, Straszewski-Chavez et Abrahams 

2006 ; Tagliani et Erlebacher 2011). Au cours du premier trimestre de la grossesse, les cellules 

NK, macrophages et DCs s’infiltrent dans la décidue et s’accumulent autour des cellules 

trophoblastiques (Shimada et al. 2006). En outre, des études ont montré que la suppression des 

cellules immunitaires dans l’environnement embryonnaire est délétère pour le développement de 

l’embryon, limitant la capacité invasive des trophoblastes et induisant des modifications dans la 

formation de la décidue (Hanna et al. 2006). En effet, l’absence de cellules NK empêche les 

trophoblastes d’atteindre la vascularité de l’endomètre (Greenwood et al. 2000 ; Hanna et al. 

2006). De même que la déplétion des DCs empêche la formation de la décidue (Plaks et al. 

2008). En outre, contrairement au rôle que peuvent avoir les DCs dans le processus de rejet de 

greffe, durant la grossesse, les DCs participent grandement à l’inhibition de la surveillance 

immunitaire pour maintenir la tolérance de l’embryon (M. K. Collins, Tay et Erlebacher 2009). De 

plus, les macrophages jouent un rôle dans l’élimination des débris par phagocytose issus de 

l’invasion de l’embryon et du trophoblaste (Ning, Liu et Lash 2016). Ces cellules sécrètent 

également un ensemble de cytokines anti-inflammatoires qui permettent le maintien de la 

tolérance (Mor et Abrahams 2003). Durant la grossesse, le système immunitaire n’est donc pas 

supprimé pour favoriser la tolérance de l’embryon, mais il est modulé afin de maintenir et de 

protéger le développement du fœtus (Mor et Cardenas 2010 ; Cardenas et al. 2010).  

Enfin, durant la dernière phase, le développement du fœtus se termine et ce dernier est 

prêt à quitter l’environnement maternel. Lors de cette phase, des cellules immunitaires affluent 

vers le myomètre pour favoriser le processus pro-inflammatoire, comme l’IL-1β et l’IL-6, 

nécessaire aux contractions utérines, pour l’expulsion du nouveau-né et le rejet du placenta 

(Gomez-Lopez et al. 2014). La grossesse correspond donc à une succession d’environnement 

pro-inflammatoire et anti-inflammatoire pour assurer son bon déroulement (Mor 2008). 
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Figure 22  Évolution de la réponse inflammatoire pendant les différents stades de gestations 

 

Durant la phase de pré-implantation, une courte réponse pro-inflammatoire est nécessaire pour permettre 
l’implantation. Cette réponse pro-inflammatoire est rapidement contrôlée par une forte réponse anti-
inflammatoire qui durera durant toute la gestation pour favoriser la tolérance de l’embryon. Au moment de la 
parturition, la réponse anti-inflammatoire diminue et la réponse pro-inflammatoire augmente afin de permettre 
l’expulsion du nourrisson. 

 

4.2 Les échecs répétés d’implantation 

 Description 
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Les différentes études pour caractériser les échecs d’implantation ou les échecs répétés 

d’implantation (ERI) ne sont pas encore parvenues à une définition consensuelle. Néanmoins, on 

peut définir que l’échec de l’implantation survient quand le sac gestationnel intra-utérin n’est pas 

détecté après environ trois semaines post-transfert d’embryon (Timeva, Shterev et Kyurkchiev 

2014). On peut observer précocement un échec d’implantation par l’absence d’hCG plasmatique 

ou bien un échec d’implantation tardif où le hCG est détectable dans le sang, mais cette 

production diminue avant l’observation du sac gestationnel, composé de l’embryon en 

développement (Coughlan et al. 2014). Les échecs d’implantation peuvent survenir à la fois chez 

les femmes ayant recours à la FIV, mais aussi chez les femmes qui n’utilisent aucun traitement 

de fertilité pour concevoir un enfant. 

Dans le cas des FIV, une patiente est considérée comme étant en échec répété 

d’implantation (ERI) quand elle a subi trois tentatives de transferts d’embryons (de bonne qualité 

ou grade) qui ont échoué (Orvieto, Brengauz et Feldman 2015). Mais d’autres études considèrent 

qu’une patiente est considérée comme étant en ERI après l’échec de trois cycles pratiqués par 

transfert de deux embryons de bonne qualité (Zeyneloglu et Onalan 2014). Également, les ERI 

ont été définis comme étant l’échec de grossesse clinique après quatre transferts d’embryons de 

bonne qualité, avec au moins trois cycles de FIV chez des femmes de moins de 40 ans (Coughlan 

et al. 2014).   

Il est difficile d’établir précisément l’incidence et la prévalence des échecs répétés 

d’implantation étant donné qu’il existe beaucoup de variations dans sa définition. Il faut cependant 

tenir compte que les causes de ces échecs d’implantation puissent être dues à des facteurs 

utérins, paternels ou embryonnaires (Timeva, Shterev et Kyurkchiev 2014). Plusieurs facteurs de 

risques, comme l’âge de la mère, le tabagisme, l’indice de masse corporelle et le niveau de stress 

peuvent aussi être déterminants. De même, que le stade de l’embryon transféré doit être pris en 

compte (Rinehart 2007). Plus récemment, l’environnement immunitaire a été décrit comme un 

des facteurs majeurs pouvant expliquer l’ERI (Bashiri, Halper et Orvieto 2018 ; Franasiak et Scott 

2017). 

 Mécanismes physiopathologiques  

 

Comme présenté précédemment, l’expression de LIF, souvent utilisé comme marqueur 

de la réceptivité de l’endomètre, est fortement associé à la réussite de l’implantation (Kimber 2005 

; Seli et al. 2005). C’est pourquoi une faible quantité de LIF est associée à des risques plus élevés 
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d’échecs d’implantation (Seli et al. 2005). En effet, il a été montré que la production de LIF est 

diminuée chez les femmes ERI (Hambartsoumian 1998). Il a aussi été suggéré que d’autres 

molécules, comme les prostaglandines (PG) et les molécules d’adhésion cellulaire (CAM), 

peuvent également être fortement exprimées dans les échecs d’implantation. En effet, les 

prostaglandines interviennent dans les processus d’ovulation et d’implantations (Niringiyumukiza, 

Cai et Xiang 2018). De plus, il a été montré que les enzymes phospholipase A2 et 

cyclooxyéganase (COX-2), permettant la synthèse des prostaglandines, sont diminués chez les 

femmes ERI (Achache et al. 2010). Également, les CAM, et plus particulièrement les intégrines 

retrouvées dans les interactions cellules-cellules, jouent un rôle majeur dans l’implantation 

(Merviel et al. 2001). Il a été montré que certaines formes d’intégrines, comme l’intégrine alpha-

v beta, étaient moins exprimées chez les femmes présentant un échec du cycle de FIV (Thomas 

et al. 2003). 

Par ailleurs, les cellules immunitaires peuvent également contribuer aux échecs 

d’implantation. Par exemple, il a été démontré que la réceptivité de l’endomètre peut être établie 

lors de la mise en place d’un profil inflammatoire dans l’utérus durant la phase lutéale (Dekel et 

al. 2010). En effet, les cellules NK constituent la lignée cellulaire la plus abondante retrouvée 

dans l’environnement embryonnaire (Koopman et al. 2003). Contrairement à leur rôle premier qui 

est de permettre l’élimination de cellules cancéreuses, les NK utérins participent au maintien de 

l’intégrité de l’embryon (Le Bouteiller 2013). Cependant, il a été montré qu’une plus forte activité 

des cellules NK circulantes était retrouvée chez les femmes en échecs d’implantation, suggérant 

que ces cellules induisaient une réponse immunitaire contre l’embryon (H. Yamada et al. 2003). 

D’autre part, l’équilibre du profil local en cytokines traduit le bon fonctionnement des cellules de 

l’immunité, et plus particulièrement les cellules T CD4+ (Guzeloglu-Kayisli, Kayisli et Taylor 2009). 

Comme montré précédemment, la grossesse est souvent associée à une modulation de l’état 

inflammatoire de type « Th1 » (pro-) vers le type « Th2 » (anti-) (Reinhard et al. 1998). En effet, 

plusieurs études ont montré un déséquilibre en faveur des cellules Th1, notamment par la 

présence de cytokines pro-inflammatoires comme IFN-γ, dans échecs répétés d’implantations 

(Ng et al. 2002 ; J. Y. H. Kwak-Kim, Gilman-Sachs et Kim 2005 ; J. Y. Kwak-Kim et al. 2003). 

 Immunomodulation de l’endomètre par l’utilisation de PBMC 

 

Comme nous l’avons vu dans les paragraphes précédents, l’implantation est l’une des 

étapes clés dans la réussite d’une grossesse. La réceptivité de l’endomètre, perturbé par un 
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dysfonctionnement immunitaire lors d’un échec d’implantation, nécessiterait de retrouver un 

équilibre inflammatoire pour favoriser la réussite des traitements in vitro (Benschop et al. 2012). 

Pour résoudre ce problème, l’un des traitements proposés est l’utilisation de PBMC (peripheral 

blood mononuclear cells) (S. Li et al. 2017). Les PBMCs sont constituées de plusieurs leucocytes 

mononucléés, comme les lymphocytes, les monocytes et les cellules NK (Kleiveland 2015). Des 

études ont montré que dans des modèles bovins et murins, les taux de grossesses étaient 

augmentés par un traitement intra-utérin avec des PBMCs (Ideta, Hayama, et al. 2010 ; Ideta, 

Sakai, et al. 2010 ; Yu et al. 2014). De plus, ces effets semblent être augmentés en traitant les 

PBMCs avec de l’hCG (Nakayama et al. 2002a).  En effet, l’hCG augmente leur expression de 

LIF, une cytokine favorisant la réussite de l’implantation (Salleh et Giribabu 2014). Aussi, les 

PBMC favorisent la propagation et l’invasion des blastocystes murins et l’invasion des cellules 

JAR, dérivées du choriocarcinome placentaire humain (Nakayama et al. 2002a ; Yu et al. 2015). 

Il a été également démontré que l’injection de PBMC dans l’utérus avant le transfert d’un embryon 

lors d’une FIV chez de patientes ERI pouvait améliorer considérablement le taux d’implantation 

(Yoshioka et al. 2006a). Plusieurs études à ce jour ont montré des résultats prometteurs avec 

l’utilisation de cette méthode pour traiter les patientes ERI (S. Li et al. 2017 ; Yu et al. 2016 ; 

Madkour et al. 2016 ; Okitsu et al. 2011). 

Pour expliquer l’augmentation du taux d’implantation après un traitement PBMC, plusieurs 

mécanismes ont été proposés. La présence des PBMC dans la cavité endométriale permettrait 

la production de plusieurs cytokines pouvant avoir un impact positif sur la réceptivité de 

l’endomètre, comme l’IL-1α, IL-1β et le TNF-α (H. Fujiwara 2009 ; Yu et al. 2014 ; Ideta, Sakai, et 

al. 2010). De plus, l’hCG active les PBMC in vitro et augmente la production de LIF et IL-1β 

permettant de favoriser l’implantation (Yu et al. 2015 ; Nakayama et al. 2002a). D’autre part, il a 

été suggéré que les lymphocytes T présentant un profil « Th2-like » peuvent s’infiltrer dans le 

stroma endométrial, pouvant ainsi faciliter la mise en place d’un profil inflammatoire plus favorable 

à l’implantation (Hashii et al. 1998 ; Ginsburg et al. 2005). Comme nous l’avons vu dans les 

chapitres précédents, les lymphocytes CD4+ peuvent produire un large éventail de cytokines 

pouvant augmenter ou inhiber la réponse inflammatoire (Luckheeram et al. 2012). C’est pourquoi 

il est important de comprendre le rôle que peuvent jouer ces cellules dans l’immunomodulation 

de l’endomètre. 
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MISE EN CONTEXTE, HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS DU PROJET DE 

RECHERCHE  

 
 

La mise en place de la réponse immunitaire fait intervenir une multitude de types 

cellulaires qui agissent en coopération pour l’élimination d’un pathogène ou traiter des troubles 

immunitaires. En particulier, les lymphocytes T CD4+ jouent un rôle majeur dans la réponse 

immunitaire adaptative (Luckheeram et al. 2012). Il faut savoir que la différenciation des cellules 

T CD4+ nécessite plusieurs contacts cellulaires et la présence de cytokines dans le 

microenvironnement cellulaire (Luckheeram et al. 2012). Cependant, d’autres molécules 

extérieures à l’organisme, comme les xénobiotiques, peuvent également influencer leur 

différenciation (Reed et Wetzel 2018 ; Mohinta et al. 2015). On retrouve dans les lymphocytes T 

CD4+ plusieurs sous-types majoritaires, à savoir les cellules Th1, Th2, Th17, Th22 et Treg, qui 

sont caractérisés par l’ensemble des cytokines qu’elles sécrètent (Luckheeram et al. 2012). La 

nature des cytokines produites permet d’activer ou d’inhiber une réponse inflammatoire en 

réponse à une pathologie (J. M. Zhang et An 2007). Le maintien de l’homéostasie de la 

différenciation des cellules T CD4+ est indispensable au système immunitaire pour réagir de 

manière adéquate (Drescher et al. 2020 ; Diller et al. 2016 ; Eisenstein et Williams 2009). Ainsi, 

nous avons cherché à comprendre comment la différenciation des cellules T CD4+ peut être 

influencée par la pression du microenvironnement dans un contexte occupationnel et 

pathologique. 

Dans un premier temps, nous avons étudié l’impact d’une exposition occupationnelle à 

des xénobiotiques (ligands exogènes du AhR) sur la différenciation des lymphocytes T CD4+. En 

effet, chez la souris, il a été montré que certains ligands du AhR peuvent moduler la différenciation 

des lymphocytes T CD4+ et avoir un impact significatif sur l’évolution d’une pathologie, comme 

l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) (Quintana et al. 2008). De plus, certains 

xénobiotiques, comme le TCDD, ont été classés comme étant potentiellement cancérigènes par 

l’agence internationale de la recherche sur le cancer (IARC) (Larigot et al. 2018). Cependant, à 

ce jour, très peu d’études ont montré si une telle exposition à des ligands du AhR pouvait moduler 

la différenciation des lymphocytes T CD4+ chez l’Homme (Goettel et al. 2016 ; C. H. Nguyen et 

al. 2017). Ainsi, notre premier objectif était d’étudier la différenciation des lymphocytes T CD4+ 

chez des individus fortement exposés à des ligands du AhR : les pompiers. Pour cela nous avons 
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évalué la persistance des xénobiotiques dans l’organisme des pompiers, ainsi que le profil des 

cellules T CD4+ et les cytokines qui composent leur microenvironnement dans la circulation 

sanguine. Enfin, nous avons exposé in vitro des cellules T CD4+ humaines à des ligands du AhR 

pour déterminer leur impact sur la différenciation de ces cellules (Article 1). 
 

Dans un second temps, nous avons étudié l’implication de la différenciation des cellules 

T CD4+ dans une situation pathologique, à savoir les échecs d’implantation répétés dans le cadre 

d’un traitement de fécondation in vitro. Plus particulièrement, notre second objectif a été de 

déterminer le rôle des lymphocytes T CD4+ dans le traitement de l’immunomodulation de 

l’endomètre. Ce traitement indolore, utilisant des PBMC autologues implantés dans la cavité 

utérine, a montré d’excellents résultats chez des patientes en échec répété d’implantation (Yakin, 

Oktem et Urman 2019). On retrouve parmi les PBMC plusieurs types cellulaires, dont 

majoritairement des lymphocytes T CD4+. Il a été montré que la réussite de l’implantation repose 

sur un équilibre provisoire entre un environnement pro- et anti-inflammatoire (Reinhard et al. 

1998). De plus, un environnement pro-inflammatoire a été mis en évidence dans plusieurs cas 

d’échecs d’implantation embryonaire. Nous supposons donc que la différenciation des cellules T 

CD4+ vers un phénotype anti-inflammatoire (Th2 et Treg) aura un impact significatif sur le succès 

de ce traitement. Pour répondre à cette hypothèse, nous avons constitué une cohorte de 

patientes, scindé en fonction du traitement proposé par la clinique de fertilité : traitement 

d’insémination (groupe IUI), fécondation in vitro chez des patientes avec moins de trois échecs 

de transfert d’embryons (groupe FIV) et chez des patientes avec au moins trois échecs de 

transfert d’embryon (groupe ERI). Tout d’abord, nous avons caractérisé les sous-types de 

lymphocytes T CD4+ circulants avant traitement afin d’établir le profil inflammatoire de nos 

patientes. Par la suite, nous avons évalué l’effet du traitement d’hCG/PHA, utilisé pour activer les 

PBMC, sur la différenciation des cellules T CD4+ et leur production en cytokines, permettant ainsi 

d’établir leur rôle dans ce traitement cellulaire (Article 2). 
 



 77 

  



 78 

  



 79 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SECTION 2. ARTICLES SCIENTIFIQUES 

  



 80 

  



 

 

PREMIER ARTICLE 

Environnemental exposition to aromatic hydrocarbon receptor ligands 
modulate the CD4+ T lymphocyte subpopulations profile.  

 

Une exposition environnementale à des ligands du récepteur aux 

hydrocarbures aromatiques  modifie le profil des lymphocytes T CD4+.  

 

Auteurs : 

Guillaume Ricaud1, Debbie Lim1, Jacques Bernier1 

1Institut National de la Recherche Scientifique-Institut Armand-Frappier, 531 boul. Des Prairies, 

Laval, Québec H7V 1B7, Canada 

 

Titre de la revue ou de l'ouvrage : 

Exposure and Health 

Cet article a été soumis le 27 juillet 2020. 

 

Contribution des auteurs : 

Les échantillons de la cohorte de pompiers et des témoins ont été collectés par Guillaume Ricaud 

et Debbie Lim. Les expériences de cytométrie en flux sur les sous-populations de lymphocytes T 

CD4+ ont été réalisées par Guillaume Ricaud et Debbie Lim. L’analyse des cytokines présentes 

dans les sérums a été réalisée par Guillaume Ricaud. La détection des ligands du AhR dans les 

sérums a été réalisée par Guillaume Ricaud. Les expériences de différenciation des cellules T 

CD4+ in vitro ont été faites par Guillaume Ricaud. Le Professeur Jacques Bernier a conçu le projet 

de recherche et supervisé les travaux de recherche. Jacques Bernier a révisé le manuscrit pour 

la production de la version finale ici présente. 

  



 82 

Résumé du premier article en français 

 

Le récepteur aux hydrocarbures aromatiques a d’abord été décrit comme un senseur biologique 

capable de se lier à plusieurs polluants environnementaux, comme les hydrocarbures 

aromatiques polycycliques et les hydrocarbures aromatiques halogénés. Récemment, il a été 

montré que la différenciation des cellules T CD4+ pouvait être influencée par la présence de 

ligands du AhR dans le microenvironnement cellulaire. Dans cette étude, nous avons évalué 

l’environnement immunitaire des cellules T CD4+ dans une cohorte de pompiers, un groupe 

d’invidividus plus exposés aux ligands du AhR. Nos résultats ont montré que chez les pompiers, 

la fréquence en cellules Th17 et Treg était augmentée par rapport à notre groupe témoin. De 

plus, leur microenvironnement présente une augmentation de certaines cytokines contribuant à 

la différenciation de ces cellules. En outre, la présence d’une plus grande quantité de ligands du 

AhR dans le sérum a été observée chez les pompiers. Enfin, des traitements in vitro de cellules 

T CD4+ avec des ligands du AhR (BaP et Kynurénine) ont montré une capacité à moduler la 

différenciation des cellules Treg et Th17.  
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Abstract 

 

The aromatic hydrocarbon receptor (AhR) had been described as a molecular sensor to which many 

environmental pollutants, such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and halogenated aromatic 

hydrocarbons (HAHs). Recently, it had been demonstrated that the differentiation of CD4+ T cells is 

influenced by AhR ligands present in the surrounding microenvironment of the cells. In this study, we 

assessed the immune environment of CD4+ T cells in a cohort of firefighters, a group of individuals more 

exposed to AhR ligands. Our results showed that in firefighters, Th17 and Treg cells were increased 

compared to our control group. Also, the microenvironment presents an increase in cytokines promoting 

the differentiation of these cells in firefighters. The presence of a large number of AhR ligands in the 

firefighters' sera had been observed. Finally, in vitro treatments of CD4+ T cells with AhR ligands (BaP and 

Kynurenine) had shown an ability to modulate Treg and Th17 cells' differentiation. 
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1. Introduction 

 

CD4+ T lymphocytes (CD4+ cells) play an essential role in the control of the immune response.  

They are the critical effectors of a highly regulated immune cell network to ensure an effective response to 

pathogens. CD4+ cells are associated with a pro- or anti-inflammatory response depending on the type of 

secreted cytokines (Broere et al. 2011). Each cytokine production is related to a given subtype of CD4+  T 

cell, resulting from the differentiation of the naïve T cell (Th0) upon activation after encountering an antigen 

presented by an antigen-presenting cell (APC). There are five main subtypes of CD4+ T cells. First, type 1 

CD4+ T helper cells (Th1) are involved in immune responses triggered by extracellular pathogens and are 

therefore associated with a pro-inflammatory response profile (Sallusto 2016). These cells were 

characterized by a predominant production of interferon-gamma (IFNg) and a constant expression of the T-

bet transcription factor (Iwata et al. 2017). The Th1 response plays an essential role in avoiding diseases 

such as sclerosis, rheumatoid arthritis and, lupus erythematosus(Schulze-Koops et Kalden 2001 ; Oreja-

Guevara et al. 2012 ; Shah et al. 2010). On the other hand, the Th1 response is also essential to avoid 

transplant rejections. There is a back control in these cells to produce IL-10, an anti-inflammatory cytokine 

(Trinchieri 2007). Type 2 CD4+ T helper cells (Th2) intervene in response to extracellular or parasitic 

pathogens, such as helminths (Zhu et al. 2006). They secrete IL-4 to trigger the production of 

immunoglobulin G (IgG) and immunoglobulin E (IgE) by B lymphocytes (B cells) (Zhu et al. 2006). They 

also secrete IL-5, which induces eosinophilic granulocytes' recruitment, mainly found in allergic reactions 

(Spencer et Weller 2010). Th2 cells produced IL-10 which function by inhibiting pro-inflammatory 

cytokines made by macrophages and other T cells (Fang et Zhu 2020). The IL-17 producing CD4+ T cells 

(Th17) are described as pro-inflammatory cells that play a role in controlling extracellular bacteria, 

especially on the surface of the epithelium (Fossiez et al. 1996). These cells are major scissors in certain 

autoimmune diseases (Bedoya et al. 2013). Th17 cells mainly produce IL-17 and IL-17F, whose roles are 

to promote the recruitment of other immune cells (K. Chen et Kolls 2017). Th22 CD4+ cells are 
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characterized by their production of IL-22 and the absence of production of IL-17, IFNg and IL-4 (Sugita 

et al. 2013). IL-22 acts on epithelial cells, skin, keratinocytes and fibroblasts (Luci et al. 2009 ; Cella et al. 

2009 ; Takatori et al. 2009). Overall, these cells play a role in the innate response by promoting the synthesis 

of antimicrobial peptides such as b-defensin 2 and b-defensin 3 (Dixon et al. 2016). Regulatory T cells 

(Tregs) express the Foxp3 transcription factor, which allows their immunoregulatory function on other 

immune cells (Lu, Barbi et Pan 2017). Tregs cells can be divided into two distinct groups based on their 

site of production. The first group, consisting of natural regulatory T cells (nTregs), is generated in the 

thymus, whereas induced regulatory T cells (iTregs) are derived from naive T lymphocytes in blood after 

stimulation (Adeegbe et Nishikawa 2013 ; Sakaguchi et al. 2008). Tregs play an essential role in 

maintaining peripheral tolerance and preventing autoimmune diseases (Shao, Yu et Shen 2018). However, 

it has been shown that in some instances of cancer, tumor cells promote the expansion of Tregs, which leads 

to a decrease in the antitumor immune response (Nishikawa 2014). 

 

Recent studies have shown that the differentiation of CD4+ T cells can be modulated by a specific receptor 

called the aryl hydrocarbon receptor (AhR). The AhR is a ligand-dependent transcription factor from the 

Per-Arnt-Sim (PAS) superfamily of proteins (Stevens, Mezrich et Bradfield 2009). AhR mediates many 

cellular events in response to halogenated and non-halogenated polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), 

by binding the xenobiotic response elements (XRE) and activating the transcription of target genes (L. P. 

Nguyen et Bradfield 2008). It is a ubiquitous receptor found in many species, including mammals, reptiles 

and amphibians (Hahn 2002), and is expressed in various types of cells, which suggests its essential and 

widespread role. The physiological function of AhR is not yet understood. However, it is known that AhR 

plays a role in development, vascularization, metabolism and in the immune system (L. P. Nguyen et 

Bradfield 2008 ; Esser, Rannug et Stockinger 2009). In fact, it has been shown that the differentiation of 

CD4+ T cells can be modulated via the activation of AhR in a ligand-dependent way (L. Zhou 2016). For 

example, activation of AhR by its ligand 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) favors the 
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differentiation of Tregs (Veldhoen et al. 2008 ; Quintana et al. 2008). The  AhR expression can also be 

modulated by cytokines such as  IL-6 and TNFa,  involved in Th22 differentiation (Sugita et al. 2013).AhR 

has a wide range of ligands that it can bind; a list that has continued to extend even today. AhR has mostly 

been studied in the field of toxicology with TCDD as the prototype ligand, mostly due to its capacity to 

bind AhR with high affinity (Stevens, Mezrich et Bradfield 2009). But this binding capacity is more 

significant with murine AhR than human AhR (Flaveny et Perdew 2009). Since its discovery, the role of 

AhR has long been described as an environmental sensor, by inducing the expression of xenobiotic-

metabolizing enzymes, such as cytochromes P450 (Nebert 2017). Indeed, AhR has been shown to bind 

many different environmental PAHs, including benzo-a-pyrene (BaP) (Hockley et al. 2007) and 7,12-

dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) (Jensen et al. 2003). Many PAHs, halogenated or non-halogenated, 

can be found in large amounts in cigarette smoke, municipal and industrial waste combustion, fossil fuel 

combustion and forest fires (Simoneit 2002 ; Guillon et al. 2013). They are mostly formed in the incomplete 

combustion of organic material and can exist in both particle and gas phase (Fent et al. 2014). However, 

some endogenous molecules have also been identified as AhR ligands, such as bilirubin, indirubin and 

kynurenine (L. P. Nguyen et Bradfield 2008). Bilirubin and kynurenine have been shown to increase the 

generation of Tregs, while indirubin possessed anti-inflammatory effects (Joshua D. Mezrich et al. 2010 ; 

Rocuts et al. 2010). The discovery of TCDD and FICZ’s effects on T cell modulation has elicited more 

research on these two ligands’ capacity to modulate an immune response, however very few studies on 

other ligands on this topic has been made. 

 

Since many PAHs are present in large amounts during incomplete combustions, the groups of people that 

are the most exposed to these substances are firefighters. In fact, the smoke from fires can emit a wide 

variety of PAHs depending on the type of organic material burned, which comes in a broad range (Simoneit 

2002). A study has shown that despite wearing a full protective ensemble, which included a self-contained 

breathing apparatus, PAH metabolites could still be found in the firefighters' bodies (Fent et al. 2014). PAHs 
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were able to penetrate through the gear and come into contact with the skin leading to a cutaneous 

absorption (Fent et al. 2014). Inhalation exposure to the smoke can also occur if there is a premature removal 

of the protective gear in the proximity of the fire.  

 

Firefighters are known to have high risks of developing certain types of cancers due to their exposure to 

known and unknown carcinogens, including PAHs (Youakim 2006 ; Anderson et al. 2017). We suggest 

that PAHs and endogenous ligands modulate T cell differentiation via AhR activation, which will help 

control the immune response of a thermal injury and possibly foresee firefighters’ risk of developing an 

immune disorder, which can contribute to their overall health. In this study, we demonstrated that 

firefighters exposed to an environment with high potential AhR ligand have a change in peripheral T cell 

subpopulations.  The presence of AhR ligand in this cohort was confirmed by biological assay.  

Furthermore, we showed that the presence of these ligands affected T cell differentiation.  
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2. Methods 

2.1 Firefighters and healthy donors 

This study was approved by the ethical committee of CHUM‐University Montréal (Montreal, QC, Canada) 

and INRS‐Institut Armand‐Frappier (Laval, QC, Canada). All participants were required to be non-smoking 

active members of a fire department of Montreal city or healthy non-smoking members of INRS. Blood 

samples were collected from two groups of 15 firefighters: 10 years or less of experience (n=12) and 20 

years or more of experience. n=15) For the control group, 15 healthy non-smoking adult donors were 

recruited respectively to age matching with firefighters’ groups (n=15).  

 

2.2 Chemicals and Reagents 

The AhR agonist, VAF347, was purchased from EMD Millipore with ≥99% purity and was dissolved in 

dimethyl sulfoxide (DMSO) at 10 mg/ml. The other AhR ligands, such as bilirubin, L-kynurenine, and 

benzo[a]pyrene (BaP) were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO) with purities of ≥96%. BaP was 

dissolved in DMSO at 10 mM, kynurenine was dissolved in a 0.5 M HCl solution at 50 mg/ml and bilirubin 

was dissolved in 1 mM NaOH solution at 20 mg/ml with a few drops of 2 M NaOH solution until the 

powder was completely dissolved. Indirubin was purchased from Enzo Life Sciences with ≥98% purity and 

was dissolved in DMSO at 10 mg/ml. 

 

2.3 Luciferase Assay 

Human liver carcinoma cell line (HePG2) was cotransfected with a xenobiotic response element (XRE)-

driven firefly luciferase reporter gene and a cytomegalovirus (CMV)-driven Renilla luciferase reporter gene 

for normalization (QIAGEN, Toronto, Ontario) following the manufacturer’s instructions. Briefly, 3x105 

cells were seeded in 24-well plates in complete DMEM medium (Gibco, Mississauga, Ontario) 

supplemented with 10% FBS, 25mM HEPES (Gibco), 100 U/ml penicillin (Gibco) and 100µg/ml 
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streptomycin (Gibco) and incubated overnight. Media was changed the next day to Opti-MEM 

supplemented with 1% FBS without antibiotics. Cells were transfected with the XRE-luciferase plasmid at 

1 µg per well using lipofectamine LTX transfection reagent (Invitrogen, Burlington, Ontario) for 24 hours. 

Media was changed to DMEM, supplemented with 10% FBS and antibiotics (100 U/ml penicillin and 100 

µg/ml streptomycin), and treated with different range of concentrations of BaP (50 nM to 5 µM), indirubin 

(0,1 to 10 µM), VAF347 (25 to 75 nM), bilirubin (10 to 50 nM), kynurenine (25 to 100 µM), chemical 

diluents, serum or purified serum for 18 hours. Cell lysis and addition of Firefly luciferase substrate were 

done using Dual-Glo Luciferase Assay System kit (Promega, Madison, WI). The luciferase assay was 

performed using a 1450 MicroBeta Trilux (PerkinElmer, Shelton, CT). The same kit was used to quench 

Firefly luciferase signal and add Renilla luciferase substrate. The relative luciferase unit is the indicator of 

Firefly luciferase expression level, normalized on the Renilla luciferase expression level. All experiments 

were repeated three times. 

 

2.4 Isolation of Peripheral Blood Mononuclear Cells 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from whole blood of healthy volunteers or 

firefighters. Whole blood was diluted in PBS 1X in a 1:1 ratio and gently placed on a density medium 

Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Sweden). The tube was centrifuged at 400 g for 30 minutes. PBMCs 

were collected from the Ficoll-Paque Plus-plasma interface, placed in a new tube and washed three times 

with PBS 1X. The PBMCs were counted and blue Trypan exclusion assay was used to measure cell 

viability. PBMCs used were always above 95% viability. 
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2.5 Flow Cytometry and Intracellular Transcription Factor and Cytokine Staining 

 

PBMCs were seeded in 24-well plates at a density of 1x106 cell/ml and stimulated with 50 ng/ml Phorbol 

12-myristate 13-acetate, 1 µg/ml ionomycin and 1 µg/ml brefeldin A for 5 hours at 37°C with 5% CO2. 

After washing once with PBS 1X, cells were transferred into 1.5 ml microcentrifuge tubes at a density range 

of 5x105 to 1x106 cells/tube. Non-specific binding was blocked by adding 1 µg of human IgG. Staining for 

different cell subsets were as follow; Th1 (2µl anti-CD4-FITC, 2µl anti-T-bet-PE/Cy7), Th2 (2µl anti-CD4-

FITC, 3µl anti-GATA-3-PE/Cy7), Th17 (2µl anti-CD4-PE/Cy7, 3µl anti-IL-17-FITC, 2µl anti-RORγt-PE), 

Th22 (2µl anti-CD4-PE/Cy7, 3µl anti-IL-17-FITC, 3µl anti-IL-22-PE), Treg (2µl anti-CD4-FITC, 3µl anti-

CD25-PE, 2µl anti-Foxp3-PE/Cy7). All antibodies were purchased from eBioscience, BioLegend and BD 

Biosciences. Briefly, cells were stained with cell-surface antibodies listed above for 30 minutes on ice in 

the dark and washed before they were fixed and permeabilized using Foxp3/Transcription Factor Staining 

Buffer Set (eBioscience) following the manufacturer’s instructions. Cells were then stained with 

intracellular antibodies for 45 minutes at room temperature and washed twice with 1X Permeabilization 

Buffer from the kit before analysis on FACScan (Becton Dickinson). 

 

2.6 Quantification of cytokines in serum 

Cytokine serum profile of firefighters and control groups were analyzed with a quantitative multiplex 

sandwich ELISA arrays (granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), IL-1β, IL-2, IL-4, 

IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-23, IFNγ, CCL20, transforming 

growth factor beta 1 (TGF-β1), TNF-α and TNF-β) (RayBio Human Th1/Th2/Th17 Array Q1; Raybiotech, 

Norcross GA, USA;). The array was pretreated according to the manufacturer's instructions and incubated 

with a two-fold diluted serum pools for 2 hours. All sample measurements were performed in duplicate. 

The array glass slides were washed, incubated with a biotin-conjugated anti-cytokine mix for 2 hours, 
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washed again, and developed for 2 hours with Cy3-conjugated streptavidin. The signals were scanned with 

a Scan-array (Perkin Elmer) and analyzed with the Raybiotech analysis tool, a data analysis program based 

on Microsoft Excel technology specifically designed to analyze Raybiotech Antibody Array. Signals were 

normalized using internal, positive and negative controls included on the array 

 

2.7 Solid phase extraction 

Potential AhR ligands were purified by solid phase separation using hydrophobic columns Oasis Prime 

HLB (Waters). The sera were loaded onto the columns and washed with methanol. The ligands were eluted 

in a volume of acetonitrile and concentrated in a rotary evaporator (Büchi Rotavapor). 

 

2.8 Isolation of CD4+ T cells and T cell differentiation 

CD4+ T cells were isolated from whole blood of healthy volunteers using a RosetteSep Human T cell 

Enrichment kit (Stemcell Technologies) following the manufacturer’s instructions. Briefly, 40µl/ml of 

antibody cocktail was added to whole blood and incubated at room temperature for 20 minutes. Isolation 

of T cells was performed in the same way as it was described previously for PBMC isolation. After washing 

cells, they were seeded in anti-CD3 and anti-CD28 coated 24-well plates (5µg/ml anti-CD3, 3µg/ml anti-

CD28) at a density of 1x106 cells/well in X-VIVO 15 (Lonza, Switzerland). Flow cytometry was performed 

as described previously. 

 

2.9 Statistical analysis 

A Mann-Witney test was used to evaluate significant differences between groups. Experiments were performed in 

triplicates or quadruplicates unless specifically indicated otherwise. A value of p < 0.05 was considered significant 

in all analyses. 
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3. Results 

 

3.1 Th17, Th22 and Treg cell populations are significantly increased in firefighters  

In order to validate our hypothesis, we focused on the firefighters, who by the nature of their trade, have an 

increased risk of exposure to AhR ligands. A cohort of firefighters was composed of two arm, based on 

their years of experience. A first group of firefighters with less than 10 years of experience and a second 

group of firefighters with more than 20 years of experience were maded. All firefighters selected for this 

study were non-smokers and have no related immune system diseases. A cohort of sex and age-matched 

healthy donors with the same exclusion factors was used as a control group. Different subpopulations of 

CD4+ T cells were determined by flow cytometry in firefighters and compared to the control group. First, 

the proportion of Th1 cells (CD4+ T-bet+) in firefighters compared to the control group was studied. Our 

results show that, although Th1 cells predominate among CD4+ T cell subtypes, no differences were 

observed between firefighters and the control group (Fig 1A). Similarly, no differences were observed for 

Th2 cells (CD4+ GATA-3+) between firefighters and the control group (Fig 1B). Next, the proportion of 

Th17 cells (CD4+ RORgt+) cells was measured. Our results show that Th17 cells was statistically increased 

(p <0.001) in firefighters compared to the control group, from 1% to 2.5% (Fig 1C). Subsequently, the 

proportion of Th22 cells (CD4+IL-22+IL-17+) was also measured. A significant statistical increase (p 

<0.001) in the Th22 population in firefighters compared with the control group was also noted (Fig 1D). 

Finally, we evaluated the proportion of Tregs (CD4+CD25+FoxP3+) among CD4+ cells. Our results show 

that for this subpopulation there was also a statistically significant increase (p <0.001) of these cells in 

firefighters compared to the control group (Fig 1E). Thus, we had demonstrated a statistically significant 

increase in Th17, Th22, and Treg populations among CD4+ cells in firefighters compared to the control 

group. 
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3.2 Firefighters have an alters the physiological microenvironment 

After showing that some CD4+ cell subpopulations were increased in firefighters, we wanted to validate 

our results by investigating the concentrations of the main cytokines implicated in the differentiation of 

CD4+ cells in our serum firemen, reflecting a change in the pressure of the microenvironment. For this 

experiment, we used a sandwich multiplex ELISA arrays to quantify the number of different cytokines 

involved in the differentiation of CD4+ cells (Fig 2). Our results show that in firefighters with less than 10 

years of experience and more than 20 years of experience, the cytokines IL-21 and IL-23, involved in the 

differentiation of Th17 cells, were significantly increased (p <0.01). On the other hand, the cytokines IL-2 

and TGF-b, playing a role in the differentiation of Tregs, were also increased in firefighters than the control 

group. In a rather unexpected way, although our results show that the IL-12 was found similarly in 

firefighters and the control group, we see a strong increase (p <0.0001) of IFN-g in firefighters. Our previous 

results show that Th1 cells, producing IFN-g, are not increased in firefighters. Simultaneous results were 

observed for Th2 cells. The amount of cytokine IL-4 found in firefighters and the control group was similar, 

whereas the cytokine IL-13, produced by Th2 cells, was significantly increased in firefighters. Taken 

together, these results in firefighters indicate that some subpopulations of CD4+ T cells were altered and a 

corresponding change in their cytokines confirm these differences between both groups. 

 

3.3 The Correlation between Th17 and Tregs is dependent on the number of years of experience of 

firefighters 

Next, we were interested in determining if a correlation exists between the increase in Th17 cells and Tregs 

in different firefighter groups. This was an important point for the homeostasis of immunity, in which a 

balance must be maintained between these cells. Our results show a positive correlation between Th17 cells 

and Tregs in firefighters with less than 10 years of experience, suggesting maintenance of homeostasis 

between these two subpopulations of cells (Fig 3A). Interestingly, no correlation between Th17 cells and 
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Tregs in firefighters with more than 20 years of experience was demonstrated (Fig 3B). These results 

suggest a perturbation in immune homeostasis. 

 

3.4 Validation of XRE luciferase assay to studies exogenous and endogenous AhR ligand  

To verify the action of certain exogenous and endogenous ligands that we had selected based on their 

capacity to induce AhR activity, we performed a XRE luciferase assay on the HepG2 cell line. The 

concentration used for each ligand was chosen based on the literature (Y. Zhao et al. 2019 ; Wei et al. 2016 

; Salimi Elizei et al. 2017 ; Phelan et al. 1998) and a dose-response curve, eliminating the concentrations 

inducing significant cell mortality. For BaP, we could see a dose-dependent increase in AhR activation, 

with a response from 500 nM comparable to the positive plasmid control (Fig 4A). When the BaP dose was 

increased to 5 µM, the response became significant compared to the DMSO control. However, at that 

concentration, cell death was observed by blue Trypan exclusion assay (data not shown), leading to the 

removal of this dose from further studies. Next, we tested indirubin and noted a strong activation of AhR, 

with a 2-fold increase in the positive plasmid control response at a concentration of 0.1 µM (Fig 4B). AhR 

activation increased in a dose-dependent manner, with a significant response at 1 and 10 µM. In the case of 

bilirubin, an endogenous ligand, we observed a little increase in AhR activation, although it was much 

lower than the response from the positive plasmid control (Fig 4C). AhR activation from bilirubin was not 

significant. We also tested another endogenous ligand, kynurenine, and noted that it did not induce any 

AhR activation (Fig 4D). Finally, we also used a synthetic ligand, the VAF347, to determine its effects on 

T cell differentiation in the following experiments. As we expected, VAF347 activated AhR as strongly as 

the positive plasmid control, with a significant response at 75 nM (Fig 4E). Thus, most of our ligands were 

able to induce the activation of AhR. Bilirubin and kynurenine were still used in the following experiments 

despite their inability to significantly induce AhR activation due to their known effects in the literature. 
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3.5 Increase of AhR activity in serum of firefighters group 

 

We showed that firefighters had an increase in Th17, Th22 and Treg cells compared to the control group. 

Also, the composition of the microenvironment of the cells seems to correlate with our observations. Next, 

we wanted to verify the presence of potential ligands of AhR in the serum of firefighters that can explain 

the changes observed in CD4+ cells. We used the XRE luciferase assay in the serums of donors from a 

healthy control group and the two groups of firefighters.  We started by determining the kit’s detection limit 

by doing a dose-response curve with BaP (data not shown). At a concentration of 25 nM of BaP, we detected 

a luciferase response. We used this concentration added to the whole serum to reach the kit detection 

threshold. We exposed the transfected XRE-luciferase HepG2 cells to 20% of heath inactivated serum from 

the healthy control group or the firefighter's groups. Compared to the control group, we observed a 

significant increase of AhR activation with the serum of firefighters with less than 10 years of experience 

or more than 20 years of experience (Fig 5A). Subsequently, we used the solid phase column separation 

method to purify the potential exogenous hydrophobic AhR ligands present in the sera of our two groups 

of firefighters. We then exposed the XRE-luciferase transfected HePG2 cells with 10 μl of purified 

hydrophobic fraction of sera from two firefighting or control groups. Our results show that the activity of 

AhR was significantly increased by treating the transfected HepG2 cells with purified hydrophobic fraction 

sera from the 2 groups of firefighters compared with the control group. Therefore, this result indicates the 

presence of a significant amount of ligand AhR in the firefighter's sera (Fig 5B). Finally, to confirm the 

direct interaction of hydrophobic compounds in sera with AhR, we added an AhR antagonist, GNF 351. In 

the presence of the AhR antagonist and the hydrophobic purified ligands from the serum, we observed a 

significant decrease in the luciferase activity, confirming the ligand-receptor interaction (Fig 5C). 
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3.6 Effects of the AhR’s ligands on T cell differentiation 

Several studies have shown that exposure to AhR ligands can modulate CD4+ T cell differentiation, mainly 

in mice. We treated human CD4+ T cells purified from healthy donors with our previously tested ligands. 

The concentration of each ligand was chosen based on the previous experiment, at levels that activated AhR 

without cell death (data not shown). At the end of the incubation period, cells were analyzed by flow 

cytometry for Th1, Th2, Th17, or Treg cells. 

 

Our results show that for naive T cells in Th1-promoting condition, the different treatments with BaP, 

kynurenine, and indirubin did not affect the differentiation in Th1 cells (Fig 6A).  The same outcome was 

observed with the naive T cells in the Th2-promoting condition: none of the tested ligands affect the 

differentiation in Th2 cells (Fig 6B).  On the other hand, when we analyzed naïve T cell in Th17-promoting 

condition, we observed that treatment with kynurenine slightly decreased differentiation in Th17 cells after 

6 days of culture, but without a significant effect (p = 0,0779).  For the other ligands, we did not observe 

any major modification of the differentiation in Th17 cells (Fig. 6C). Finally, in the Treg-promoting 

condition, we observed that BaP treatment significantly increased the differentiation of naive T cells into 

Treg cells (Fig 6D). We did not observe any effect on Treg differentiation after treatment for the other 

ligands, kynurenine and indirubin. 

 

3.7 Differences between the controls group and firefighters group showed by principal component analysis. 

To provide a better analysis of our results, we used principal component analysis (PCA) on all of our data. 

PCA is a method, which allowed the transformation of a large set of potentially inter-related variables into 

new variables, which was linear composites of the original variables. These data were smaller and, ideally, 

more manageable. When we have taken all results and integrated them into a PCA model, we observed a 

significant difference between the control population (square) and firefighter populations (circle; less 10-
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year of experiences and triangle; more 20-year experiences) (Fig 7A). However, no significant difference 

was observed between our two groups of firefighters with the PCA model. Most variables were represented 

quite far from the origin, so they are considered well represented on the factor map. Note that the pro-

inflammatory cytokines IL-12, IL-17, and IL-6 were positively correlated with the anti-inflammatory 

cytokines IL-4, IL-5, and IL-10 (Fig 7B).   
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4. Discussion 

 

In our study, we had observed differences in the subpopulations of CD4+ T cells in a cohort of firefighters 

compared to unrelated workers. We had shown that the frequency of Th1 and Th2 cells were not modified 

between our groups, whereas in the firefighters, the Th17 and Treg cells were significantly increased 

(Fig.1). Furthermore, these modulations in the cells could be explained by the presence of AhR ligand in 

the firefighters' sera. The results had shown a relatively favorable environment for the differentiation of 

Th17 and Treg cells (Fig.2). Also, by studying the Th17/Treg balance, we were able to observe that the 

firefighters with more experience with a loss of this balance in favor of a significant increase in Th17 cells 

(Fig.3). It is interesting that in this case, the most modified CD4+ T lymphocyte populations were those 

expressing the AhR most strongly (Th17 and Treg).  

 

It is well accepted that AhR activation can influence T cell differentiation in a ligand-dependent manner 

(Quintana et al. 2008 ; Veldhoen et al. 2008). However, the list of substances capable of affecting T cell 

differentiation is still incomplete due to the limited amount of studies on other ligands. Indeed, apart from 

TCDD and FICZ (Quintana et al. 2008) very few studies have demonstrated other ligands' effects on T 

cells. PAHs can significantly activate AhR, but such studies have mostly been done in vitro or in vivo in 

mice (Quintana et al. 2008). We did not use these ligands in our study since in humans, these ligands have 

shown somewhat inconclusive effects on the differentiation of CD4 T cells. Nevertheless, some studies in 

human cells have shown that ligands such as phenanthrene are able to modulate Tregs, notably by epigenetic 

modifications of the Foxp3 gene (J. Liu et al. 2013). In addition, we know that the probability of being 

exposed to an individual substance in the environment is highly unlikely, for environmental pollutants are 

mostly found in complex mixtures. Some of the ligands, such as Bap can be found in large quantities in the 

environment following incomplete organic matter combustion. Depending on the molecules contained in 

the 
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Considering a mixture of environmental pollutants that can contain an AhR ligand, some of these will have 

a different binding affinity to AhR. Importantly some trace of molecules such as TCDD, might activate 

AhR even at very low concentrations.  In particular, these differences in binding affinity have made it 

possible to explain the antagonistic effects of TCDD and FICZ in the induction of Th17 and Treg cells in 

the EAE model (Quintana et al. 2008). More recently, another explanation has been proposed. Some AhR 

ligands are more easily metabolized by the body (Gasiewicz et al. 1983 ; Mukai et Tischkau 2007 ; Wheeler 

et al. 2014).  TCDD has a longer half-life in the body than FICZ. Activation of AhR will therefore take 

longer with TCDD treatment. 

 

Ehrlich and his colleagues have shown that a shorter activation of AhR induced an increase in the pro-

inflammatory Th17 cells (Ehrlich et al. 2018). On the other hand, during a more prolonged activation of the 

AhR, it is the anti-inflammatory Treg cells that are favored. According to these results, the duality of the 

inflammatory response in CD4+ T lymphocytes is due to the level of activation of AhR. Our in vitro results 

showed that treatment with BaP on naive CD4+ T cells induced an increase in the differentiation of these 

cells into the Treg subtype (Fig. 6). Like TCDD, BaP is a molecule with a fairly long half-life in the body. 

It, therefore, induces a more prolonged AhR activation than ligands such as kynurenine and indirubin. Like 

FICZ, which has a short half-life in the body, kynurenine is rapidly degraded. One would have expected to 

increase the pro-inflammatory subtypes, such FICZ treatment in mice, but we observed a decrease in Th17 

cells (Fig. 6). This prolonged activation of AhR would therefore be responsible for the differentiation 

towards the Treg phenotype. The molecule’s ability to enter the organism, either by inhalation or ingestion 

or cutaneous absorption, is another aspect to consider. For the firefighters, it has been shown that although 

the firefighter's suits used during the intervention present good protection, a strong possibility of penetration 

can exist during interventions (Fent et al. 2014 ; Fent, Toennis, et al. 2020). Besides, the protocols for 

cleaning the firefighter’s suits may also favor post-intervention contamination. Thus, it is extremely 
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challenging to recreate an experimental in vitro model using a mixture of substances that reflect our 

exposure's true extent.  

 

Our results showed that we were able to find the presence in a high quantity of AhR ligands in the 

firefighters' sera. Precise identification of the ligands present in these sera was not determined in this study, 

but several studies document the presence of PAH in firefighters (Fent et al. 2014 ; Fent, Toennis, et al. 

2020 ; Andersen et al. 2018 ; Ouyang et al. 2012). In a further study, it will be interesting to define better a 

list of blood responsible for the effect observed on CD4+ T cells.  Contrary to what one might expect, the 

amounts of AhR ligands found in firefighters with more experience were not higher than our young 

firefighters (Fig 5). It seems that the duration of exposure to AhR ligands does not significantly modify the 

levels found in the sera. PAH tends to bioaccumulate in the soft tissues of a living organism such as fat 

(Luzardo et al. 2019 ; Ifegwu et Anyakora 2015), which can explain the absence of difference between both 

groups. 

 

Information on its conformation, the way AhR binds to different ligands, and its ligand-dependent structural 

changes are currently lacking. Specific ligands promote Treg cell development, such as TCDD, while others 

promote Th17 cells, like FICZ, which need to be further investigated. Certain metabolites might alter the 

cell’s genome without leading to its death, resulting in an altered gene expression. BaP is also a known 

carcinogen that promotes the proliferation of certain types of cells (Wei et al. 2016 ; Y. Wang et al. 2018). 

It is reported that BaP could in vitro promote the proliferation of T cells following AhR binding and in vivo 

cause the exacerbation of Th2-type cutaneous allergy (Tajima et al. 2019).  Thus, elucidating how AhR is 

activated and by which molecule, the mechanism of action it will have on the cell, and whether AhR will 

act directly or indirectly to change gene expression or cellular function will help understand its effects in a 

ligand-dependent manner.  
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The importance of the physiological role of AhR suggests the existence of an endogenous ligand, although 

it has yet to be discovered. Many endogenous proteins have been identified to possess some ability to 

activate AhR, such as bilirubin, kynurenine, indirubin, tryptamine, and low-density lipoprotein (L. P. 

Nguyen et Bradfield 2008). However, the binding to AhR appears to be many folds lower than most 

exogenous ligands like TCDD and PAHs (L. P. Nguyen et Bradfield 2008). Most of the endogenous ligands 

had little or no ability to activate enough AhR (Fig. 4). However, it is possible that an endogenous ligand’s 

low binding affinity to AhR is sufficient to induce a physiological effect. In our study, we tested kynurenine 

and bilirubin as endogenous ligands of AhR. Bilirubin treatment showed no effect on CD4+ T cell 

differentiation. On the other hand, treatment with kynurenine made it possible to observe a slight decrease 

in Th17 cells after treatment. This result is interesting because, in mice, it has been shown that treatment 

with kynurenine increases the Th17 cells, but that overactivity of the enzyme kynurenine 3-monooxygenase 

(KMO) induces a blockage of the pathway of the Th17 cells (Stephens et al. 2013). Quantification of the 

activity of the enzyme KMO in our study would have allowed us to know if our results obtained in humans 

with kynurenine can be explained by this process. 

 

Interestingly, in firefighters, the IL-12 level and Th1 cells were similar to the control group in contrast to 

the IFNg concentration, which increased.  These results suggest that the increase of INFg  in the firefighter 

group is not linked to Th1 cells.  Several immune cells express AhR and produce INFg, such as CD8+ T 

cells, NK cells, macrophages, and dendritic cells (Trikha et Lee 2020 ; Bogdan et Schleicher 2006). Among 

these cells, it was established that NK cells respond to an AhR agonist, FIZC, and increase their INFg 

production (Shin et al. 2013).  In CD8+ T cells, different subpopulations analogous to Th1/Th2/Th17 have 

been described (Kourilsky et Truffa-Bachi 2001 ; N. Yeh et al. 2010).  T CD8+ cell polarisation is also 

under pressure of AhR ligands but with different dependence and ligand specificity of CD4+ T cells (M. D. 



 104 

Hayes et al. 2014).  Considering the AhR ligand in sera from firefighters, it will be essential to determine 

other immune cells' state.     

 

In conclusion, this study allowed us to understand better the impact of prolonged exposure to AhR ligands 

on CD4+ T lymphocytes' differentiation in an occupational context. Since a cross-talk function of AhR with 

sex hormone receptors was demonstrated (Ohtake et al. 2008), it will be interesting to determine if a gender-

specific effect exists.   
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Figure Legends 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Proportions of T cell subsets in healthy non-smoking control donors and firefighters. T cell 

subsets analyzed were: A) Th1, B) Th2, C) Th17, D) Th22 and E) Treg cells. Statistical analyses were done 

with Mann-Whitney test, comparing the groups of firefighters with the control group (**p < 0.01, ****p < 

0.0001). controls: n=15, firefighters >20 years: n=15, firefighters <10 years: n=12. 
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Figure 2. Firefighters’ sera composition in cytokines. Serum IFNg, IL-2, IL-6, IL-5, IL-23, IL-10, IL-
13, TNFa, IL-21, TGFb1 in healthy non-smoking control donors and firefighters. Statistical analyses were 
done with Mann-Whitney test (*p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001, ****p < 0.0001). controls: n=15, 
firefighters >20 years: n=15, firefighters <10 years: n=12.





 

 

 

Figure 3. Correlation between Th17 and regulatory T (Treg) cells in firefighters. A) A positive 

correlation between the frequency of Th17 and Treg cells was found in a group of firefighters with < 10 

years of experience (R=0,50, P=0,0013). B) No statistically significant correlation between Th17 and Treg 

cells was found in a group of firefighters with > 20 years of experience.  
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Figure 4. AhR activation by different ligands in XRE-luciferase assay. The ligands used were A) BaP, B) 

indirubin, C) bilirubin, D) Kynurenine and E) VAF347. Firefly luciferase activity was normalized to the 

Renilla luciferase activity of a co-transfected control (mean ± SEM of triplicates or quadruplicates). A 

constitutively expressed CMV-luciferase construct was used as a positive control.   XRE-luc,   Empty 

plasmid,   CMV-luc. 
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Figure 5. AhR activation by serums in XRE-luciferase assay. A) AhR activation by 25 nm BaP with 

20% of serum from the control group, from both groups of firefighters separated by their years of 

experience. AhR activity in both firefighter groups was compared to the response from the control groups. 

**p < 0.01, n=15: controls, firefighters >20 years; n=12: firefighters <10 years. B) AhR activation by 

purified serum from the control group, from both groups of firefighters separated by their years of 

experience. AhR activity in both firefighter groups was compared to the control groups. ***p < 0.001, 

****p < 0.0001 n=15: controls, n=15: firefighters >20 years, n=12: firefighters <10 years. C) Inhibition of 

AhR luciferase activity by a AhR antagonist III (GNF351). HepG2 cells were treated for 18h with purified 

serum with or without GNF351. *p < 0.05, n=6: controls, firefighters >20 years; n=6: firefighters <10 years; 

n=15.  
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The effects of AhR ligands on the differentiation of Th1, Th2, Th17 and Treg cells in conditions 

promoting the differentiation A) Relative value of Th1 differentiated cells in Th1-promoting condition, 

treated with AhR ligands. B) Relative value of Th2 differentiated cells in Th2-promoting condition, treated 

with AhR ligands. C) Relative value of Th17 differentiated cells in Th17-promoting condition, treated with 

AhR ligands. D) Relative value of Treg differentiated cells in Treg-promoting condition, treated with AhR 

ligands. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), n=7: Th1 and Treg cells, n=7: Th2 cells, n=3: Th17 cells. 
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Figure 7. Principal component analysis of differences between the controls group and firefighter 

groups. Plot of individuals (A) and Variables factor map (B) of the multiple factor analysis applied on T 

cells subsets, cytokines and AhR activation results. On the plot of individuals (A), firefighters with less 

than 10 years of experience and more than 20 years are represented respectively by the circle and triangle. 

Controls are represented by square. n=15: controls, n=15: firefighters >20 years, n=12: firefighters <10 

years. 
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DEUXIÈME ARTICLE  

A physiologic explanation on how endometrium immunomodulation by intrauterine 

administration of activated peripheral blood mononuclear cells (PBMC) could help women 

with unexplained recurrent implantation failure (RIF). 

 

Une explication physiologique sur la façon dont l'immunomodulation de l'endomètre par 

l'administration intra-utérine de cellules mononucléées du sang périphérique activées (PBMC) pourrait 
aider les femmes en échec répété d'implantation inexpliqué (RIF). 
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Résumé du deuxième article en français 
 
 
L'administration intra-utérine de cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) autologues 

a été récemment proposée comme nouvelle immunothérapie pour les patients atteints d’échecs 

répétés d’implantation (RIF) inexpliqués. Chez ces patientes, l'administration de PBMC activées 

par la gonadotrophine chorionique humaine (hCG) à 24 h ou 72 h avant le transfert d'embryon a 

entrainé une multiplication par trois du taux de grossesse biochimique. Cependant, aucune étude 

n'a encore évalué comment les PBMC régulent et favorisent la réceptivité de l'endomètre humain. 

Le jour de l'ovulation, les PBMC ont été isolées et activées avec de la phytohémagglutinine (PHA) 

et de l'hCG pendant 48 heures dans un milieu de culture conditionné. Les sous-populations de 

cellules immunitaires CD4+ ont été caractérisées chez 157 patients par cytométrie en flux avant 

et après l'activation PHA/hCG. Nous avons également étudié leur production de cytokines par 

cytométrie en flux. Nous avons observé chez les patients RIF, une diminution significative des 

lymphocytes Th2 et Treg naturels avant activation et une augmentation des cellules Th17 après 

activation. De plus, le traitement hCG/PHA utilisé dans cette étude augmente les cellules T anti-

inflammatoires (cellules Th2 et Treg). L'analyse PCA réalisée sur les sous-types de cellules T 

CD4+ a révélé un profil cellulaire différent dans le groupe RIF. 

Dans cette étude, les populations de PBMC activées par hCG semblent se différencier d'un état 

pro-inflammatoire vers un état anti-inflammatoire. Ce changement d'état inflammatoire pourrait 

expliquer comment l'immunomodulation de l'endomètre par les PBMC activées par hCG aide les 

patientes atteintes de RIF inexpliqué. 
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Abstract 

 

Over the last few years, intrauterine administration of autologous peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) has been proposed as new immunotherapy for patients with unexplained recurrent implantation 

failure (RIF). In these patients, administration of activated PBMC before embryo transfer results in a 2-fold 

increase in live birth rates(D. N. Yang et al. 2020). In this study we evaluated the role of T cells to promotes 

human endometrial receptivity. On the day of ovulation, PBMC were isolated from and activated with T 

cells mitogen, the phytohemagglutinin (PHA) and hCG for 48-h in a conditioned culture medium. 

Distributions of CD4+ T cells were characterized in 157 patients by flow cytometry before and after 

PHA/hCG activation. Cytokine production was analyzed by cytometric beads array. We observed in RIF 

patients a significant decrease in Th2 and natural Treg cells before activation with PHA/hCG and an 

increase of Th17 cells after activation compared to intrauterine sperm insemination (IUI) and in vitro 

fertilization (IVF) groups. Furthermore, the hCG/PHA treatment increases anti-inflammatory T cells (Th2 

and Treg cells) compared to non-treated T cells. Principal component analysis (PCA) performed on CD4 T 

cell subtypes revealed a different cellular profile in the RIF compared to the IUI and IVF groups. This 

inflammatory state change could explain how endometrium immunomodulation by hCG-activated PBMC 

helps patients with unexplained RIF to reach implantation. 

 

Keywords: Endometrium immunomodulation, In vitro fertilization, Repeated implantation failure, 

Peripheral blood mononuclear cells, Th cells. 
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1. Introduction 

 

Nowadays, infertility affects 10 to 15% of couples in industrialized countries (Chandra, Copen et Stephen 

2014 ; Evers 2002). Since the 1980s, we observed a 3-fold increase in the percentage of infertile couples in 

Canada only (Bushnik et al. 2012). In the last decades, many treatments have been developed in the field 

of assisted reproductive technology but, based on meta-analysis, only 21 to 30 % of elective single-embryo 

transfers result in clinical pregnancies (Gleicher, Kushnir et Barad 2019 ; Gelbaya, Tsoumpou et Nardo 

2010). A successful pregnancy involves synchronization between a healthy embryo and an endometrial 

receptivity (Teh, McBain et Rogers 2016). Embryo implantation is the critical step leading to the invasion 

of the uterine wall and the subsequent clinical validation of the pregnancy by increasing human chorionic 

gonadotropin (hCG) in the maternal blood. Implantation is mediated by interactions between the embryo 

and the endometrium (S. M. Kim et Kim 2017) and involves hormones, growth factors, cytokines and 

adhesion molecules (Guzeloglu-Kayisli, Kayisli et Taylor 2009 ; Pawar et al. 2014). The window of 

implantation (WOI) occurs between 5 and 10 days post-ovulation and is associated with the expression of 

cellular products such as cytokines produced by the immune cells (van Mourik, Macklon et Heijnen 2009 

; Robertson et Moldenhauer 2014). In recent years, studies have shown that a successful embryo 

implantation maybe influenced by the immune cells present at the implantation site (Robertson, Care et 

Moldenhauer 2018 ; Robertson et Moldenhauer 2014). 

 

Recurrent implantation failure (RIF) can be defined as three successive transfers of healthy embryos 

into a normal uterus that does not lead to successful implantation and clinical pregnancy (Bashiri, Halper 

et Orvieto 2018). RIF can be due to the embryo itself, factors decreasing endometrial receptivity or both 

(Bashiri, Halper et Orvieto 2018). Today, advanced technologies in the field have made it possible to 

specifically study the implantation process to understand the different aspects of endometrial-embryonic 

interaction (Hoozemans et al. 2004 ; Zohni, Gat et Librach 2016). New techniques are being studied to 
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enhance endometrial receptivity. For example, it has been shown that hCG-activated peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) promote the implantation and invasion of mouse blastocyst in vitro (Nakayama 

et al. 2002b). Clinical trials have studied the effects of unstimulated (Okitsu et al. 2011) and hCG-activated 

PBMC for 48-h on the implantation and clinical pregnancy rates in RIF patients (Yoshioka et al. 2006b). 

These studies have shown that endometrium immunomodulation by intrauterine administration of PBMC 

significantly increased implantation and clinical pregnancy rates in RIF patients. Furthermore, a recent 

meta-analysis confirms an increase in live birth rate by 2-fold(D. N. Yang et al. 2020). Although PBMC in 

RIF patients seems to modulate endometrial receptivity, the cellular mechanisms responsible for this 

phenomenon are still unknown.  

 

Various cell populations such as CD4+/CD8+ T cells (25-60%), monocytes (10-30%), B cells (5-

15%) and NK cells (5-10%) are present in PBMC (Kleiveland 2015). CD4+ T cells are known to play an 

important role in the establishment of immunity (Luckheeram et al. 2012). These cells perform various 

functions, characterized by specific cytokine productions that can induce a pro- or anti-inflammatory 

response. The aim of this study is to understand the role of CD4+ T cells in endometrial immunomodulation 

in RIF patients.  
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2. Material and Methods 

 

2.1 Ethic statement and patients 

This study was approved by the ethical committee of INRS (Québec, QC, Canada), protocol CER-16-427. 

One hundred and fifty-seven (157) women were enrolled in this study between April 2017 and November 

2018. All women were enrolled and treated at the Fertilys clinic and are part of a larger cohort. Women 

were divided into three different groups: 66 patients were treated for intrauterine sperm insemination (IUI 

group), 61 patients with less than three previous embryo implantation failures were transferred with a fresh 

or frozen/thawed embryo (IVF group), and 30 patients with three or more embryo implantation failures 

were transferred with fresh or frozen/thawed embryos (RIF group). Women who had known etiologies of 

RIF, such as chromosomal abnormalities and the presence of antiphospholipid antibodies were excluded 

from this study.  

 

2.2 In vitro fertilization (IVF) procedure  

 

Ovarian stimulation was performed using mainly an GnRH antagonist protocol combining recombinant 

FSH/LH to GnRH antagonist (Cetrotide; EMD Serono, Ontario, Canada), and less commonly, a micro-dose 

flare-up protocol using buserelin as the agonist (Suprefact; Sanofi, Québec, Canada). Briefly, ovarian 

stimulation was initiated on day 3 using FSH-r (Gonal-F; EMD Serono) or human menopausal 

gonadotropins (Menopur; Ferring, NJ, USA). For the GnRH antagonist protocol, Cetrotide and rLH 

(Luveris; EMD Serono) were both added when ovarian follicles reached 12-14 mm in diameter until hCG 

administration. As for the micro-dose flare-up protocol, the GnRH agonist was started the same day of 

rFSH or hMG, usually on day 3 of the cycle. When at least two dominant ovarian follicle reached 18 mm 

in diameter, ovulation was triggered using recombinant or human chorionic gonadotropin (hCG: Ovidrel, 

EMD Serono or Pregnyl, EMD Serono). Thirty-five to 36-h post-hCG administration, oocytes were 
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recovered by transvaginal oocyte retrieval. Luteal phase was always supported with vaginal progesterone.  

 

2.3 Embryo culture 

 

Cumulus-oocyte complexes were removed using hyaluronidase (CooperSurgical Fertility & Genomic 

Solutions, Målov, Denmark) diluted in modified human tubal fluid (mHTF) media (CooperSurgical 

Fertility & Genomic Solutions) supplemented with 10% Serum Substitute Supplement (Fujifilm Irvine 

Scientific, CA, USA). Cumulus-removed oocytes were firstly incubated in Sage 1-Step medium 

(CooperSurgical Fertility & Genomic Solutions) at 37 °C, 5% CO2, 5% O2. After 2-h, intracytoplasmic 

sperm injection was performed. Fertilized oocytes were then incubated at 37 °C, 5% CO2, 5% O2 until fresh 

embryo transfer or embryo vitrification. Depending on woman’s age, one or two embryos were transferred 

in utero three to five days after oocyte retreival.  

 

2.4 Frozen/thawed embryo transfer 

Embryos were thawed the day before or on the same day of transfer using a vitrification warming kit 

(Kitazato), according to the manufacturer’s recommendations. Briefly, embryos were placed in a thawing 

medium for 1 min at 37 °C. After thawing, the embryos were kept in the dilution solution (Kitazato) for 3 

min at 37 °C. Embryos were finally washed in the washing solution (Kitazato) for 5 min at 37 °C. 

Frozen/thawed embryos were transferred in utero two days after PBMC intrauterine administration. In most 

frozen/thawed embryo transfer cycles, letrozole 5 mg from day 3 to 7 was used to augment ovulation 

followed by hCG administration when the dominant follicle reached 18 mm. Luteal phase was also always 

supported with vaginal progesterone. 
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2.5 Isolation and administration of PBMC 

Thirty milliliters of blood were collected 3 or 5 days prior to embryo transfer and PBMCs were isolated as 

previously described (Emi et al. 1991 ; Hashii et al. 1998) by Ficoll-Hypaque (Ficoll-PaqueTM PLUS, GE 

Healthcare, Uppsala, Sweden). After centrifugation step at 400 g for 30 min, PBMC were washed twice in 

PBS 1X (Gibco, USA). For immunomodulation, PBMC (1×106 cells/ml) was suspended in 6 ml of global 

total medium supplemented with PHA/hCG and then incubated for 48-h at 37 °C, 5% CO2. For flow 

cytometry analysis, 1×106 PBMC of freshly isolated were suspended in 1 ml of RPMI 1640 medium (Gibco) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 50 ng/ml Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), 1 

µg/ml ionomycin, 0.7 µl/ml GolgiStop (BD Biosiences, USA) and 1µl/ml GolgiPlug (BD Biosiences) for 

5-h at 37 °C, 5% CO2. The remaining of fresh PBMC cells were frozen at -80 °C in FBS supplemented with 

10% DMSO. After 2 days, PBMC suspended in global total medium were counted and then washed with 

new global total medium. The supernatant was frozen at -80 °C. PBMCs (1×106 cells) were suspended in 

0.4 ml of global total medium and injected in the uterine cavity. The remaining of PBMCs was suspended 

in 1 ml of RPMI 1640 (Gibco) supplemented with 10% FBS, 50 ng/ml PMA, 1µg/ml ionomycin, 0.7 µl/ml 

GolgiStop and 1µl/ml GolgiPlug and were incubated 5-h at 37°C, 5% CO2 for flow cytometry experiments. 

2.6 Flow Cytometry 

After activation of PBMCs with 50 ng/ml PMA, 1 µg/ml ionomycin and 1 µg/ml brefeldin A for 5-h at 

37°C, 5% CO2 and a washing step in PBS 1X, 1 x106 cells were transferred into a 1.5 ml microcentrifuge 

tube. Non-specific binding blocking was achieved by adding 1 µg of normal human IgG (R & D 

Systems,USA). Staining with anti-CD4+/FITC (Biolegend, USA), anti-T-bet/BV605 Biolegend, USA), 

anti-IFN-γ/APC-Cy7 (Biolegend), anti-GATA-3/BV421 (Biolegend, USA), anti-IL-4/BV510 (Biolegend, 

USA), anti-IL-17/BV711 (Biolegend, USA), anti-AHR/PE Cy7 (Ebioscience, USA), anti-IL-22/PerCP 

(Biolegend, USA), anti-CD25/APC (Biolegend, USA), anti-Foxp3/PE (Biolegend, USA). Briefly, cells 

were stained with cell surface antibodies for 30 min on ice in the dark and then washed with PBS before 

fixation and permeabilization using Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (eBioscience) 
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following the manufacturer’s instructions. Cells were then stained with intracellular antibodies for 30 min 

at room temperature and washed twice with 1X permeabilization Buffer from the permeabilization kit 

(eBioscience) before analysis on Fortessa (Becton Dickinson, USA). 

 

2.7 Cytometric beads array 

Cytokines expression was evaluated using the Human T Helper Cytokine Panel (Biolegend, San Diego, 

CA) according to the manufacturer’s recommendations. Briefly, the supernatants were diluted with a 1:2 

ratio: 25 µl of diluted supernatant were transferred into the 96-well plate, 25 µl of mixed capture beads, 25 

µl of detection antibodies cocktail and 25 µl of SA-PE were added into each well. Data were acquired on 

BD™ FACS Fortessa flow cytometer and analyzed with Biolegend legendplex software. 

 

2.8 Statistical analysis 

 Demographic and medical history were compared between the PBMC treated group and the control group 

using Mann-Whitney tests. Clinical pregnancy and implantation rates were compared between the two 

groups using chi-squared test. CD4 T cell subsets and cytokines were compared between RIF group and 

two others groups using Mann-Whitney tests. 

Statistically significant differences P < 0.05 were considered statistically significant for all tests.  

CD4 T cell subsets and cytokines were also analysis using PCA model for determining correlations and 

groups difference for all parameters together. All statistical analysis were performed using GraphPad Prism 

version 8 (GraphPad Software, San Diego, CA) and RStudio (Open-Source Software). 
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3. Results 

 

3.1 Stimulation of PHA/hCG of PBMC increases both inflammatory and anti-inflammatory T CD4+ 

subpopulation. 

 

In our study, the IUI group, FIV group and RIF group were composed of 66, 61 and 30 women with no 

significant difference in their age (Table 1). In isolated PBMC, distribution of Th1, Th2, Th17, Th22 and 

Treg cells populations were evaluated by flow cytometry after 48-h of PHA/hCG stimulation. Analysis of 

PBMC before in vitro stimulation showed that the most abundant CD4+ T cells subpopulations were Th1 

(11.59%) and Th2 cells (4.49%) (Fig1A and Fig 1B). Following PHA/hCG activation, Th1 cells were 

slightly, but significantly decreased (-1.04% p = 0.041) (Fig. 1A). On the other hand, the proportion of Th2 

cells were significantly increased by three times (+10.88%, p<0.0001) following the PHA/hCG exposure 

(Fig.1B). Th17 cells were also slightly significantly decreased (-0.18%, p < 0.0001) in the same condition 

(Fig.1C). Quite interestingly, the proportion of Th22 cells was significantly increased by 3 times (+2.42%, 

p < 0.0001) (Fig. 1D) and Treg cells, reach a rise of 4 times (+4.07%, p < 0.0001) after stimulation (Fig.1E). 

Thus, PHA/hCG stimulation appears to increase both inflammatory cells (Th22) and anti-inflammatory 

cells (Th2 and Treg). 

 

3.2 Low frequency of Th2 cells and natural Treg cells in resting PBMC from RIF patients  

 

In resting PBMC, no significant difference was observed in the distribution of Th1 (Fig. 2A), Th17 (Fig. 

2C) and Th22 (Fig. 2D) cells populations between the IUI, IVF and RIF groups of women. In contrast, in 

RIF population, a decrease of Th2 cells (Fig. 2B, p < 0.0001) and Treg cells (Fig. 2E, p < 0.001) by around 

2,5 and 10 fold respectively, were found when compared to the IUI and IVF group of women.  
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3.3 PBMC stimulation by PHA/hCG in RIF patients cause a decrease in Th2 cells and an increase in 

Th17 cells after treatment 

 

After PHA/hCG activation, no significant difference was observed in the distribution of Th1 (Fig. 3A), 

Th22 (Fig. 3D), and Treg (Fig. 3E) cells populations between the IUI, IVF and RIF groups of women. In 

the RIF group, Th2 cells were significantly decreased (p < 0.0001) compared to IUI and IVF groups (Fig. 

3B). On the other hand, Th17 cells were increased considerably in the RIF group (p < 0.01) compared to 

IUI and IVF groups (Fig. 3C).  

 

3.4 PBMC stimulation by PHA/hCG increases different cytokines productions between RIF, IVF and IUI 

groups.  

 

We analyzed the supernatant of each culture of PHA/hCG stimulated PBMC just before intrauterine 

administration to determined cytokine profile.  For IUI, IVF and RIF groups, PHA/hCG activation led, as 

expected, to an increase of T cells associated cytokines as compared to unstimulated cells (Fig. 4). PBMC 

stimulation by PHA/hCG does not affect the production of pro-inflammatory cytokines between the three 

groups of the patient for IL-2 (Fig. 4A), IFN-γ (Fig. 4C), IL17f (Fig. 4E) and IL-22 (Fig. 4K). On the other 

hand, IL-6 production (Fig. 4B) was increased in the IUI group when compared to IVF (p < 0.001) and RIF 

(p < 0.001)   groups.  For other inflammatory cytokines, IL-17a (Fig. 4D, p < 0.05) was increased in the 

RIF group compared to the IVF group.  Interestingly, IL-9 was increased significantly in the RIF group as 

compared with the other groups (Fig. 4H, p < 0.01 for IVF and p< 0.01 for IUI) as was IL-21 in the IVF 

group compared to IUI and RIF groups (Fig. 4F, p < 0.05 for IVF and p< 0.05 for IUI). Regarding anti-

inflammatory cytokines, we found only a small decrease of IL-10 in the IVF group compared to the RIF 

group (Fig. 4K, p < 0.05). All other anti-inflammatories cytokines, IL-4 (Fig. 4J), IL-5 (Fig. 4I) and   IL-
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13 (Fig. 4L) were not affected. Thus, globally only IL-6 for the IUI group and IL-9 for the RIF group were 

significantly increased compared to the other groups. 

 

3.5 Differences between RIF patients and other patients shown by PCA on all the data. 

 

To obtain a better analysis of our results, we used principal component analysis (PCA) on all of our data. 

The PCA method allows treating several potentially linked variables into a new variable defined as the 

linear component of the original variables.  When we integrated our cell subpopulations data for 

unstimulated cells recovery at day 0, we see that the patient groups IUI and IVF were similar, their point 

clouds were located in the same regions of the model (Fig 5A). In contrast, the RIF group of women has a 

different representation of their variables. By using the data of the CD4+ T cell subpopulations after 

PHA/hCG stimulation, as well as the cytokines produced by the cells in the PCA model, we obtained a 

reduction in the differences observed between our patients (Fig 5B). When we performed a spearman 

correlation on all the data of T-cell subpopulations and cytokines analyzed, we observed several strong 

positive correlations among the anti-inflammatory cytokines of the Th2 phenotype (IL-4, IL-5, IL-9 and 

IL-13) (Fig 5C and 5D). Moreover, there was a positive correlation between the cytokines IL-17a, IL-17f 

and IL-22, associated with the Th17 phenotype (Fig 5C and 5D). We do not observed correlations between 

the T cell subpopulations after PHA/hCG stimulation Fig 5D. 

 

3.6 Administration of activated PBMC by PHA/hCG does not affect IUI and IVF groups 

 

To evaluate the impact of activated PBMC by PHA/hCG in improving embryo implantation, we have 

compared IUI and IVF groups.  Age, number of previous embryo transfer(s), number of embryos 

transferred, and previous IUI were not statistically different between the PBMC-treated and control groups 
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(Table 1S and Table 2S). Implantation and clinical pregnancy rates were not statistically significant either 

between the PBMC treated vs non-treated in IUI and IVF patients’ groups. 
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4. Discussion   

 

In this study, we showed in PBMC a decrease of anti-inflammatory cells (Th2, Treg) in the RIF group. 

Stimulation of PBMC with PHA/hCG in the RIF group causes a slight rise of Th2 and normalization of 

Treg cells.  Associated with later change, % Th17 were also predominant in the RIF group.   Concerning 

cytokine produce by PBMC stimulated by PHA/hCG, only IL-9 was different between RIF patients and 

IUI/IVF patients.  The embryo implantation is one of the significant steps in the success of a pregnancy. 

Although, with the progress made in embryo selection methods and the detection of possible mutations, 

which may disadvantage the implantation process, the endometrial receptivity remains a problematic 

element to assess (Katzorke et al. 2016). To explain the role of PBMCs in the implantation process, several 

possible mechanisms have been suggested. Progesterone is secreted during the luteal phase to prepare the 

endometrium for implantation of the embryo (Mesen et Young 2015). It has been suggested that PBMCs 

administered into the uterine cavity move to the endometrial stromal tissue, promoting attachment and 

embryo invasion (Hiroshi Fujiwara et al. 2009). PBMCs have been shown to stimulate the production of 

progesterone, in particular, via the action of Th2 cells (Hashii et al. 1998). Our results show that the 

hCG/PHA treatment promotes Th2 and Treg cells, associated with an anti-inflammatory response. The 

presence of anti-inflammatory cells is necessary to reduce inflammation after embryo implantation (Tsuda 

et al. 2019 ; Sykes et al. 2012). The production of leukemia inhibitory factor and endometrial vascular 

endothelial growth factor is increased by PBMC used for immunomodulation (Yu et al. 2014). It also 

appears that PBMC treatment increases the invasion capacity of the trophoblast cells and the differentiation 

of corpus luteum and endometrium (Campesato et al. 2020).   

 

The diagnosis of endometrial receptivity represents a significant challenge. Several tests have been 

suggested to overcome this challenge. MicroArray technology has been proposed to evaluate the 

transcriptomic signature of the window of implantation (WOI) (Herington et al. 2016 ; A. Schmidt et al. 
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2005). It was initially developed as a diagnostic tool for endoplasmic reticulum stress (Hamamura, Liu et 

Yokota 2008). This technology has made it possible to demonstrate that the WOI was displaced in 25% of 

RIF patients (Ruiz-Alonso et al. 2013). A personalized embryo transfer to improve reproductive 

performance can be obtained with this method (Campesato et al. 2020). Although this technology increases 

the implantation rate in some patients due to a better understanding of the WOI, other factors have a 

considerable impact on the success of the embryo implantation and its clinical usefulness remains to be 

proven. 

 

The data in the literature indicates that a pro-inflammatory environment is often found in women 

who have had RIF (Liang et al. 2015). This pro-inflammatory state present in the endometrium may cause 

a decline in endometrium receptivity and thus explain the inability of the embryo to implant. Besides, a 

study showed that the presence of Treg cells increases pregnancy rates in RIF patients (Ahmadi et al. 2017). 

Our results showed that Treg cells were significantly reduced in the RIF group. In addition, Th2 cells, also 

anti-inflammatory, are strongly reduced in the RIF group. An anti-inflammatory state is essential for the 

maintenance of the embryo after implantation (Sykes et al. 2012 ; Tsuda et al. 2019), and a decrease in 

these cells may explain the reduction in receptivity in the RIF group (Ahmadi et al. 2017). 

 

Moreover, hCG/PHA treatment increases induced Treg cells differentiation to make it similar to 

patients in IUI and IVF groups. Induced Tregs have a regulatory capacity similar to natural Treg cells 

(Shevach et Thornton 2014). The treatment therefore promotes anti-inflammatory cell differentiation, 

helping to reduce post-implantation inflammation and maintain embryo growth. 

 

Pro-inflammatory and anti-inflammatory responses both play a role in the success of pregnancy. A 

study has shown that in the plasma of RIF patients, a large quantity of pro-inflammatory cytokines (IFN-g, 

IL-6, IL-1b), as well as a decrease in TGfb1 can be found (Campesato et al. 2020). In our study we did not 
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observe differences between RIF patients and IUI and IVF groups in the differentiation of Th17 cells, whose 

cytokines IL-6 and IL-1b promote differentiation and Th1 cells, wich produce IFN-g . On the other hand, 

we observed a substantial decrease in Treg cells in RIF patients than the other groups. This decrease could 

be explained by the TGFb levels found in RIF patients.  

 

In most immunomodulation protocols for RIF patients' treatment, PBMC cells used are either 

unstimulated or stimulated with hCG (Okitsu et al. 2011 ; Yoshioka et al. 2006b). The quantity of cells used 

ranges from 1 to 2 x107 cells (Yoshioka et al. 2006b). Our approach was to use PBMC cells activated by 

PHA and hCG treatment with a lower number of cells, of the order of 1x106 cells. We observed that 

activating PBMC by this protocol not only induced the T cell subpopulation associated with an anti-

inflammatory activity but without effect on pro-inflammatory cells.   

 

Immunomodulation using PBMCs has been shown to increase the live birth rate in RIF patients 

(Yoshioka et al. 2006b ; D. N. Yang et al. 2020). On the other hand, in patients considered non-RIF, this 

treatment does not seem to increase the pregnancy success rate (Okitsu et al. 2011 ; S. Li et al. 2017). In 

this study, we observed that treatment with PBMCs did not increase clinical pregnancy rate in IUI and IVF 

groups (Table 1S and 2S). Sample sizes of our studied populations are too small to draw any conclusions 

in that regard. 

 

An increase of IL-9 in the supernatant of PHA/hCG-stimulated PBMC in the RIF group suggests a 

potential role of this interleukin in successful implantation. The primary source of IL-9 is Th9 lymphocytes, 

which is differentiated in the presence of TGFb and IL-4 (Goswami et Kaplan 2011). Although the Th9 

subpopulation was not analyzed in our study, their increase seems logical since we observe a rise in TGFb 

(Treg) and IL-4 (Th2) producing cells after PHA/hCG stimulation.  Moreover, Th9 and Th2 cells have a 

similar requirement for several transcription factors, including STAT6, GATA3 and IRF4 (Jabeen et al. 
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2013).  IL-9 is a major cytokine at the mouse fetal-maternal interface (Habbeddine et al. 2014) and plays a 

vital role in regulating local inflammatory immune responses and promoting allograft tolerance (Wan et al. 

2020 ; W. Wang et al. 2020).  Another possible function of IL-9 in the implantation process can be 

associated with their capacity to induce the stimulation of CCL20 production (Habbeddine et al. 2014).  In 

pig model, it was demonstrated that activation of CCL20 and its receptor CCR6 promotes endometrium 

preparation for implantation (Park et al. 2019).  Another important role of  CCL20 is their involvement in 

the recruitment of decidual immune cell subtypes such as dendritic cells and Treg from peripheral tissues 

(M. R. Du, Wang et Li 2014).   

 

Depending on the studied populations (IUI, IVF or RIF), this study have demonstrated significant 

differences in PBMC profiles, before and after in vitro activation, both at the levels of cell differentiation 

and cytokine production, that could help to understand how endometrium immunomodulation by hCG-

activated PBMC helps patients with unexplained RIF to reach implantation. The immunomodulation of the 

endometrium by PBMCs can be used as an immunological therapeutic approach in addition to the other 

therapies already used (H. Fujiwara et al. 2016). Also, the use of PBMC in these treatments should not lead 

to an over activation of the uterine immune profile at the risk of becoming harmful for the success of 

pregnancy. (Ledee et al. 2017). This is why the use of a cell stimulation protocol promoting an anti-

inflammatory profile is necessary when the patient has a pro-inflammatory profile. Determining the uterine 

inflammatory profile would make it possible to apply treatments that are appropriate to the needs of each 

patient.  
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Figure 1: Proportions of lymphocyte subpopulations a) Th1, b) Th2, c) Th17, d) Th22, e) Treg before and 

after 48h of hCG/PHA activation in our groups of women with reproductive difficulties. Mann-Whitney : 

p <0.05 (*), p <0.0001 (****), n =157. 
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Figure 2: Proportions of lymphocyte subpopulations (A) Th1, (B) Th2, (C) Th17, (D) Th22, (E) Treg 

circulant in our patients groups of women with reproductive difficulties. Mann-Whitney: p <0.05 (*), p 

<0.0001 (****), n = 66: intrauterine insemination (IUI); n = 61: in vitro fertilization (IVF); n=30: recurrent 

implant failure (RIF). 
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Figure 3: Proportions of lymphocyte subpopulations (A) Th1, (B) Th2, (C) Th17, (D) Th22, (E) Treg after 

hCG and PHA treatment in our groups of women with reproductive difficulties. Mann-Whitney: p <0.05 

(*), p <0.0001 (****), n = 66: intrauterine insemination (IUI); n = 61: in vitro fertilization (IVF); n=30: 

recurrent implant failure (RIF). 
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Figure 4: PHA / hCG-treated PBMC induces an increase of CD4 T cells cytokines. The amount 

of (A) IL-2 secreted, (B) IL-6 secreted, (C) IFN- γ secreted, (D) IL-17a secreted, (E) IL-17f 

secreted, (F) IL-21 secreted, (G) IL-22 secreted, (H) IL-9 secreted (I) IL-5secreted, (J) IL-4 

secreted, (K) IL-10 secreted (L) IL-13 secreted by PBMC treated with PHA / hCG for 48 hours in 

IUI group, IVF group and RIF group. Mann-Whitney: p <0.05 (*), p <0.0001 (****), n = 66 for 

Intrauterine Insemination (IUI); n = 61 for In vitro Fertilization (IVF); n=30 for Recurrent 

Implantation Failure (RIF), n=17 for Control group. 
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Figure 5: Plot of individuals of the multiple factor analysis (MFA) applied on T cells subsets at (A) before 

hCG/PHA treatment and (B) after hCG/PHA treatment. IUI patients, RIF patients and IVF patients are 

represented respectively by the circle, triangle and square. (C) Spearman correlation coefficients of T cells 

subsets and T cells cytokines at J2. Representation of correlation clusters of T cells subsets and T cells 

cytokines at day 2. 
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Table 1 
Characteristics and clinical outcomes of IUI patients peripheral blood mononuclear cells 
(PBMC)-treated and non-treated groups. 

 
 
 
 
 
 

 PBMC-treated Non-treated 
 

 
I. Characteristics of the patients    
   N 30 36  
   Age 33.3 ± 4.4 32.8 ± 4.2 n.s. 
   No. of previous IUI attempts 1.78 ± 1.37 2.3 ± 1.46 n.s. 
II. Clinical outcome          
   Clinical pregnancy rate 13.3% (4/30) 5.6% (2/36) n.s. 
   Implantation rate 6.7 (2/30) 2.8% (1/36) n.s. 
   Live birth delivery rate 6.7 (2/30) 2.8% (1/36) n.s. 
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Table 1S 
Characteristics and clinical outcomes of IUI patients treated or non-treated with peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC). 

n.s. ; non significatif.  
 
 
 
 
Table 2S 
Characteristics and clinical outcomes of IVF patients treated or non-treated with peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC). 
 

n.s. ; non significatif.  
 
 
 
Table 3S 
Characteristics and clinical outcomes of RIF patients in the peripheral blood mononuclear 
cells (PBMC)-treated group. 
 

 
 
 

 PBMC-treated Non-treated 
 

 
I. Characteristics of the patients    
   N 30 36  
   Age 33.3 ± 4.4 32.8 ± 4.2 n.s. 
   No. of previous IUI attempts 1.78 ± 1.37 2.3 ± 1.46 n.s. 
II. Clinical outcome          
   Clinical pregnancy rate 13.3% (4/30) 5.6% (2/36) n.s. 
   Implantation rate 6.7 (2/30) 2.8% (1/36) n.s. 
   Live birth delivery rate 6.7 (2/30) 2.8% (1/36) n.s. 

 PBMC treated Non-treated 
 

 
I. Characteristics of the patients    
   N 28 33  
   Age 33.3 ± 3.6 32,1 ± 5.0 n.s. 
   IVF–embryo transfer previous attempts  0.57 ± 0.74 0.68 ± 0.74 n.s. 
   No. of embryo transferred 1.07 ± 0.262 1.03 ± 0.17 n.s. 
II. Clinical outcome          
   Clinical pregnancy rate 35.7% (10/28) 51.5% (17/33) n.s. 
   Implantation rate 32.1 (9/28) 51.5% (17/33) n.s. 
   Live birth delivery rate 23.3% (6/26) 46.9% (15/32) n.s. 

 PBMC treated 
I. Characteristics of the patients  
   N 30 

    Age 33.8 ± 4.2 
   IVF–embryo transfer previous attempts  3.93 ± 2.71 
   No. of embryo transferred 1.07 ± 0.254 
II. Clinical outcome        
   Clinical pregnancy rate 23.3% (7/30) 
   Implantation rate 23.3 (7/30) 
   Live birth delivery rate 3.3% (1/30) 
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Les lymphocytes T CD4+ jouent un rôle majeur dans la mise en place de la réponse 

immunitaire adaptative et participent à l’activation des cellules de la réponse immunitaire innée 

(Luckheeram et al. 2012). En effet, ces cellules sont capables de secréter un large panel de 

cytokines permettant, entre autres, d’aider les cellules B à sécréter des anticorps, de soutenir 

l’activation des cellules T CD8+, d’inciter les macrophages à développer une capacité microbicide 

efficace et permettre aux granulocytes (neutrophiles, éosinophiles et basophiles) de migrer 

jusqu’aux sites d’infections (Zhu et Paul 2008). Pour remplir efficacement ces différentes 

fonctions, les cellules T CD4+ se différencient, sous la pression du microenvironnement, en 

plusieurs sous-types distincts ayant des activités pro-inflammatoires, telles que les cellules Th1 

ou les Th17, ou anti-inflammatoires comme les cellules Th2 ou les Treg (Zhu, Yamane et Paul 

2010 ; Luckheeram et al. 2012). Cependant, une activation anormale des différentes sous 

populations de T CD4+ peut engendrer le développement de pathologies (J. H. Kim, Kim et Lee 

2020 ; Wilke et al. 2011). Par exemple, plusieurs pathologies auto-immunes, comme la sclérose 

en plaques et la polyarthrite rhumatoïde, présentent une activation anormale des cellules Th1 et 

Th17, qui participe à l’inflammation tissulaire (Dardalhon et al. 2008). Aussi, la prolifération 

incontrôlée des cellules Th2 a été associée au développement de maladies inflammatoires 

allergiques (Deo et al. 2010). Enfin, dans certains types de cancers, comme les cancers 

colorectaux, on retrouve une augmentation des cellules Treg qui induit la suppression de la 

réponse anti-tumorale (Fridman et al. 2012). Les cellules T CD4 sont également impliquées dans 

plusieurs processus biologiques, comme le phénomène d’implantation embryonnaire, où une 

différenciation majoritairement orientée vers les phénotypes Th1 et Th17 peut conduire à l’échec 

de ce processus (Dekel et al. 2010 ; Franasiak et Scott 2017 ; Sykes et al. 2012). Plusieurs 

causes peuvent expliquer une perturbation de la différenciation des cellules T CD4. Par exemple, 

la composition en cytokines du micro-environnement peut être modifiée, facilitant ainsi la 

différenciation anormale des cellules T CD4 (Chaudhary et Elkord 2016 ; T. Liu et al. 2012). Plus 

récemment, il a été montré que des molécules extérieures à l’organisme, comme les 

xénobiotiques, peuvent également perturber cette différenciation cellulaire (Apetoh et al. 2010 ; 

J. D. Mezrich et al. 2010 ; Quintana et al. 2008). 

Dans ce projet de recherche, nous avons voulu mettre en lumière certains aspects de la 

différenciation des cellules T CD4 sur des sujets peu documentés dans la littérature. L’évolution 

de ce projet nous a amenés à nous intéresser à deux sujets différents, mais fondamentalement 

liés par la différenciation des cellules T CD4. Dans la première partie de cette discussion, nous 

aborderons, en relation avec le premier article, l’impact d’une exposition occupationnelle aux 

xénobiotiques sur la différenciation des cellules T CD4. La seconde partie de la discussion, quant 
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à elle, sera consacrée au rôle des sous-types de cellules T CD4 dans les immonumodulations de 

l’endomètre, utilisés comme traitement chez des patientes en échec répétés d’implantation. 

Partie 1 : Les ligands du AhR peuvent impacter la différenciation des lymphocytes 
T CD4+ dans un contexte occupationnel chez des pompiers. 

 

Au cours des premières années de cette thèse, nous nous sommes intéressés à la relation 

entre la différenciation des lymphocytes T CD4+ et l’activation du AhR à la suite d’une exposition 

à des xénobiotiques. Dans un premier temps, nous avons déterminé quels étaient les groupes 

d’individus pouvant être les plus fortement exposés à des ligands du AhR dans un contexte 

occupationnel. Aujourd’hui, plusieurs corps de métiers sont en contact avec des xénobiotiques 

durant leur vie, comme les personnes travaillant dans l’industrie, l’agriculture ou encore les 

pompiers (X. Huang et al. 2016 ; Brandt-Rauf et al. 1988 ; Bin et al. 2008). Tout d’abord, il est 

vrai que les personnes travaillant dans l’industrie peuvent être exposées de manière continue aux 

xénobiotiques (Rota et al. 2014). Cependant, le développement de l’automatisation dans ce 

secteur et la diminution du temps de carrière passé dans les mêmes usines ont fortement réduit 

les risques d’exposition aux xénobiotiques (Pollack 2012). C’est pourquoi les personnes 

travaillant dans ce secteur d’activité au Canada ne représentent pas un bon modèle d’étude. En 

ce qui concerne les agriculteurs, certaines études ont montré un lien entre l’exposition aux 

pesticides, comme le prochloraz et l’iprodione, et une activation du AhR (Larsson et al. 2018 ; 

Long et al. 2003). Nonobstant, chaque agriculteur ayant des utilisations différentes de pesticides, 

l’exposition aux xénobiotiques ne serait pas uniforme. Cela aurait donc induit un biais trop 

important sur l’activation du AhR pour notre étude sachant que nous souhaitons regarder son 

activation globale. En revanche, le nombre de pompiers et la durée passée dans cette profession 

sont restés relativement les mêmes au cours du dernier siècle, contrairement à l’industrie et au 

secteur de l’agriculture. De plus, les interventions sont effectuées par l’ensemble des pompiers 

qui composent la caserne, nous permettant d’avoir une cohorte de personnes exposée de 

manière plus homogène aux xénobiotiques. Enfin, la grande majorité des ligands du AhR sont 

issus de la combustion incomplète de matière organique, principalement rencontrée lors des 

incendies (Stejskalova, Dvorak et Pavek 2011). Les pompiers représentent donc le groupe 

d’exposition occupationnel aux xénobiotiques idéal pour cette étude. Les voies d’expositions chez 

les pompiers sont principalement cutanées et pulmonaires (Keir et al. 2017 ; Brandt-Rauf et al. 

1988). En effet, malgré l’utilisation d’équipements de protections lors des interventions, c’est 

notamment au niveau du cou (entre le casque et la tenue de sécurité) et lors du nettoyage des 

équipements personnels que les pompiers peuvent se contaminer (Fent et al. 2017). De plus, en 
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l’absence de fumée les équipements de protections respiratoires sont peu utilisés, engendrant 

ainsi une forte exposition aux xénobiotiques (Brandt-Rauf et al. 1988). 

Plusieurs effets sur la santé peuvent être observés suivant qu’il s’agisse d’une exposition 

courte ou prolongée à des xénobiotiques, les ligands du AhR (Franczak et al. 2006). En effet, une 

exposition de courte durée à ces ligands peut entrainer des problèmes pulmonaires chez des 

asthmatiques, ou encore des thromboses chez des personnes atteintes de pathologie cardiaque 

(Chiba, Chihara et Furue 2012 ; Yi et al. 2018). L’exposition prolongée aux HAP et HAH provoque 

plusieurs effets chroniques sur la santé. Les HAP peuvent provoquer des troubles de l’immunité, 

le déclenchement ou l’aggravation de l’asthme, ainsi qu’une augmentation du risque cardio-

pulmonaire (Zaccaria et McClure 2013 ; B. Liu et Jia 2016 ; Karimi et al. 2015 ; Alshaarawy, Elbaz 

et Andrew 2016). Enfin, une exposition prolongée aux HAP peut aussi engendrer de troubles de 

la reproduction, des accouchements prématurés, ainsi qu’un retard de développement fœtal et 

une perturbation endocrinienne (Humans 2010b ; Perera et al. 2005 ; Y. Zhang et al. 2016). 

Plusieurs études menées sur des pompiers ont montré qu’ils étaient plus à risque de développer 

des maladies inflammatoires chroniques, des cancers et des pathologies génétiques héréditaires 

(Olshan, Teschke et Baird 1990 ; Guidotti 1993 ; LeMasters et al. 2006). L’exposition à des 

toxiques lors de la lutte contre les incendies a été jugée comme potentiellement cancérigène par 

le centre international de recherche sur le cancer (CIRC) (Humans 2010a). C’est pourquoi le rôle 

de l’activation du AhR dans le développement de ces pathologies a particulièrement été étudié 

ces dernières années (Moennikes et al. 2004 ; Barouki, Coumoul et Fernandez-Salguero 2007 ; 

Andersson et al. 2002). 

Le AhR est considéré comme un facteur de transcription latent en raison de son activation 

par des ligands majoritairement exogènes (Rothhammer et Quintana 2019). Il est exprimé de 

façon similaire ou supérieur aux cellules hépatiques dans de nombreux types de cellules 

immunitaires, notamment dans les lymphocytes T CD4+ (Frericks, Meissner et Esser 2007). En 

outre, l’observation de tels niveaux d’expressions dans les cellules immunitaires suggère que le 

AhR jouerait un rôle dans l’immunité (N. Collins et al. 2016 ; Carambia et Herkel 2010). En effet, 

on peut observer des expressions variables du AhR au sein même des différentes sous 

populations de lymphocytes T CD4+. Il a été montré que les cellules Th17, Th22 et Treg expriment 

fortement le AhR, alors que les cellules Th1 ou Th2 n’ont pas ou peu d’expression (Stockinger et 

al. 2014 ; Hanieh 2014). Nous avons pu valider ces résultats en étudiant l’expression du AhR 

dans les cellules Th1, Th2, Th17, Th22 et Treg (Annexe 1). Enfin, la présence de séquences 

XRE et DRE dans les régions promotrices de gènes régulant la réponse immunitaire soutient 

l’importance de ce récepteur dans les différents processus immunologiques (Sun et al. 2004).  
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Dans notre étude, nous avons montré que la différenciation des cellules T CD4+ peut être 

modulée chez des pompiers exposés à des polluants environnementaux. Ce qui corrèle avec 

plusieurs études chez la souris ayant démontré que l’exposition à des ligands du AhR module la 

différenciation des lymphocytes T CD4+ (Boule, Winans et Lawrence 2014 ; Quintana et al. 2008). 

En particulier, nos résultats montrent chez notre cohorte de pompiers une augmentation du 

nombre de cellules Th17, Th22 et Treg par rapport au groupe témoin. En outre, ces cellules sont 

les sous-populations de lymphocytes T CD4+ exprimant le plus fortement le AhR. En revanche, 

nous n’avons pas observé de modulation du nombre de cellules Th1 et Th2, exprimant peu ou 

pas le AhR. Il faut noter qu’aucune étude n’a encore montré que la présence ou l’activation du 

AhR pouvait inhiber ou non la différenciation des cellules Th1 et Th2.  

Les cellules Th17 et Treg contribuent grande au maintien de l’homéostasie immunitaire 

(Eisenstein et Williams 2009). D’un point de vue pathologique, les cellules Th17 contribuent 

fortement au développement des maladies auto-immunes (Tabarkiewicz et al. 2015), alors que 

les cellules Treg favorisent la progression tumorale (Chaudhary et Elkord 2016). Plusieurs études 

ont montré qu’il existait un équilibre entre les cellules Th17 et Treg permettant d’éviter le 

développement de pathologies auto-immunes ou de cancers (G. R. Lee 2018), pathologies que 

les pompiers peuvent développer au cours de leur carrière (Soteriades et al. 2019). Nous avons 

donc souhaité évaluer la corrélation de ces deux sous populations entre nos deux groupes de 

pompiers, ayant moins de 10 ans et plus de 20 ans d’expérience. Nous avons observé une 

corrélation positive entre les Treg et les Th17 chez les pompiers avec moins de 10 ans 

d’expérience. En revanche, cette corrélation n’était plus présente chez les pompiers avec plus de 

20 ans d’expérience qui avaient une plus forte augmentation des cellules Th17 par rapport aux 

Treg. Ce débalancement cellulaire peut favoriser le développement de maladies auto-immunes 

(G. R. Lee 2018). 

La différenciation des cellules T CD4+ nécessite la présence de cytokines spécifiques 

(Luckheeram et al. 2012). Dans plusieurs pathologies inflammatoires auto-immunes, comme le 

psoriasis, on retrouve un environnement riche en IL-21 et IL-23 permettant de maintenir la 

prolifération des cellules Th17 (Fitch et al. 2007 ; Y. Wang et al. 2016). À l’inverse, dans plusieurs 

cas de cancer, comme par exemple le cancer du pancréas, on peut retrouver une forte production 

de TGF-b favorisant la conversion des cellules T CD4+ en cellules Treg (Moo-Young et al. 2009). 

De ce fait, la composition du microenvironnement riche en cytokines favorisant la différenciation 

des cellules Th17 et Treg pourrait expliquer la prévalence des pompiers à développer ce type de 

pathologies. C’est pourquoi nous avons étudié la composition en cytokines retrouvée dans les 
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sérums de nos pompiers. Nos résultats ont montré qu’une plus grande quantité de cytokines 

favorisant la différenciation des cellules Th17 et Treg, comme l’IL-2, l’IL-21, l’IL-23 et le TGF-b, 

est retrouvée dans les sérums de pompiers en comparaison au groupe témoin. En revanche, on 

n’observe aucune différence significative entre les niveaux de cytokines retrouvés chez les 

pompiers avec moins de 10 ans et plus de 20 ans d’expérience. Le débalancement entre les 

cellules Th17 et Treg observé précédemment ne semble pas être expliqué par des niveaux 

croissants de cytokines chez les pompiers. Néanmoins, la capacité du AhR à induire l’expression 

de cytokines, telles que l’IL-2, l’IL-21, l’IL-23 et TGF-b reste encore peu étudié. Cependant, une 

étude a montré que les habitants particulièrement touchés par une exposition aux xénobiotiques 

durant la guerre du Vietnam présentaient une augmentation des niveaux de dioxine, ainsi qu’une 

augmentation d’expression du AhR et des cytokines pro-inflammatoires IL-1b, TNF-a, IL-6 et IL-

22 (C. H. Nguyen et al. 2017).  

D’autre part, il a été démontré que le AhR peut agir sur la différenciation des cellules Th17 

et Treg en agissant dans la cascade d’activation de ces cellules. Par exemple, il a été montré 

dans un modèle de cellules épithéliales prostatiques humaines BPH-1 que l’expression de TGF-

b diminuait l’expression et la translocation au noyau du AhR (Starsichova et al. 2012). De plus, 

une étude récente a montré dans des cellules embryonnaires humaines (911) que le TGF-b était 

capable de dissocier le complexe AhR-ARNT, inhibant ainsi l’expression de gènes métabolisant 

les xénobiotiques, comme CYP1A1 (Nakano et al. 2020). En revanche, on observe une 

diminution d’expression du TGF-b après l’activation du AhR dans des cellules du cancer du 

cerveau Sonic hedgehog (SHH) (Saric et al. 2020). Le lien entre l’expression de TGF-b et AhR 

reste encore incompris et semble beaucoup dépendre du type cellulaire. Pour d’autres cytokines, 

comme l’IL-1b qui intervient dans la différenciation des cellules Th17, il a été montré que 

l’exposition, dose dépendante, au TCDD stimulait l’expression du gène de l’IL-1b et une 

augmentation des taux de la pro-IL-1b dans des kératinocytes différenciés humains (Henley et 

al. 2004). Cependant, dans nos résultats, les niveaux d’IL-1b étaient similaires entre les groupes 

témoins et les pompiers, suggérant que dans notre étude l’exposition aux xénobiotiques n’avait 

pas d’effet sur l’expression de l’IL-1b. 

Ainsi, afin d’identifier le lien entre l’activation du AhR et la différenciation des lymphocytes 

T CD4, nous avons mesuré les niveaux de ligands du AhR retrouvés dans les sérums de pompier. 

La plupart des ligands exogènes du AhR sont des composés hydrophobes, comme le TCDD et 

le BAP, alors que les ligands endogènes ont des caractéristiques plutôt hydrophiles, comme la 

kynurenine et la bilirubine, nous permettant facilement d’identifier la prévalence de ces deux 

groupes de ligands dans les sérums (Larsson et al. 2018 ; Heath-Pagliuso et al. 1998). Nous 
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avons ainsi démontré que les pompiers avaient dans leurs sérums une augmentation de la 

quantité de ligands du AhR par rapport au groupe témoin. De plus, après avoir purifié les ligands 

exogènes du AhR à l’aide d’une colonne hydrophobe, nous observons également une 

augmentation de l’activation du AhR chez les pompiers. En revanche, contrairement à quoi nous 

aurions pu nous attendre, il n’y a pas de différence de niveaux d’activation du AhR par les ligands 

entre nos pompiers avec moins de 10 ans et plus de 20 ans d’expérience. Nous savons que les 

temps de demi-vie des ligands du AhR dans l’organisme sont extrêmement variables et d’autant 

plus entre les espèces. Par exemple, le TCDD a un temps de demi-vie chez la souris d’environ 

15 jours contre plus de 2500 jours chez l’homme (Miniero et al. 2001). D’autres hydrocarbures 

halogénés comme les PCB peuvent avoir des temps de demi-vie supérieurs à 10 ans (Ritter et 

al. 2011). En revanche, la plupart des hydrocarbures polycycliques, comme le BaP, sont éliminés 

rapidement chez l’humain. En effet, on retrouve généralement un temps de demi-vie pour le BaP 

d’environ 48 h dans l’organisme (Madeen et al. 2015). Durant cette étude nous n’avons pas pu 

répertorier la date de la dernière intervention réalisée par les pompiers. Cette information nous 

aurait permis d’évaluer si les ligands retrouvés dans le sérum sont des ligands avec une demi-

vie courte comme le Bap ou bien avec une demi-vie longue comme le TCDD.  

Dans cette étude nous nous sommes concentrés sur la différenciation des cellules T CD4+ 

en réponse à une activation du AhR. En effet, il a été démontré que des ligands du AhR comme 

le FICZ et le TCDD pouvaient moduler la différenciation des cellules T chez la souris (Duarte et 

al. 2013). C’est pourquoi nous avons également traité in vitro des cellules T CD4+ humaines avec 

du BaP, de la kynurenine et de l’indirubine, des ligands du AhR, afin d’observer leurs effets sur 

la différenciation de ces cellules (Tajima et al. 2020 ; J. D. Mezrich et al. 2010 ; Y. H. Lin et al. 

2019). Nos résultats ont montré que le traitement des cellules T CD4+ avec du BaP permettait de 

favoriser leur différenciation vers le phénotype Treg, alors que le traitement avec la kynurenine 

favorisait le phénotype Th17. Ces résultats indiquent que comme chez la souris, la nature du 

ligand du AhR permet de moduler différemment la différenciation des cellules T CD4. Mais, une 

autre explication a été suggérée par l’équipe du Pr Kerkvliet pour expliquer la variabilité des effets 

pro et anti-inflammatoires des ligands du AhR. En effet, leurs résultats montrent que l’exposition 

à des ligands de courte durée de vie, comme le FICZ, induit une différenciation vers le phénotype 

pro inflammatoire Th17, alors que les ligands avec une durée de vie plus longue, comme le 

TCDD, favorisent la différenciation du phénotype anti-inflammatoire Treg (Ehrlich et al. 2018). En 

revanche l’administration de FICZ à une dose permettant d’obtenir une expression de Cyp1a1 

équivalente au TCDD a également permis de différencier les cellules T CD4+ vers le phénotype 

Treg (Ehrlich et al. 2018). La durée d’exposition des ligands peut donc également influencer l’effet 

de l’activation du AhR sur la différenciation des cellules T CD4+. 
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D’autre part, afin de mieux comprendre l’implication du AhR dans le processus de 

différenciation des cellules T CD4+, il serait idéal de réaliser une étude mécanistique sur les voies 

d’activation qui participent à la différenciation des cellules T CD4+ en présence de ligands du 

AhR. Comme nous l’avons vu dans l’introduction, la présence de cytokines dans le 

microenvironnement permet la mise en place d’une cascade d’activation, faisant intervenir des 

facteurs de transcription et des protéines STAT spécifiques à la différenciation de chaque sous-

population de cellules T CD4+ (Zhu, Yamane et Paul 2010). Il a été montré dans plusieurs études 

chez des modèles murins que l’action du AhR dans la différenciation des cellules T CD4+ passait 

notamment par une interaction avec les protéines STAT (Duarte et al. 2013). Par exemple, la 

culture de cellules T CD4+ en présence de FICZ augmente la phosphorylation de STAT3, un 

facteur de transcription permettant la différenciation vers le phénotype Th17 (Duarte et al. 2013). 

De plus, ils démontrent également que les naphthoflavone, des ligands synthétiques du AhR 

dérivés du flavone, augmentent la phosphorylation de STAT5, le facteur de transcription 

participant à la différenciation des cellules Treg (X. Liu et al. 2017). En outre, il a été montré que 

le AhR pouvait se lier directement aux protéines STAT1 et STAT5 pour moduler leur expression 

(Kimura et al. 2008). En effet, on observe une régulation à la baisse de ces protéines, permettant 

de favoriser la différenciation des cellules Th17 en inhibant le phénotype Th1 (Kimura et al. 2008). 

Enfin, une activation du AhR par le BaP permet à celui-ci de moduler l’expression de SOCS3, un 

régulateur des protéines STAT retrouvé dans le contrôle de la réponse inflammatoire (Tsai et al. 

2020). D’autre part, il a été montré que l’activation du AhR en présence de TCDD permet 

d’augmenter l’expression d’ARNm du TGF-b dans les cellules T CD4+ (Stevens, Mezrich et 

Bradfield 2009). Ainsi, l’étude des états de phosphorylation des protéines STAT, participant à la 

différenciation des cellules T CD4+, ainsi que la synthèse d’ARNm et les niveaux protéiques des 

facteurs de transcription permettrait de mieux comprendre le rôle des ligands du AhR dans cette 

différenciation et pourrait expliquer certains de nos résultats.  

Pour étudier cela, nous souhaitons mettre en place une lignée cellulaire exprimant le AhR. 

Comme nous l’avons vu dans le paragraphe précédent, la plupart des études réalisées sur les 

mécanismes du AhR dans la différenciation des cellules T CD4+ a été réalisé chez la souris. 

Cependant, il existe des différences entre les sous-populations T CD4+ humaines ou murines. 

Par exemple, on retrouve une expression de RORyt dans la différenciation des cellules Th17 

humaines, ce qui n’est pas le cas chez la souris (Mestas et Hughes 2004). On retrouve également 

des différences dans les cytokines produites, par exemple l’IL-10 est produite uniquement par les 

cellules Th2 chez la souris, alors que chez l’humain les cellules Th1 peuvent également produire 

cette cytokine (Mestas et Hughes 2004). Il est donc indispensable d’étudier ces mécanismes 

dans des cellules humaines. Pour ce faire, plusieurs méthodes peuvent être envisagées. Par 
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exemple, utiliser des cellules T CD4+ humaines purifiées du sang périphérique, cependant il 

existe une trop grande variabilité entre les individus qui ne nous permettrait pas d’obtenir des 

résultats suffisamment reproductibles. C’est pourquoi nous pourrions utiliser une lignée de 

lymphocytes T CD4, comme les cellules Jurkat. Cette lignée cellulaire est souvent utilisée pour 

étudier les voies d’activation dans les lymphocytes T CD4+  et est très bien connue au sein de 

notre laboratoire (Gillis, Scheid et Watson 1980 ; Ito et al. 2004). Néanmoins, plusieurs études 

ont rapporté que l’utilisation de cellules Jurkat pour étudier les mécanismes de différenciation des 

cellules T CD4+ présente plusieurs obstacles. En effet, les cellules Jurkat sont issues d’une 

leucémie lymphoblastique aiguë à cellules T causée par un défaut de maturation de ces cellules 

(Weiss, Wiskocil et Stobo 1984). Ce défaut de maturation serait en partie imputé à une mutation 

de TAL1, un régulateur de l’hématopoïèse (Palii et al. 2011). Néanmoins, une étude a montré 

que l’expression ectopique de miR-146a permettait de rétablir partiellement l’activation des 

cellules Jurkat (Saki et al. 2014). Aussi, une étude a démontré qu’il était possible d’induire une 

différenciation des cellules Jurkat vers un phénotype Treg par un traitement au calcitriol, la forme 

active de la vitamine D (Q. Zhou et al. 2017). D’autre part, ces lignées cellulaires sont issues de 

cellules T CD4+ peu différenciées, comme les cellules T CD4+ naïves où on ne retrouve pas ou 

peu d’expression du AhR (Hayashi et al. 1995 ; Rohlman et al. 2012 ; Gasch et al. 2014). Il a été 

montré que la durée nécessaire au conditionnement des cellules T CD4+ pour leur différenciation 

est bien souvent de 5 à 7 jours. C’est pourquoi une expression stable du AhR plutôt que transitoire 

constituerait un plus grand avantage dans cette étude. Dans notre laboratoire nous avons donc 

commencé à générer une lignée stable de cellules Jurkat exprimant AhR à l’aide d’une 

construction lentivirale. Cependant, nous n’avons à ce jour aucun clone utilisable pour de futures 

expériences. 

Ainsi, nous avons démontré que les pompiers présentaient une plus grande quantité de 

ligands exogènes du AhR ainsi qu’une plus forte expression en Th17 et Treg. Celle-ci pouvant 

démontrer une corrélation entre le rôle du Ahr et la différenciation des lymphocytes T CD4+ dans 

un contexte occupationnel. Comme nous l’avons vu précédemment, une exposition aux ligands 

exogènes du AhR peut avoir une multitude d’effets néfastes sur l’organisme, qu’il s’agisse d’effet 

propre à leur nature moléculaire ou à leurs capacités à moduler l’immunité. D’un autre côté, 

différentes études ont démontré chez des souris que l’absence d’expression du AhR conduit au 

développement de nombreuses anomalies développementales et fonctionnelles (J. V. Schmidt et 

al. 1996 ; Lahvis et al. 2000). Les chercheurs ont conclu à partir de ces résultats que la 

suppression d’activation du AhR par un ou plusieurs ligands endogènes du AhR pouvait expliquer 

les altérations fonctionnelles observées chez les souris knock-out AhR. Récemment, plusieurs 

études ont démontré l’existence de ligands endogènes du AhR, mais l’identité de la majorité de 
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ces composés ainsi que leurs rôles spécifiques et conséquences physiologiques dans l’activation 

du AhR reste à confirmer (Denison et Nagy 2003 ; Oberg et al. 2005 ; Lamas, Natividad et Sokol 

2018). 

Chez les grands brûlés, nous pouvons retrouver un état pathologique propice à la 

production de ligands endogènes. En effet, les brûlures sévères engendrent la destruction des 

tissus entrainant une importante libération de molécules dans l’organisme générant des réponses 

immunologiques aberrantes (Kravitz 1993). On retrouve chez les grands brûlés une réponse 

immunitaire en deux phases : dans un premier temps une phase pro-inflammatoire pendant les 

7 à 10 premiers jours et puis une phase anti-inflammatoire qui peut durer jusqu'à deux semaines, 

voire plus dans certains cas (O'Sullivan et O'Connor 1997 ; Mannick, Rodrick et Lederer 2001). 

Plusieurs études, chez les grands brûlés, ont observé des modifications chez les populations de 

cellules Th1 et Th2 (Alexander, Chaudry et Schwacha 2002 ; Duan et al. 2008 ; Pileri et al. 2008). 

En effet, on retrouve dans les premiers jours suivant la brûlure une  forte production de cytokines 

pro-inflammatoires, tels que l’IL-1, TNF-α, IL-18, IL-6, IL-8 et IL-12 (F. L. Yeh et al. 1999 ; Y. 

Yamada, Endo et Inada 1996 ; Orman et al. 2011). Il a aussi été observé une dérégulation 

métabolique conduisant à une production protéique aberrante (Jeschke 2016). Certaines de ces 

protéines sont issues de l’hypercatabolisme et peuvent être des ligands endogènes du AhR. C’est 

notamment le cas de la bilirubine provenant de l’hémolyse (L. P. Nguyen et Bradfield 2008 ; Bock 

2011). En effet, lors d’une brûlure sévère on observe chez les patients la présence d’une 

hémolyse intravasculaire, augmentant le taux sérique de bilirubine suite au catabolisme de l’hème 

de l’hémoglobine (C. Lawrence et Atac 1992 ; M. Kaplan, Bromiker et Hammerman 2014). Cette 

production de ligands endogènes du AhR pourrait donc avoir un impact sur la régulation des 

cellules T CD4+ chez les grands brûlés. De plus, la brûlure s’accompagne la plupart du temps par 

une exposition à des xénobiotiques, tels que les HAP et HAH. Ces ligands exogènes du AhR 

peuvent également jouer un rôle dans la modulation des cellules T CD4+ comme nous l’avons 

démontré chez les pompiers. 

Dans notre laboratoire, nous avons également réalisé une étude préliminaire sur des 

patients grands brûlés afin de déterminer si l’activation du AhR, par des ligands endogènes ou 

exogènes, peut également jouer un rôle dans la différenciation des lymphocytes T CD4+. Notre 

cohorte ne comprenait que 8 patients c’est pourquoi nous n’avons pas inclus ces résultats dans 

l’article traitant des pompiers (Ricaud et al. 2020).  

Nos premiers résultats ont montré que l’on retrouvait une augmentation de l’activation du 

AhR par les ligands retrouvés dans les sérums des grands brûlés par rapport aux sérums de 

pompiers et des témoins (Annexe 2). D’autre part, nous avons montré que la quantité de ligands 



 162 

exogènes du AhR, séparé à l’aide d’une colonne hydrophobe, était plus basse chez les patients 

grands brûlés que chez les pompiers. Ainsi, l’activation du AhR chez les grands brûlés serait 

majoritairement due à des ligands endogènes produits suite aux brûlures et non à l’exposition à 

des ligands exogènes, suggérant que la modulation du système immunitaire chez les grands 

brûlés se ferait par les ligands endogènes du AhR contrairement aux pompiers. D’autre part, nous 

avons souhaité évaluer les différents sous-types de populations immunitaires sur des biopsies de 

peau de grands brûlés. Cependant, une mauvaise conservation des tissus ne nous a pas permis 

d’avoir de résultats concluants. Afin de mieux comprendre le rôle des ligands endogène du AhR 

sur la modulation du système immunitaire, une nouvelle étude devrait être menée sur une plus 

grande cohorte de patients grands brûlés incluant une prise de sang tous les 2 à 3 jours durant 

14 jours post-brûlure. L’évolution des populations de cellules T CD4+ et la production de cytokines 

pro et anti-inflammatoires dans le sérum des patients pourront être analysées par cytométrie en 

flux comme notre étude sur les pompiers. 

 

Partie 2 : La différenciation des lymphocytes T CD4+ joue un rôle dans 
l’immunomodulation de l’endomètre chez des femmes en échecs répétés 
d’implantation. 

 

Durant la deuxième partie de ce doctorat, nous avons réalisé un partenariat avec la 

clinique de fertilité Fertilys pour étudier le rôle de la différenciation des cellules T CD4+ dans 

l’immunomodulation de l’endomètre dans les échecs répétés d’implantation. L’implantation de 

l’embryon est considérée comme une étape clé de la réussite de la grossesse (Sharma et Kumar 

2012). C’est un processus nécessitant une synchronisation développementale impliquant 

l’interaction du blastocyste éclos avec l’endomètre (Teh, McBain et Rogers 2016). D’un point de 

vue clinique, l’implantation de l’embryon est considérée comme réussie quand le sac gestationnel 

est détecté par échographie et que l’hormone chorionique gonadotrope humaine (hCG) est 

détectable dans le sang (Richardson et al. 2015). En revanche, l’embryon est défini comme étant 

en échec d’implantation quand : i) la production de hCG n’est jamais détectée ou ii) la production 

de hCG est détectable, mais la formation du sac gestationnel n’est pas visible par échographie 

(Coughlan et al. 2014). D’autre part, il est difficile de classer l’échec d’implantation comme un 

évènement pathologique. En effet, pour des femmes fertiles et en bonne santé, une grossesse 

spontanée ne réussit que dans 20 à 40 % des cas au premier essai (Jones et al. 2010). 
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Plusieurs facteurs contribuent à un échec d’implantation : tels que des anomalies 

génétiques ou métaboliques de l’embryon et la baisse de la réceptivité de l’endomètre (Viotti 2020 

; Menezo, Lichtblau et Elder 2013). Pour favoriser la réussite des traitements, comme les 

fécondations in vitro, plusieurs méthodes ont été développées ; par exemple des tests génétiques 

et morphologiques, afin de sélectionner les embryons présentant les plus grandes chances de 

réussites (Xu et al. 2016). En revanche, les causes amenant à une baisse de réceptivité de 

l’endomètre restent dans certains cas inexpliquées (Bashiri, Halper et Orvieto 2018). Les troubles 

immunitaires ont été proposés comme pouvant être une cause expliquant la baisse de cette 

réceptivité (Franasiak et Scott 2017). En effet, l’implantation embryonnaire et le maintien du 

développement fœtal nécessitent un réarrangement de l’immunité maternel (C. G. Walker et al. 

2010). Durant cette période, les cellules immunitaires doivent rester actives pour veiller à la 

défense de l’embryon sans induire de réponse immunologique envers celui-ci (Gobert et Lafaille 

2012 ; Ander, Diamond et Coyne 2019). Il a notamment été montré que la grossesse 

s’accompagne par un changement d’état des cellules T CD4, d’un phénotype Th1 vers le 

phénotype Th2 (Wegmann et al. 1993). En effet, une prédominance du phénotype Th1 est 

souvent observée chez les femmes ayant eu des fausses couches récurrentes (Raghupathy 

1997). Cependant, on ignore encore si le défaut de différenciation des cellules T CD4+ vers le 

phénotype Th2 au début de la grossesse représente le problème principal ou bien s’il s’agit d’un 

effet secondaire qui est le résultat d’autres facteurs inexpliqués.  

À ce jour, la modulation de l’immunité afin de créer un environnement favorable à 

l’implantation est au cœur de la recherche en procréation assistée. En effet, il a été montré dans 

plusieurs études que l’utilisation de cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC), 

injectées dans la cavité utérine, permettait d’augmenter les taux de grossesses cliniques chez 

des femmes en échec répété d’implantation (ERI) (Makrigiannakis et al. 2015 ; S. Li et al. 2017 ; 

Yu et al. 2016). Les PBMC sont constituées de plusieurs types cellulaires, comme les 

lymphocytes T, les lymphocytes B, les cellules NK et les monocytes. En outre, les lymphocytes T 

CD4+ représentent près de 45 à 55 % des PBMC, ils sont donc très majoritaires (Kleiveland 2015). 

Comme nous l’avons vu précédemment, la différenciation des lymphocytes T CD4+ vers un 

phénotype Th1 ou Th2 semble être un  des paramètres responsable de la réussite ou l’échec de 

l’implantation de l’embryon (Wegmann et al. 1993 ; Ng et al. 2002). 

C’est pourquoi l’objectif principal de ce second projet de recherche était d’étudier le rôle 

des lymphocytes T CD4+ dans l’immunomodulation de l’endomètre des femmes en échec répété 

d’implantation embryonnaire. Pour cela, nous avons constitué une cohorte de patientes ayant eu 

recourt à la procréation assistée à la clinique Fertilys. Cette cohorte comptabilise 147 patientes, 
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réparties en trois groupes : i) un groupe ayant eu recourt à l’insémination (IUI), ii) un groupe ayant 

eu recourt à la fécondation in vitro avec moins de 3 échecs successifs de transferts d’embryons 

(FIV) et iii) un groupe avec trois échecs successifs ou plus de transfert d’embryons, 

correspondant au groupe d’échec d’implantation répété (ERI). En raison des nombreux résultats 

démontrant l’effet positif d’une immunomodulation de l’endomètre chez des femmes en ERI, 

toutes les femmes en échecs répétés d’implantation de l’endomètre ont reçu le traitement. En 

revanche, nos groupes IUI et FIV ont été traités avec les PBMC ou un placébo.  

Dans un premier temps, nous avons regardé si l’immunomodulation de l’endomètre 

pouvait également augmenter les taux d’implantation et de grossesse clinique chez des femmes 

considérées comme n’étant pas en échecs répétés d’implantation. Nos résultats ont montré que 

le traitement n’avait pas d’effet sur les patientes des groupes IUI et FIV. Cela supporte l’étude 

réalisée par Li et ses collaborateurs, où l’immunomodulation de l’endomètre semble être efficace 

seulement chez les femmes en ERI (S. Li et al. 2017). Un état immunitaire particulier chez des 

patientes ERI pourrait expliquer ce résultat. En effet, des études menées sur les cytokines 

retrouvées dans les sérums de femmes ayant des antécédents d’échecs d’implantation ont 

montré que ces patientes présentent des ratios de cytokines IFN-g/IL-4 et TNF-a/IL-4 supérieurs 

par rapport aux femmes ayant eu une réussite de FIV. Ces résultats indiquent qu’il pourrait avoir 

débalancement en faveur des cytokines pro-inflammatoires de type Th1 (Kalu et al. 2008 ; Liang 

et al. 2015). Pour répondre à cette hypothèse, nous avons étudié les différentes sous populations 

de cellules T CD4+ dans la circulation sanguine de nos différentes patientes avant traitement. Les 

résultats présentés dans le second article montrent que les femmes ERI possèdent moins de 

cellules Th2 et Treg dans leur circulation sanguine que les deux autres groupes IUI et FIV. En 

revanche, les populations de cellules Th1 et Th17 sont identiques entre nos trois groupes. On 

observe donc uniquement un déséquilibre entre les populations de cellules T CD4+ anti-

inflammatoire et pro-inflammatoire chez les patientes ERI. Ces résultats concordent avec le 

débalancement des cytokines pro- et anti-inflammatoires observé chez les femmes ERI dans 

l’étude réalisée par Kalu et ses collaborateurs (Kalu et al. 2008). Il faut savoir que pour maintenir 

l’implantation et le développement de l’embryon, un environnement anti-inflammatoire est 

nécessaire (Granot, Gnainsky et Dekel 2012), celui-ci médié, entre autres, par les cellules Th2 et 

Treg (Krasnow et al. 1996 ; Robertson, Care et Moldenhauer 2018). Ainsi, nos résultats suggèrent 

que le débalancement immunitaire en faveur d’un environnement pro-inflammatoire chez les ERI 

jouerait un rôle dans l’échec d’implantation. Considérant ces résultats et dans le but de mieux 

adapté leur protocole, la clinique de fertilité Fertilys envisage la mise au point d’un modèle prédictif 

pour déterminer quelles patientes seraient plus à risque d’être associé au groupe d’échecs 

d’implantation. Ainsi, en se basant sur les résultats des sous-types de cellules T CD4+ réalisés 
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dans notre laboratoire, ainsi que les informations recueillies auprès des patientes (âge, nombre 

de FIV réalisé, traitements…), la clinique Fertilys pourrait proposer le traitement le mieux adapté 

pour la réussite de la FIV à chaque patiente. 

Dans le procédé d’immunomodulation par utilisation de PBMC nous considérons que les 

cellules immunitaires vont secréter un ensemble de cytokines et autres molécules pour 

augmenter la réceptivité de l’endomètre en créant un environnement favorable à l’implantation. 

Nous avons donc cherché à savoir si la méthode de stimulation des PBMCs pourrait impacter la 

production de cytokines pouvant par conséquent jouer un rôle dans l’immunomodulation de 

l’endomètre. Il faut savoir qu’il existe une variabilité dans les méthodes d’utilisation des PBMC 

dans l’immunomodulation chez des femmes en échecs répétés d’implantation (S. Li et al. 2017 ; 

Madkour et al. 2016 ; Makrigiannakis et al. 2015 ; Yoshioka et al. 2006a ; Yu et al. 2016). Par 

exemple, le protocole de l’équipe du Pr Fujiwara utilise 3x107 cellules de PBMC cultivées 

uniquement en milieu de culture supplémenté avec du sérum humain (Okitsu et al. 2011). Une 

autre étude a montré que les PBMC traités avec l’hCG augmentaient le potentiel d’implantation 

des embryons (Nakayama et al. 2002a). À la suite de cette publication, des études, comme celles 

des équipes des Pr Feng, Pr Fujii et Pr Yeng, ont cultivé des PBMC en présence d’hCG avant de 

les injecter dans la cavité utérine. Dans ces études, la quantité de PBMC utilisée est de l’ordre 

de 1 à 2x107 cellules (S. Li et al. 2017 ; Nakayama et al. 2002a ; Yu et al. 2016). Les résultats de 

ces études ont montré que la culture de PBMC présence ou absence d’hCG permettaient 

d’augmenter le taux d’implantation de façon similaire. Dans notre étude, le protocole de 

stimulation utilise 1x106 cellules, un nombre bien inférieur aux études citées précédemment 

(Nakayama et al. 2002a ; S. Li et al. 2017). Deuxièmement, les cellules PBMC ont été stimulées 

avec de la phytohémagglutinine (PHA), une lectine présente chez les plantes, en plus de la hCG, 

permettant d’obtenir une meilleure activation des cellules T CD4. La PHA est particulièrement 

utilisée dans des traitements contre les virus, pour stimuler l’activation des cellules T CD4+ 

(Pflegel et al. 1978). Nos résultats montrent que les cellules T CD4+ stimulées avec de la PHA en 

plus de l’hCG produisent une quantité de cytokines significativement plus importante que les 

cellules stimulées uniquement avec l’hCG. De plus, les cellules T CD4+ traitées par hCG et PHA 

sont différenciées préférentiellement vers les phénotypes Th2 et Treg, associés à une réponse 

anti-inflammatoire. En outre, ce traitement n’a pas d’effet sur la population de cellules Th1 qui 

reste identique avant et après le traitement. Comme expliqué précédemment, l’implantation 

embryonnaire nécessite la présence d’une réponse pro-inflammatoire dans les premiers temps 

de l’implantation et une réponse anti-inflammatoire pour maintenir celle-ci (Saito, Miyazaki et 

Sasaki 2006). En effet, un débalancement immunitaire peut conduire à l’échec de l’implantation 

(Sykes et al. 2012). La diminution de cellules Treg a notamment été suggérée comme cause 
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pouvant expliquer cet état pathologique (Lashley et al. 2015 ; Robertson, Care et Moldenhauer 

2018). Nos résultats ont montré que les femmes en ERI ont une diminution des cellules anti-

inflammatoire Th2 et Treg avant traitement. Ainsi, le traitement PHA/hCG des cellules PBMC 

permet de favoriser la différenciation de ces cellules vers un phénotype anti-inflammatoire. De 

plus, l’analyse des sous populations de lymphocytes T CD4+ après traitement PHA/hCG a montré 

que les pourcentages de cellules Treg chez les femmes en ERI étaient devenus identiques aux 

groupes FIV et IUI. En revanche, on observe toujours chez les femmes en ERI un pourcentage 

de cellules Th2 statistiquement inférieur aux groupes FIV et IUI après traitement des cellules. 

Ainsi, il semblerait que les cellules Th2 des patientes ERI répondent moins bien au traitement 

PHA/hCG. Notamment, certaines études ont montré qu’une prédominance Th1 était retrouvée 

dans les échecs répétés d’implantation (Kalu et al. 2008 ; Franasiak et Scott 2017). Le traitement 

hCG/PHA utilisé dans notre protocole d’immunomodulation permet de favoriser la différenciation 

des cellules Th2 et Treg. Mais le fait que les cellules Th2 des patientes ERI ne se différencient 

pas aussi bien que les autres patientes suggèrent qu’un protocole de stimulation en présence 

d’IL-4 permettrait de favoriser leur différenciation (L. Chen et al. 2004). 

Lors de cette étude, nous avons étudié principalement le rôle que peuvent jouer les 

lymphocytes T CD4+ dans l’immunomodulation de l’endomètre. Il est certain que ces cellules sont 

connues pour jouer un rôle majeur dans le contrôle de la réponse immunitaire (Luckheeram et al. 

2012). Dans le cas des grossesses, un phénotype Th2 est d’ailleurs souvent associé à la réussite 

de celle-ci, montrant ainsi l’importance de la modulation de la réponse des lymphocytes T CD4+ 

(Krasnow et al. 1996). Mais d’autres types cellulaires peuvent également jouer un rôle dans le 

façonnement de l’environnement immunitaire de l’endomètre pouvant favoriser l’implantation de 

l’embryon. En effet, dans l’environnement utérin les cellules NK composent près de 60 % des 

cellules immunitaires présentes (Hanna et al. 2006).  Les macrophages quant à eux représentent 

20 à 30 % des leucocytes de la décidue (X. Jiang et al. 2018). Plusieurs laboratoires se sont 

intéressés à la production, par les macrophages, de leukemia inhibitory factor) et d’IL-1b, des 

molécules favorisant l’implantation de l’embryon (Jasper et al. 2011 ; Winship et al. 2015). Ainsi, 

cette étude aurait pu être complétée par l’exploration de l’effet du traitement sur les cellules NK 

et les macrophages dérivés des monocytes. Ces deux types cellulaires (cellules NK et 

monocytes) représentent respectivement 5 à 10 % et 10 à 20 % des PBMC et sont donc 

également impactés par le traitement PHA/hCG fait sur les cellules pour l’immunomodulation. En 

effet, il a été montré que la PHA augmentait la proportion des cellules NK (Sheikhi et al. 2011). 

Bien que ces cellules soient minoritaires par rapport aux cellules T CD4, leurs effets potentiels ne 

sont pas à négliger.  
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D’autre part, les premières études sur l’immunomodulation de l’endomètre ont été initiées 

suite aux résultats obtenus par l’équipe du Pr Nakayama. En effet, leurs résultats ont montré que 

la co-culture d’embryons murins et de PBMC stimule la capacité invasive de l’embryon 

(Nakayama et al. 2002a). À la suite de ces résultats, des études menées sur des cellules JAR, 

une lignée placentaire humaine dérivée d’un choriocarcinome, ont également montré une 

augmentation de la capacité invasive de ces cellules après la co-culture avec des cellules PBMC 

(Yu et al. 2015). De plus, les cellules JAR traitées avec le milieu de culture des PBMC permet 

d’augmenter l’expression des métalloprotéinases MMP2 et MMP9 intervenant dans la capacité 

invasive des cellules trophoblastes (Yu et al. 2015). Le traitement au surnageant de PBMC 

diminue également l’expression des inhibiteurs de métalloprotéinases TIMP1 et TIMP2 (Yu et al. 

2015). Pris ensemble, ces résultats suggèrent fortement que l’immunomodulation de l’endomètre 

pourrait agir sur la fonction invasive des cellules trophoblastes en augmentant l’expression de 

molécules contribuant au processus d’implantation. Dans notre laboratoire nous avons utilisé des 

cellules HIPEC, une lignée de cytotrophoblastes extravilleux immortalisés (Pavan et al. 2003). 

Nous avons cultivé ces cellules en présence de hCG, de surnageants de PBMC ou en co-culture 

avec des PBMC. Nous avons ensuite mesuré par xCELLigence la prolifération des cellules. Nos 

premiers résultats ont montré que la prolifération des cellules HIPEC, cultivées en présence des 

surnageants et des PBMC, est augmentée par rapport aux cellules témoins (Annexe 3). En outre, 

le surnageant de PBMC semble maintenir une prolifération plus importante entre 24 h et 48 h de 

traitement. Des expériences supplémentaires seront nécessaires pour confirmer ces résultats et 

permettre d’étudier l’action de ces traitements sur les mécanismes responsables de la capacité 

invasive des trophoblastes, notamment l’expression des métalloprotéinases MMP2 et MMP9. À 

terme, un protocole de culture d’embryon dans un milieu composé d’un cocktail de cytokines 

spécifiques pourrait être envisagé comme co-traitement à l’immunomodulation de l’endomètre. 

Pour conclure, le traitement par les PBMC s’est révélé efficace chez des femmes qui 

présentent une baisse de la réceptivité de l’endomètre. En revanche, nous ignorons précisément 

quels seront les effets de l’immunomodulation de l’endomètre sur l’embryon. En effet, des études 

ont montré que des quantités élevées d’IL-3, d’IL-4 et de TGF-a favorisait le processus 

d’implantation alors que l’augmentation de l’IL-2 ou de TNFa conduisait à la perte précoce de 

l’embryon (Tezabwala, Johnson et Rees 1989 ; Athanassakis et al. 1987). Le contrôle des sous-

types différenciés dans notre protocole d’immunomodulation représente donc un nouveau défi. 

Nous utilisons à ce jour une différenciation généralisée des PBMC. Cependant, plusieurs équipes 

utilisant les lymphocytes T CD4, comme outil de thérapie cellulaire, ont développé des méthodes 

de sélection et de différenciation des cellules T CD4. En effet, dans le traitement de certaines 

maladies auto-immunes, les lymphocytes T régulateurs naturels sont purifiés en se basant sur la 



 168 

présence ou l’absence de marqueurs spécifiques à leur surface (CD4+CD25+CD127-) (Boursier, 

Siri et de Boysson 2012). Par exemple, ce type de sélection est déjà utilisé pour le traitement de 

la maladie de Crohn, une maladie inflammatoire chronique (Brun et al. 2009). L’utilisation d’un 

milieu de culture conditionné favorisant la différenciation d’un sous-type de cellules T CD4+ 

spécifique semble être la prochaine étape dans le développement de protocole pour la 

procréation assistée. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

La différenciation des lymphocytes T CD4+ est un processus majeur dans la réponse 

immunitaire adaptative. En effet, les cellules T CD4+ différenciées peuvent, par l’ensemble de 

leurs cytokines, promouvoir une réponse inflammatoire, permettant entre autres de combattre 

efficacement les pathogènes ayant pénétré dans l’organisme, ou contrôler la réponse 

immunitaire, évitant ainsi les dommages tissulaires (Spellberg et Edwards 2001 ; Lei et al. 2015). 

Ces réactions anti- et pro-inflammatoires reposent sur un fragile équilibre entre ces cellules 

immunitaires, mais permettent également de maintenir l’homéostasie (Stockinger, Bourgeois et 

Kassiotis 2006). 

Les troubles de l’immunité sont responsables du développement d’un grand nombre de 

pathologies, comme les allergies, l’asthme ou les maladies auto-immunes. En effet, on retrouve 

dans les allergies et l’asthme une implication des cytokines issues des cellules Th2 dans le 

développement de ces pathologies (P. J. Barnes 2001 ; Georas et al. 2005). D’autre part, les 

cellules T CD4+ peuvent également favoriser le développement de pathologies, comme les 

cancers, sans pour autant en être la cause (Verma et al. 2019). En effet, on retrouve dans ces 

pathologies une production des cytokines, comme le TGF-b par les cellules tumorales, favorisant 

la différenciation des cellules T régulatrices qui inhibera l’action des cellules T CD8 (Winkler et 

al. 2015 ; Z. Liu, Kim, et al. 2009). En plus des différents signaux autologues de l’organisme 

pouvant influencer la différenciation des cellules T CD4+, certains éléments extérieurs, comme 

les xénobiotiques, peuvent également impacter cette différenciation comme nous l’avons 

démontré ici. 

En effet, dans un premier temps nous avons constaté dans un modèle d’exposition 

occupationnel aux xénobiotiques, la présence d’une modulation des lymphocytes T CD4+ chez 

des pompiers, notamment pour les sous-populations de cellules Th17, Th22 et Treg. On retrouve 

au sein du sérum de ces individus une composition en cytokines favorisant particulièrement la 

différenciation des cellules Th17 et Treg. De plus, nous avons démontré la présence d’une forte 

quantité de ligands du AhR dans le sérum de ces pompiers. Il a été montré dans plusieurs études 

que les pompiers représentaient un groupe d’individus plus à risque de développer des 

pathologies comme les maladies auto-immunes et les cancers. Il a été établi que dans les cas de 

cancers chez les pompiers le potentiel carcinogène de certains xénobiotiques rencontrés lors des 

interventions peut être à l’origine du développement de ces pathologies (Stec et al. 2018 ; Golka 

et Weistenhofer 2008 ; Petit et al. 2019). En revanche, le rôle que peuvent jouer les xénobiotiques, 

et notamment les ligands du AhR, sur l’immunité dans le développement des cancers, est encore 
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très peu étudié. En outre, nous avons montré dans un modèle in vitro humain que certains ligands 

du AhR, comme le BaP et la kynurenine, pouvaient influencer la différenciation des lymphocytes 

en Th17 et Treg.  

Pour conclure, l’exposition aux ligands du AhR participe à la différenciation des cellules T 

CD4+ (Ehrlich et al. 2018). Plusieurs groupes de personnes, comme les pompiers, sont exposés 

quotidiennement à ces ligands et peuvent présenter une prédominance à développer certains 

types de pathologies, comme les maladies auto-immunes (Gold et al. 2007). La mesure de la 

persistance des xénobiotiques et le suivi du profil immunitaire pourraient permettre à terme de 

prévenir le développement de ces pathologies.  

 

Dans un tout autre contexte, les lymphocytes T CD4+ jouent un rôle majeur dans 

l’implantation embryonnaire (Robertson, Care et Moldenhauer 2018 ; Krasnow et al. 1996). Dans 

cette partie, nous nous sommes intéressés à l’implication des cellules T CD4+ dans 

l’immunomodulation de l’endomètre, une technique utilisée pour favoriser la réceptivité de 

l’endomètre chez des femmes en échecs répétés d’implantation (ERI) (Yakin, Oktem et Urman 

2019). En effet, l’injection de cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) dans la cavité 

utérine, avant le transfert d’embryon, permet d’augmenter le taux de grossesses cliniques chez 

les femmes ERI. Plusieurs protocoles ont été proposés pour la culture des PBMC, utilisant 

majoritairement l’hormone chorionique gonadotrope humaine (hCG) pour l’activation des cellules 

(S. Li et al. 2017 ; Madkour et al. 2016 ; Okitsu et al. 2011 ; Yu et al. 2014). Dans notre étude les 

PBMC ont été cultivés en présence de l’hCG et de Phytohemagglutinin (PHA), un activateur des 

lymphocytes T (Ceuppens et al. 1988). Notre cohorte de patientes était constituée de trois 

groupes : i) un groupe traité par insémination avec ou sans immunomodulation (IUI), ii) un groupe 

traité par FIV avec ou sans immunomodulation (FIV) et iii) un groupe de femmes ERI, toutes 

traitées par immunomodulation. Nos résultats ont montré que, que le traitement 

d’immunomodulation n’a pas d’effet sur les taux de grossesses cliniques sur les groupes IUI et 

FIV contrairement à l’effet bénéfique observé chez des femmes ERI (Madkour et al. 2016). 

D’autre part, l’effet positif de l’immunomodulation sur les femmes ERI pourrait s’expliquer par un 

état immunitaire particulier chez ces patientes. En effet, nos résultats ont montré que les femmes 

en ERI présentaient une diminution du nombre de cellules Th2 et Treg dans leur circulation 

sanguine, pouvant avoir un impact négatif sur la mise en place d’un état anti-inflammatoire 

nécessaire au maintien de la grossesse (Mor et al. 2011). En outre, le traitement PHA/hCG utilisé 

dans notre protocole permet de favoriser la différenciation des cellules T CD4+ vers les 

phénotypes anti-inflammatoires Th2 et Treg. En outre, le phénotype pro-inflammatoire Th1 n’est 
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pas impacté par le traitement PHA/hCG, permettant ainsi de garantir un équilibre entre les cellules 

immunitaires contribuant dans l’implantation de l’embryon (Mor et al. 2011). À terme, cette étude 

contribuera à l’élaboration d’un modèle prédictif de l’état immunitaire des patientes voulant être 

traitées par FIV, afin d’offrir le traitement le plus adapté pour augmenter les chances de réussite 

et ainsi limiter le nombre d’interventions. 
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SECTION 4. FIGURES ANNEXES 
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Expression du AhR chez les cellules Th1, Th2, Th17 et Treg par cytométrie en flux. ***p < 0.001, 

****p < 0.0001. Th1 : n=93, Th2 : n=93, Th17 : n=93, Treg : n=92. Test statistique Mann-Whitney. 
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Annexe 1 Expression du AhR chez les sous-types de cellules T CD4 
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Activation du AhR par 25 nmol de BaP avec 20 % de sérums du groupe témoin, des deux groupes 

de pompiers et du groupe de grands brûlés. L’activité du AhR des pompiers et des grands brûlés 

est comparée au groupe de témoins. * p < 0.05, ** p < 0.01. Témoins: n=4, pompiers <10 ans 

d’expérience: n=12, pompiers >20 ans d’expérience: n=15, grands brûlés: n=10. Test statistique 

Mann-Whitney. 

 

 

Annexe 2 Activation du AhR par des sérums de pompiers et de grands brûlés 
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Les cellules HIPEC ont été placées dans une plaque 96 puits constituée d’électrode en or pour 

mesurer le passage du courant électrique proportionnel au nombre de cellules. Les cellules ont 

été traitées avec 10 UI de hCG, 10 ul de surnageant décongelé de PBMC ou 5x103 PBMC 

décongelées. Il s’agit d’une expérience constituée de 4 réplicats techniques.

Annexe 3 Prolifération des cellules HIPEC 
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ABSTRACT	
Intrauterine	 administration	 of	 activated	 peripheral	 blood	 mononuclear	 cells	 (PBMC)	

increases	the	implantation,	clinical	pregnancy,	and	live	births	rates	in	patients	with	repeated	

implantation	failures	(RIF).	However,	no	study	has	yet	evaluated	their	effect	in	a	context	of	

IUI1.	This	prospective	double-blind	randomized	study	includes	213	patients	performing	an	

IUI	cycle	at	the	Fertilys	clinic	(Laval,	Quebec,	Canada),	recruited	between	March	2017	and	

November	2019.	On	the	day	of	IUI	(day	0,	D0),	peripheric	blood	was	collected	and	a	portion	

was	 used	 to	 assess	 distribution	 of	 CD4	 T	 lymphocyte	 populations	 (n=73).	 PBMC	 were	

isolated	 and	 stimulated	 with	 phytohemagglutinin	 (PHA)	 and	 human	 chorionic	

gonadotrophic	hormone	(hCG)	for	48	hours.	On	day	2	(D2),	expression	levels	of	13	cytokines	

(n=58)	 and	 distribution	 of	 CD4	 T	 lymphocyte	 populations	 (n=73)	 were	 evaluated.	

Demographic	and	clinical	characteristics	were	not	significantly	different	between	the	PBMC	

(n=108)	and	the	control	groups	(n=105).	Although	there	is	a	6%	(Odd	Ratio=1.7)	increase	in	

biochemical	pregnancy	rate	in	the	group	that	received	endometrial	immunomodulation	with	

PBMC,	 the	difference	did	not	 reach	statistical	 significance.	Otherwise,	 significantly	higher	

levels	 of	 IL-2,	 IL-13,	 IL-17a,	 IL-17f	 (p<0.05)	 and	TNFα	 (p=0.005)	were	 found	 in	 patients	

whose	 IUI	 has	 led	 to	 pregnancy.	 Biochemical	 and	 clinical	 pregnancy	 prediction	 models	

(p=0.005	 and	p=0.004)	 controlling	 for	 TNFα	 levels	 increased	 the	 odds	 ratio	when	PBMC	

were	administered.	Although	endometrium	 immunomodulation	by	PBMC	did	not	 reach	a	

statistically	significant	increase	in	IUI	pregnancy	rates,	measuring	secreted	TNFα	after	hCG	

activation	could	help	better	estimate	the	probabilities	of	pregnancy	specific	to	each	patient.	

	

Keywords:	 immunomodulation,	 PBMC,	 intrauterine	 insemination,	 cytokines,	 assisted	

reproductive	technology,	lymphocytes.		 	

 
1 Intrauterine insemination 
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1. INTRODUCTION	
During	 each	menstrual	 cycle,	 the	 endometrium	 undergoes	morphological	 and	 functional	

changes	to	accommodate	the	future	embryo.	This	differentiation	is	mainly	regulated	by	two	

types	of	hormones,	estrogen	and	progesterone.	 If	 this	regulation	 is	disturbed,	 the	normal	

development	of	the	endometrium	could	be	affected	and	could	have	a	negative	impact	on	the	

implantation	of	the	embryo.	

	

In	addition	to	the	endocrine	system,	the	immune	system	is	also	shown	to	be	involved	in	the	

cyclic	differentiation	of	the	endometrium	and	embryo	implantation	process.	.	In	mice,	it	has	

been	shown	that	certain	populations	of	immune	cells	seem	to	be	associated	with	endometrial	

cell	differentiation	and	embryo	 implantation	(Takabatake	et al.	1997a	and	b.;	Fujita	et al.	

1998	and	Kosaka	et al.	2003).	In	2002,	Nakayama	et	al.	have	demonstrated	the	involvement	

of	 PBMC,	 peripheral	 blood	mononuclear	 cells	 composed	 of	 lymphocytes,	monocytes	 and	

dendritic	cells,	in	the	development	and	invasion	of	mouse	blastocysts	in	vitro	(Nakayama	et	

al.,	2002).	 It	has	also	been	shown	that	supplementation	with	hCG	 increases	 the	effects	of	

PBMC	 on	 the	 observed	 parameters	 (Nakayama	 et	 al.	 2002).	 In	 addition,	 hCG	 appears	 to	

stimulate	the	production	of	certain	chemokines	(Kosaka	et al.	2002)	and	could	participate	in	

embryo	implantation	by	inducing	functional	changes	in	PBMC	(Fujiwara	et al.,	2006).	

In	2006,	Yoshioka	et al.	have	developed	a	new	approach	to	human	embryo	transfer	using	

PBMC	(Yoshioka	et al.	2006).	Patients	with	at	least	4	implantation	failures	were	enrolled	in	

the	study	and	intrauterine	administration	of	PBMC	was	performed	3	days	before	embryo	

transfer.	PBMC	were	obtained	on	the	day	of	egg	retrieval	and	then	cultured	for	2	days	in	the	

presence	of	hCG	before	being	administered	in	the	patient’s	uterus.	When	blastocysts	were	

transferred	on	day	5,	the	study	showed	a	significant	increase	in	implantation	rate,	clinical	

pregnancy,	and	live	births	in	the	PBMC	group	(Yoshioka	et al.	2006).	

	

More	recent	studies	seem	to	confirm	the	relevance	of	the	use	of	PBMC	in	patients	with	RIF.	

When	the	embryo	is	transferred	on	day	3	or	5,	clinical	pregnancy	and	live	birth	rates	are	

significantly	higher	in	patients	treated	with	PBMC	(Okitsu	et al.	2011;	Madkour	et al.	2015;	
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Makrigiannakis	et	al.	2015;	Yu	et al.	2016;	Li	et	al.	2017	and	Nobijari	et	al.	2019).	However,	

no	 study	has	evaluated	 the	potential	 of	 endometrium	 immunomodulation	 in	 a	 context	of	

intrauterine	inseminations		(IUI).	The	growing	interest	of	the	scientific	community	and	the	

promising	success	rates	of	this	new	approach	have	led	the	fertility	center	Fertilys	to	propose	

a	 double-blind	 randomized	 clinical	 trial	 in	 collaboration	with	 the	 Institut	 National	 de	 la	

Recherche	Scientifique,	Institut	Armand-Frappier	on	the	endometrium	immunomodulation	

by	 PBMC	 in	 IUI	 cycles.	 The	 main	 objective	 of	 this	 study	 was	 to	 investigate	 the	 clinical	

effectiveness	of	the	intrauterine	administration	of	activated	PBMC	on	IUI	pregnancy	rates.	

The	 secondary	 objective	 was	 to	 establish	 pregnancy	 prediction	 models	 based	 on	

demographic,	clinical	and	immunological	characteristics.	

	

2. MATERIAL	AND	METHODS	
2.1	Patients		

All	patients	aged	18	and	over	performing	 IUI	with	 their	partner's	 sperm	and	agreeing	 to	

participate	were	included	in	this	study.	Two	hundred	seventeen	patients	aged	22	to	46	years	

were	enrolled	and	 individually	randomized	using	block	randomization	(block	size	=	4)	 in	

two	parallel	groups.	However,	only	213	patients	received	IUI	treatment	at	the	Fertilys	clinic	

in	 Laval,	 Quebec,	 Canada,	 between	 March	 2017	 and	 November	 2019;	 four	 cycles	 were	

canceled	during	treatment	and	IUI	was	not	performed	for	these	patients	(Figure	1).	

	

2.2	IUI	cycle	

Patients	were	given	5mg/day	of	Letrozole	between	the	3rd	and	the	7th	day	of	their	cycle.	In	a	

few	instances,	human	menopausal	gonadotropins	(Menopur,	Ferring,	Canada)	were	given	to	

the	 patient	 in	 addition	 to	 Letrozole,	 starting	 on	 the	 5th	 day	 of	 the	 cycle	 until	 the	 day	 of	

ovulation	triggering.	In	all	patients,	ovulation	was	triggered	by	a	subcutaneous	injection	of	

250	 µg	 of	 recombinant	 hCG	 (Ovidrel,	Merck,	 Darmstadt,	 Germany).	When	 gonadotropins	

were	 given,	 patients	were	prescribed	200	mg/day	of	 progesterone	 (Endometrin,	 Ferring,	

Canada)	48	hours	after	hCG	trigger	until	the	next	menstrual	period	or	until	the	first	viability	

ultrasound,	between	the	6th	and	10th	week	of	gestation.	On	the	day	of	IUI,	the	male	partners	
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produced	 sperm	 samples	 by	 masturbation.	 After	 allowing	 the	 samples	 to	 liquefy	 for	 10	

minutes	at	37oC,	sperm	concentration	and	motility	were	evaluated	using	a	Makler®	counting	

chamber.	Sperm	samples	were	then	placed	on	a	solution	containing	ready-to-use	80%	and	

45%	SpermFilter	gradients	(Gynotec	B.V.,	The	Netherlands)	and	centrifuged	for	20	minutes	

at	300g.	Pellets	were	resuspended	in	SpermWash	(Gynotec	B.V.,	The	Netherlands)	and	then	

centrifuged	 for	 5	 minutes	 at	 300g.	 Final	 sperm	 concentration	 and	 motility	 were	 again	

evaluated	using	a	Makler®	counting	chamber.	Spermatozoa	were	then	inseminated	into	the	

patient’s	uterine	cavity	using	a	Minispace	catheter	(Laboratoire	CCD,	Paris,	France).	

	

2.3	Preparation	and	intrauterine	administration	of	PBMC	

The	day	of	IUI,	PBMC	were	isolated	using	a	lymphocyte	separation	medium	composed	of	an	

iso-osmotic	 poly-sucrose	 and	 sodium	 diatrizoate	 solution	 (Corning,	 NY,	 USA).	 After	 a	

centrifugation	 at	 400g	 for	 30	minutes	 at	 room	 temperature	 (RT),	 PBMC	were	washed	 in	

Dulbecco’s	Phosphate	Buffer	Saline	1X	(DPBS	1X,	Corning,	USA)	and	centrifugated	again	at	

400g	 for	 7	 min	 at	 RT.	 Concentration	 was	 adjusted	 at	 1.106	 cells/mL	 by	 adding	 global	

fertilization	 medium	 (LifeGlobal,	 Belgium)	 supplemented	 with	 10%	 serum	 substitute	

supplement	(Irvine	Scientific,	USA),	PHA	1%	(LifeTechnologies,	USA)	and	30	IU	of	hCG	(EMD	

Millipore,	USA).	PBMC	were	then	cultured	for	48	hours	and	incubated	at	37oC.	The	cells	were	

finally	prepared	at	a	concentration	of	1.106cells/400	µL	in	Sperm	Wash	(Gynotec	B.V.,	The	

Netherlands)	 and	 administered	 in	 utero	 (PBMC	 group)	 using	 a	 Minispace	 catheter	

(Laboratoire	CCD,	Paris,	France)	while	only	Sperm	Wash	was	used	for	the	control	group.	Lab	

technicians	 generated	 the	 random	 allocation	 sequence;	 doctors	 performing	 the	 IUI	 and	

patients	were	unaware	of	the	treatment	allocation,	making	this	study	double-blinded.	

	

2.4	PBMC	populations	

Changes	 in	 PBMC	 populations	were	 analyzed	 at	 cell	 seeding	 (D0)	 and	 after	 48	 hours	 of	

culture	(D2).	Percentages	of	variations	in	the	Th1,	Th2,	Th17,	Th22	and	Treg	cells	populations	

were	determined	at	D0	and	D2	by	flow	cytometry.		
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PBMC	were	cultured	at	1.106	cells/mL	and	activated	with	50	ng/mL	of	Phorbol	12-myristate	

13-acetate,	1	µg/mL	of	ionomycin	and	1	µg/mL	of	brefeldin	A	for	5	hours	at	37oC,	5%	CO2.	

After	a	wash	in	DPBS	1X,	non-specific	binding	was	blocked	by	adding	1	µg	of	human	IgG	and	

PBMC	were	stained	with	the	following	surface	antibodies	for	30	minutes	at	4oC	in	the	dark:	

0,5	µL	of	anti	CD4/FITC	(Biolegend)	and	0,5	µL	of	anti	CD25/APC	(Biolegend).	PBMC	were	

then	 fixed	 and	 permeabilized	 using	 the	 FoxP3/Transcription	 Factor	 Staining	 Buffer	 Set	

(eBioscience)	 according	 to	 manufacturer’s	 instructions.	 Cells	 were	 then	 stained	 for	 30	

minutes	 at	 RT	 with	 the	 following	 intracellular	 antibodies:	 0,5	 µL	 of	 anti	 T-bet/BV605	

(Biolegend),	 0,5	 µL	 of	 anti	 IFNγ/APC-Cy7	 (Biolegend),	 0,5	 µL	 of	 anti	 GATA-3/BV421	

(Biolegend),	0,5	µL	of	anti	IL-4/BV510	(Biolegend),	0,5	µL	of	anti	IL-17/BV711	(Biolegend),	

0,5	µL	of	anti	AHR/PE	Cy7	(EBioscience),	0,5	µL	of	anti	IL-22/PerCP	(Biolegend)	and	0,5	µL	

of	 anti	 FoxP3/PE	 (Biolegend).	After	 two	wash	 in	DPBS	1X,	 PBMC	were	 analyzed	by	 flow	

cytometry	on	a	BDTM	FACS	Fortessa	flow	cytometer.	

	

2.5	Cytokines	expression	

All	PBMC	culture	media	were	frozen	at	-80oC	at	D2.	Cytokines	expression	was	analyzed	using	

the	 Human	 T	 Helper	 Cytokine	 Panel	 (Biolegend,	 San	 Diego,	 CA)	 according	 to	 the	

manufacturer’s	instructions.	Data	were	obtained	by	flow	cytometry	on	a	BDTM	FACS	Fortessa	

flow	cytometer.	

	

2.6	Ethics	

This	 study	was	performed	according	 to	 the	ethical	 guidelines	 regarding	 studies	 in	which	

human	gametes	or	embryos	are	used	as	materials;	these	ethical	guidelines	are	issued	by	the	

Canadian	 Institutes	 of	 Health	 Research,	 the	 Natural	 Sciences	 and	 Engineering	 Research	

Council	of	Canada,	and	the	Social	Sciences	and	Humanities	Research	Council	of	Canada	under	

the	governance	of	the	Assisted	Human	Reproduction	Act,	S.C.	2004.	This	study	was	approved	

by	the	Institut	National	de	la	Recherche	Scientifique’s	ethics	committee	on	human	research	

(#CER-16-427)	in	Laval,	Québec,	Canada.	For	this	study,	an	informed	and	signed	consent	was	

obtained	from	each	patient.	
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2.7	Variables	

Biochemical	 and	 clinical	 pregnancy	 rates	 were	 the	 primary	 outcomes.	 Biochemical	

pregnancy	was	defined	as	a	βhCG	blood	test	value	>	20	IU/L,	3	weeks	following	IUI.	Clinical	

pregnancy	 was	 confirmed	 by	 observing	 foetal	 viability	 by	 ultrasound	 6	 to	 8	 weeks	 of	

gestation.	Predictive	variables	were	separated	 into	demographic	and	medical	history	and	

immunological	markers.	These	included	age,	duration	of	infertility,	number	of	previous	IUI,	

number	of	motile	sperm	inseminated,	distribution	of	PBMC	populations	at	D0	and	D2	and	

cytokine	expression	levels.	PBMC	populations	and	cytokine	expression	were	analyzed	in	58-

60	 patients.	 It	 is	 important	 to	 note	 that	 pregnancy	 rates	 and	 demographic	 and	 clinical	

variables	were	not	significantly	different	between	patients	with	or	without	cytokine	analysis	

(data	not	shown).	

	

2.8	Statistics	

Descriptive	statistics	for	all	variables	(mean,	medians,	standard	deviations	and	interquartile	

ranges)	 were	 computed	 and	 distributions	 were	 assessed.	 Any	 significant	 difference	 in	

baseline	(clinical	and	demographic)	variables	between	treatment	and	control	groups	were	

noted	for	statistical	control	purposes.		For	all	bivariate	associations,	pregnant/non-pregnant	

patients	and	distribution	of	CD4+	T	cells	at	D0/D2	were	analyzed	using	independent	Student	

t	test	when	data	distribution	was	normal	and	Kruskal-Wallis	rank	test	when	distributions	

deviated	significantly	from	normal.	Biochemical	and	clinical	pregnancy	rates	were	overall	

compared	between	 the	 control	 and	PBMC	groups	using	 chi-square	 test.	 Stepwise	 logistic	

regression	 models	 were	 performed	 using	 independent	 variables	 that	 had	 a	 bivariate	

association	with	the	outcome	at	the	p<0.2	level	to	build	a	predictive	model	for	biochemical	

and	 clinical	 pregnancy.	 The	 logistic	 regression	 approach	 used	 here	 was	 a	 multistep	

backward	 deletion	 approach.	 Variables	were	 entered	 together	 and	 removed	 one	 by	 one,	

starting	 with	 the	 highest	 p-value.	 Only	 variables	 with	 a	 p-value	 <0.05	 were	 kept	 in	 the	

models.	Data	is	presented	as	mean	±	standard	deviation	(SD).	Data	was	analyzed	with	the	
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statistical	software	Stata	15.1	(StataCorp	LLC,	TX,	USA).	For	all	tests,	p<0.05	was	considered	

significant.	

	

3. RESULTS	
One	hundred	and	 five	patients	were	recruited	 in	 the	PBMC	group	and	108	 in	 the	control	

group	between	March	2017	and	November	2019.	Although	already	randomized,	4	patients	

were	not	included	in	this	study	because	their	IUI	cycle	was	canceled	before	completion.	Table	

1	 shows	 the	 comparison	 for	 clinical	 variables	 between	 the	 groups.	 Age	 of	 patients	 and	

number	of	sperm	inseminated	were	not	statistically	different	between	the	groups	(Table	1).	

However,	duration	of	infertility	was	significantly	lower	(H1df	=	6.275,	p<0.05)	and	number	of	

previous	 IUI	was	significantly	higher	(H1df	=	4.634,	p<0.05)	 in	 the	PBMC	group	(Table	1).	

Although	we	observed	a	clinically	interesting	6%	and	4%	increase	in	biochemical	and	clinical	

pregnancy	rates	in	the	PBMC	group,	these	differences	were	not	statistically	significant	for	

biochemical	(χ21df	=	1.776,	p=0.183)	and	clinical	pregnancy	rate	(χ21df	=	1.098,	p=0.295).	The	

power	of	the	test	a	posteriori	 for	this	bivariate	comparison	in	biochemical	pregnancy	was	

small	(β	=	26%	at	α=0.05)	with	a	total	sample	size	of	213.	To	obtain	a	power	of	80%	with	a	

difference	of	6%	and	a	level	of	significance	of	p<0.05,	the	total	sample	size	should	have	been	

962.	The	a	posteriori	power	for	the	comparison	in	clinical	pregnancy	was	even	less	(β	=	18%	

at	α=0.05).	

	

Differences	in	CD4+	T	cells	populations	at	D0	and	D2	were	evaluated	by	flow	cytometry.	In	

both	groups	combined,	on	D2,	Th2	(H1df	=	45.652,	p<0.0001),	Th22	(H1df	=	40.573,	p<0.0001)	

and	Treg	 	(H1df	=	52.226,	p<0.0001)	cells	populations	were	significantly	higher	while	Th17	

cell	population	was	significantly	 lower	 (H1df	=	6.633,	p=0.01),	 compared	 to	D0	 (Table	 II).	

There	was	however	no	significant	change	in	Th1	cell	population.	

	

Using	 a	 human	 T	 helper	 cytokine	 panel	 based	 on	 fluorescence-encoded	 beads,	 thirteen	

cytokines	 were	 quantified	 in	 PBMC	 culture	 medium	 at	 D2.	 Their	 concentrations	 were	

compared	 between	 patients	whose	 IUI	 has	 led	 to	 pregnancy	 and	 non-pregnant	 patients,	
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whether	they	were	in	treatment	or	control	groups.	IL-4,	IL-5,	IL-6,	IL9,	IL-10,	IL21,	IL21	and	

IFNγ	were	 not	 statistically	 different	 at	 D2	 between	 pregnant	 and	 non-pregnant	 patients	

(Supplemental	 tables	 I	 and	 II).	However,	 IL-2	 (H1df	 =	 5.877,	p<0.05),	 IL-13	 (H1df	 =	 4.034,	

p<0.05),	IL-17a	(H1df	=	4.260,	p<0.05),	IL-17f	(H1df	=	5.480,	p<0.05)	and	TNFα	(H1df	=	7.988,	

p=0.005)	were	significantly	higher	in	patients	whose	IUI	has	led	to	biochemical	pregnancy	

(Figure	2).	Higher	levels	of	IL-13	(H1df	=	4.483,	p<0.05)	and	TNFα	(H1df	=	7.866,	p=0.005)	

were	still	observed	in	patients	whose	IUI	has	led	to	clinical	pregnancy	(Figure	2).	

 

Pregnancy	 prediction	 models	 were	 built	 using	 backward	 deletion	 logistic	 regression.	 In	

these	models,	 clinical,	 cellular	cytokines	and	group	variables	were	 introduced.	Fifty-eight	

subjects	had	cytokines	quantified	and	were	used	for	the	computation	of	this	model.	It	should	

be	noted	that	the	pregnancy	rates	were	not	significantly	different	between	those	with	and	

without	cytokine	analysis.	In	this	model,	the	only	variable	statistically	significant	was	TNFα	

for	predicting	biochemical	(χ21df	=	16,231,	p<0.0001)	and	clinical	(χ21df	=	30.687,	p<0.0001)	

pregnancy.	Although	the	group	variable	was	not	statistically	significant	 in	the	models,	we	

included	the	interaction	term	to	generate	marginal	probability	prediction	for	each	group	at	

various	 levels	 of	 TNFα	 concentration.	 These	 overall	 models	 significantly	 predicted	

biochemical	 (χ22df	=	 30.657,	p<0.0001)	 and	 clinical	 (χ22df	=	 31.791,	p<0.0001)	 pregnancy.	

Marginal	pregnancy	probabilities	are	illustrated	in	figure	3A	for	biochemically	and	3B	for	

clinically	pregnant	patients	(detailed	logistic	regression	values	are	shown	in	supplemental	

tables	III	and	IV).	The	higher	the	TNFα	levels,	the	higher	the	probability	of	pregnancy:	TNFα	

values	 of	 12	 000	 pg/mL	 show	 the	 highest	 probabilities	 of	 biochemical	 and	 clinical	

pregnancies,	regardless	of	the	group	(Figure	3).	It	 is	interesting	to	note	that,	at	this	TNFα	

levels,	there	was	a	non-significant	higher	probability	of	pregnancy	in	the	group	treated	with	

PBMC,	compared	to	the	control	group.		 	



272 

4. DISCUSSION	
The	use	of	PBMC	for	endometrial	immunomodulation	in	RIF	patients	has	been	studied	the	

past	15	years	(Yoshioka	et	al.	2006;	Okitsu	et	al.	2011;	Madkour	et	al.	2015;	Makrigiannakis	

et	al.	2015;	Yu	et	al.	2016;	Li	et	al.	2017	and	Nobijari	et	al.	2019).	However,	the	use	of	PBMC	

in	 IUI	 cycles	 has	 never	 been	 studied	 to	 our	 knowledge.	 In	 this	 study,	 we	 found	 that	

intrauterine	administration	of	PBMC	showed	a	higher	biochemical	pregnancy	rate	by	6%,	

compared	to	the	control	group,	in	patients	undergoing	IUI	treatment.	This	1.7-fold	increase,	

although	clinically	relevant,	was	not	statistically	different	from	the	control	group.	The	same	

trend	is	observed	in	the	literature	regarding	administration	of	PBMC	in	the	context	of	fresh	

or	frozen/thawed	embryo	transfers.	Intrauterine	administration	of	PBMC	seems	to	increase	

pregnancy	rates	following	embryo	transfer,	but	this	increase	is	never	significantly	different	

from	the	control	group	in	patients	with	less	than	2	RIF	(Okitsu	et	al.	2011;	Li	et	al.	2017	and	

Nobijari	et	al.	2019).	This	could	possibly	be	explained	by	the	clinical	profiles	of	IUI	and	RIF	

patients,	which	can	sometimes	be	quite	different.	RIF	has	been	associated	with	advanced	

maternal	 age,	 impaired	 endometrial	 function,	 anatomical	 abnormalities	 such	 as	

hydrosalpinx,	thrombophilia,	severe	male	factors	and	immunological	factors	(Bashiri	et	al.	

2018).	Clinical	indications	for	IUI	patients	are	often	unexplained	fertility,	mild-to-moderate	

male	 factor	 infertility,	mild	 endometriosis	 and	generally,	 but	not	 exclusively,	 for	patients	

under	the	age	of	40	(Kandavel	and	Cheong	2018).	Patients	undergoing	IUI	treatments	have,	

in	most	cases,	a	milder	clinical	profile,	indicating	that	administration	of	PBMC	may	not	be	

helpful	 for	 them.	 However,	 it	 is	 possible	 that	 some	 of	 these	 IUI	 patients	 suffer	 from	

unexplained	 pathologies	 which	 could	 reduce	 their	 probability	 of	 pregnancy.	 Some	

immunological	factors	and	the	endometrial	response	to	exogenous	ovarian	stimulation,	for	

example,	will	not	be	detected	until	the	patient	has	experienced	treatment	failures,	but	may	

generally	be	treated	once	assessed	(Simon	and	Laufer	2012).		It	is	our	belief	that	this	subset	

of	patient	population	would	benefit	from	a	meta-analysis.	

	

Early	embryo	implantation	is	characterized	by	high	levels	of	proinflammatory	Th1	cells	and	

cytokines	and	lower	levels	of	anti-inflammatory	Th2	cells	(Saito	et	al.	2007).	Pregnancy	is	

however	 associated	with	 a	 Th2-dominant	 profile,	 indicating	 a	 shift	 in	 the	 Th1/Th2	 ratio	
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following	 embryo	 implantation	 (Franasiak	 and	 Scott	 2017),	 Treg	 cells	 being	 essential	 to	

ensure	 implantation	and	 the	progression	of	pregnancy	 (Robertson	et	al.	2018).	Here,	we	

demonstrated	that	hCG	and	PHA	activation	of	PBMC	induced	a	shift	 in	the	immunological	

profile	of	these	cells	by	increasing	the	proportion	of	Th2,	Th22	and	Treg	and	decreasing	the	

pro-inflammatory	 cells	 populations,	 Th1	 and	 Th17.	 Although	 Th22	 cells	 are	 generally	

associated	with	a	pro-inflammatory	state,	Plank	et	al.	(2017)	have	demonstrated	that	Th22	

cells,	another	subset	of	T	helper	cells	that	produce	IL-22,	shown	plasticity	toward	Th1	and	

Th2	 cells	 in	 vitro.	 Under	 Th1	 culture	 conditions,	 Th2	 cells	 increased	 IFNγ	 production,	 a	

proinflammatory	 cytokine,	 while	 under	 Th2	 culture	 condition,	 they	 increased	 IL-13	

production,	an	anti-inflammatory	cytokine	(Plank	et	al.	2017).	Here,	we	have	shown	that	IL-

2,	 IL-13,	 IL-17a,	 IL-17f	 (p<0.05)	and	TNFα	 (p<0.01)	 levels	were	 significantly	higher	 in	 in	

patients	whose	IUI	has	led	to	biochemical	pregnancy	than	non-pregnant	patients.	Moreover,	

IL-13	and	TNFα	were	significantly	higher	in	media	from	PBMC	that	led	to	clinical	pregnancy.	

Significant	 pregnancy	 prediction	 models	 have	 shown	 that	 the	 highest	 the	 expression	 of	

TNFα,	 the	 higher	 the	 probability	 of	 pregnancy	 in	 IUI	 treatment.	 It	 has	 already	 been	

established	 in	vitro	and	 in	vivo	 that	TNFα	is	secreted	by	endometrial	cells	throughout	the	

menstrual	 cycle,	 TNFα	mRNA	 levels	 being	 the	 highest	 in	 the	 secretory	phase,	 during	 the	

embryo	 implantation	 window,	 and	 consistent	 with	 serum	 levels	 of	 estradiol	 and	

progesterone	(Hunt	et	al.	1994;	Tabibzadeh	et	al.	1999	and	von	Wolff	et	al.	1999).	It	should	

not	be	forgotten,	however,	that	the	expression	levels	of	cytokines	are	different	in	the	uterine	

environment	and	 in	 the	blood,	although	 they	are	detectable	 in	both	cases	 (Gargiulo	et	al.	

2004).	In	2006,	Thum	et	al.	have	shown	that	systemic	TNFα	levels	measured	the	day	of	egg	

retrieval	 were	 not	 significantly	 different	 between	 pregnant	 and	 non	 pregnant	 patients	

(Thum	et	al.	2006).	However,	the	TNFα	levels	measured	by	Thum	et	al.	(2006)	were	much	

lower	(mean	of	53.5	pg/mL	in	pregnant	patients	and	63.0	pg/mL	in	non-pregnant	patients)	

than	 the	 ones	 measured	 here	 (13111,7	 pg/mL	 in	 biochemically	 pregnant	 patients	 and	

5706,5	pg/mL	in	non	pregnant	patients).	This	difference	might	be	explained	by	the	fact	that,	

in	 this	 study,	 secreted	 cytokines	 levels	were	measured	 in	PBMC	media	 after	48	hours	 of	

culture	while	Thum	et	al.	evaluated	systemic	TNFα	levels.	The	PBMC	activation	step	could	

therefore	 be	 essential	 to	 establish	 a	 significant	 pregnancy	 prediction	 model	 based	 on	

secreted	TNFα.	
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Administration	 of	 hCG/PHA-activated	 PBMC	 two	 days	 after	 IUI	 seems	 to	 increase	

biochemical	 pregnancy	 rate	 without	 reaching	 statistical	 significance.	 According	 to	 the	

G*Power	software	(Institute	for	Digital	Research	&	Education,	CA,	USA),	this	6%	difference	

between	the	groups	could	a	priori	be	significant	at	the	5%	level	of	significance	if	we	were	to	

increase	our	sample	size	to	775	patients.	This	study	was	then	underpowered	for	what	we	

consider	to	be	a	clinically	relevant	increase	in	the	probability	of	pregnancy.	Nevertheless,	

with	 213	 patients,	 we	 were	 still	 able	 to	 establish	 significant	 biochemical	 and	 clinical	

pregnancy	 prediction	 models	 using	 secreted	 TNFα	 levels.	 Larger	 studies	 are	 needed	 to	

confirm	 the	 results	 found	 here,	 but	 TNFα-based	 pregnancy	 prediction	 models	 are	 an	

interesting	avenue	to	follow	which	could	lead	to	new	ways	to	explore	infertility	in	a	context	

of	IUI.	Altogether,	this	study	supports	the	clinical	potential	of	lymphocyte	phenotyping	and	

evaluation	 of	 PBMC’s	 TNFα	 levels	 after	 48	 hours	 of	 culture	 with	 hCG	 and	 PHA	 to	 help	

clinicians	 estimate	 the	 probabilities	 of	 pregnancy	 in	 IUI	 patients.	 In	 the	 future,	 these	

parameters	could	even	be	incorporated	into	other	IUI	pregnancy	prediction	models	(Merviel	

et	al.	2010	and	Arvis	et	al.	2017)	to	increase	the	accuracy	of	these	models.	

	
5. ACKNOWLEDMENTS	

The	authors	are	grateful	to	the	Fertilys	embryologists	and	nurses	for	their	implication	in	this	
project.	This	research	did	not	receive	any	specific	grant	from	funding	agencies	in	the	public,	
commercial,	or	not-for-profit	sectors.	The	authors	have	no	conflict	of	interest	to	declare.	

1. REFERENCES	
Ai,	W.,	Li,	H.,	Song,	N.,	Li,	L.,	Chen,	H.,	2013.	Optimal	method	to	stimulate	cytokine	production	
and	 its	 use	 in	 immunotoxicity	 assessment.	 Int.	 J.	 Environ.	 Res.	 Public	 Health.	
https://doi.org/10.3390/ijerph10093834	

Arvis,	P.,	Guivarc’h-Leveque,	A.,	 Jaffre,	F.,	Bidet,	M.,	Lehert,	P.,	2017.	Predicting	pregnancy	
after	 intra-uterine	 insemination	 (IUI):	 a	 new	model	 incorporating	 prior	 evidence.	 Fertil.	
Steril.	https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2017.07.1023	

Bashiri,	A.,	Halper,	K.I.,	Orvieto,	R.,	2018.	Recurrent	Implantation	Failure-update	overview	
on	 etiology,	 diagnosis,	 treatment	 and	 future	 directions.	 Reprod.	 Biol.	 Endocrinol.	
https://doi.org/10.1186/s12958-018-0414-2	



275 

De	Groote,	D.,	Zangerle,	P.F.,	Gevaert,	Y.,	Fassotte,	M.F.,	Beguin,	Y.,	Noizat-Pirenne,	F.,	Pirenne,	
J.,	Gathy,	R.,	Lopez,	M.,	Dehart,	I.,	Igot,	D.,	Baudrihaye,	M.,	Delacroix,	D.,	Franchimont,	P.,	1992.	
Direct	stimulation	of	cytokines	(IL-1β,	TNF-α,	IL-6,	IL-2,	IFN-γ	and	GM-CSF)	in	whole	blood.	
I.	 Comparison	 with	 isolated	 PBMC	 stimulation.	 Cytokine.	 https://doi.org/10.1016/1043-
4666(92)90062-V	

Franasiak,	 J.M.,	 Scott,	 R.T.,	 2017.	 Contribution	 of	 immunology	 to	 implantation	 failure	 of	
euploid	embryos.	Fertil.	Steril.	https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2017.04.019	

Fujita,	K.,	Nakayama,	T.,	Takabatake,	K.,	Higuchi,	T.,	Fujita,	J.,	Maeda,	M.,	Fujiwara,	H.,	Mori,	T.,	
1998.	Administration	of	thymocytes	derived	from	nonpregnant	mice	induces	an	endometrial	
receptive	 stage	 and	 leukaemia	 inhibitory	 factor	 expression	 in	 the	 uterus.	 Hum.	 Reprod.	
https://doi.org/10.1093/humrep/13.10.2888	

Fujiwara,	H.,	2006.	Immune	cells	contribute	to	systemic	cross-talk	between	the	embryo	and	
mother	during	early	pregnancy	in	cooperation	with	the	endocrine	system.	Reprod.	Med.	Biol.	
https://doi.org/10.1111/j.1447-0578.2006.00119.x	

Gargiulo,	 A.R.,	 Fichorova,	 R.N.,	 Politch,	 J.A.,	 Hill,	 J.A.,	 Anderson,	 D.J.,	 2004.	 Detection	 of	
implantation-related	cytokines	in	cervicovaginal	secretions	and	peripheral	blood	of	fertile	
women	 during	 ovulatory	 menstrual	 cycles.	 Fertil.	 Steril.	
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2004.03.039	

Hunt,	 J.S.,	 Roby,	 K.F.,	 1994.	 Implantation	 factors,	 in:	 Clinical	 Obstetrics	 and	 Gynecology.	
https://doi.org/10.1097/00003081-199409000-00017	

Kandavel,	V.,	Cheong,	Y.,	2018.	Does	intra-uterine	insemination	have	a	place	in	modern	ART	
practice?	 Best	 Pract.	 Res.	 Clin.	 Obstet.	 Gynaecol.	
https://doi.org/10.1016/j.bpobgyn.2018.08.003	

Kosaka,	K.,	Fujiwara,	H.,	Tatsumi,	K.,	Yoshioka,	S.,	Sato,	Y.,	Egawa,	H.,	Higuchi,	T.,	Nakayama,	
T.,	 Ueda,	 M.,	 Maeda,	 M.,	 Fujii,	 S.,	 2002.	 Human	 chorionic	 gonadotropin	 (HCG)	 activates	
monocytes	to	produce	interleukin-8	via	a	different	pathway	from	luteinizing	hormone/HCG	
receptor	system.	J.	Clin.	Endocrinol.	Metab.	https://doi.org/10.1210/jc.2002-020341	

Kosaka,	K.,	Fujiwara,	H.,	Tatsumi,	K.,	Yoshioka,	S.,	Higuchi,	T.,	Sato,	Y.,	Nakayama,	T.,	Fujii,	S.,	
2003.	 Human	 peripheral	 blood	 mononuclear	 cells	 enhance	 cell-cell	 interaction	 between	
human	 endometrial	 epithelial	 cells	 and	 BeWo-cell	 spheroids.	 Hum.	 Reprod.	
https://doi.org/10.1093/humrep/deg002	



276 

Li,	 S.,	 Wang,	 J.,	 Cheng,	 Y.,	 Zhou,	 D.,	 Yin,	 T.,	 Xu,	 W.,	 Yu,	 N.,	 Yang,	 J.,	 2017.	 Intrauterine	
administration	 of	 hCG-activated	 autologous	 human	 peripheral	 blood	 mononuclear	 cells	
(PBMC)	promotes	live	birth	rates	in	frozen/thawed	embryo	transfer	cycles	of	patients	with	
repeated	 implantation	 failure.	 J.	 Reprod.	 Immunol.	
https://doi.org/10.1016/j.jri.2016.11.006	

Madkour,	A.,	Bouamoud,	N.,	Louanjli,	N.,	Kaarouch,	I.,	Copin,	H.,	Benkhalifa,	M.,	Sefrioui,	O.,	
2016.	 Intrauterine	 insemination	 of	 cultured	 peripheral	 blood	mononuclear	 cells	 prior	 to	
embryo	transfer	improves	clinical	outcome	for	patients	with	repeated	implantation	failures.	
Zygote.	https://doi.org/10.1017/S0967199414000719	

Makrigiannakis,	A.,	Benkhalifa,	M.,	Vrekoussis,	T.,	Mahjub,	S.,	Kalantaridou,	S.N.,	Gurgan,	T.,	
2015.	Repeated	implantation	failure:	A	new	potential	treatment	option.	Eur.	J.	Clin.	Invest.	
https://doi.org/10.1111/eci.12417	

Merviel,	P.,	Heraud,	M.H.,	Grenier,	N.,	Lourdel,	E.,	Sanguinet,	P.,	Copin,	H.,	2010.	Predictive	
factors	for	pregnancy	after	intrauterine	insemination	(IUI):	An	analysis	of	1038	cycles	and	a	
review	of	the	literature.	Fertil.	Steril.	https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2008.09.058	

Nakayama,	T.,	Fujiwara,	H.,	Maeda,	M.,	Inoue,	T.,	Yoshioka,	S.,	Mori,	T.,	Fujii,	S.,	2002.	Human	
peripheral	blood	mononuclear	cells	(PBMC)	in	early	pregnancy	promote	embryo	invasion	in	
vitro:	 HCG	 enhances	 the	 effects	 of	 PBMC.	 Hum.	 Reprod.	
https://doi.org/10.1093/humrep/17.1.207	

Nobijari,	 F.F.,	 Arefi,	 S.S.,	 Moini,	 A.,	 Taheripanah,	 R.,	 Fazeli,	 E.,	 Kharazi,	 H.,	 Hosseini,	 S.Z.,	
Hosseini,	 A.,	 Valojerdi,	 M.R.,	 Copin,	 H.,	 Benkhalifa,	 M.,	 2019.	 Endometrium	
immunomodulation	by	intrauterine	insemination	administration	of	treated	peripheral	blood	
mononuclear	 cell	 prior	 frozen/thawed	 embryos	 in	 patients	 with	 repeated	 implantation	
failure.	Zygote.	https://doi.org/10.1017/S0967199419000145	

Okitsu,	 O.,	 Kiyokawa,	 M.,	 Oda,	 T.,	 Miyake,	 K.,	 Sato,	 Y.,	 Fujiwara,	 H.,	 2011.	 Intrauterine	
administration	 of	 autologous	 peripheral	 blood	 mononuclear	 cells	 increases	 clinical	
pregnancy	 rates	 in	 frozen/thawed	 embryo	 transfer	 cycles	 of	 patients	 with	 repeated	
implantation	failure.	J.	Reprod.	Immunol.	https://doi.org/10.1016/j.jri.2011.07.001	

Plank,	M.W.,	Kaiko,	G.E.,	Maltby,	S.,	Weaver,	J.,	Tay,	H.L.,	Shen,	W.,	Wilson,	M.S.,	Durum,	S.K.,	
Foster,	P.S.,	2017.	Th22	Cells	Form	a	Distinct	Th	Lineage	from	Th17	Cells	In	Vitro	with	Unique	
Transcriptional	 Properties	 and	 Tbet-Dependent	 Th1	 Plasticity.	 J.	 Immunol.	
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1601480	



277 

Robertson,	 S.A.,	 Care,	 A.S.,	 Moldenhauer,	 L.M.,	 2018.	 Regulatory	 T	 cells	 in	 embryo	
implantation	 and	 the	 immune	 response	 to	 pregnancy.	 J.	 Clin.	 Invest.	
https://doi.org/10.1172/JCI122182	

Saito,	S.,	Miyazaki,	S.,	Sasaki,	Y.,	2007.	Th1/Th2	Balance	of	the	Implantation	Site	in	Humans,	
in:	Immunology	of	Pregnancy.	https://doi.org/10.1007/0-387-34944-8_4	

Simon,	A.,	Laufer,	N.,	2012.	Repeated	 implantation	 failure:	Clinical	approach.	Fertil.	Steril.	
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2012.03.010	

Tabibzadeh,	S.,	Satyaswaroop,	P.G.,	Von	Wolff,	M.,	Strowitzki,	T.,	1999.	Regulation	of	TNF-α	
mRNA	expression	in	endometrial	cells	by	TNF-α	and	by	oestrogen	withdrawal.	Mol.	Hum.	
Reprod.	https://doi.org/10.1093/molehr/5.12.1141	

Takabatake,	K.,	Fujiwara,	H.,	Goto,	Y.,	Nakayama,	T.,	Higuchi,	T.,	Maeda,	M.,	Mori,	T.,	1997a.	
Intravenous	 administration	 of	 splenocytes	 in	 early	 pregnancy	 changes	 the	 implantation	
window	in	mice.	Hum.	Reprod.	https://doi.org/10.1093/humrep/12.3.583	

Takabatake,	K.,	Fujiwara,	H.,	Goto,	Y.,	Nakayama,	T.,	Higuchi,	T.,	Fujita,	J.,	Maeda,	M.,	Mori,	T.,	
1997b.	 Splenocytes	 in	 early	 pregnancy	 promote	 embryo	 implantation	 by	 regulating	
endometrial	 differentiation	 in	 mice.	 Hum.	 Reprod.	
https://doi.org/10.1093/humrep/12.10.2102	

Thum,	M.Y.,	Abdalla,	H.I.,	Bhaskaran,	S.,	Harden,	E.L.,	Ford,	B.,	Sumar,	N.,	Shehata,	H.,	Bansal,	
A.,	 2007.	The	 relationship	of	 systemic	TNF-α	and	 IFN-γ	with	 IVF	 treatment	outcome	and	
peripheral	 blood	 NK	 cells.	 Am.	 J.	 Reprod.	 Immunol.	 https://doi.org/10.1111/j.1600-
0897.2006.00465.x	

Von	Wolff,	M.,	Classen-Linke,	I.,	Heid,	D.,	Krusche,	C.A.,	Beier-Hellwig,	K.,	Karl,	C.,	Beier,	H.M.,	
1999.	Tumour	necrosis	factor-α	(TNF-α)	in	human	endometrium	and	uterine	secretion:	An	
evaluation	 by	 immunohistochemistry,	 ELISA	 and	 semiquantitative	 RT-PCR.	 Mol.	 Hum.	
Reprod.	https://doi.org/10.1093/molehr/5.2.146	

Yoshioka,	 S.,	 Fujiwara,	 H.,	 Nakayama,	 T.,	 Kosaka,	 K.,	Mori,	 T.,	 Fujii,	 S.,	 2006.	 Intrauterine	
administration	 of	 autologous	 peripheral	 blood	mononuclear	 cells	 promotes	 implantation	
rates	 in	 patients	 with	 repeated	 failure	 of	 IVF-embryo	 transfer.	 Hum.	 Reprod.	
https://doi.org/10.1093/humrep/del312	

Yu,	 N.,	 Zhang,	 B.,	 Xu,	 M.,	 Wang,	 S.,	 Liu,	 R.,	 Wu,	 J.,	 Yang,	 J.,	 Feng,	 L.,	 2016.	 Intrauterine	
administration	of	autologous	peripheral	blood	mononuclear	cells	(PBMC)	activated	by	HCG	



278 

improves	 the	 implantation	 and	 pregnancy	 rates	 in	 patients	 with	 repeated	 implantation	
failure:	a	prospective	randomized	study.	Am.	J.	Reprod.	Immunol.	

	 	



279 

2. TABLES	
Table	1.	Difference	in	clinical	parameters	and	pregnancy	rates	between	the	control	
and	PBMC	group.	Values	are	mean	±	SD.	*	p	<	0.05;	ns:	no	significance.	PBMC:	Peripheral	
blood	mononuclear	cells.	H	:	Kruskal-Wallis	H	statistic	value.	t	:	Student	t	statistic	value.	χ2	:	
Chi	square	statistic	value.	df	:	degrees	of	freedom.	

	

Parameter 
Control       
(n=108) 

PBMC       
(n=105) 

Test value p-value 

Age (years) 33,04 ± 4,39 32,64 ± 4,62 t211df = -0,706 0,481 (ns) 

Duration of infertility (months) 31,32 ± 24,00 25,16 ± 17,54 H1df = 6,275 0,012 (*) 

Number of previous IUI 1,44 ± 1,59 1,85 ± 1,61 H1df = 4,634 0,031 (*) 

Motile sperm inseminated (106) 24,36 ± 28,48 28,54 ± 27,74 H1df = 1,474 0,225 (ns) 

Biochemical pregnancy rate (%) 9,26% 15,24% χ21df	=	1,776 0,183 (ns) 

Clinical pregnancy rate (%) 6,48% 10,48% χ21df	=	1,098 0,295 (ns) 

	
Table	II.	Distribution	of	CD4	T	cells	populations	at	cell	seeding	and	after	48	hours	of	
culture	in	a	medium	supplemented	with	PHA	and	hCG.	Values	are	mean	±	SD.	*	p<0.05;	
****	 p<0.0001;	 ns:	 no	 significance.	 H	 :	 Kruskal-Wallis	 H	 statistic	 value.	 df	 :	 degrees	 of	
freedom.	Values	are	presented	as	a	percentage	of	total	CD4	T	cells.	

	

Cell type 
D0                

(n=56) 
D2                 

(n=60) 
Test value p-value 

Th1 (%) 11,13 ± 7,07 10,43 ± 6,32 H1df = 0,273 0,602 (ns) 

Th2 (%) 4,41 ± 3,29 18,53 ± 15,03 H1df = 45,652 < 0,0001 (****) 

Th17 (%) 0,75 ± 0,49 0,53 ± 0,30 H1df = 6,633 0,01 (*) 

Th22 (%) 1,17 ± 1,40 4,75 ± 5,16 H1df = 40,573 < 0,0001 (****) 

Treg (%) 0,94 ± 2,33 4,81 ± 4,48 H1df = 52,226 < 0,0001 (****) 
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3. LEGENDS	
Figure	 1.	 CONSORT	 2010	 flow	 diagram	 of	 the	 study.	 PBMC	 :	 Peripheral	 blood	
mononuclear	cells.	

   
Figure	2.	Concentration	of	 IL-2,	 IL-13,	 IL-17a,	 IL-17f	and	TFNα	secreted	by	PBMC	in	
patients	whose	IUI	has	led	to	pregnancy	and	non-pregnant	patients.	Concentration	of	
these	cytokines	were	measured	in	PBMC	after	48	hours	of	culture	in	a	medium	supplemented	
with	PHA	and	hCG.	Values	are	mean	±	SD.	*	p	<	0.05;	**	p	=	0.002.	
	

Figure	3.	Biochemical	(A)	and	clinical	(B)	pregnancy	probabilities	at	increasing	levels	
of	 TNFα	 in	 the	 control	 and	 PBMC	 groups.	 Significant	 logistic	 regression	models	 were	
established	using	a	multistep	backward	deletion	approach	for	TNFα	and	the	group	variable	
to	predict	(A)	biochemical	and	(B)	clinical	pregnancy.	PBMC:	Peripheral	blood	mononuclear	
cells.	Data	are	mean	probability	±	Standard	Error.	
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SUPPLEMENTARY	DATA	
	
Supplemental	table	I.	Cytokines	concentration	in	patients	whose	IUI	has	led	to	biochemical	
pregnancy	compared	to	non-pregnant	patients.	H	:	Kruskal-Wallis	H	statistic	value.	df	:	degrees	
of	freedom.	Values	are	mean	±	SD.	ns:	no	significance.	

	

Cytokine	 Pregnant															
(n=5)	

Not	pregnant														
(n=53)	 Test	value	 p-value	

IL-2	(pg/mL)	 676,66	±	157,17	 283,80	±	455,60	 H1df	=	5,877	 0,015	(*)	

IL-4	(pg/mL)	 141,22	±	79,33	 65,62	±	60,30	 H1df	=	1,259	 0,262	(ns)	

IL-5	(pg/mL)	 574,31	±	227,87	 359,92	±	350,82	 H1df	=	1,023	 0,312	(ns)	

IL-6	(pg/mL)	 11462,16	±	0,00	 10236,67	±	
3318,13	 H1df	=	0,734	 0,392	(ns)	

IL-9	(pg/mL)	 858,55	±	301,30	 490,02	±	449,90	 H1df	=	1,957	 0,162	(ns)	

IL-10	(pg/mL)	 409,69	±	112,91	 234,76	±	195,34	 H1df	=	2,627	 0,105	(ns)	

IL-13	(pg/mL)	 1334,65	±	466,00	 580,26	±	498,91	 H1df	=	4,034	 0,045	(*)	

IL-17a	(pg/mL)	 621,19	±	183,16	 305,58	±	280,56	 H1df	=	4,260	 0,039	(*)	

IL-17f	(pg/mL)	 238,49	±	49,06	 122,79	±	130,29	 H1df	=	5,480	 0,019	(*)	

IL-21	(pg/mL)	 61,03	±	17,43	 292,85	±	1595,21	 H1df	=	0,403	 0,525	(ns)	

IL-22	(pg/mL)	 54,84	±	10,15	 51,73	±	61,90	 H1df	=	1,660	 0,198	(ns)	

IFNg	(pg/mL)	 6887,22	±	1236,33	 5666,25	±	4165,62	 H1df	=	0,510	 0.475	(ns)	

TNFα	(pg/mL)	 13111,74	±	
1680,22	 5706,52	±	4680,67	 H1df	=	7,988	 0,002	(**)	
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Supplemental	 table	 II.	 Cytokines	 concentration	 in	 patients	 whose	 IUI	 has	 led	 to	 clinical	
pregnancy	compared	to	non-pregnant	patients.	H	:	Kruskal-Wallis	H	statistic	value.	df	:	degrees	
of	freedom.	Values	are	mean	±	SD.	ns:	no	significance.	

	

Cytokine	 Pregnant																		
(n=4)	

Not	pregnant												
(n=54)	 Test	value	 p-value	

IL-2 (pg/mL)	 566,79 ± 145,09	 299,22 ± 465,28	 H1df	=	3,504 0,061 (ns) 

IL-4	(pg/mL)	 164,77	±	97,79	 65,27	±	59,78	 H1df	=	1,661 0,197 (ns) 

IL-5	(pg/mL)	 667,36	±	268,53	 357,00	±	348,15	 H1df	=	1,583 0,208 (ns) 

IL-6	(pg/mL)	 11462,16	±	0,00	 10259,36	±	
3290,91	 H1df	=	0,576 0,448 (ns) 

IL-9	(pg/mL)	 973,17	±	359,74	 488,35	±	445,80	 H1df	=	2,261 0,133 (ns) 

IL-10	(pg/mL)	 391,49	±	143,86	 239,35	±	196,40	 H1df	=	1,507 0,220 (ns) 

IL-13 (pg/mL)	 1539,80 ± 540,17	 579,04 ± 494,26	 H1df	=	4.483 0,034 (*) 

IL-17a (pg/mL)	 603,33 ± 235,33	 312,75 ± 282,85	 H1df	=	2,449 0,118 (ns) 

IL-17f (pg/mL)	 199,29 ± 38,08	 127,84 ± 134,28	 H1df	=	3,168 0,075 (ns) 

IL-21	(pg/mL)	 66,88	±	21,19	 288,12	±	1580,47	 H1df	=	0,539 0,463 (ns) 

IL-22	(pg/mL)	 47,34	±	8,82	 52,34	±	61,48	 H1df	=	0,738 0,390 (ns) 

IFNg	(pg/mL)	 7295,87	±	1506,39	 5658,59	±	4126,52	 H1df	=	0,509 0.476 (ns) 

TNFα (pg/mL)	 14345,42 ± 1472,64	 5752,27 ± 4648,48	 H1df	=	7,886 0.005 (**) 
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