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Résumé 

Les cellules dendritiques (CDs) sont des cellules présentatrices d'antigènes agissant comme 

messagers entre l'immunité innée et adaptative. Elles sont activées par des molécules 

endogènes : Danger-Associated Molecular Patterns (DAMPS) ou exogènes : Pathogen-

Associated Molecular Patterns (PAMPS). Ces molécules modulent l'expression des 

récepteurs à la surface des CDs, la production de cytokines et la libération d'exosomes dans 

le milieu extracellulaire. De plus, il est connu que le neuropeptide Vasoactive Intestinal 

Peptide (VIP) réduit l'activation des CDs par des PAMPS. 

Mon projet vise à étudier si l'activation des CDs par des DAMPS peut aussi être régulée 

par le VIP. Les résultats obtenus montrent que des DAMPs (ex : cristaux d'urate 

monosodique) et des PAMPS (ex : Lipopolysaccharide : LPS) provoquent une activation 

des CDs qui est diminuée en présence de VIP. Nous observons également que ce peptide 

diminue la production de cytokines et la quantité d'exosomes dans le milieu extracellulaire 

en réponse aux cristaux d'urate monosodique. Le VIP régule l'activation des CDs par des 

DAMPS ainsi que la production d'exosomes. 



Abstract 

Dendritic cells (DCs) are antigen-presenting cells that act as messengers between innate 

and adaptive immunity. They are activated by endogenous : Danger-Associated Molecular 

Patterns (DAMPS) and exogenous : Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPS) 

particles. These molecules modulate the expression of receptors on the surface of DCs, 

cytokine production and release of exosomes into the extracellular medium. In addition, the 

neuropeptide Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) reduces the activation of DCs by 

PAMPS. 

My project is to investigate if the activation of DCs by DAMPS can also be regulated by 

VIP. The results show the DAMPS ex : monosodium urate crystals and the PAMPS (ex : 

Lipopolysaccharide : LPS) cause an activation of DCs but that this activation is reduced in 

the presence of VIP. We observed that this peptide also reduces cytokine production and 

the production of exosomes in the extracellular medium in response to monosodium urate 

crystals. VIP regulates therefore the activation of DCs by DAMPS and the production of 

exosomes. 
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"N'essayez pas de devenir un homme qui a du succès. Essayez de devenir un homme qui a 
de la valeur. " 

Albert Einstein 
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CHAPITRE I - Introduction 

1.1. Le neuropeptide VIP 

En 1970, Said et Mutt isolèrent pour la première fois un peptide hautement vasoactif dans 

des extraits d'intestin de porc et le nommèrent Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) [1]. 

Depuis, il a été identifié comme un neuropeptide largement diffusé dans l'organisme 

humain ; présentant un effet neuromodulateur dans de nombreux organes et tissus, comme 

le cœur, les poumons, les glandes thyroïdes, les reins, le cerveau, les voies urinaires ou 

encore les organes génitaux [2]. 

Le peptide VIP est un peptide synthétisé par les systèmes nerveux central et périphérique, 

et par les cellules de l'immunité telles que les lymphocytes [3] [4]. Il est constitué de 28 

acides aminés et appartient à une grande famille de peptides incluant entre autre la 

sécrétine, le Growth Hormone-Releasing Hormone (GHRH), le Glucose-dependent 

Insulinotropic Polypeptide (GIP), le Glucagon-Like Peptide (GLP), le Pituitary Adenylate 

Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP), le glucagon, le Peptide Histidine Methionine 

(PHM), ou encore le Peptide Histidine Isoleucine (PHI) [5]. 

Le gène humain VIP clone chez l'homme en 1985 [6] est localisé sur le bras long du 

chromosome 6 au niveau du locus 6q24-q27 [7], s'étendant sur 9 kb. Sa transcription est 

régulée par la voie de la Cyclic AMP-dependent protein kinase (PKA), qui agit par 

l'intermédiaire d'une séquence cAMP Response Element (CRE) située en amont du site 

d'initiation [8] [9] [10]. Ce site d'initiation CRE est aussi régulé par la voie de la Protein 

Kinase C (PKC). En effet, l'activation de la voie PKC par les esters de phorbol 12-O-tétra 

décanoylphorbol 13-acétate (TPA) et phorbol- 12-myristate-13-acetate (PMA) permettent 

d'augmenter l'expression du gène VIP grâce à la séquence CRE [11] [12]. Ces esters de 



phorbol peuvent aussi activer l'expression du gène VIP par l'intermédiaire d'un autre site 

d'initiation, la séquence TPA/PMA-Responsive Element (TRE) [13]. Des études montrent 

que le promoteur du gène VIP présente également des sites pouvant interagir avec des 

cytokines (Cytokine Response Element) (CyRE), des éléments spécifiques du tissu (Tissue-

Specific Element) (TSE) et des facteurs de transcription activateurs de la séquence 

Activator Protein 1 (AP-1) [14] [15]. 

La transcription du gène VIP permet d'obtenir un transcrit primaire codant pour un 

prépropeptide de 170 acides aminés possédant à la fois VIP et PHM/PHI, nommé le prépro-

VIP [16] [17]. Un clivage du peptide signal par un signal peptidase du prépro-VIP génère 

ensuite un pro-VIP de 148 acides aminés au sein du reticulum endoplasmique. Puis le pro-

VIP est clivé par des prohormones convertases en VIP-GRK (prépro-VIP^s-iss) et PHM-

GKR (prépro-VIPgMio) [18]. VIP-GRK et PHM-GKR sont par la suite clivés par des 

enzymes carboxypeptidase-B-like en VIP-G et PHM-G [16]. Finalement les produits 

obtenus, VIP-G et PHM-G sont metabolises par des enzymes Peptidyl glycine a-Amidating 

Monooxygenase (PAM) en VIP et PHM biologiquement active, avec un domaine C-

terminal aminé. 

U . 1 Récepteurs du VIP 

Le VIP interagit avec 3 types de récepteurs nommés IUPHAR (International Union of 

Pharmacology) : PAC1, VPAC1 et VPAC2[19]. Ils font partie de la famille B (Secretin like 

receptor family), appelée aussi classe II des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) à 7 

domaines transmembranaires [20] [21]. Ces récepteurs VPAC1, VPAC2 et PAC1 lient le 

peptide VIP avec une affinité similaire (Kd : 3 à 10 nM). 



1.1.1.1 Le récepteur VPAC1 

Le récepteur VPAC1 a été initialement identifié dans le poumon de rat [22] puis a ensuite 

été clone chez l'homme en 1993 [23]. Sa caractérisation a permis de montrer que ce 

récepteur est codé par un gène constitué de 13 exons et qu'il est composé de 457 acides 

aminés [24]. Le récepteur VPAC1 a par la suite été identifié dans le système nerveux 

central (SNC) plus précisément au sein du cortex piriforme, du cortex cérébral, du noyau 

amygdalien latéral, du noyau supraoptique, du plexus choroïde ou encore de la glande 

pinéale [25] [26] [27]. Toutefois VPAC1 a également été observé dans les tissus 

périphériques comme dans le foie, les reins, la prostate, la rate, les poumons, le tractus 

gastro-intestinal, les ganglions lymphatiques, et presque dans tous les tissus épithéliaux 

humains [28]. 

Au sein du système immunitaire, Guerrero et ses collaborateurs ont décrit la présence du 

récepteur VPAC1 dans les Lymphocytes du sang périphérique (LSP) [29]. Plus tard, il a été 

observé que ce récepteur est également présent dans les monocytes, neutrophiles, 

macrophages, cellules dendritiques (CDs), cellules NKs et les lymphocytes B et T [30] 

[31] [32] [33] [34] [35] (Tableau 1). 

1.1.1.2 Le récepteur VPAC2 

Le récepteur VPAC2 a été identifié dans l'hypophyse de rat [36], puis chez l'homme en 

1994 [37]. Ce récepteur est composé de 437 acides aminés et est également codé par un 

gène constitué de 13 exons [38]. Il présente 49 % d'homologie avec le récepteur VPAC1 et 

a été retrouvé dans le SNC tel que dans le cortex cérébral, les noyaux périventriculaires, le 

thalamus, l'hypothalamus et dans les amygdales [39] [26] [27]. Ce récepteur est aussi 

exprimé dans les cellules acineuses pancréatiques, les cellules folliculaires thyroïdiennes, la 

glande surrénale, la rétine, les alvéoles pulmonaires, et dans les vaisseaux sanguins [40]. 



Cependant il a été rapporté que VPAC2 est également exprimé d'une façon inductible dans 
les lymphocytes et les macrophages (Tableau 1). En effet, ce récepteur est détecté dans les 
lymphocytes seulement après une stimulation des molécules CD3 associées au T Cell 
Receptor (TCR) et dans les macrophages après une stimulation avec du lipopolysaccharide 
(LPS) [33]. 

1.1.1.3 Le récepteur PAC1 

Le récepteur PAC 1 a été le premier récepteur au VIP à être clone et présente une expression 
considérable dans le cerveau [41] et une expression plus faible dans la gorge et le foie [42]. 
Plus tard, il a été caractérisé dans les cellules de l'immunité, mais seulement dans les 
macrophages [43] (Tableau 1). 



Types cellulaires Espèces VPAC, VPAC2 PAC, 

HMC-I (mastocytes) Humain + + ND 
Mastocytes de la peau Humain ND + ND 

HC3 (mastocytes) Souris - + -

Monocytes Humain + - ND 
Monocytes Humain ND + ND 

THP-1 (monocytes) Humain + "(+) + 

Raw 264.7 
(macrophage) 

Souns + "(+) + 

Macrophages 
Péritonéaux 

Rat + ND ND 

Macrophages 
Péritonaux 

Rat + ND + 

Ostéocl-astes Souris + - + 
Moelle osseuse Souris + + + 

Ostéoblastes Souris -(+) + -

Ostéoblastes Humain + - -

Macrophages 
alvéolaires 

Souris +■ + ND 

Macrophages 
alvéolaires 

Humain ND + ND 

Cellules de granulome Souris + + ND 

cellules T CD4 + 
Spléniques 

Souris ND -(+) ND 

Lymphocytes Rat + ND ND 
Thymocytes Rat + ND ND 

Lymphocytes Souris + - ND 
Thymocytes/splénocytes Souris + ND ND 
Thymocytes/splénocytes Souris + -<+) ND 
Thymocytes/splénocytes Souris + + ND 

Thymocytes Humain + + ND 
Intestinal T 

lymphocytes 
Souris + + ND 

Lymphocytes 
périphériques 

Humain + + ND 

Cellules de Langerhans Souris + + -

Microglie Rat + - + 
Microglie Souris + - + 

Kératinocytes Humain + + -

Kératinocytes Humain + - ND 

Tableau 1 : Présence des récepteurs VPAC1, VPAC2 et PAC1 dans les cellules du 
système immunitaire et les cellules apparentées [44]. Ces trois types de récepteurs ont 
été depuis retrouvés exprimés dans d'autres cellules de l'immunité comme les CDs 
humaines et les neutrophiles [45]. (ND : Non déterminé), + : Présence du récepteur, - : 
Absence de récepteur). 



1.1.1.4 Les récepteurs VPAC1, VPAC2, PAC1 et les voies de signalisation 

Suivant les tissus, ces 3 récepteurs interagissent différemment avec les protéines G activant 
alors différentes voies de signalisation dont la plus commune est celle faisant intervenir 
1'Adenosine monophosphate cyclique (AMPc) comme second messager (figure 1). Ainsi la 
liaison du VIP sur les récepteurs VPAC1, VPAC2 et PAC1 conduit à l'activation des 
protéines Gos qui vont alors interagir avec un effecteur tel que l'adénylyl cyclase (AC) 
menant à la production d'AMPc. Ces récepteurs sont aussi impliqués dans d'autres voies de 
signalisation comme l'accumulation de calcium intracellulaire [Ca2+]i, la régulation de 
l'activité de la phospholipase D (PLD), des tyrosines kinases, des canaux calciques, des 
GTPases Rho, et de Src. Ils peuvent aussi activer la phospholipase C (PLC) et ainsi 
augmenter la concentration de [Ca2+]i par l'intermédiaire du couplage avec les protéines 
Gaq et Gai (Gai seulement avec VPAC1 et VPAC2). L'activité de la PLD peut être 
stimulée par les trois types de récepteur par l'intermédiaire à'ADP-Ribosylation Factor 
(ARF) (pour VPAC1 et VPAC2) et PKC (pour PAC1) [46]. 

Agonteî» 

> exocytose 
>An_M_H_kk___i enuocytose 
>Pr©H*r*ion 
>tr-_Bcvé«culari (PAC'jSfulf-nrnti 

> phosphorylation de 
protéines 
> régulation «tofiints 

Figure 1 : Voies de signalisations des récepteurs VPAC1, VPAC2 et PAC1 [46]. 



Dans la plupart des cellules cibles, les récepteurs VPAC1, VPAC2 et PAC1 sont couplés 

positivement à l'AC par l'intermédiaire de la protéine Gas, et peuvent ainsi stimuler la 

production d'AMPc et la voie PKA (Protéine Kinase A) [47]. L'activation de la PKA mène 

à la phosphorylation du facteur de transcription cAMP Response Element Binding (CREB). 

Ce dernier se fixe alors sur les éléments de réponse à l'AMPc, et régule la transcription de 

gènes impliqués dans le métabolisme cellulaire, la prolifération et la migration dans 

différents tissus et cellules [48] [49]. 

La voie de la PLC est activée grâce au couplage des récepteurs avec la protéine Gq. La PLC 

hydrolyse le phosphatidylinositol diphosphate (PIP2) en inositol triphosphate (IP3), ce qui 

conduit à l'augmentation de [Ca2+]i [50]. Les effets du VIP sur la prolifération ou la 

différenciation cellulaire sont généralement liés à l'activation en cascade, par 

l'intermédiaire des kinases dépendantes de l'AMPc (PKA) ou du calcium (PKC), et des 

Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) [51]. 



1.1.2 Les fonctions du VIP 

1.1.2.1 Généralités 

Le VIP participe à la régulation de diverses fonctions physiologiques chez de nombreuses 

espèces dont l'Homme. En effet, sa libération par les terminaisons nerveuses lui valent une 

action sur la relaxation de la musculature lisse vasculaire et non vasculaire [52] [53], la 

sécrétion endocrine et exocrine [54] [55], le métabolisme (glycogénolyse et lipolyse) [56] 

[57] ou encore dans l'inflammation [44]. 

Toutefois, une dérégulation de la quantité de VIP peut être associée à plusieurs pathologies 

comme lors d'un infarctus du myocarde où une augmentation de la libération de VIP a été 

observée dans le cœur [2]. De plus, une hypersécrétion de VIP a été observée dans la 

dermatite atopique [58], l'épilepsie [59], le cancer du pancréas [60] ou les tumeurs 

neurogéniques [61]. En revanche, une déficience en VIP a été décrite dans la maladie de 

Hischsprung [62], l'asthme sévère [63], le diabète insulinodépendant [64], la 

mucoviscidose ou la maladie d'Alzheimer [65]. 

Au sein de l'immunité, le neuropeptide VIP joue un rôle essentiel en agissant comme un 

facteur anti-inflammatoire en affectant les réponses de l'immunité innée [69] [80] [44] [81] 

et adaptative [82] [83] [96] [97] [73]. L'immunité innée implique les cellules NKs (Natural 

Killers), les macrophages, et les neutrophiles. La réponse innée est rapide et non spécifique. 

Principalement basée sur la reconnaissance de Pathogen-Associated Molecular Patterns 

(PAMPs) qui peuvent être des composants des parois bactériennes, de l'Acide 

désoxyribonucléique (ADN) bactérien ou de l'Acide ribonucléique (ARN) viral, elle est 

capable d'informer rapidement l'organisme de la présence d'un agent infectieux. C'est 

principalement le rôle des CDs qui participent à la fois à la réponse innée et adaptative. La 

réponse adaptative se produit plus tard, à la suite de l'activation des lymphocytes T et B 

grâce à des récepteurs spécifiques. Contrairement à la réponse innée, l'immunité adaptative 

favorise l'élaboration de la mémoire pour un antigène spécifique. 
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1.1.2.2 Fonctions du VIP sur les différents types cellulaires 

Les neutrophiles 

Les neutrophiles font partie du système immunitaire non spécifique. Leur rôle principal est 

de phagocyter et de détruire les différents agents pathogènes. Étant les premières cellules à 

arriver au site inflammatoire, elles assurent la phase initiale de la défense permettant ainsi 

le développement subséquent de la réponse immunologique qui est spécifique et dirigée 

contre le pathogène. 

L'équipe de Palermo et ces collaborateurs ont montré que le VIP diminue l'expression des 

récepteurs reconnaissant la portion Fc des IgG (Fc gamma R) et diminue l'activation des 

neutrophiles par les IFNy [67]. Il est montré également que le VIP présente un effet sur les 

neutrophiles en inhibant la migration des ces cellules lorsqu'elles sont stimulées par le N-

Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) [68]. De plus des expériences in vivo chez 

le rat montrent qu'une administration locale ou systémique d'un analogue synthétique du 

VIP inhibe le recrutement des neutrophiles stimulés par l'ILip dans les voies respiratoires 

[69]. 

Les cellules NKs 

Les cellules NKs constituent 10 à 15 % des lymphocytes sanguins. Elles sont généralement 

considérées comme des composants du système immunitaire inné. Les cellules NKs sont 

décrites comme des lymphocytes T cytolytiques, pouvant provoquer directement la mort 

des cellules tumorales et des cellules infectées par un virus en absence d'immunisation 

spécifique. Ces cellules produisent également de lTFNy, du Tumor Necrosis Factor a 

(TNFa) ainsi que des facteurs de croissance comme le Granulocyte Macrophage Colony-

Stimulating Factor (GM-CSF) , le Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-CSF) , ou 



encore des chemokines incluant le Chemokine (C-C motif) Ligand 2 (CCL2) , Chemokine 

(C-C motif) Ligand 3 (CCL3) , Chemokine (C-C motif) Ligand 4 (CCL4), Chemokine (C-C 

motif) Ligand 5 (CCL5), et le Chemokine (C-X-C motif) Ligand 1 (CXCL1) [96]. 

Plusieurs expériences mettent en évidence un effet modulateur du peptide VIP sur les 

fonctions des cellules NKs. Par exemple des lymphocytes préincubés avec le VIP favorise 

une augmentation de l'activité des cellules NKs [97] et que l'inhibition de la cytotoxicité 

des NKs et la production d'IFNy provoquée en présence de la glycoprotéine d'enveloppe 

du virus de l'immunodéficience humaine (GPI20) est restaurée par le VIP [98]. 

Les macrophages 

Les macrophages et les neutrophiles constituent la première ligne de défense de 

l'organisme. Les macrophages sont à l'interface entre l'immunité innée et acquise. En effet, 

leur première fonction est la protection face aux infections notamment grâce à la 

phagocytose. Également les produits microbiens comme le LPS activent les macrophages à 

sécréter des produits proinflammatoires tels que le TNFa, FIL12, l'ILl, l'IL6 et le Nitric 

Oxide (NO). Par rapport aux effets observés du VIP sur ces macrophages, on observe qu'il 

inhibe la production des médiateurs TNFa, IL-12, IL-6 et NO, in vivo et in vitro, et stimule 

la production de cytokines antiinflammatoires comme l'IL-10 [80] [44] [81]. Le VIP inhibe 

aussi la production des chimiokines CXCL2 (MIP2), CXCL1 (lymphotactin), CCL3 

(MIPla), CCL4 (MIP 10), CCL2 (MCP1) et CCL5 (RANTES) intervenant dans le 

recrutement de cellules de l'immunité. 

En plus de participer à la réponse du système immunitaire innée, les macrophages servent 

de lien comme les CDs dans l'immunité adaptative en présentant l'antigène et en stimulant 

spécifiquement les lymphocytes T. Une des actions de VIP sur ces cellules sera de réduire 

l'activité de stimulation et costimulation des macrophages. En effet, l'une des actions du 
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VIP est favorise d'une diminution de l'expression des molécules de co-stimulation B7.1 

(CD80) et B7.2 (CD86) au sein de macrophages activés avec du LPS [82]. L'effet 

inhibiteur du VIP sur l'expression de B7.1 et B7.2 corrélé avec une réduction de la 

stimulation de la prolifération des lymphocytes T par les macrophages [82] [83]. D'autres 

études montrent que le VIP diminue la production de cytokines proinflammatoires comme 

le TNFa, 1TL6, et 1TL12 et augmente la production de 1TL10 par des macrophages à la 

suite d'une stimulation avec un antigène [84]. Enfin le VIP inhibe l'activité phagocytaire, la 

production de radicaux libres, l'adhérence et la migration des macrophages [85] [86] [87] 

[88]. 

Les lymphocytes T 

La réponse immune adaptative dirigée contre un antigène spécifique est initiée par le 

contact entre une cellule présentatrice d'antigène et des lymphocytes T naïves. Suivant une 

stimulation antigénique, les LT-CD4+ se polarisent en cellules effectrices de type T helper 

(Thl ou Th2). Les cellules Thl sécrètent des cytokines comme l'IL2, INFy et le TNF0 et 

génèrent une réponse cellulaire. Les cellules Th2 sécrètent des cytokines comme 1TL4, IL5 

et l'ILlO nécessaire pour activer une réponse de type humorale avec la synthèse d'IgGl et 

IgE. La polarisation des LT-CD4+ en Thl ou Th2 se fera selon la nature de la cellule 

présentatrice d'antigène, et la nature et la quantité de l'antigène [89]. 

Des agents intervenant dans l'activation du système immunitaire telle que le LPS, le TNFa, 

1TL6 et l'ILip, ou dans l'apoptose comme la dexamethasone provoquent la production et la 

libération de VIP par les lymphocytes dans les tissus lymphoïdes [90]. Le VIP est aussi 

libéré par les lymphocytes Th2 [91]. Des résultats obtenus in vivo, montrent qu'une 

administration de VIP active une réponse de type Th2 aux dépens de la réponse de type 

Thl chez des souris immunisées contre un antigène Keyhole limpet hemocyanin (KLH) 

[83]. Subséquemment, des souris déficientes en VPAC2 ont une réponse augmentée en 
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cellules T de type Thl et des souris surexprimant VPAC2 présentent des réponses 

cellulaires typiques de type Th2 [76] [77]. 

Toutefois plusieurs travaux ont montré que le VIP favorise aussi la génération des cellules 

T régulatrices (Treg) en présence d'un antigène spécifique au récepteur TCR in vivo [92]. 

Le VIP provoque l'activation des cellules Treg en favorisant une augmentation de 

l'expression des molécules CD62, CD69, FoxP3, CTLA4 ainsi que la production de l'ILlO 

et de TGFpi, deux molécules suppressives [93] [94] [95]. 

Il est observé que ce peptide affecte également la migration des LT-CD4+. Une 

administration de VIP in vivo permet d'inhiber la migration des LT-CD4+ vers les nœuds 

lymphoïdes et les plaques de Peyer [96] [97]. 

Les lymphocytes B 

Les lymphocytes B (LB) appuient l'immunité humorale adaptative spécifique. Après 

l'activation par un antigène, les LB prolifèrent et se différencient en plasmocytes ou en LB 

mémoires. Elles sécrètent par la suite des anticorps ou immunoglobulines (Ig) qui 

neutralisent le pathogène [98]. 

Par contre l'expression des récepteurs PAC1, VPAC1 et VPAC2 est faiblement observée au 

sein de ces LB. Toutefois l'effet du VIP peut se faire d'une façon indirecte. Une étude 

montre que ce peptide peut supprimer la differentiation des LB par l'intermédiaire des 

macrophages [35]. Il permet également d'augmenter la production d'IgA par les LB en 

présence de CDs dérivées des plaques de Peyer, jouant ainsi un rôle important dans la 

limitation de la pénétration des bactéries commensales à travers la muqueuse intestinale 

[99]. 
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Les cellules dendritiques (CDs) 

Les CDs participent à la fois à la réponse innée et acquise. Il existe deux grands types de 

CDs : les CDs plasmacytoïdes d'origine lymphoïde et les CDs myéloïdes. Les CDs 

plasmacytoïdes sont retrouvées dans les organes lymphoïdes, le thymus et dans le sang. Les 

CDs d'origine myéloïde (CDs interstitielles et cellules de Langerhans) se retrouvent dans 

les muqueuses et la peau respectivement [71]. Elles existent sous deux états phénotypique 

et fonctionnel distincts. En présence de pathogènes, elles capturent le pathogène par 

endocytose ou phagocytose et subissent une maturation avec une augmentation de 

l'expression de molécules intervenant dans la stimulation comme CD83, CD40, CD86 et le 

complexe majeur d'histocompatibilité II (CMH II). Les CDs, sous l'action de la Chemokine 

(C-C motif) ligand 20 (CCL20) migrent, vers les organes lymphoïdes secondaires où elles 

présentent l'antigène aux lymphocytes T et B [72]. 

Le VIP a des effets différents selon que la CD soit mature ou immature. En effet, lorsque 

les CDs sont immatures, le VIP stimule l'expression de CD86 et augmente la capacité de 

ces cellules à activer les lymphocytes T [73]. Au contraire, lorsque les CDs sont matures, le 

VIP inhibe cette fois-ci l'expression des molécules coactivatrices CD80/CD86, ce qui 

réduit fortement leur capacité à activer les lymphocytes T lors de la présentation 

antigénique [73]. Ces travaux indiquent que le VIP affecte différemment les CDs matures 

et immatures. A la suite d'une activation des CDs par le LPS, le VIP agit comme un agent 

anti-inflammatoire alors que lors de l'absence d'activation de ces cellules le VIP contribue 

à la polarisation des LT-CD4+ en cellules Th2 effectrices [73]. Il a été aussi observé que ce 

neuropeptide peut affecter directement la maturation et la migration des CDs vers les 

organes lymphoïdes secondaires afin de prévenir une réponse immunitaire. Effectivement, 

le VIP pourrait activer la maturation des CDs en synergie avec le TNF-a [74] et stimuler ou 

inhiber la migration de ces CDs matures d'une façon dose-dépendante en réponse à des 

chemokines CCL5 et CCL 19 observées grâce à des essais de chimiotaxie in vitro [75]. 
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Il est également montré que le VIP affecte la polarisation des LT-CD4+ en cellules Thl et 

Thl7 au profit des cellules Th2 et Treg. Des études in vivo indiquent que la surexpression 

des récepteurs VPAC2 dans des souris transgéniques favorise les réponses cellulaires de 

type Th2 mais que des souris knock-out (KO) pour VPAC2 présentent une prévalence pour 

la réponse de type Thl [76] [77]. Des effets in vitro sont de même observés avec une 

production de cytokines de type Th2 (IL4, IL 10 et IL5) par des lymphocytes activés avec 

des CDs immatures traitées au VIP. Lorsque les CDs sont stimulées avec du LPS, une 

production en cytokines Thl (IL2 et IFNv) est identifiée. Par contre, en présence de VIP, il 

y a une réduction de la quantité de ces cytokines de type Thl [73]. 

D'autres études montrent que des CDs différentiées à partir de moelle osseuse de souris en 

présence de VIP deviennent des CDs tolérogéniques produisant des niveaux significatifs en 

IL 10 et favorisant la génération de cellules Treg [78] [79]. 

Le neuropeptide VIP participe activement à la régulation des réponses du système 

immunitaire. Il semble être un élément régulateur de l'homéostasie de cette réponse, qui en 

principe doit faire la distinction entre un PAMP et un DAMP. Certaines études ont montré 

que le VIP régule les effets provoqués par le LPS (un PAMP). Par contre aucune étude n'a 

été réalisée sur l'impact du VIP sur les réponses aux cristaux d'urate monosodiques qui 

sont également considérés comme des DAMPs 
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1.2. Signaux de dangers endogènes et UMS 

1.2.1 Définitions des signaux de dangers 

Les cellules de l'immunité utilisent une gamme de récepteurs nommée Pattern Recognition 

Receptor (PRRs) qui permettent la reconnaissance des pathogènes. L'activation de ces 

récepteurs active la réponse immunitaire innée. Ils reconnaissent des motifs structuraux très 

conservés présents sur l'enveloppe des micro-organismes, les PAMPS. Ces motifs sont 

absents des cellules eucaryotes. Les PAMPS peuvent êtres des capsides virales, des 

constituants bactériens comme le LPS (élément constitutif de la paroi des bactéries à gram 

négatif), ou encore des unmethylated Cytosine-Guanine nucleotide repeats (CpG) qui sont 

des répétitions de nucleotides non méthylés abondamment retrouvées dans l'ADN des 

bactéries et des virus. 

Cependant, l'immunité innée peut également être déclenchée par des molécules endogènes 

nommés DAMPS ou encore des signaux de dangers. Les DAMPS sont des molécules 

libérés par des cellules qui ont subi un stress ou un dommage [103]. Ce sont des molécules 

qui peuvent activer la réponse immunitaire tout comme les PAMPS (figure 2) [104]. 
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Figure 2 : Modèle d'activation du système immunitaire par les PAMPS et DAMPS. 
Les CDs sont présentes dans tous les tissus où elles sont dans un état immature. Sous cette 
forme, elles permettent de guetter la présence éventuelle d'un pathogène. Ces cellules 
reconnaissent les PAMPS par l'intermédiaire des PRRs mais elles peuvent également 
reconnaitre les signaux de danger DAMPS provenant d'un endommagement cellulaire. 
Après liaison de PAMPS ou de DAMPS, les CDs sont activées et migrent vers les tissus 
lymphoïdes où elles présentent les antigènes aux lymphocytes T [105]. 

Les DAMPS libérés par les cellules endommagées peuvent être : High Mobility Group Box 

protein-1 (HMGB1), S100A8/S100A9, des protéines de choc thermique, de l'ADN, de 

Y Adenosine triphosphate (ATP) et de l'acide urique (figure 3) [106] [107] [108]. Comme 

pour les PAMPS, les DAMPS ont été proposés pour stimuler également les CDs locales. Il 

a été montré que les cellules nécrotiques pouvaient stimuler les CDs et déclencher la 

migration de ces cellules vers les nœuds lymphatiques in vivo (figure 2) [109] [110]. Les 

DAMPS permettent de stimuler le système immunitaire afin de renouveler les tissus et 

d'éliminer les débris cellulaires tandis que les PAMPS permettent l'élimination des 

pathogènes [111] [112]. 
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Figure 3 : Molécules de signaux de dangers endogènes DAMPS, libérées à la suite 
d'un endommagement tissulaire et une nécrose des cellules (Association des anciens 
élèves de l'Institut Pasteur, Paris). 

Les signaux de danger endogènes peuvent provenir de cellules immunitaires activées, de 
cellules nécrotiques et d'une altération de la matrice extracellulaire. Elles interagissent avec 
les cellules cibles par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques. Les DAMPS interviennent 
dans les processus permettant de conserver l'intégrité des tissus. 

17 



1.2.2 Les cristaux d'UMS 

Les DAMPS qui retiennent notre attention sont les cristaux d'UMS Les cristaux d'UMS 

ont été identifiés comme étant des signaux de dangers endogènes en 2003 par l'équipe de 

Yan Shi et ses collaborateurs. Ils ont observé que les cristaux d'UMS formés à partir 

d'acide unque étaient le principal signal de danger endogène libéré par des cellules 

endommagées [108]. 

L'acide urique est le produit final de la dégradation des purines. Il est normalement 

retrouvé dans les tissus à l'état physiologique. Lors d'une lésion cellulaire, une dégradation 

rapide des acides nucléiques libérant en grande quantité des purines qui seront par la suite 

transformées en acide urique est observée. Une fois retrouvé dans le milieu extracellulaire, 

cet acide urique lie le sodium pour former de l'acide urique monosodique qui précipite en 

présence d'anticorps tels que les IgM [113]. Or la forme cristallisée de l'acide urique est 

connue pour avoir des propriétés inflammatoires [108] [114]. 

Les études in vitro montrent que les cristaux d'UMS augmentent l'expression des 

molécules de costimulation CD80 et CD86 au sein de CDs primaires dérivées de moelle 

osseuse de souris [107]. Ces cristaux stimulent également un complexe de senseur de 

signaux de danger nommé NAcht Leucine-rich repeat Protein 3 (NALP3) inflammasome 

dans ces cellules puis l'activation de la caspase 1 qui aboutit à la production d'interleukines 

pro-inflammatoires ILip et IL18 (figure 4) [113]. Or ces cytokines jouent un rôle important 

dans l'activation du système immunitaire. En effet, l'ILip participe au recrutement des 

cellules inflammatoires car une administration de ce peptide dans les poumons chez 

différents espèces provoque un influx de neutrophiles [114] [115]. Également, il est montré 

que ce peptide est impliqué dans la prolifération cellulaire [116], la différenciation [117] et 

l'apoptose des cellules inflammatoires [118]. 
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Figure 4 : Mécanismes d'activations du système immunitaire par les cristaux d'UMS. 
Les tissus endommagés libèrent de l'acide urique à partir de purines. Cet acide urique lie le 
sodium dans le milieu extracellulaire et forme de l'acide urique monosodique. Plusieurs 
facteurs sériques comme les anticorps lient par la suite l'acide urique monosodique pour 
former des cristaux d'UMS. Ensuite, ces cristaux interagissent avec la membrane des 
cellules cibles comme les cellules présentatrices d'antigènes. Il y aura alors activation de 
ces cellules et libération de cytokines proinflammatoire comme l'ILip [114]. 

Les cristaux d'UMS ont été identifiés comme des signaux de danger endogènes pouvant 

déclencher la maturation des CDs [108]. Or ces études ont été réalisées sur des CDs 

dérivées de moelle osseuse de souris. Notre laboratoire vient de confirmer que ces cristaux 

pouvaient également provoquer une maturation des CDs humaines primaires (figure 5). En 

effet, nous pouvons observer après une stimulation des CDs pendant 48 h que les cristaux 

d'UMS provoquent une augmentation de l'expression des marqueurs de stimulation HLA-

DR et de costimulation CD86. Nous observons également que ces cristaux provoquent une 

diminution de l'expression du récepteur DC-SIGN qui est un récepteur connu pour être 

impliqué dans la phagocytose [117]. Ces résultats préliminaires montrent que les DAMPS 

tels que les cristaux d'UMS peuvent provoquer la maturation des CDs tout comme le LPS. 

Cependant cette maturation semble moins intense lorsque les CDs sont activées par des 

cristaux d'UMS que par le LPS (figure 5). 
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Figure 5 : Impact des cristaux d'UMS et du LPS sur la maturation des CDs 
(Communication personnelle avec Sébastien Simard et Caroline Gilbert). Les CDs 
immatures (500 000 CDi / 500 pl) ont été incubées avec du milieu seul ou en présence de 
cristaux d'UMS (0.15 mg/ml final) ou de LPS (1 pg/ml final) et d'INFy (1000 U/ml final) 
pendant 48 h à 37°C. Les cellules ont ensuite été récupérées et l'expression des molécules 
CD86, HLA-DR et DC-SIGN sont analysées par cytométrie de flux. 

Les CDs sont connues pour jouer un rôle clé dans l'initiation de la réponse immunitaire 

innée et adaptative. Afin d'initier la réponse adaptative, les CDs présentent les antigènes 

par l'intermédiaire des molécules types de CMHI et IL Ces molécules peuvent être 

présentent à la surface des CDs ou sur des vésicules libérées par les CDs. Ces vésicules, 

appelées exosomes peuvent aussi effectuer la présentation anti génique et aider la CD [118]. 
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1.3.Les exosomes 

1.3.1 Caractérisation des exosomes 

Les exosomes sont des vésicules bioactives d'une taille de 30 à 100 nm d'origine 

endosomale [119]. Ils ont été décrits à l'origine comme de petites vésicules sécrétées par 

des reticulocytes pendant leur maturation en erythrocytes permettant l'élimination du 

récepteur de la transferrine [120]. Par la suite, il a été mis en évidence que les exosomes 

sont libérés par plusieurs types cellulaires tels que, les cellules épithéliales [121], les LB et 

LT [122] [123], CDs [118] et dans d'autres types cellulaires. Ils peuvent aussi être 

retrouvés dans les liquides biologiques comme le plasma, le sang et l'urine [124]. La 

formation de ces exosomes se fait à partir de l'invagination de la membrane des endosomes 

multivésiculaires tardifs (MVBs : Multivesicular Bodies). Les MVBs fusionnent ensuite 

avec la membrane plasmique puis les exosomes sont libérés dans le milieu extracellulaire 

(figure 6). 
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Figure 6 : Biogenèse des exosomes [125]. CG : Complex Golgi ; RER : Rough 
Rendoplasmic Reticulum ; MV: MicroVesicle ; MVB : Multivesicular Body. 

Les exosomes peuvent être isolés du milieu extracellulaire et quantifiés. La quantification 
de ces microvésicules peut se faire avec des anticorps dirigés contre les molécules MHC-II 
(HLA-DR), MHC-I, CD86, ICAM-1, CD63 et CD82. En effet, les exosomes purifiés à 
partir de surnageant de CDs sont enrichis en ces molécules et contiennent également 
d'autres protéines membranaires, ainsi que des protéines cytoplasmiques et des ARN [126]. 
En ce qui a trait aux protéines, des familles de protéines communes ont été observés 
comme les molécules du cytosquelette, ou les molécules impliquées dans le transport et la 
fusion [127] [128] (figure 7). Par contre, elles peuvent aussi contenir des protéines qui sont 
en étroite relation avec l'état d'activation de la cellule. Par exemple il a été observé que les 
molécules CMH-II, CD40 et CD86 sont présentes en plus grande quantité dans les 
exosomes lorsque les CDs sont matures [122] [126] [129]. 
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Figure 7 : Compositions des exosomes [130]. 
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1.3.2 Fonctions des exosomes 

Les exosomes favorisent la communication intercellulaire [131] [132] se qui leurs confère 

ainsi plusieurs rôles par exemples des rôles dans l'élimination de protéines obsolètes [120], 

dans l'évasion tumorale [133], mais également dans l'immunité [118] [129] [134] [135] 

[136], 

1.3.2.1 Rôles des exosomes dans l'immunité 

Les exosomes participent à la régulation de plusieurs fonctions du système immunitaire en 

présentant des antigènes du soi ou du non-soi et en exprimant à leur surface différentes 

molécules inhibitrices ou activatrices des cellules du système immunitaire [134] [135]. Ces 

microvésicules physiologiques jouent plusieurs rôles tels que la régulation de la réponse 

immunitaire, l'induction de la tolérance [136] et la présentation antigénique [129]. Pour les 

aider dans leur rôle de cellules présentatrices d'antigènes, les CDs relâchent de manière 

constitutive de grandes quantités d'exosomes dans le milieu extracellulaire [118]. En effet, 

les exosomes libérés par des CDs peuvent stimuler les lymphocytes T CD4+ in vitro et in 

vivo [137]. Ces exosomes permettent aussi à ces CDs de transférer des complexes majeurs 

d'histocompatibilité vers d'autres CDs. Or ces complexes sont impliqués dans la 

présentation de peptides antigéniques. Un tel transfert permettrait donc une amplification de 

la réponse immunitaire grâce à une augmentation du nombre de CDs possédants CMH-II 

présentant les peptides antigéniques [137]. Enfin, des exosomes produits par des LB et des 

mastocytes pourraient également participer à l'amplification de la réponse immunitaire 

grâce en autre à la présence de CMH-II [122] [138]. 
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Outre la capacité des exosomes à stimuler les réponses du système immunitaire, plusieurs 

suggèrent que les exosomes peuvent également supprimer certaines réponses immunitaires 

[141]. 

1.3.2.2 Rôles des exosomes dans l'apoptose 

Il a été montré que des cellules cancéreuses pouvaient produire des exosomes contenant 

une molécule proapoptotique FasL (Fas Ligand) et que ces exosomes avaient la capacité 

d'induire l'apoptose des cellules T [139]. L'apoptose des cellules T provoquée par ces 

exosomes dépendrait de la voie Fas-FasL [140]. L'équipe de Kim et ces collaborateurs ont 

observé que des CDs transduites avec un vecteur adenoviral exprimant FasL produisent des 

exosomes pouvant supprimer l'inflammation dans le modèle murin provoqué par des 

mécanismes d'hypersensibilité de type retardé (DTH) [141]. Également, il a été observé 

que les exosomes provenant de patients atteints d'un carcinome épidermoïde oral 

présentaient une grande quantité de FasL corrélé en plus avec l'apoptose des cellules T 

chez ces patients [142]. D'autres études ont montré que les exosomes produits par des 

cellules T au cours de VActivation-Induced Cell Death (AICD) qui est une forme 

d'apoptose induite, possédaient FasL mais aussi une autre molécule proapoptotique 

nommée AP02L (AP02 Ligand) ou connue sous le nom de TNF-Related Apoptosis-

Inducing Ligand (TRAIL) [ 143 ] [ 144]. 

Ces exosomes et ces molécules proapoptiques pourraient avoir aussi un rôle important lors 

d'une infection par le Virus de l'immunodéficience humaine (VIH-1) qui est une maladie 

étudiée dans notre laboratoire. Des résultats préliminaires de notre laboratoire montrent que 

des CDs infectées avec le VIH-1 augmentent la production d'exosomes et que ces 

exosomes présentent un contenu protéique enrichi en protéines jouant un rôle dans 

l'apoptose comme Death Associated Protein3 (DAP3), Apoptotic Peptidase Activating 

Factor 1 (Apaf-1) et Leukocyte-Specific Phosphoprotein of 76 kDa (Slp76kDa). 

25 



De plus nous avons montré au sein du laboratoire que la maturation des CDs en réponse 

aux cristaux d'UMS était accompagnée d'une augmentation de la quantité en exosomes 

extracellulaires produits par les CDs (figure 8) et que ces exosomes contenaient aussi 

DAP3 (figure 9). 

Cellules Exosomes 

Anti-HLA-DR 34 kDa 

HBSS UMS HBSS UMS 

Figure 8 : Augmentation de la quantité d'exosomes produits par des CDs à la suite d' 
une stimulation par des cristaux d'UMS pendant 48h (Communication personnelle 
avec Aliona Bancila et Caroline Gilbert). Les CDs (5 x IO5 cellules/ml) ont été stimulées 
avec 0,3 mg/ml de cristaux d'UMS et incubées 48h à 37 °C, les surnageants récolté et 
filtrés sur membrane de 0.22 um puis ultracentrifugés à 100 000 g pour la purification des 
exosomes. Le culot a été repris dans du PBS et du tampon d'échantillon 5x. Un 
immunobuvardage a été réalisé sur les échantillons avec un anticorps dirigé contre le HLA-
DR. Dépôt de 5 ul/puits de lysats de CDs (panneau de gauche) et 25 pl/puits de lysats 
d'exosomes (panneau de droite). La quantification des exosomes a été faite avec l'anticorps 
anti-HLA-DR. La molécule HLA-DR est une molécule retrouvée en grande quantité dans 
les exosomes produites par des CDs et permet donc de les quantifier [126]. 
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Figure 9 : Détection de la protéine DAP3 dans les exosomes des CDs stimulées aux 
cristaux d'UMS (Communication personnelle Aliona Bancila et Caroline Gilbert). 5 x 
IO5 cellules/ml sont stimulées avec des cristaux d'UMS (0,15 mg/ml final) pendant 48h à 
37°C. Les surnageants sont récoltés, filtrés sur membrane de 0,22 pm et ultracentrifugés à 
100 000 g. Un immunobuvardage est réalisé sur les culots d'exosomes obtenus avec des 
anticorps dirigés contre les protéines HLA-DR et DAP3. 

1.3.2.3 Molécule adaptatrice DAP3 

DAP3 est une molécule GTPasique de 46 kDa qui a été identifiée comme médiateur 

intracellulaire de l'apoptose [145]. C'est une molécule qui permet l'association de Fas-

Associated Death Domain (FADD) aux domaines de mort des récepteurs TRAIL et 

l'activation de la pro-caspase 8 [146]. Elle permet donc le déclenchement de l'apoptose par 

ces récepteurs (figure 10). Les récepteurs TRAIL font partie de la famille des récepteurs au 

TNF et sont exprimés dans les cellules T activées, les monocytes, les lymphocytes B, les 

macrophages stimulés avec le LPS et les CDs activées par des cytokines [147] [148]. Il 

vient d'être décrit que DAP3 joue un rôle critique dans l'induction de l'apoptose induite par 

la stimulation du TCR [149]. 
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Figure 10 : Quelques voies de signalisation déclenchées à la suite de la fixation de 
TRAIL sur son récepteur (QIAGEN). 
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CHAPITRE II - Hypothèses de travail 

Afin de conserver leur propre intégrité, les tissus libèrent plusieurs types de molécules 

modulant ainsi les réponses du système immunitaire. Cependant, un dérèglement de ces 

signaux peut intervenir dans le développement de plusieurs maladies inflammatoires et 

auto-immunes. Ainsi les cristaux d'UMS pourraient intervenir également comme les autres 

signaux dans le développement de certaines maladies, ou un endommagement des tissus a 

été décrit tels que l'arthrite, l'athérosclérose ou la maladie de Crohn ainsi que dans 

l'infection au VIH-1 provoquant ainsi un désordre de la réponse immunitaire. Il serait donc 

intéressant d'approfondir nos connaissances sur les mécanismes de régulation du système 

immunitaire et le rôle de ces cristaux. Les résultats préliminaires obtenus au sein de notre 

laboratoire montrent que les cristaux d'UMS peuvent provoquer la maturation des CDs 

également une production d'exosomes. Ils montrent également que les exosomes produits 

possèdent des protéines pro-apoptotiques comme DAP3. Or les exosomes peuvent 

influencer l'immunité et l'apoptose. 

D'autre part il est décrit que le neuropeptide VIP joue un rôle essentiel dans la régulation 

du système immunitaire en tant que facteur anti-inflammatoire. Il présente plusieurs effets 

dont une inhibition de la maturation des CDs activées par un PAMP tel que le LPS. Il se 

pourrait donc que ce peptide interagisse aussi avec les mécanismes d'activation du système 

immunitaire par un DAMP comme les cristaux d'UMS. Dans la littérature aucun lien n'a 

été effectué entre le VIP et les DAMPS, ni entre le VIP et la production d'exosomes par les 

CDs. 

Nous souhaitons vérifier si le neuropeptide VIP inhibe la maturation des CDs, la libération 

des cytokines proinflammatoires ainsi que la libération d'exosomes en réponse aux cristaux 

d'UMS. 
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Pour répondre à cette hypothèse, trois objectifs sont proposés : 

1) Observer l'impact du VIP sur la maturation des CDs à la suite d'une stimulation avec des 
cristaux d'UMS et/ou du LPS 
2) Évaluer l'effet du VIP sur la production de cytokines proinflammatoires par des CDs 
stimulées par des cristaux d'UMS ou du LPS 
3) Mesurer l'effet du VIP sur la production des exosomes par des CDs stimulées par des 
cristaux d'UMS et évaluer la présence de DAP3 dans ces exosomes 
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CHAPITRE III - Matériels et Méthodes 

III.l Les réactifs 

Le Lymphocyte Separation Medium (LSM), le Hank's Buffered Salt Solution (HBSS), le 

Phosphate-Buffered Saline (PBS), les milieux de culture RPMI 1640 et Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium (DMEM), le Fetal Bovine Serum (FBS), la pénicilline, la 

streptomycine et la glutamine ont été achetés chez Wisent inc. (St-Bruno, QC, CAN). La 

primocine et le LPS ont été achetés chez Invivogen (San Diego, CA, EU). Le GM-CSF a 

été acheté chez GenScript (Piscataway, NJ, É.U) tandis que l'IL-4 vient de chez R & D 

Systems (Minneapolis, MN, É.U). L'accutase est disponible chez Innovative Cell 

Technologie inc. (San Diego, CA, É.U). Les cristaux d'UMS nous ont été gracieusement 

offerts par le Dr Paul Naccache de l'Université Laval (Québec, QC, CAN) [150]. Le VIP 

provient de l'entreprise Neuropeptide (Strasbourg, Alsace, FRA). Le FBS utilisé pour 

l'ensemble des expériences présentées dans ce mémoire est décomplémenté et 

ultracentrifugé afin d'éliminer les exosomes susceptibles d'être présents. 

III.2 Les anticorps 

L'anticorps anti-actine (1-19) provient de chez Santa Cruz Biotechnologies inc. (Santa 

Cruz, CA, É.U). L'anti-HLA-DR (DA6.147) nous a été fourni par l'équipe de Michel J. 

Tremblay (Québec, QC, CAN). L'anticorps anti-DAP3 provient de chez BD Biosciences 

(Mississauga, ON, CAN). Les anticorps anti-DC-SIGN, anti-CD83, anti-CD86 et anti-

CD40 proviennent de chez E.Bioscience (San Diego, CA, É.U). Les anticorps secondaires 

proviennent de chez Jackson Immuno Research Laboratories inc. (Baltimore, PA, É.U). 

Puis les anticorps utilisés pour les contrôles isotypiques tels que les anticorps anti-IgGl 

(souris) et IgG2B (souris) proviennent également de chez E.Bioscience (San Diego, CA, 

É.U). 
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Il 1.3 Cellules, stimulations et traitements 

HI.3.1 PBMC 

Les PBMC ont été isolés à partir de sang humain sain par gradient de densité en utilisant du 
LSM. L'anneau de cellules mononuclées obtenu a été prélevé puis lavé 3 fois avec du 
HBSS IX. Les PBMC ont été ensuite mis en culture à une concentration de 5 x 10 
cellules/ml dans du RPMI 1640 supplémenté avec 10 % de FBS et en présence 
d'antibiotiques tel que la pénicilline (100 U/ml), la streptomycine (100 U/ml), la primocin 
(100 pg/ml) ainsi que d'acide aminé, la glutamine (2 mM). Puis les PMBC ont été traités 
ou non avec VIP (IO6 M) et stimulés ou non avec des cristaux d'UMS (0.15 mg/ml) 
pendant 2 jours à 37°C. 

III.3.2 CDs 

Une sélection positive des monocytes CD 14+ a été effectuée à partir des PBCM obtenus 
par la méthode décrite précédemment. La sélection a été réalisée grâce à des microbilles 
magnétiques sur lesquelles se trouve un anticorps anti-CD14 (Stem cells, Vancouver, 
Canada). Une fois isolé, les monocytes CD 14+ ont été mis en cultures dans des plaques à 6 
puits, à raison de 3 x IO6 cellules/puits dans 3 ml de RPMI 1640 complet et de FIL4 (200 
U/ml) et de GM-CSF (1000 U/ml) au jour 0, 2 et 4 ont été ajoutées pour assurer leur 
différenciation en CDs immatures. Après 5 jours de différenciation les CDs immatures 
(CDi) ont été mises en culture à raison de 500 000 cellules/puits dans un volume de 500 ul 
en duplicata dans une plaque de 24 puits et traitées avec du VIP (IO6 M) puis stimulées 
avec des cristaux d'UMS (0.15 mg/ml) ou avec une combinaison de LPS/ INFy (1 pg/ml / 
1000 U/ml final) pendant 48h à 37°C. 

32 



111.4 Cytometric en flux 

Après 48h d'activation et de traitement, les CDs ont été culotées et les surnageants des 

cultures cellulaires conservés à 4°C pour une purification ultérieure des exosomes et pour 

un dosage des cytokines. Après avoir compté les cellules, 200 000 cellules ont été utilisées 

pour une analyse en cytometric de flux et les cellules restantes ont été conservées pour un 

immunobuvardage. Enfin l'analyse phénotypique des CDs a été effectuée par cytometric de 

flux en utilisant des anticorps monoclonaux conjugués au FITC dirigés contre les 

marqueurs CD83 ou DC-SIGN, et des anticorps monoclonaux conjugués au PE dirigés 

contre le marqueur CD86 ou CD40. Des contrôles isotypiques ont été également utilisés 

afin d'évaluer la fluorescence non spécifique. 

111.5 Isolement des exosomes 

Les surnageants récupérés des CDs après 48h d'activation et de traitement, ont été 

centrifugés 10 min à 10 000 g puis ultracentrifugés 45 min à 100 000 g afin d'isoler les 

exosomes. Après l'ultracentrifugation, les surnageants ont été récupérés et conservés à -

80°C pour un dosage ultérieur des cytokines alors que les culots d'exosomes ont été lavés 

en présence de PBS IX et de nouveau ultracentrifugés pendant 45 min à 100 000 g. Enfin, 

les culots obtenus ont été resuspendus dans un volume final de 190 pl avec du PBS IX. 

III.6 Immunobuvardage 

Les cellules et les exosomes ont été lysées dans du SB2X et SB5X (Sample Buffer) 

respectivement, et mis à migrer sur un mini-gel SDS-PAGE 12 % pendant lh30 à 120 V. 

Un transfert a ensuite été effectué sur membrane PolyVinyliDeneFluoride (PVDF) et une 

vérification du transfert a été réalisée par coloration des membranes avec du rouge ponceau. 

Par la suite les sites non spécifiques de la membrane ont été saturés avec du blotto 5 % 

pendant 30 min. Les membranes ont été ensuite incubées avec les anticorps primaires anti-

33 



HLA-DR (1/1000) ou anti-DAP3 (1/200). Les solutions d'anticorps sont dilués dans du 

tampon Tris Buffer Saline (TBS) Tween-20 0,1 % pendant toute la nuit à 4°c. Le 

lendemain, les membranes ont été lavées 3 fois 5 min avec du tampon TBS Tween-20 0,1 

% puis incubées avec un anticorps secondaire anti-souris (1/10 000) dilué dans du tampon 

TBS Tween-20 0,1 % pendant 30 minutes à la température de la pièce. Enfin, trois lavages 

de 10 minutes ont été réalisés et les membranes ont été ensuite incubées avec une solution 

de révélation. 

III.7 Dosage des cytokines proinflammatoires 

Afin de doser les cytokines TNFa ou IL ip présentes dans les surnageants récupérés à la 

suite de la première ultracentrifugation lors de l'isolation des exosomes, un Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) (eBioscience, San Diego, CA) et une lignée indicatrice 

HEK-Blue™ TNFa/ILip (eBioscience, San Diego, CA) ont été utilisées. 

III.7.1 Lignée indicatrice HEK-Blue™ TNFa/ILip 

Les cellules HEK-Blue™ TNFa/ILip sont une lignée indicatrice qui permettent de détecter 

la présence cytokines proinflammatoires TNFa et ILip contenu dans le surnageant. Ces 

cellules sont transfectées avec un gène rapporteur Secreted Embryonic Alkaline 

Phosphatase (SEAP) qui est sous le contrôle d'un promoteur NF-kB. La sécrétion de SEAP 

spécifique de l'activation de la voie NF-kB par le TNFa et l'ILip, a été mesurée en 

spectrophotométrie grâce à l'utilisation du réactif Quanti-Blue ™ (réactif qui devient 

bleu/violet en présence de SEAP) [151]. 
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III.7.2 ELISA TNFa 

Le test ELISA utilisé (« Human TNF alpha ELISA Ready-SET-Go ! ») de chez eBioscience 

est un test immuno-enzymatique permettant la détection quantitative de TNFa humain. Il a 

été réalisé selon les instructions du fabricant. 

111.8 Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées par ANOVA (one-way ANOVA) suivie par des 

tests de Tukey de comparaisons multiples. Ces analyses ont été réalisées grâce au logiciel 

Prism 5 (GraphPad Softwar, San Diego, Californie). Les valeurs P inférieures à 0,05 ont été 

considérées comme significatives. 1 = p<0,05 ; 2 = p<0,01 ; 3 = p<0,001. 
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CHAPITRE IV - Résultats 

IV.l Impact du VIP sur l'activation des CDs en présence de LPS et d'IFNy 

IV.1.1 Effet du VIP sur la maturation de CDs activées avec le LPS et l'IFNy 

Le neuropeptide VIP agit comme un facteur anti-inflammatoire. Cependant le rôle du VIP 
dans la maturation des CDs n'est pas encore totalement élucidé. Il a été décrit que le VIP 
inhibe l'expression des molécules coactivatrices CD80/CD86 dans des CDs activées avec le 
LPS, réduisant ainsi leur capacité à activer les lymphocytes T [73]. 
Nous nous sommes donc intéressés à ce peptide pour ces effets observés sur les CDs et 
nous avons tout d'abord vérifié ces résultats en présence de LPS et d'IFNy. En effet l'IFNy 
est une cytokine libérée par les cellules de l'immunité innée lors d'une infection et permet 
entre autre le changement de phénotype des CDs immatures vers le phénotype mature 
[152]. 

Les résultats confirment que la stimulation avec le LPS et l'IFNy provoquent une 
maturation des CDs avec une augmentation de l'expression des molécules de costimulation 
CD83, CD86 et CD40. Toutefois, nous pouvons observer que le VIP diminue l'expression 
de CD86 sans modifier l'expression des molécules CD83 et CD40 à la suite d'une 
stimulation avec le LPS et l'IFNy (Figure 11 a, b, et c). 
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Figure 11 : Effet du VIP sur la maturation des CDs à la suite d'une stimulation avec le 
LPS et l'INFy (5 donneurs). Les CDs immatures (500 000 cellules/500 pl) ont été 
incubées avec du milieu en présence ou en absence de VIP (IO6 M final), et/ou de LPS/ 
INFy (1 pg/ml / 1000 U/ml final) pendant 48h à 37°C. Les cellules ont été ensuite 
récupérées et l'expression de molécules CD83, CD86 et CD40 ont été analysée par 
cytometric de flux. = p<0,01. 
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IV.1.2 Effet du VIP sur la production des cytokines TNFa ou ILip par des 
CDs en réponse au LPS et à l'IFNy 

On sait que la production des cytokines TNFa/ILip est augmentée au sein de CDs 

stimulées avec le LPS et l'IFNy [153] [154] [155] mais diminuée avec le LPS en présence 

de VIP [156] [157]. Toutefois, on ne sait pas si le VIP peut réguler de la libération de ces 

cytokines par des CDs stimulées avec le LPS et l'IFNy. Nous nous sommes donc intéressés 

à étudier l'effet du VIP sur la production de cytokines pro-inflammatoires TNFa ou ILip. 

Pour se faire, des CDs ont été stimulées pendant 48h avec du LPS et de l'IFNy, puis les 

surnageants ont été récupérés mis en culture avec une lignée de cellules HEK-Blue™ 

TNFa/ILip permettant de détecter la présence cytokines TNFa ou ILip actives. 

Les résultats présentés à la figure 12 montrent que le VIP module la sécrétion de TNFa ou 

ILip par des CDs activées avec le LPS et l'IFNy. En absence de stimulation, aucun effet du 

VIP n'a été sur la sécrétion des cytokines. Ces résultats ont été ensuite confirmés en 

utilisant ELISA pour le TNFa. Les résultats présentés à la figure 13 indiquent une 

diminution de la sécrétion de cette cytokine par des CDs stimulées par du LPS et de l'IFNy 

en présence de VIP. 
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Figure 12 : Effet du VIP sur la production des cytokines TNFa ou ILip par des CDs à 
la suite d'une stimulation avec le LPS et l'INFy. Les CDs immatures (500 000 
cellules/500 pl) ont été incubées en présence ou en absence de VIP (IO6 M final), et/ou de 
LPS (1 pg/ml final) et d'INFy (1000 U/ml final) pendant 48h à 37°C. Les surnageants ont 
ensuite été récupéré et mis en culture avec des cellules HEK-Blue™ TNF-a/IL-ip 
(Invivogen) afin d'évaluer la quantité en TNF-a ou IL-ip actives. = p<0,01 ; *** = 
p<0,001. (3 donneurs). 

39 



Cytokines TNFa 

500-, 

400-

"5> 300-

200 

100-

Figure 13 : Effet du VIP sur la production des cytokines TNFa par des CDs à la suite 
d'une stimulation avec le LPS et l'INFy. Les CDs immatures (500 000 cellules/500 pl) 
ont été incubées en présence ou en absence de VIP (IO6 M final) et/ou de LPS (1 pg/ml 
final) et d'INFy (1000 U/ml final) pendant 48h à 37°C. Les surnageants ont été ensuite 
récupérés et un ELISA est réalisé afin d'évaluer la quantité en TNFa. = p<0,001. (2 
donneurs). 

Pour résumer, à la suite de la stimulation des CDs avec le LPS et de l'IFNy, le VIP diminue 
l'expression des molécules de costimulation CD86 au sein des CDs et la libération des 
cytokines pro-inflammatoires TNFa et peut-être ILip. Par la suite, nous avons analysé les 
effets de ce peptide sur la maturation de ces cellules quand celles-ci sont exposées à un 
DAMP comme les cristaux d'UMS. 

40 



IV.2 Impact du VIP sur l'activation des CDs en présence de cristaux d'UMS 

IV.2.1 Effet du VIP sur la maturation des CDs activées avec des cristaux 
d'UMS 

Dans la littérature, il a été observé que les cristaux d'UMS identifiés comme l'un des 

principaux signaux de danger endogènes peuvent provoquer une augmentation des 

molécules de costimulation CD80 et CD86 au sein des CDs primaires dérivées de moelle 

osseuse de souris [108]. 

D'après les résultats obtenus au sein de notre laboratoire, nous avons confirmé que ces 

cristaux d'UMS pouvaient provoquer la maturation des CDs humaines primaires 

immatures. Nous avons donc vérifié si le peptide VIP pouvait réguler l'activation de ces 

CDs par les cristaux d'UMS. Les résultats préliminaires montrent une diminution de 

l'expression de DC-SIGN et une augmentation de CD83 et CD86 lorsque les CDs sont 

stimulées avec des cristaux d'UMS. Puis en présence de VIP, nous observons une réduction 

de la stimulation avec une augmentation de l'expression de DC-SIGN et une légère 

diminution de CD83 et CD86 (figure 14). Cependant ces résultats devront être confirmés 

avec les cellules d'autres donneurs. 
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Figure 14 : Effet du VIP sur la maturation des CDs à la suite d'une stimulation avec 
des cristaux d'UMS. Les CDs immatures (500 000 cellules/500 j_tl) ont été incubées en 
présence ou en absence de VIP (10"6 M final) et/ou des cristaux d'UMS (0,15 mg/ml final) 
pendant 48h à 37°C. Les cellules ont ensuite été récupérées et l'expression des molécules 
DC-SIGN, CD83 et CD86 ont été analysé par cytometric de flux. (1 donneur). 
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IV.2.2 Effet du VIP sur la production des cytokines TNFa ou ILip par des 
PBMC et des CDs en réponse aux cristaux d'UMS 

En 2006, les travaux de Martinon et ces collaborateurs ont montré que la stimulation des 

macrophages par des cristaux d'UMS provoquent une augmentation de la production 

d'interleukines proinflammatoires IL 1P [115]. Nos résultats montrent que des PBMC 

activés avec des cristaux d'UMS, synthétisent une quantité plus élevée de cytokines pro

inflammatoires TNFa ou ILip actives par rapport aux PBMC non activés. Il est observé 

que cette augmentation en synthèse de cytokines est diminuée lorsque les PBMC stimulés 

avec des cristaux d'UMS sont prétraités avec du VIP. Toutefois, le VIP seul ne présente pas 

d'effets lorsque les PBMC ne sont pas activés (figure 15). 
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Cytokines TNFa/ IL1p 

Figure 15 : Effet du VIP sur la production des cytokines TNFa ou ILip par des 
PBMC à la suite d'une stimulation avec des cristaux d'UMS. Les PBMC (5xl06 

cellules/ml) ont été incubé en présence ou en absence de VIP (10" M final) et/ou de 
cristaux d'UMS (0,15 mg/ml final) pendant 48h à 37°C. Les surnageants ont ensuite été 
récupérés et mis en culture avec des cellules HEK-Blue™ TNF-a/IL-ip (Invivogen) afin 
d'évaluer la quantité en TNFa ou ILip actives. * * = p<0,001. (5 donneurs). 

Nous avons ensuite confirmé que le VIP pouvait réduire la production de cytokines pro
inflammatoires TNFa à la suite d'une stimulation de CDs par des cristaux d'UMS en 
utilisant la méthode d'ELISA (figure 16). Toutefois, nous pouvons observer que la 
sécrétion en TNFa est moins importante que lors d'une stimulation de CDs par le LPS et 
l'IFNy (figure 13). 
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Figure 16 : Effet du VIP sur la production des cytokines TNFa par des CDs à la suite 
d'une stimulation avec des cristaux d'UMS . Les CDs immatures (500 000 cellules/500 
pl) ont été incubées en présence ou en absence de VIP (10"6 M final) et/ou des cristaux 
d'UMS (0,15 mg/ml final) pendant 48h à 37°C. Les surnageants ont ensuite été récupérés et 
un ELISA a été réalisé afin d'évaluer la quantité en TNFa. = p<0,001. (1 donneur). 
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IV.3 Quantification et caractérisation des exosomes 

IV.3.1 Quantification des exosomes produits par des CDs stimulées avec des 
cristaux d'UMS et traitées avec du VIP 

Pour les aider dans leur rôle de cellules présentatrices d'antigènes, les CDs relâchent de 

manière constitutive de grandes quantités d'exosomes dans le milieu extracellulaire [118]. 

Or les exosomes participent à la régulation de plusieurs fonctions du système immunitaire 

[134] [135]. 

Les résultats préliminaires obtenus au sein de notre laboratoire montrent que la maturation 

des CDs stimulées avec des cristaux d'UMS est accompagnée d'une augmentation de la 

quantité en exosomes extracellulaires produits par les CDs. Nous avons donc regardé si le 

VIP pouvait réguler la production de ces exosomes. 

Les résultats présentés à la figure 17 confirment par l'intermédiaire d'un immunobuvardage 

avec l'anticorps anti-HLA-DR que les cristaux d'UMS provoquent la libération 

d'exosomes par stimulation de CDs. En effet, nous observons la présence de protéines 

HLA-DR dans les échantillons d'exosomes obtenus à partir de CDs stimulées avec des 

cristaux d'UMS mais pas dans les échantillons contrôles. Il est également observé que la 

présence de HLA-DR est diminuée lorsque les CDs sont stimulées avec des cristaux 

d'UMS en présence de VIP. Ce peptide permet donc de diminuer la production d'exosomes 

par des CDs stimulées avec des cristaux d'UMS. Dans le futur, il faudra confirmer ces 

résultats avec F immunobuvardage avec d'autres molécules comme l'actine ou Lysosomal-

associated membrane protein 2 (LAMP2) qui sont également retrouvées en grande 

quantités dans les exosomes. 
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Figure 17 : Effet du VIP sur la production d'exosomes par des CDs à la suite d'une 
stimulation avec des cristaux d'UMS . Les CDs immatures (500 000 cellules/500 pl) ont 
été incubées en présence ou en absence de VIP (10" M final) et/ou de cristaux d'UMS 
(0,15 mg/ml final) pendant 48h à 37°C. Les surnageants ont ensuite été récupérés, 
centrifugés à 10 000 g puis à 100 000 g. Les culots obtenus ont été lavés avec du PBS IX et 
re-ultracentrifugés à 100 000 g. Enfin un immunobuvardage a été réalisé sur les 
échantillons d'exosomes obtenus avec un anticorps dirigé contre la protéine HLA-DR. (3 
donneurs). 
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IV.3.2 Caractérisation des exosomes produits par des CDs stimulées avec des 
cristaux d'UMS et traitées avec du VIP 

Les exosomes jouent plusieurs rôles dans la régulation du système immunitaire également 

dans la survie cellulaire. Ces phénomènes peuvent s'expliquer par la nature des différentes 

protéines contenues dans les exosomes. En effet les exosomes présentent un profil 

protéique différent en fonction du type cellulaire qui les sécrète. 

Une analyse protéomique réalisée au sein de notre laboratoire sur des exosomes libérés par 

des CDs mises en contact avec le VIH-1 a révélé la présence de molécules pro-apoptotique 

telle que la protéine DAP3. Par la suite, nous avons observé que cette protéine est 

également présente dans des exosomes libérés par des CDs stimulées avec des cristaux 

d'UMS (figure 9). 

Nous avons vérifié si le VIP régulait la production des exosomes par les CDs. Ensuite nous 

avons regardé si ce peptide pouvait également jouer un rôle sur la nature des protéines 

contenues dans ces exosomes comme la présence de la protéine DAP3. 

Les résultats présentés à la figure 18 montrent que le VIP joue un rôle sur le profil 

protéique de ces exosomes. En effet, il est observé que les cristaux d'UMS provoquent une 

augmentation de la production d'exosomes visualisée grâce à l'anticorps anti-HLA-DR et 

que ces exosomes contiennent également la protéine DAP3. Ces observations confirment 

les résultats obtenus dans le laboratoire concernant l'effet du VIP. C'est à dire que les 

exosomes libérés par des CDs stimulées aux cristaux d'UMS présentent une diminution de 

la présence en protéines DAP3 lorsqu'elles sont traitées au VIP (Figure 18). Comme nous 

pouvons l'observer sur cette figure, l'intensité de la bande à 46 kDa caractéristique de la 

protéine DAP3 est fortement diminuée en présence de cristaux d'UMS et de VIP. 
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Figure 18 : Effet du VIP sur la présence de la protéine DAP3 dans les exosomes 
produits par des CDs à la suite d'une stimulation avec des cristaux d'UMS . Les CDs 
immatures (500 000 cellules/500 pl) ont été incubées en présence ou en absence de VIP 
(IO"6 M final) et/ou de cristaux d'UMS (0,15 mg/ml final) pendant 48h à 37°C. Les 
surnageants ont été ensuite récupérés, centrifugés à 10 000 g puis à 100 000 g. Les culots 
obtenus ont été lavés avec du PBS IX et re-ultracentrifugés à 100 000 g. Enfin un 
immunobuvardage a été réalisé sur les échantillons d'exosomes obtenus avec des anticorps 
dirigés contre les protéines HLA-DR et DAP3. (2 donneurs) 
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CHAPITRE V - Discussion 

Les signaux de dangers DAMPS et PAMPS ont un rôle important dans le maintien de 

l'intégrité de l'organisme. Par exemple, il a été montré que ces signaux peuvent également 

présenter un rôle dans le développement de plusieurs maladies auto-immunes telles que : le 

psoriasis, l'arthrite, les maladies inflammatoires de l'intestin et la sclérose en plaques [162]. 

L'objectif de ce projet étant de comprendre les mécanismes régulant l'activation des CDs 

par les DAMPS. Nous avons regardé si le peptide VIP pouvait réguler leurs effets. 

Plusieurs études avaient montrée que le VIP pouvait agir comme immunorégulateur sur 

l'activation des CDs lorsque celles-ci sont stimulées avec des PAMPS. Nous avons montré 

que ce peptide régulait également l'activation des CDs lorsque celles-ci sont stimulées par 

des DAMPS. 

V.l Effets du VIP sur l'activation des CDs stimulées en présence de PAMPS : 

On sait que le peptide VIP inhibe la maturation des CDs activées en présence de LPS, grâce 

son effet sur la diminution de l'expression des molécules coactivatrices CD80/CD86 au 

sein de ces CDs [73]. De plus le VIP réduit fortement la capacité de ces cellules stimulées 

avec le LPS à activer les lymphocytes T [73]. Nous avons donc cherché à confirmer ces 

résultats en présence d'IFNy, car il s'agit d'une cytokine libérée par les lymphocytes T 

activés qui permet de renforcer l'activation et la survie des CDs [152]. 

Nos résultats montrent que le LPS et l'IFNy provoquent une maturation des CDs avec une 

augmentation de l'expression des molécules de costimulation CD83, CD86 et CD40. Nous 

observons également que le LPS et l'IFNy favorisent la production de cytokines 
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proinflammatoires TNFa ou ILip. Toutefois l'utilisation de la lignée indicatrice HEK-

Blue™ ne permet pas de différencier les cytokines TNFa d'ILip. Cependant l'avantage de 

cette méthode de détection permet de mesurer les cytokines actives. Nous avons donc 

utilisé un ELISA contre le TNFa pour quantifier cette cytokine et confirmer 

l'augmentation de la production de cette cytokine. Ces résultats confirment les observations 

rapportées par différent groupes, indiquant que la production des cytokines TNFa est 

augmentée au sein de CDs stimulées avec LPS et IFNy [153] [154] [155]. Il serait 

nécessaire de compléter dans le futur ces expériences avec un ELISA permettant de doser 

l'ILip. 

Enfin, nous observons que cette activation peut être diminuée en présence de VIP. En effet, 

l'impact du VIP observé sur l'activation des CDs, est que ce peptide permet de bloquer la 

production des cytokines TNFa ILip. Nos résultats montrent aussi que ce peptide diminue 

l'expression de molécules coactivatrices CD86, ce qui confirme les résultats observés par 

Delgado à propos de l'effet du VIP sur cette molécule [73]. Toutefois nous observons que 

ce peptide ne modifie presque pas ou que très légèrement l'expression des molécules 

coactivatrices CD83 et CD40. 

V.2 Modulation par le VIP de l'activation de CDs stimulées en présence de 
DAMPS : 

Lors d'endommagement tissulaire, les cellules en nécroses peuvent libérer des signaux de 

danger endogènes nommés DAMPS et activer la réponse immunitaire [104]. Nous avons 

par conséquent regardé si le VIP pouvait également présenter un effet sur la maturation des 

CDs quand celles-ci sont exposées à des signaux de danger endogènes. 

Les DAMPS libérés peuvent être des molécules comme : HMGB1, S100A8/S100A9, des 

protéines de choc thermique, de l'ADN, de l'ATP ou de l'acide urique. La dégradation de 
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la matrice extracellulaire peut également libérer des DAMPS comme l'héparan sulfate et 
des fragments d'acide hyaluronique [106] [107] [114] [163]. 
Nos résultats confirment que les cristaux d'UMS déclenchent la maturation des CDs avec 
une diminution de l'expression de DC-SIGN et une augmentation de l'expression de CD83 
et CD86. Nous avons vu également que ces cristaux peuvent déclencher une augmentation 
de la production de cytokines proinflammatoires TNFa ou ILip par des PBMC humains et 
de TNFa par des CDs humaines. Toutefois la quantité de TNFa produite par les CDs est 
moindre que lors d'une stimulation avec du LPS et de l'IFNy. Il serait donc nécessaire dans 
des expériences ultérieures de mesurer si les cristaux d'UMS peuvent de même déclencher 
une augmentation de la production en IL1 p par des CDs humaines. 

Nous avions vu auparavant que le VIP pouvait présenter un rôle inhibiteur dans l'activation 
de CDs par des PAMPS. Nous avons donc vérifié si ce peptide pouvait présenter également 
un impact sur l'activation des cellules de l'immunité lorsque celle-ci sont stimulées avec 
des DAMPS. Les résultats obtenus montrent que le peptide VIP diminue les modulations 
provoquées par l'ajout des cristaux d'UMS. En effet la diminution de l'expression de DC-
SIGN est plus modeste et l'augmentation de l'expression de CD83 et CD86 au sein des 
CDs aussi. Toutefois ces résultats restent à être confirmés avec plusieurs autres donneurs. 

V.3 Effets du VIP et des cristaux d'UMS sur la production des exosomes et leurs 
caractérisations : 

Les résultats obtenus montrent que des CDs stimulées avec des cristaux d'UMS produisent 
une grande quantité d'exosomes ayant incorporés le HLA-DR. Ces résultats laissent penser 
que ces exosomes pourraient jouer un rôle dans la présentation antigénique et donc dans 
l'amplification de la réponse immunitaire. 
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Outre la capacité des exosomes à stimuler les réponses immunitaires, plusieurs études ont 

suggéré que les exosomes peuvent également supprimer ces réponses [139] [143]. En effet, 

il a été montré que des cellules cancéreuses pouvaient produire des exosomes contenant une 

molécule proapoptotique FasL et que ces exosomes avaient la capacité d'induire l'apoptose 

des LT-CD4+ [139]. De plus, d'autres études ont montré que les exosomes produits par des 

LT-CD4+ suractivées et donc sensible à l'AICD sont enrichis en molécules 

proapoptotiques FasL et AP02L (TRAIL) [143]. Or ces deux molécules sont connues pour 

être des médiateurs permettant d'éliminer les lymphocytes T suractivés par AICD. 

Nous observons la présence de HLA-DR produits dans les exosomes par les CDs stimulées 

aux cristaux d'UMS. Le HLA-DR pourrait peut-être intervenir dans la sur-activation des 

LT-CD4+ en activant le TCR, sensibilisant les cellules à l'AICD. Cette sensibilisation 

pourrait être favorisée par la présence au sein des exosomes de la molécule DAP3. De plus 

la présence de cette protéine pourrait être spécifique de la stimulation par les cristaux 

d'UMS. En effet d'après des résultats obtenus au sein de notre laboratoire, une stimulation 

des CDs avec des PAMPS comme le LPS provoque une augmentation de la production des 

exosomes mais celles-ci ne contiennent pas le DAP3. 

Ainsi les exosomes produites à la suite d'une stimulation des CDs avec des cristaux 

d'UMS, pourraient stimuler les LT-CD4+ et également prédisposer ou sensibiliser ces 

cellules à l'apoptose. Toutefois, ces effets pourraient être diminués en présence de VIP. 

Effectivement, nos résultats montrent également que le VIP peut réguler la production de 

ces exosomes et conséquemment la présence de DAP3 en réponse aux cristaux d'UMS. Le 

VIP pourrait inhiber la présentation antigénique par les exosomes et donc sur l'activation 

des LT-CD4+ car il permet de réduire la quantité d'exosomes produites dans le milieu 

extracellulaire. Il serait intéressant dans le futur d'étudier ces effets en récupérant des 

exosomes libérés à partir de CDs stimulées avec des cristaux d'UMS et en réalisant une co

culture de ces exosomes avec des LT-CD4+ et de mesurer l'apoptose. 

53 



Enfin la libération d'ATP pourrait peut-être permettre d'expliquer l'inhibition des réponses 
aux cristaux par le VIP. Il a été observé dans la littérature que ces cristaux avaient besoin de 
la présence d'autres signaux de danger comme le nucleotide ATP [165]. En effet une étude 
a montré que l'ATP ainsi qu'un de ses récepteurs, le P2Y2 sont nécessaire pour que les 
éosinophiles libèrent des protéines granulaires et des cytokines proinflammatoires tels que 
l'IL6 et 1TL8 en réponse aux cristaux d'UMS [165]. L'ATP est libérée par les éosinophiles 
dans le milieu extracellulaire à la suite d'une activation par les cristaux d'UMS et agit sur le 
récepteur P2Y2. Ainsi le VIP pourrait diminuer la libération du nucleotide ATP, des 
protéines granulaires et des cytokines proinflammatoires. La diminution de la libération de 
l'ATP par le VIP, permettrait d'expliquer les mécanismes impliqués dans la libération des 
cytokines proinflammatoires et régulés par ce peptide. 
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CHAPITRE VI - Conclusions et Contributions du projet 

Les CDs sont importantes dans l'élimination des pathogènes et des débris cellulaires, ainsi 

qu'également dans la mise en place d'une réponse immunitaire adaptative. En effet nous 

observons qu'en présence de PAMPS et de DAMPS, les CDs subissent une maturation et 

sont donc susceptibles de présenter un antigène. Nos résultats montrent que le LPS et 

l'IFNy, ainsi que les cristaux d'UMS provoquent une maturation des CDs. En effet, nous 

observons que le LPS et l'IFNy déclenchent une augmentation de l'expression des 

molécules CD83, CD86 et CD40, tandis que les cristaux d'UMS déclenchent une 

augmentation de l'expression des molécules CD86 et HLA-DR. Ces deux types de signaux 

entraînent également une augmentation de la production des cytokines proinflammatoires 

TNFa ou ILip actives. 

D'autre part, les présents travaux confirment que les cristaux d'UMS déclenchent une 

augmentation de la production d'exosomes par les CDs et la présence de molécules pro-

apoptotiques DAP3 au sein de ces microvésicules. 

Enfin nous avons mis en évidence que le neuropeptide VIP pouvait réguler l'activation des 

CDs stimulées par du LPS et IFNy, ou des cristaux d'UMS. Effectivement, ce peptide 

permet de diminuer l'augmentation de l'expression de la molécule CD86, la production des 

cytokines TNFa ou ILip actives et la production d'exosomes à la suite d'une activation par 

ces différents signaux. 

Il est montré que ces signaux peuvent présenter un rôle dans le développement de plusieurs 

maladies auto-immunes et il se pourrait qu'ils interviennent également dans les infections 
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virales comme une infection à VIH-1. Il faudrait approfondir nos connaissances sur le rôle 
de la molécule VIP dans la libération des exosomes ainsi que dans l'impact des signaux de 
danger pourraient permettre à long terme d'envisager des nouvelles stratégies concernant le 
traitement des maladies inflammatoires et auto-immunes, et également l'infection au VIH-
1. 
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CHAPITRE VII - Perspectives 

Plusieurs perspectives de recherche apparaissent à l'issue de cette maîtrise. À court terme, il 

serait intéressant de regarder l'effet des exosomes produites par des CDs stimulées avec des 

cristaux d'UMS en présence ou non de VIP sur des LT-CD4+. L'hypothèse serait que les 

exosomes pourraient activer une prolifération des LT-CD4+ ou induire une apoptose. À 

partir de ces exosomes, on pourrait également étudier leur effet sur la migration des CDs et 

des LT-CD4+. Une caractérisation protéique plus approfondie de ces exosomes pourrait 

également être effectuée. 

Nous avons observé que les cristaux d'UMS provoquent la maturation des CDs. D'autres 

expériences pourraient être mises en place afin d'étudier l'impact d'autres signaux de 

dangers endogènes sur la maturation et sur la migration de ces cellules. Il faudrait aussi 

vérifier si le VIP et d'autres peptides connus pour avoir un rôle anti-inflammatoire comme 

les endomorphines 1 et 2, ou Y alpha-Melanocyte Stimulating Hormone (a-MSH) régulent 

les effets de ces différents signaux de dangers endogènes. 
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VII.l Rôles possibles du VIP et des signaux de danger dans le contexte d'une 
infection : 

VII.l.1 Rôles des CDs et rôle possible du VIP lors d'une l'infection comme 
dans le cas d'une infection au VIH-1 : 

Nous avons vu dans l'introduction que le VIP joue un rôle essentiel dans la régulation du 

système immunitaire en agissant à la fois comme un facteur anti-inflammatoire dans 

l'immunité innée et en favorisant la réponse Th2 dans l'immunité adaptative. En effet, ce 

peptide diminue la migration ou l'activation des CDs, des LT-CD4+ ou des macrophages 

en présence d'un PAMP [176] [177] [96] [97] [88] [75] [73] [80]. Toutefois toutes ces 

fonctions sont retrouvées affectées lors d'une infection au VIH-1 [176] [177] [178], ce qui 

signifierait que le VIH-1 pourrait diminuer la présence ou les fonctions du VIP. 

L'une des cellules immunitaires jouant un rôle important lors d'une infection par le VIH-1 

est la CD [176] [177]. Lors d'une infection par le VIH-1, ces cellules permettent de capter 

les particules virales dans les tissus génitaux et les véhiculent ensuite vers les tissus 

lymphoïdes secondaires où elles transfèrent ces particules aux LT-CD4+ [176] [177]. Les 

CDs sont dotées sous leur forme immature d'une capacité à endocyter des antigènes et 

phagocyter des pathogènes comme les virus ou les bactéries. La liaison et l'internalisation 

de pathogènes tel le VIH-1 par les CDs peuvent se faire par l'intermédiaire de différents 

récepteurs incluant le CD4, les CCR3, CCR5, CCR8 et CCR9 (CC-Chemokine Receptor), 

ou les CXCR4 et CXCR6 (CXC-Chemokine receptor) [179] [180]. Les CDs expriment 

également d'autres récepteurs qui peuvent lier le VIH-1 tel que des PRRs comme les TLRs 

ou des lectines de type C comme le Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion 

molecule-3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN) ou le Dendritic Cell ImmunoReceptor 

(DCIR) [181] [182] [183]. Les récepteurs lectines de types C comme le DC-SIGN et le 

DCIR participent au mode trans-infection [176] [184]. En présence de virus, la liaison de 

DC-SIGN avec le VIH-1 par l'intermédiaire d'une fixation avec la GP120 provoque une 

internalisation du virus dans le compartiment endosomal précoce, où il n'est pas dégradé 

58 



[185] [186]. Ce mécanisme permet de disséminer le virus et de le protéger de l'immunité 

antivirale. 

Cette migration des CDs vers les organes lymphoïdes secondaires où elles transfèrent les 

virus aux LT-CD4+ pourrait être inhibé par un neuropeptide produit par F innervation : le 

peptide VIP. Effectivement, il a été observé que ces neuropeptides peuvent affecter la 

migration des CDs d'une façon dose-dépendante en réponse à des chemokines CCL5 et 

CCL 19 vers les organes lymphoïdes secondaire afin de prévenir une réponse immunitaire 

[75]. 

VII.1.2 Rôles des récepteurs du VIP dans l'infection par le VIH-1 

D'autres récepteurs ont été identifiés comme pouvant être susceptible de lier le VIH-1 tel 

que le récepteur du VIP nommé VPAC1 couplé aux protéines G. En effet, le virus pourrait 

activer VPAC1 étant donné qu'il existe une homologie de séquence entre la GP120 du 

VIH-1 et le VIP [188] [187]. Or ce récepteur peut être internalise à la suite de la liaison du 

VIP [189]. Ainsi il se pourrait que VPAC1 lie le VIH-1, ce qui aboutirait également à une 

internalisation du virus dans les compartiments endosomaux précoces comme le fait le DC-

SIGN. Il faudrait réaliser des expériences afin de vérifier si VPAC1 lie le VIH-1 et 

F internalise, et si ce récepteur participe aussi à la trans-infection. Dans le cas où ces 

hypothèses seraient vérifiées, nous pourrions également étudier les effets de la présence du 

VIP dans la compétitivité vis à vis de ces récepteurs avec le VIH-1. En effet, la présence de 

ce peptide pourrait être altérée lors d'une infection au VIH-1. 

De nombreuses hypothèses peuvent être formulées dans l'éventualité que le VIH-1 lie 

VPAC1 à savoir si l'affinité de liaison du virus avec ce récepteur est plus ou moins 
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importante par rapport au ligand naturel qui est le VIP? Ou encore existe-t-il d'autres 
peptides que le VIP qui pourraient fixer VPAC1 et dont leurs présences pourraient être 
également altérées lors d'une infection au VIH-1? 

D'autre part, le récepteur VPAC1 peut jouer également un rôle dans la cw-infection des 
LT-CD4+. Effectivement, l'utilisation d'anticorps dirigés contre ce récepteur dans les 
lymphocytes T provoque une diminution de l'infection au VIH-1 alors qu'une activation 
spécifique du récepteur VPAC1 dans les cellules primaires telles que les PBMC provoque 
une augmentation de l'infection au VIH-1 [187]. Cependant une activation de VPAC1 par 
VIP ne déclenche pas d'augmentation de la cw-infection mais celle-ci est déclenchée en 
présence d'un autre peptide appartenant à la famille VIP qui est la sécrétine [187]. Ce 
phénomène pourrait s'expliquer par le fait que la sécrétine présente une plus forte affinité 
de liaison pour le récepteur VPAC1 par rapport à VPAC2, contrairement au VIP qui elle, 
lie VPAC1 et VPAC2 avec une même affinité [190] [191]. 

Le VIH-1 pourrait donc présenter une plus forte affinité pour VPAC1 comme la sécrétine, 
ce qui favoriserait ainsi l'infection de la cellule (figure 18). Toutefois, nous avons vu que la 
GPI20 du VIH-1 présente une séquence similaire avec VIP. Alors comment se fait-il que le 
VIH-1 activerait seulement VPAC1 et pas VPAC2? De plus, dans les travaux de Branch et 
ces collaborateurs, l'utilisation d'un anticorps dirigé contre VPAC1 inhibe 
considérablement l'infection virale en cis de plus de 80 % [187]. VPAC1 pourrait donc 
jouer un rôle important lors d'une infection au VIH-1. En revanche lorsqu'ils utilisent un 
anticorps dirigé contre VPAC2, aucun effet n'est cette fois-ci observé [187]. 

D'autre part si le VIH-1 activerait VPAC2, cela pourrait se retourner contre lui. En effet, 
une stimulation de VPAC2 avec un agoniste spécifique tel que l'hélodermine peut 
provoquer une forte résistance à l'infection au VIH-1 [192] (figure 19). Ainsi, lors d'une 
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infection par le VIH-1, la présence de la sécrétine pourrait être augmentée et celle de 

l'hélodermine diminuée, favorisant ainsi l'invasion du virus. 

Finalement, les récepteurs VPAC1 et VPAC2, et leurs ligands pourraient jouer un rôle à la 

fois dans la trans et la m-inlèction. D'ailleurs des anticorps présent chez les patients 

infectés par le VIH-1 ont été identifiés comme pouvant fixer le VIP et le domaine C 

terminal non immunogénique de la gpl20 du VIH-1. Or une corrélation entre le titre en 

auto-anticorps reconnaissant VIP, le domaine C terminal de la gpl20 et la progression de la 

maladie indique que ces anticorps pourraient être un facteur important dans le contrôle de la 

maladie [193] [194]. 
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Figure 19 : Rôles des récepteurs VPAC1 et VPAC2 dans la cw-infection au VIH-1, et 
hypothèses (Personnelles). 
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VII.1.3 Rôles possibles des PAMPS, des DAMPS et du VIP dans la depletion 
des LT-CD4+ : 

Rapidement après l'infection par le VIH-1 (15 jours), les LT-CD4+ sont en grande partie 

éliminés au sein du GALT et ne peuvent participer efficacement à l'élaboration de la 

réponse immunitaire [195] (figure 20). 

H I V - H I V 

Figure 20 : Endoscopie du tractus gastro-intestinal 15 jours après le début de 
l'infection au VIH-1 [195]. 

Les mécanismes participants à la diminution rapide et drastique des LT-CD4+ lors de la 

primo-infection ne sont pas encore tous élucidés. Outre le fait que l'infection par le VIH-1 

elle-même détruit les cellules, d'autres facteurs pourraient aussi influencer cette depletion 

massive en LT-CD4+ (figure 21). 
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Figure 21 : Facteurs susceptibles d'être impliqués dans la depletion des LT-CD4+ du 
GALT (Personnelle). 

Des observations préliminaires dans notre laboratoire ont montré que les CDs en contact 
avec le VIH-1 pouvaient libérer des microvésicules très semblables au virus : les exosomes. 
De plus, notre laboratoire a observé que ces exosomes contiennent des protéines pro-
apoptotiques DAP3 qui pourraient présenter un rôle dans l'apoptose des cellules cibles. 
Mes résultats montrent que des CDs stimulées par des signaux de dangers endogènes 
comme les cristaux d'UMS qui sont aussi susceptibles d'être retrouvé lors de 
l'endommagement du tractus gastro-intestinal (GALT), produisent également des exosomes 
en plus grande quantité et que les exosomes possèdent la molécule DAP3. La participation 
à la depletion des LT-CD4+ par les cristaux d'UMS pourrait donc se réaliser par les 
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cristaux eux-mêmes, et également par l'intermédiaire des exosomes. Également, il vient 

d'être montré que la replication virale au sein de CDs infectées par le VIH-1 est dépendante 

de la présence de cellules NKs et de signaux de dangers endogènes tels que le HMGB1 

[196]. Les cristaux d'UMS pourraient-ils présenter de même un effet sur la replication du 

VIH-1? 

Toutefois, d'autres facteurs pourraient aussi influencer la depletion des LT-CD4+, comme 

les signaux de dangers exogènes tels que des PAMPS de bactéries de la flore intestinale qui 

auraient pénétré dans les tissus. 

Parmi les PAMPS, du LPS pourrait être retrouvé dans le GALT endommagé lors de 

l'infection au VIH-1. En effet, plusieurs centaines de milliards de bactéries de la flore 

intestinale tapissent normalement l'intestin dans les conditions physiologiques [197]. Or il 

est observé que du LPS est présents en grande quantité dans la circulation sanguine des 

patients infectés par le VIH-1. Cette présence de LPS dans le sang pourrait être la 

conséquence d'une translocation microbienne suite à l'endommagement du GALT et de 

l'épithélium intestinal [198] [199] [195] [200]. Ainsi des bactéries pourraient être 

retrouvées dans le GALT et participeraient à la depletion des LT-CD4+. Cette depletion 

serait provoquée à la suite d'une activation chronique du système immunitaire par le LPS 

ou d'autres motifs bactériens. En effet, une corrélation entre l'augmentation de LPS et 

l'activation chronique du système immunitaire inné et adaptatif [200]. 

Cette depletion pourrait être aussi favorisée par une altération de la quantité et de la 

fonction du VIP qui est normalement retrouvé en grande quantité dans le GALT à l'état 

physiologique et qui contribue à la tolérance [201], 

Également, nous avons montré pour la première fois que la sécrétion des exosomes par des 

CDs pouvait être altérée, et ceci par l'entremise du peptide VIP. En effet, une stimulation 

des CDs par des cristaux d'UMS provoque une maturation des cellules et une augmentation 
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de la production d'exosomes. Cependant en présence de VIP, cette maturation de CDs et la 

production d'exosomes est diminuée. Le VIP pourrait donc présenter un effet protecteur 

vis-à-vis de la sensibilisation des LT-CD4+ par rapport à l'AICD d'autant plus que nous 

observons que le VIP diminue également la présence de molécules proapoptotiques tel que 

DAP3 au sein des exosomes. De plus le VIP inhibe l'AICD dans les lymphocytes T [202]. 

A long terme, des expériences avec le VIP pourraient être réalisé afin d'étudier son effet sur 

la migration des CDs et les lymphocytes infectés par le VIH-1 ou par un autre pathogène. 

Des expériences permettant d'étudier la fixation du VIH-1 sur VPAC1 ou VPAC2, et s'ils 

présentent un rôle dans la /raws-infection serait intéressant de mettre en place. 
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