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Résumé

Les cellules dendritiques (CDs) sont connues comme étant les cellules sentinelles du
systtme immunitaire. En effet, par leur capacité a capturer et a présenter les antigénes du
sol ou étrangers, elles ont la propriété de moduler la réponse immunitaire innée et acquise.
Toutefois, elles sont aussi connues pour libérer des vésicules dans le milieu extra cellulaire,
dont entre autres les exosomes. Les exosomes sont des microvésicules de 30 — 100 nm
jouant un réle important au sein de 1’intercommunication cellulaire. L’état d’activation des
CDs influence drastiquement la composition et le réle des exosomes. D’aprés des résultats
préliminaires obtenus au sein du laboratoire, nous avons observé que les CDs ainsi que les
lymphocytes T CD4" (LTCD4) mis en contact avec le virus de 1’immunodéficience
humaine 1 (VIH-1) pouvaient libérer de plus grandes quantités d’exosomes. De plus, une
préparation virale dépourvue en exosomes augmente la viabilité des LTCD4. Enfin, une
analyse protéomique d’échantillons purifiés d’exosomes sur gradient d’optiprep a révélé un
contenu enrichi en protéines jouant un role important dans la survie cellulaire : telle que, les
protéines Death-Associated-Protein 3 (DAP3) et Apoptotic peptidase activating factor 1
(APAF-1). Ces deux protéines sont connues pour participer a la voie d’activation des
caspases entrainant 1’apoptose. De ce fait, la présence de ces protéines dans les exosomes
pourrait contribuer a 1’élimination des LTCD4. En utilisant I’immunobuvardage nous avons
mis en place le protocole et confirmé les résultats de 1’analyse protéomique dans les
cellules HEK-293T. Cependant, seulement la protéine DAP3 est détectée dans les
exosomes 1solés a partir de CDs mises en contact avec du virus atténué. De plus, il s’avere
qu’une infection productive est nécessaire pour déceler la protéine. Finalement, en utilisant
des ARN antisens anti-DAP3, nous avons favorisé la diminution de I’expression de la
protéine DAP3. Ainsi, nous pouvons moduler I’expression de la protéine dans les CDs afin
de vérifier éventuellement son impact sur la viabilité des LTCD4. En conclusion, tous les
outils sont mis en place afin d’assurer la suite du projet qui pourrait nous permettre de

mieux comprendre la déplétion des LTCD4 lors de la primo-infection.
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Abstract

Dendritic cells (CDs) are known as sentinel cells of the immune system. Indeed, by their
ability to capture and present self-antigens or foreign antigens, they have the ability to
modulated innate and acquired immune system. However, they are also known to release
vesicles into the extracellular environment, including exosomes. Exosomes are
microvesicles of 30-100 nm, playing an important role in the cell intercommunication. The
activation status of CDs drastically influences the composition and the role of exosomes.
According to preliminary results obtained in the laboratory, we observed that the CDs and
lymphocytes T CD4 + (LTCD4) brought into contact with the human immunodeficiency
virus 1 (HIV-1) could release larger amounts of exosomes. In addition, a viral preparation
lacking on exosomes increases the viability of LTCD4. Finally, a proteomic analysis was
performed on samples of exosomes purified on optiprep gradient, revealing a content
enriched in proteins that play an important role in cell survival, such as, Death-Associated
Protein-3 (DAP3) and Apoptotic peptidase activating factor 1 (Apaf-1). These two proteins
are known to participate in the process of activation of caspases. Thus, the presence of
these proteins in exosomes may contribute to the elimination of LTCD4. Using immunoblot
we have established the protocol and confirmed the results of proteomic analysis. Indeed,
we observed the presence of Apaf-1 and DAP3 proteins in cells and exosomes from HEK-
293T. However, only DAP3 protein is detected in exosomes isolated from CDs in contact
with the attenuated virus. Moreover, it appears that productive infection is necessary to
detect the protein. Finally, using RNA antisense anti-DAP3, we have decreased the
expression of DAP3. Thus, we can modulate the expression of the protein in the CDs to see
its impact on the viability of LTCD4. In conclusion, all tools are in place for the continuity

of the project that could help us better understand LTCD4 depletion during primo-infection.
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CHAPITRE I : Introduction

1.1. Les cellules dendritiques
1.1.1. Historique

C’est en 1868, que Paul Langerhans, jeune étudiant en médecine, décrit les toutes premiéres
cellules dendritiques (CDs) (1). Au départ, il les a identifiées comme étant des récepteurs
intra épidermiques du systéme nerveux. Cependant, en 1882, il se rendit compte que ces
cellules n’étaient nullement des cellules faisant partie du syst¢éme nerveux (1). Ce n’est
qu’en 1973 que Steinman et Cohn ont pu les observer par microscopie en contraste de
phase, tel qu’illustré a la figure 1 (2). Depuis, les CDs suscitent 1’intérét de nombreux
chercheurs. Elles ont été la source de plusieurs découvertes, entre autre, les différentes sous
populations de CDs ainsi que leur réle clé dans la présentation antigénique ou la réponse
innée (3-6). En effet, leurs capacités a induire et réguler la réponse immunitaire innée et
acquise font d’elles les cellules les plus étudiées dans le domaine de I’immunologie et de la

recherche clinique (7-8).

Les CDs se distinguent par leur morphologie particuliére et leur capacité a former des
pseudopodes ou encore des prolongations cytoplasmiques, de longueurs et de formes
variables a la suite d’une activation. La figure 1 illustre bien les différentes morphologies et
ramifications de ces cellules. Ces prolongements, qui ressemblent & des dendrites, leur ont
valu le nom de cellules dendritiques (2). Enfin, le noyau de ces cellules est de forme

irrégulicre et large, et a des propriétés réfringentes.



Figure 1: Photo de microscopie en contraste de phase de cellules dendritiques
isolées a partir (@) — (d) de la rate, (e) des organes lymphoides, (f) des plaques de
Peyer. D’aprés Steinman, R. M., et Z. A. Cohn. 1973 (2).



1.1.2. Diversité

Aujourd’hui, on compte plusieurs sous populations de CDs. Elles sont répertoriées en
fonction de leur origine, leur localisation, leur fonction et des récepteurs membranaires
qu’elles expriment. Les CDs dérivent des cellules mésenchymateuses ou hématopoiétiques.

La figure 2 et le tableau 1 présentent les différentes caractéristiques des CDs.

Les cellules dendritiques folliculaires (CDFs) dérivent des cellules mésenchymateuses.
Elles résident dans les centres germinatifs (CGs) et se développent principalement sous
I’action du TNF (Tumor Necrosis Factor) (9). Les CGs sont aussi le lieu de prolifération
des lymphocytes B (LB), cellules responsables d’une partie de la réponse humorale. Les
CDFs présentent les antigénes, sous forme de complexe-immun (antigéne-anticorps
complément) aux LB (10-11). En effet, les CDFs se différencient des autres CDs par le fait
qu’elles n’internalisent pas I’antigéne (Ag) et le maintiennent a leur surface sous forme de
complexe immun. Pour se faire, les CDFs expriment a leur surface des récepteurs Fc et des
récepteurs du complément (10). La présentation antigénique du complexe-immun provoque
la sélection des LB mémoires (7). Seuls les LB ayant une forte affinité pour I’antigéne
survivront, contrairement aux autres cellules qui vont étre éliminées par apoptose ou par

nécrose.

Les CDs d’origine hématopoiétique peuvent prendre la voie myéloide ou lymphoide. Les
progéniteurs lymphoides CD34" donnent des précurseurs CD11c™ qui se différencient en
CDs plasmocytoides (pCDs) immatures en présence d’Interleukine-3 (IL-3) et du CD40L
(12). Ce type cellulaire se retrouve dans le sang (13-14), le thymus (15-16), ainsi que dans
les zones T des organes lymphoides (13, 17). Les pCDs sont peu efficaces pour la
présentation antigénique aux lymphocytes T naifs. Elles participent au contrle de
I’infection virale par leur capacité a produire de I'Interféron o/f (INF- o/B) (18-19). Les
pCDs participent aussi a la régulation de la réponse inflammatoire (20), au développement

des maladies auto-immunes (17), ou de cancers (21).
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Les CDs CD34" dites d’origine myéloide donnent naissance a deux types de cellules
précurseurs CD11c". Les CD1” CD14 et les CD1" CD14" respectivement connues sous le
nom de cellules de Langerhans et de CDs interstiticlles. Ces deux types cellulaires
nécessitent du GM-CSF et de I'IL-4 pour se différencier en CDs immatures (22). Les
cellules de Langerhans résident principalement sous la peau tandis que les CDs
interstitielles se retrouvent dans les muqueuses. Ces deux types cellulaires sous leurs états
immatures sont présents dans les tissus périphériques et sont spécialisés dans la capture de
I’Ag (endocytose, phagocytose). A la suite de la capture des Ag, elles se domicilient dans
les ganglions lymphatiques ou elles deviennent des cellules matures capables de présenter
les Ag aux Lymphocytes T (LT) naifs (23-24). Dans le contexte d’une infection par le virus
de I'immunodéficience humaine (VIH), les CDs interstitielles sont aussi connues pour jouer

un role important dans la pathogenése, elles seront décrites plus loin en détail (25-27).
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Figure 2 : Origine des cellules dendritiques hématopoiétiques et mésenchymateuses.
Modifié d’aprés Maisnier-Patin et al., 2007, Med Sci (28)
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dendritiques ) — ! " |CXCRS, CXCR7 TLR4
. : follicules germinatifs (pas CD106
folliculaires . i .
lymphoides d'internalisation de

'Ag)

Tableau 1 : Distribution et caractéristiques des différentes populations de cellules

dendritiques.




1.1.3. Les cellules dendritiques myéloides

Les CDs se présentent d’abord sous un stade immature et deviennent matures sous 1’action
de différentes molécules telles que le lipopolysaccharide (LPS) et I'IFN-y. Sous leur forme
immatures, les CDs sont dotées d’une forte capacité a endocyter les Ag ou a phagocyter les
pathogénes: premiére étape vers le développement d’une réponse immunitaire spécifique.
La seconde étape est réalisée lorsque les CDs matures présentent I’Ag aux LT naifs. En
plus de participer a la reconnaissance des pathogénes incluant le VIH-1, elles participent

activement a I’homéostasie de la réponse immune en induisant la tolérance.

La tolérance immunitaire est |’absence de réponse immunitaire a un Ag du soi (24). Elle est
acquise lors d’un premier contact avec 1’Ag. L’absence de réponse immunitaire a I’Ag du
soi est nécessaire a 1’homéostasie de la réponse immunitaire empéchant le développement
des maladies auto-immunes (24). Les CDs jouent un réle dans I’induction de la tolérance
centrale et périphérique. La tolérance centrale a lieu dans le thymus, alors que la tolérance
périphérique a lieu dans les organes lymphoides secondaires. Dans les deux cas, les CDs
effectuent la présentation antigénique des peptides du soi par les complexes majeurs
d’histocompatibilités /Il (CMH-I/II). Dans le premier cas, la présentation antigénique
permet la sélection des thymocytes doublement positifs (CD4'/CD8"). Les thymocytes qui
développent une haute affinité pour I’Ag vont étre éliminés, c’est la sélection négative
(29). A I’opposé, les thymocytes sélectionnés positivement vont survivre et perdre I'une
des deux molécules pour acquérir des fonctions spécifiques. Dans le deuxiéme cas, la
présentation antigénique permet 1’élimination des LT matures auto réactifs en les éliminant
du syst¢tme immunitaire ou en provoquant une anergie (23-24, 30). La présentation
antigénique dans I’induction de la tolérance dépend de plusieurs facteurs. Le contact entre
le CMH-peptide, le récepteur des LT ou encore le TCR ainsi que des signaux de
costimulations (CD40/CD40L) et des facteurs présents dans le milieu (IL-1,-6,-12,-23,-10,
TGF-B) (31-32).
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Avant d’étre présenté, la reconnaissance et la capture de I’ Ag passe par les CDs immatures
situées dans les tissus périphériques. L’efficacité des CDs a capturer I’antigéne fait
intervenir la macropinocytose, la phagocytose et 1'internalisation induit par des récepteurs
de surface tels que les récepteurs lectine de type C (DC-SIGN, DCIR), les récepteurs Fcy et
les TLR (Toll like receptor). L’Ag internalis€¢ dans les compartiments endosomaux sera
clivé sous forme de peptides de 13 4 18 acides aminés, qui se retrouveront en présence du
CMH-II situé dans I’endosome tardif. Le peptide déplacera la molécule CLIP et sera chargé
sur le CMH-II. L’ensemble CMH-II-peptide migrera jusqu’a la membrane plasmique pour
la présentation antigénique. Toutefois, 11 existe une deuxiéme voie de présentation des
peptides exogeénes impliquant les CMH-1. En effet, les CDs sont aussi les seules CPA
capables d’effectuer la présentation des Ag exogeénes via le CMH-I appelé la présentation
croisée. Ce phénoméne est essentiel a I’activation des lymphocytes T CD8” (LTCDS).
Simultanément, des stimuli pro-inflammatoires régulent a la baisse la sensibilité de CDs
immatures a capturer I’Ag et adoptent le phénotype mature (33-35). La figure 3 représente

les différents stades de maturation des CDs et leurs récepteurs.

L’activation des CDs immatures entraine des changements morphologiques, comme la
perte des complexes d’adhésions, une réorganisation du cytosquelette et 1’augmentation de
I’expression du récepteur de chemiokine C-C de type 7 (CCR7) (36). L’augmentation du
CCR7 favorise la domiciliation des CDs aux ganglions lymphatiques (tractus gastro-
intestinal, rate) afin de présenter I’Ag aux lymphocytes T CD4" (LTCD4) naifs. Enfin, les
propriétés migratoires des CDs font d’elles des cellules de choix pour certains pathogenes,
tel que le VIH-1, qui les utilise pour se cacher du systéme immunitaire pour étre transféré et

infecter efficacement les LTCDA4.
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Figure 3 : Schéma de maturation de la cellule dendritique.
D’aprés Banchereau et al., 2000, Immunol. (37)
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1.1.4. Réle des CDs dans la primo-infection au VIH-1

L’infection au VIH-1 comporte trois phases: la phase de la primo-infection, la phase de
latence et la phase chronique. La primo-infection s’étend sur quelques mois, le virus
pénétre dans ’organisme et commence a infecter progressivement les cellules du systéme
immunitaire. Une forte réplication virale entrainant une diminution considérable des
LTCD4 du tractus gastro-intestinal est observée (38-41). Cette phase est généralement
asymptomatique ou avec des symptomes non spécifiques ressemblant & une mononucléose
ou a une grippe (42-43). La deuxiéme phase, la période de latence est |’atteinte d’un
équilibre entre la réplication du virus et son élimination par le systéme immunitaire (44).
Elle est asymptomatique et peut durer plusieurs années. Toutefois, la progression de
I’infection continue. L’équilibre est interrompu tout d’abord a cause de la déplétion
progressive des LTCD4 (45-46), puis, parce que le virus arrive a échapper au systéme
immunitaire entrainant 1’augmentation de la virémie et I’écroulement du systéme
immunitaire (47-48). La déclaration de la maladie du SIDA est la troisiéme et derniere
phase. Elle est caractérisée par 1’apparition de maladies opportunistes et la déplétion quasi

totale des LTCD4 (49).

Le virus peut entrer dans I’organisme de plusieurs maniéres. Il peut entrer a la suite d’une
Iésion de I’épithélium, par trancytose, ou suite a la liaison aux récepteurs de surface CCRS
de la barriere des cellules épithéliales (50-53). Le VIH-1 peut aussi se lier directement aux
LTCD#4 présents dans 1’épithélium (54). Les CDs immatures sont aussi des cibles de choix
pour le virus. En effet, ce sont les premiéres cellules présentes sous la barriére mucosale
capables de capturer le virus s’y trouvant déja et capables de I’attraper a I’extérieur de la

barriére a I’aide de leurs dendrites (55).

L’efficacité de la transmission du VIH-1 passe donc par les CDs (25). La transmission du
virus d’une cellule infectée comme une CD a une cellule non infectée comme un LTCD4
peut se faire suivant deux modes distincts. La transmission dit en cis nécessite une infection
productive des CDs (56). Le virus se lie a son récepteur CD4 et son corécepteur CCRS

présents a la surface des CDs. Il est intéressant de noter que le récepteur lectine de type C,
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DCIR, joue un role dans le processus de I’infection (57). L’ADN proviral migre jusqu’au
noyau et s’integre au génome de la cellule (27). S’ensuit la réplication du virus,
I’assemblage, puis le bourgeonnement dans les endosomes tardifs. Il s’agit d’un processus

long avec la synthése de nouvelles particules virales.

Le mode de transmission en frans fait aussi intervenir les récepteurs lectine de type C dont,
entre autres, DC-SIGN et DCIR (57-58). Le VIH-1 se retrouve internalisé entiérement avec
son récepteur dans les endosomes tardifs. Une portion du virus internalisé dans les
endosomes échappe a la dégradation et reste infectieux jusqu’a sa libération (58-59). En
effet, I’endosome tardif est connu pour fusionner avec la membrane plasmique de la cellule,
libérant son contenu dans le milieu extra cellulaire. Le virus dissimulé dans les endosomes

tardifs migrera incognito dans les organes lymphoides secondaires ou il sera transféré aux

LTCD4 (27, 51, 58).

1.2. Roles des lymphocytes T CD4" dans la primo-infection au VIH-1

Il est maintenant reconnu que les premiers dommages de 1’infection au VIH-1 se situent
dans les organes lymphoides, dont le tractus gastro-intestinal, sites majeurs de la réplication
virale (60). Effectivement, seulement 15 jours aprés 1’infection une déplétion quasi totale
des LTCD4 est observée, entrainant des conséquences irréversibles sur le systéme
immunitaire & court comme a long terme (61). Plusieurs facteurs contribuent a cette
immunodéplétion : 1) la toxicité liée directement a I'infection des LTCD4 (61), ii) la mort
des LTCD4 infectés par 1’action cytotoxique des LTCDS8 (62), iii) 1’augmentation de
I’entrée en apoptose des cellules infectées comme des cellules avoisinantes non infectées

(63).

Par conséquent, la déplétion des LTCD4 cause une perte de la mémoire immunologique
(61). Le systéme immunitaire se reconstruit mais un état d’hyper activation persiste. De
plus, I'absence de LTCD4 durant la primo-infection affecte considérablement le

développement d’une réponse immunitaire protectrice (61, 64-65). En effet, les LTCD4
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auxiliaires jouent un rdle important dans le développement, la maturation ainsi que la
maintenance des LT cytotoxiques (66). Le controle de ID’activité bactéricide des
macrophages et le développement de la réponse humorale entrainant la production
d’anticorps par les LB passent par I’action des LTCD4 (67-68). L’activation des LTCD4
passe par les CDs ayant capturé le virion a la surface des muqueuses qui migrent jusqu’aux
ganglions lymphatiques. Les CDs vont alors présenter les Ag viraux par le biais du CMH-II
(69-70) et transférer le virus internalisé dans les endosomes tardifs (58-59) ou les particules
virales nouvellement synthétisées aux LTCD4 (27, 71). La transmission du virus entraine la
déplétion massive des LTCD4 mémoires infectés et non-infectés, dans le tractus digestif du
GALT (61). Toutefois, I'infection virale seule ne peut expliquer en totalité cette déplétion
(72). D’autres facteurs pourraient étre impliqués. Parmi ces facteurs, les exosomes qui se
trouvent avec le virus dans les endosomes tardifs des CDs pourraient étre libérés par les

CDs lors du transfert du virus contribuant aussi I’immunodéplétion (73).

1.3. Les exosomes

1.3.1. Découverte

Les exosomes sont des microvésicules d’origine endosomale de forme sphérique de 30-100
nm. Ces vésicules libérées dans le milieu extracellulaire par les cellules épithéliales et
hématopoiétiques jouent un réle dans I’intercommunication cellulaire. La présence
d’exosomes dans le milieu extracellulaire a été mise en évidence en 1984 lors d’études
réalisées sur le récepteur de la transferrine (74). Pan et Johnston ont découvert que le
récepteur était complétement perdu lors de la sécrétion de vésicules au stade final de
maturation des érythrocytes. En premier lieu, on pensait que les exosomes étaient des
vésicules dérivées du bourgeonnement de la membrane plasmique (75). Cependant, en
suivant la maturation des érythrocytes en microscopie électronique une endocytose suivie
d’un bourgeonnement de I’endosome avec la membrane plasmique du récepteur couplé a
un anticorps polyclonal, dans le compartiment interne de I’endosome multivésiculaire a été
observée (76).
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1.3.2. Biogenése

La biogenése des exosomes a lieu dans les endosomes multivésiculaires a la suite de
I’invagination de la membrane vers l’intérieur du compartiment. Les endosomes
multivésiculaires sont le carrefour de tri cellulaire. L’essentiel des protéines et des lipides
destinés a la dégradation ou a la libération dans le milieu extérieur sont stockés dans les
endosomes multivésiculaires jusqu’a leur fusion avec le lysosome ou la membrane
plasmique cellulaire (77). Le recrutement des protéines, des lipides et des récepteurs vers
I’endosome multivisiculaire peut étre dépendant ou non de la machinerie ESCRT

(Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) (78).

La machinerie ESCRT est composée de quatre complexes protéiques (ESCRT-0,-1, -11, -I1I)
et de facteurs tels que la protéine Alix et d’une ATPase VSP4. Le complexe ESCRT-0 et
ESCRT-I est essentiel a la reconnaissance et au recrutement des protéines mono
ubiquitinylées aux endosomes (78). S’en suit le remodelage de la membrane des endosomes
via les interactions protéine-protéine et protéine-lipide favorisant 1’invagination de la
membrane par les complexes ESCRT-II et ESCRT-III et les facteurs Alix et VSP4 (figure
4) (79-80). Finalement, c’est le complexe ESCRT-III qui est responsable du détachement

des vésicules s’accumulant dans la lumiére endosomale (81).
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Figure 4 : Le role de la machinerie ESCRT dans la biogenése des exosomes. D’aprés
Pisitkun et al., 2004, PNAS. (79)

Toutefois, la biogenése des exosomes fait aussi intervenir des molécules indépendantes de
la voie ESCRT comme les acides lysobisphosphatidiques (LBPA) (82-83), les céramides
(84) ou les protéines annexines (85). Les LBPA sont trés abondants dans la membrane de
I’endosome. De plus, Matsuo et al. ont observé qu’en milieu acide la concentration de
LBPA est augmentée induisant le bourgeonnement spontané de la membrane endosomale

(82). Le bourgeonnement de la membrane conduit a la formation des exosomes (83).

La céramide, un lipide de la famille des sphingomyélines, est responsable de 1’agrégation

lipidique a la surface de la membrane de I’endosome. Ce phénoméne forme les
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microdomaines ou encore les radeaux lipidiques favorisant le bourgeonnement des

exosomes (84).

Une autre voie ESCRT-indépendante est celle de I’annexine-1. En effet, I’accumulation des
récepteurs de facteur de croissance épidermique (EGF), aprés stimulation, passe par la voie
de I’annexine-1 (85). Les mécanismes exacts ne sont pas connus. Cependant, sans

I’annexine-1, I’accumulation du récepteur de I’EGF est trés fortement atténuée.

Apreés avoir bourgeonné, les vésicules s’accumulent dans la lumiére endosomale jusqu’a ce
que I’ensemble du compartiment fusionne avec la membrane plasmique, sécrétant alors les
exosomes dans le milieu extracellulaire (Figure 5) (86-88). 1l est intéressant de noter que le
pH dans l'exosome reste le méme que celui du cytoplasme, c'est-a-dire pH=7,5,

contrairement & celui du MVB qui est plus acide (pH=5) (82).
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Figure 5 : Représentation schématique de la libération des exosomes dans le milieu
extracellulaire. D’aprés Mathivanan et al., 2010, Journal of proteomics (87)

La fusion des exosomes avec la membrane plasmique cellulaire fait intervenir une enzyme
la GTPase (Rab27a) couplée a une protéine effectrice, Slp4-a. La famille des Rabs contréle
le trafic vésiculaire intracellulaire par le recrutement de protéines effectrices a la surface
membranaire ou encore par la migration de certaines organelles tel I’endosome
multivésiculaire jusqu’a la membrane plasmique cellulaire (89-90). La protéine
synaptotgamine de type 4a (Slp4a), présente dans les endosomes tardifs, agit de concert
avec Rab27a pour permettre la fusion et la libération des exosomes dans le milieu

extracellulaire (figure 6) (91-93).
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Figure 6 : Roles de Rab27 dans le trafic vésiculaire.
D’aprés Pfeffer, 2010, Nat Cell Bio. (92)

1.3.3. Les différents types vésiculaires

Il existe un large éventail de vésicules se différenciant des exosomes soit par leurs tailles,
leurs fonctions ou encore leurs compositions. Cette section traite des différents types de
vésicules retrouvées dans les milieux extracellulaires telles que les microvésicules, les
ectosomes, les vésicules apoptotiques et les particules virales. Le tableau 2 représente les

caractéristiques de chaque type de vésicules discuté dans ce chapitre.
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Vésicules s
Exsosomes Microvésicules Ectosomes . virales de VIH-
Apoptotiques 1
Taille 40-100 nm 100 - 1000 nm 50 - 200 nm 50 - 500 nm 100 nm
Vit d 160,000 - 200, 1,200 - 10,
itesse de 100,000 g 10,000 g 00,00011,200-10,000| 5 509 4
sédimentation g g
Densité de 1,16 -1,28
Aoteaison 1,13-1,19 g/ml Inconnu Inconnu i 1,16 - 1,18 g/ml
- Cholestero’l,' Phosphatidylsérie, Sphingolipides,
Composition | phosphatydylsérine, : Fis - .
< e s ci Phosphatidylsérine cholestérol, Inconnu riche en
lipidique sphingomyéline, . : i
e diacylglycérol cholestérol
céramide
Types Cellules Cellules tumorales, Neurgphiles, Tous les types CDs,
cellulaires hématopoiétiques plaquettes, CDs i cellulaires Macrophages,
’ érythrocytes LTCDA4
Tétraspanines, v s
Int -
Marqueurs | AChE, CMHI/II, Alix, Sélezt:g"g B CR1 Inconnu E"‘I"/Igia(g:bg;””
CD9, CD81, TSG101 ’ !
Compartiment
. . Compartiment Membrane Membrane intracellulaire
Origine : ; : ; Inconnu
intracellulaire plasmique plasmique et membrane

plasmique

Tableau 2 : Caractéristiques de chaque sous type de vésicules sécrétées. Tableau
modifié d’aprés Thery et al., 2009, Nat. Rew. Immunol. (127)

1331

Les Microvésicules

Les microvésicules contrairement aux exosomes sont des vésicules de grande taille se

situant entre 100 - 1000 nm. Elles sont libérées par les plaquettes (94), les cellules

tumorales (95) ou encore par les CDs (96). Les microvésicules sont secrétées dans le milieu

extracellulaire par bourgeonnement de la membrane plasmique cellulaire (97). Leur

sécrétion est influencée par différents stimuli qui augmentent le niveau du calcium

intracellulaire favorisant le bourgeonnement ou le remodelage de la membrane plasmique

cellulaire (98).
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La libération des microvésicules est un processus physiologique. Leur composition, comme
pour la plupart des vésicules, dépend de la composition membranaire et du type cellulaire
qui les libére. Les cellules tumorales libérent continuellement des microvésicles (95, 99).
On retrouve a leur surface des récepteurs cellulaires (CD40 ligand) (100-101), des
molécules d’adhésions (sélectine, intégrines) (102) ou encore des métalloprotéines (103).
Tout comme les exosomes, les microvésicules exposent a leur surface des
phosphatidylsérines et peuvent étre capturées par les LTCD4" ou encore les cellules
phagocytaires, par le biais de protéines 7-cell immunoglobulin and mucin protein-1/4
(Tim1/Tim4) exprimées par les macrophages et les LTCD4 (104-105). Il est cependant
possible de discriminer les exosomes des microvésicules par la taille, mais aussi, par la

sédimentation des microvésicules a des vitesses inférieures a 100,000 g.

1.3.3.2. Ectosomes

Les ectosomes sont des vésicules d’environ 50 — 200 nm portant a leur surface le complexe
lytique d’attaque membranaire, C5b-C9 (106-107). Ces vésicules jouent un rdole dans la
neutralisation du complément, dans la coagulation, et dans la maturation des CDs au site

inflammatoire (106).

Différents types cellulaires sécrétent les ectosomes, entre autres, les monocytes (108), les
neutrophiles (106), les érythrocytes (109) ou encore les plaquettes (110). La sécrétion se
fait de manié¢re spontanée ou en réponse a un stimulus. La libération d’ectosomes se fait par
le bourgeonnement de la membrane plasmique cellulaire tel qu’illustré a la figure 7 (97,

106-107, 111).

La composition des ectosomes est similaire a celle de la membrane plasmique cellulaire.
Ces vésicules contiennent des phosphatidylsérines (106), du cholestérol (112-113), du

diacylglycérol (112) ou encore le récepteur du complement 1 (CR1) (111, 114).
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Figure 7 : Mécanismes de libération des ectosomes et des exosomes. D’aprés Pilzer et
al., 2005, Springer Semin Immun. (111)

1.3.3.3.  Vésicules apoptotiques

Les vésicules apoptotiques sont une population hétérogeéne d’environ 50 — 500 nm. La
production des vésicules apoptotiques est déclenchée trés tot dans le processus de mort par
apoptose (115-116). Les vésicules apoptotiques ou corps apoptotiques se forment par

bourgeonnement (blebbing) de la membrane plasmique.

Lors du bullage de la membrane, le contenu protéique du noyau, de la membrane plasmique
ou encore du réticulum endoplasmique de la cellule est emporté et incorporé dans les
vésicules (116-117). Les vésicules apoptotiques sont trés riches en histones (118) et en

fragments de chromatines (119).

Dans le milieu extracellulaire, les vésicules apoptotiques sont phagocytées soit par les

macrophages, soit par les CDs par le biais de récepteurs spécifiques tels a,Bs/a.ps et CD36
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(120). Le résultat de cette phagocytose provoque la dégradation des corps apoptotiques, ou
favorise la présentation antigénique aux LTCD4" et aux LTCD8" (121).

1.3.3.4. Les particules virales de VIH-1

De toutes les vésicules décrites plus tot, les particules virales de VIH-1 sont celles qui
partagent le plus de similarité avec les exosomes. Les particules virales sont des vésicules
d’environ 100 nm. Ces particules sont produites lors d’une infection au VIH-1 dans les
endosomes tardifs (122). D’aprés Gould et al., elles utilisent la voie de biogenése des
exosomes pour étre libérées et ensuite infecter les cellules avoisinantes lors d’une infection
au VIH-1 (122). Les particules virales ont une densité de 1,16 a 1,18 g/cm®. Tout comme
les exosomes, elles sont composées de protéines virales Gag (123), de marqueurs
endosomaux CD63 ou CMH-II (123-124), de protéines du cytosquelette (124), ou
d’enzymes (125). Toutefois, contrairement aux exosomes, les virus ne contiennent pas les

marqueurs CD14 et CD45 (126).

1.3.4. Contenu protéique

La composition protéique des exosomes est influencée par les signaux extracellulaires et
varie suivant le type cellulaire dont ils proviennent. Tel que mentionné précédemment, les
exosomes peuvent étre libérés par les cellules hématopoiétiques, mais aussi par les cellules
tumorales et les cellules épithéliales (128). Les exosomes se retrouvent dans des fluides

biologiques variés tels que le plasma, le sang ou encore les urines (79, 129).

De ce fait, la composition protéique des exosomes est trés variable. En effet, les exosomes
libérés a partir des CPA, comme les LB et les CDs, sont riches en CMH-I/II, CD86 ou
ICAM-1 qui sont des molécules jouant un role important dans la stimulation cellulaire. Les
exosomes isolés a partir des urines contiennent eux des aquaporine-2 et des anhydrases
carboniques (118, 130-131). L’état d’activation de la cellule est tout aussi important. En

effet, les exosomes dérivés des CDs immatures, par exemple, contiennent moins de CMH-
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II, CD86 ou encore CD40, comparativement aux exosomes des CDs matures (132). Dans
cette section, je vais me concentrer sur quelques familles de protéines ou marqueurs

rencontrés fréquemment dans les exosomes (figure 8).

Les membres de la famille des tétraspanines tels que CD37, CD63, CDS81 sont
fréquemment retrouvés dans les exosomes (133). Cette famille de protéines membranaires
posséde quatre domaines transmembranaires et est principalement localisée dans les
membranes des endosomes tardifs. Les tétraspanines jouent un role dans 1’adhésion (134),
I’activation (135), la différenciation cellulaire (136) ou encore dans 1’évasion tumorale
(136-137). Elles sont capables de s’associer entre elles ou encore avec d’autres protéines

comme les intégrines pour former un complexe d’adhésion (134, 138).

On retrouve aussi des protéines ancrées dans les membranes ensodomales grace au GPI
(glycophosphatidylinositol) telles que 1’acétylcholinestérase (AChE) ou encore les CDS55,
CD58 et CD59 (139). En fait, la présence de I’AChE dans les exosomes a été décrite en
1987 par Johnstone (140).

On y retrouve aussi de nombreuses molécules jouant un réle dans la biogenése des
exosomes, dont des GTPases telles que RABs, ARF ou Rho (89, 141), des annexines (118),
ainsi que des sous-unités de la machinerie ESCRT-I (142), dont il a été question
auparavant. L’ensemble de ces protéines joue un réle dans le trafic cellulaire, le tri et le
transport des protéines au niveau des endosomes tardifs (143), tout comme la protéine Alix

qui joue plusieurs roles dans la biogenese des corps multivésiculaires ou encore dans

I’apoptose (118, 144).
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Figure 8 : Distribution du contenu protéique des exosomes. D’aprés Thery et al., 2009,
Nat. Rev. Immunology (127)
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1.3.5. Role des exosomes

Comme nous venons de le voir, la composition des exosomes varie selon le type de cellule
qui les secréte et leur état d’activation. Par conséquent, le réle des exosomes sera tout aussi
variable. Dans ce chapitre, nous allons nous concentrer sur les différents roles des

exosomes dans la réponse immunitaire et dans la pathogénése virale.

1.3.5.1. Role dans la réponse immune

Les exosomes originaires des CPA telles que les CDs ou les LB portent a leur surface les
molécules du CMH-III (130, 142, 145), des protéines chaperonnes (HSP) (146-148) ou des
molécules de costimulation (CD86) (132) pouvant participer a 1’induction de la tolérance

ou a la présentation antigénique.

D’apres Thery et al., les LTCD4 peuvent étre activés directement ou indirectement par les
exosomes provenant de CDs (145). Aprés rencontre avec un Ag, les CDs immatures
libérent des exosomes avec un complexe CMH-peptide (145). Ces exosomes seront
capturés par des CDs n’ayant jamais été en contact avec 1’Ag (CDs réceptrices). Apres
maturation, les CDs réceptrices deviennent compétentes pour la stimulation les LT naifs
(145). De cette maniére, le transfert du complexe CMH-peptide entraine une amplification
de la réponse immune par une augmentation du nombre de cellules portant le complexe

CMH-peptide (132, 149).

Karleson et al. ont montré I'importance du CMH-II et des exosomes dans |’induction de la
tolérance (150). Briévement, des rats ont été exposés aux Ag d’ovalbumine. Le sérum a été
prélevé et centrifugé. Le surnageant et le culot ont été isolés et mis en présence des cellules
épithéliales naives. Le groupe de Karlson et al. a observé que les cellules naives mises en
présence avec ces culots ont développé une tolérance a 1’Ag d’ovalbumine contrairement
aux cellules mises en présence du surnageant cellulaire ultracentrifugé. Apres 1’analyse du

contenu du culot, ils observérent un contenu enrichi en CMH. De plus, cette réponse reste
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dépendante des CMH (150-151). Ces molécules ont été appelées les tolérosomes,

aujourd’hui connues sous le nom d’exosomes (150).

La tolérance a aussi été corrélée avec la présence de la protéine HSP. En effet, la recherche
sur les cellules tumorales a montré que la présence de la protéine HSP dans les exosomes
brise la tolérance envers les Ag tumoraux et induit le rejet de la tumeur (147).
Effectivement, les protéines HSP forment un complexe stable avec les Ag tumoraux
cytoplasmiques pouvant étre transportés dans les vésicules. Ainsi, les complexes HSP-Ag
sont exposés aux cellules du systtme immunitaire provoquant une réponse immunitaire

spécifique (147).

Finalement, la capacit¢é des exosomes a induire la tolérance est exploitée dans les
recherches sur les transplantations. Péche et al. ont isolé des exosomes provenant de CDs
immatures d’une souris immunotransplantée. Les exosomes purifiés sont réinjectés a la
méme souris avec un inhibiteur de la maturation des CDs. Ils ont observé une réponse
immunitaire suite a une présentation antigénique. Effectivement, les exosomes purifiés sont
riches en CMH. Ces derniers présentent les peptides du soi, favorisant la survie du greffon

a la suite de la greffe (152).

1.3.5.2. Thérapie antitumorale et vaccination

Les exosomes peuvent aussi étre utilisés dans I’immunothérapie. Le groupe de Zitvogel et
al. a mis en évidence le role des exosomes dans la thérapie antitumorale (153-154). Les
CDs du patient sont isolées et stimulées avec 1’Ag tumoral, les exosomes provenant de ces
cellules sont ensuite purifiés et réinjectés au méme patient. De cette maniére, les CDs ou les
CPA pourront internaliser les exosomes contenant 1’Ag tumoral dans la niche peptidique
des CMH-III pour faire la présentation antigénique aux cellules avoisinantes. Par cette

méthode, le nombre de CPA se trouve amplifié (153).
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Toujours dans la recherche antitumorale, depuis plusieurs années, les chercheurs
s’intéressent aux exosomes pour une immunothérapie vaccinale contre le cancer de la peau
(153, 155-157). 11 a été montré que I'injection d’exosomes, produit a partir de CDs mises
en contact avec I’Ag cible, augmente le nombre de cellules tueuses dans le sang. Cette
méthode s’avere étre sécuritaire supprimant la croissance, voir |’éradication totale de la
tumeur (153). De plus, Lamparski et al., ont montré que I’isolement de grande quantité

d’exosomes permettant une production massive de vaccin était possible (157).

Récemment, Schnitzer et al. ont utilisé la méthode de purification d’exosomes a partir des
CDs qui ont été stimulées avec des Ag provenant du pathogéne du Leishmania (158). Il
s’avere que les souris qui ont regu les exosomes étaient immunisées contre le parasite
(158). En effet, les exosomes interagissent directement avec les LT et les activent, ou
encore, les exosomes sont capturés par les CDs qui a leur tour font la présentation
antigénique aux LT naifs. Ce méme genre d’étude a d’abord été réalisée contre le parasite

Toxoplasma gondi (159-161).

1.3.5.3. Role anti-inflammatoire

Au cours d’une étude sur ’arthrite rhumatoide, maladie inflammatoire qui touche les
articulations, Kim et al. ont montré I’effet anti-inflammatoire que pourrait avoir les
exosomes isolés a partir de CDs modifiées (162). En effet, les CDs ont été transfectées
préalablement avec un vecteur exprimant 1I'IL-10 ou traitées avec de I'[L-10 murine
recombinante, une cytokine anti-inflammatoire. Ils ont observé que les exosomes, a eux
seuls, pouvaient supprimer la réponse inflammatoire dans le modele d’arthrite induit au
collagéne chez la souris DTH (Delayed-type hypersensitivity) (162). Cette réponse est
dépendante du CMH-II. Toutefois, elle reste la plus efficace connue a ce jour et pourrait

contribuer aux recherches cliniques pour 1’élaboration de nouveaux traitements.
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Au sein des mémes recherches, une autre préparation d’exosomes exprimant la protéine
transmembranaire FasL, de la famille des TNF, inhibe I’inflammation lors d’une arthrite

induit par immunisation au collageéne chez la méme population de souris (163).

1.3.5.4. Pathogenése virale

Plusieurs études décrivent le role des exosomes dans diverses pathogenéses virales. En
effet, les exosomes participent a la transmission de plusieurs virus ou agents pathogenes
tels que le virus de I’hépatite C (VHC), les virus herpétiques, le CMV et le VIH-1 ou

encore les prions (164).

Masciopinto et al., ont montré que les VHC en s’attachant au CD81 des exosomes
pouvaient circuler dans le milieu extracellulaire et utiliser ce récepteur pour infecter les

cellules avoisinantes (165).

La famille des virus herpétiques tels que 1’herpes simplex 1 (HHV-1) (166), le virus de
I’herpés humain 6 (HHV-6) (167), le cytomégalovirus (CMV) (168) ou encore Epstein-

Barr virus (EBV) (169) détournent le systéme immunitaire via les exosomes.

Une étude récente sur le HHV-1 a montré que la présence de la glycoprotéine B (gB) induit
une augmentation de la synthése et de la libération des exosomes (166). De plus, la gB
interagit avec les CHM-II au niveau des endosomes tardifs (166). De ce fait, le complexe
gB-CMH est transféré aux cellules avoisinantes via la voie de libération des exosomes.

Ainsi, HHV-1 module la réponse immunitaire en présentant les Ag viraux.

Il a été montré que le HHV-6 utilise la voie de biogenése des exosomes pour sa maturation
et libération (167). Effectivement, le HHV-6 bourgeonne dans les endosomes tardifs et est
libéré simultanément avec les exosomes. De plus, les exosomes libérés dans le milieu extra

cellulaire expriment les protéines virales gB et gM permettant leurs présentations aux LT.
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Dong, le virus et la présence des gB et gM lorsque libérés dans le milieu extra cellulaire

entrainent une réplication massive du virus, et donc de sa propagation.

Walker et al. ont montré que des exosomes purifiée a partir de cellules épithéliales mises en
contact avec le CMV induit une réponse immune adaptative. En effet, la libération
d’exosomes exprimant les antigénes viraux induit I’activation des LTCD4 via le CMH
(168). Les exosomes dérivés de ces cellules contiennent le gB qui, comme pour le HHV-1,

est présenté aux LT.

Finalement, I’EBV, quant a lui, inhibe I’activation des LT en induisant leur anergie (169).
En effet, les exosomes secrétés par les cellules infectées, vont exprimer les protéines
virales, LMP1, qui sont connues pour inhiber I’activation des LT par plusieurs types de

stimuli dont la stimulation des récepteurs CD3/CD28.

Les mécanismes de transmission d’une protéine dite infecticuse, le PrP* , utiliseraient la
voie de sécrétion des exosomes. Cette protéine est reliée a la maladie neurodégénérative
connue sous le nom de la maladie du prion. Le PrP*® peut étre recruté au niveau des radeaux
lipidiques et étre impliqué dans la biogenése et la structure des exosomes (170). Le PrP™ a,
de plus, la propriété de résister a la protéolyse cellulaire dans les lysosomes, et peut étre
libéré dans le milieu extracellulaire en association avec les exosomes. Les exosomes libérés
pourront étre capturés par les cellules avoisinantes favorisant la propagation de la protéine
infectieuse (164). De plus, il a été montré que la libération des PrP* était favorisée en

présence d’une infection a un rétrovirus, cependant les mécanismes sont encore mal connus
(171).
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1.3.5.5. La pathogenése du VIH-1

Les exosomes jouent plusieurs rdles dans la pathogenése de I’infection au VIH-1. Ils
favorisent I’évasion ou encore la réplication. Des études récentes ont montré que les
exosomes provenant de LTCDS8 de patient pouvaient avoir un effet antiviral sur le virus
(172). Effectivement, ces exosomes ont inhibé la réplication virale en bloquant la
transcription au niveau du promoteur LTR. L’enzyme APOBEC3G est une cytidine
désaminase connue comme étant un systéme de défense cellulaire immunitaire intrinséque
contre les virus en général et contre le VIH-1 (173). L’APOBEC3G est présente dans les
exosomes. Il agit comme facteur de restriction dans les cellules ayant capturé ces exosomes

(173). C'est-a-dire qu’une diminution de I’infection est observée.

Le VIH-1 a développé plusieurs stratégies pour échapper au systéme immunitaire. L'une
d’entre elles, porte le nom de cheval de Troie (122). En effet, lors de I’infection en trans, le
virus et son récepteur se retrouvent internalisés dans les endosomes tardifs en présence des
exosomes (122, 174-176). La libération du contenu endosomal dans le milieu
extracellulaire entraine la libération des exosomes et des particules virales. Ainsi, le virus et

les particules se propagent et sont capturés par les cellules avoisinantes (73, 122, 145, 176).

Il a été montré que le virus utilise les CDs pour infecter les LTCD4 par le mode trans (73).
En effet, lorsque les particules de VIH-1 sont produites et libérées dans le milieu
extracellulaire par les LTCD4, le virus imite les propriétés des exosomes pour é&tre
internalisé aussi par les CDs matures. De cette maniére, le VIH-1 est séquestré dans
I’appareil endosomal incognito jusqu’a sa libération. Ainsi, les particules virales
internalisées sont transférées et infectent encore plus efficacement les LTCD4 avoisinants

tel qu’illustré dans la figure 9 (73).
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Figure 9 : Transmission du VIH-1 par le modéle en frans exploitant les propriétés des
exosomes a étre internalisés dans les CDs matures. D’aprés Izquierdo-Useros et al.,
2009, Blood (73).

Les exosomes pourraient aussi favoriser la mort par apoptose des LTCD4 lors de I'infection
au VIH-1 (177). En effet, certaines protéines virales telles que Nef sont connues pour
augmenter la prolifération des vésicules dans les compartiments endosomaux, et par
conséquent la production d’exosomes (178-182). La protéine Nef, en plus d’étre incorporée
dans les exosomes, augmente leur production dans les cellules HelLa et induit leur
libération dans le milieu extracellulaire (177). Par conséquent, lorsque les exosomes sont
libérés dans le milieu extra cellulaire, la présence de la protéine Nef cause ’activation et

1’apoptose des LTCD4 avoisinants (177, 183).
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1.4. L’Apoptose

1.4.1. Mécanisme de ’apoptose

La pathogenese du VIH-1 est trés souvent associée a la progression de la déplétion des
LTCD4 (184-185). La déplétion des LTCD4 est, entre autres, liée a la mort cellulaire
programmée appelée I’apoptose (61, 186). L’apoptose est un processus physiologique,
régulé génétiquement, qui est impliqué dans I’homéostasie cellulaire, dans le
développement normal et dans la survie de nombreux organismes (187-188). Elle se produit
¢galement lorsque les cellules sont infectées par des virus ou par des microbes (189-191).
Tel qu’illustré a la figure 10, il existe deux voies principales d’apoptose, dont la voie

intrinséque et la voie extrinséque (192) .

L’apoptose et la nécrose sont deux mécanismes différents de mort cellulaire. D’abord, la
nécrose surgit lors de la destruction passive des cellules au cours d’une pathologie. Elle se
caractérise par une lyse cellulaire libérant tout son contenu dans le milieu extérieur,
engendrant une réponse inflammatoire (193). Contrairement a la nécrose, I’intégralité des
compartiments internes de la cellule est préservée lors de I’apoptose. Ce phénomeéne
provoque une condensation de la chromatine, un rétrécissement du cytoplasme, la perte de
I’asymétrie lipidique de la membrane plasmique, ainsi que le bourgeonnement de la

membrane plasmique conduisant a la formation des corps apoptotiques (187).
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Figure 10 : Schéma général de I’apoptose : voie intrinséque et extrinséque. D’aprés
Petit et al., 2003, Biochem (194).
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L’apoptose peut étre déclenchée par de nombreux stimuli tels que I’activation des
récepteurs aux domaines de mort (195), la carence en facteur de croissance, les dommages
a I’ADN ou les agents cancéreux (192, 196-197). Suivant le signal, il y a activation des
caspases (Cysteine-dependent ASPArtate-directed ProteaSES) par la voie extrinséque ou
par la voie intrinséque (198). Les deux convergent vers l’activation de la caspase-3 tel

qu’illustré a la figure 10.

La voie intrinséque ou la voie mitochondriale est, entre autres, dépendante de la formation
de ’apoptosome, un complexe formé de la protéine Apaf-1, cytochrome c et dATP/ATP.
La formation de I’apoptosome entraine le recrutement et I’activation de la caspase 9 (199).
Une voie intrinséque indépendante des caspases a aussi été décrite (194). La voie des
Apoptosis inducing fator (AIF) ne nécessite pas ’activation des caspases pour étre active.
Lors de 'induction de 1’apoptose AIF transloque de la mitochondrie au cytoplasme et au
noyau, ou il induit la condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN (194,

200).

La voie extrinséque ou la voie des récepteurs de mort cellulaire, implique ’activation et le
recrutement de protéines transmembranaires capables d’induire 1’activation des cascades
apoptotiques. Le recrutement des protéines adaptatrices est dépendant du ligand qui se lie a
son récepteur complémentaire. Les récepteurs en question, par exemple, appartiennent a la
famille des TNF (Tumor Necrosis Factor), leur activation par le TNF entraine 1’activation

des caspases 8 et 9 (195, 201).

1.4.2. Death-Associated-Protein 3

Dans ce mémoire deux protéines participant au processus de I’apoptose retiennent notre
attention, il s’agit de la Death-associated-protein 3 (DAP3) et de Apoptotic peptidase
activating factor 1 (Apaf-1). La protéine adaptatrice DAP3 ou MRPS29 (mitochondrial
ribosomal protein §29) a été isolée pour la premiére fois par Kissil et al. en 1995 (198). Le

géne qui code pour DAP3 se trouve sur le chromosome 121 et est transcrit en un ARNm
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de 1,7 kb (202). Deux variantes provenant d’épissage en 5° UTR ont été retrouvées,
chacune codant pour la méme protéine (Figure 11) (203). DAP3 est principalement
retrouvée dans le cytoplasme ou encore faisant partie de la sous unité ribosomale 28 S de la
mitochondrie (204). En effet, c’est une protéine proapoptotique ubiquitaire, de 396 aa soit
46 kDa (203). Elle possede des motifs P-loop indispensables a la liaison aux nucléotides et
au GTP (203, 205). Une mutation dans les motifs P-loop diminue I’efficacité¢ de DAP3 a
induire I’apoptose (202).

Cleavage site NR-like box

v
118 P-Loop —

NH; ——COOH

Figure 11 : Structure de la protéine DAP3. D’aprés Morgan et al., 2001, Biochem
Biophys Res Commun (203).

Initialement, la DAP3 a ét¢ identifiée comme une molécule responsable de I’activation de
I’apoptose par la voie des IFN-y (198, 202, 204). Kissil et al. ont montré que la diminution
de I’expression du géne DAP3 par transfection avec des ARN antisens protége les cellules
HeLa de l’effet de I'I[FN-y (198). Effectivement, I'IFN-y est connu pour stopper la
prolifération cellulaire et provoque la mort des cellules. A I’inverse, la surexpression de
DAP3 était suffisante pour induire 1’apoptose des cellules HeLa (198). Peu de temps aprés,
le méme groupe de recherche a montré I'implication de DAP3 dans la mort cellulaire par la

voie des récepteurs de mort au TNF-a et Fas (202).

Miyazaki et al. ont montré le role de DAP3 dans I’induction de 1’apoptose par le ligand de
mort, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) et la protéine FADD (Fas-

associated death domain protein). En effet, la protéine DAP3 est une protéine adaptatrice
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des domaines de mort, DR4 et DRS, liant la protéine FADD au ligand TRAIL (206). De
plus, des études récentes ont montré que la protéine adaptatrice DELE (death ligang signal
enhancer) est essentielle a I’attachement de DAP3 aux récepteurs DRs (Death receptors).
L’absence de DELE réduit considérablement 1’activation des caspases-3, -8, et -9 (207).
Ces interactions semblent donc déclencher 1’apoptose par la voie caspase 8 (figure 12)
(206). L’activation de cette cascade enzymatique entraine la désorganisation de la
membrane mitochondriale suivie de la mort de la cellule. La liaison de DAP3 au ligand
TRAIL entraine aussi le détachement des cellules épithéliales adhérentes de la matrice
extracellulaire, plus communément appel€ anoikis (208). En résumé, DAP3 agit en aval en
tant que stimulus proapoptotique activé par les récepteurs de morts, et en amont par le

déclenchement de ’activation des caspases (198, 202-203).

Finalement, des études sur plusieurs rdles reliés a 1’apoptose dépendante de DAP3 ont été
décrites dans la littérature. La présence de DAP3 induit la fragmentation mitochondriale en
réponse a des stimuli de stress (205). DAP3 dans la sénescence agirait également comme
régulateur de stress oxydatif déclenchant la mort prématurée des cellules (209). Enfin un
role connu pour DAP3 dans ’apoptose des lymphocytes T, et plus précisément dans la

sélection négative via ’activation du TCR et des récepteurs Nur77 (210).
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Figure 12 : Induction de I’apoptose par ’activation de TRAIL. D’aprés Kim et Seol,
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1.4.3. Apoptotic peptidase activating factor 1

Apaf-1 est une protéine adaptatrice de 130 kDa impliquée dans la mort cellulaire par la voie
de I’apoptose mitochondriale. Quatre variantes provenants d’épissage alternatif d’Apaf-1
sont connus. Toutes les formes contiennent les 3 domaines essentiels a 1’activation et au
recrutement de la caspase 9. Les 3 domaines sont: a) Le domaine N-terminal CED-3-like
appelé CARD, qui a pour role le recrutement des caspases, b) une région P-loop site de
liaison des nucléotides et du Mg **, c) la région régulatrice C-terminale WD-40 jouant un

réle dans les interactions avec le cytochrome c (figure 13) (212).

Mg+
P-loop binding WD-40 repeats
v 0000000 00000 @ |coon
1 89 92 412 1194

Figure 13 : Structure de la protéine Apaf-1. D’aprés Campioni et al., 2005, Exp
Dermatol (212).

C’est lors de la perméabilisation de la membrane de la mitochondrie, suite a un stress, que
le cytochrome c est libéré dans le cytoplasme. Le cytochrome c et I’ATP/dATP pourront se
lier a Apaf-1 pour former un complexe heptamérique appelé 1’apoptosome (figure 13) (213-
214). A la suite de la formation de I’apoptosome, il y aura recrutement de la caspase 9 par
I’interaction du domaine CARD avec le prodomaine de la procaspase-9 qui aura pour effet
le recrutement et 1’activation de la caspase 9. L’activation de la caspase 9, déclenche
I’activation de la caspase 3, un ensemble de cascades enzymatiques qui se terminent par le
remodelage de la matrice mitochondriale, la condensation de la chromatine, la rupture de la
membrane nucléaire ou encore la formation de corps apoptotiques, suivi de la mort de la

cellule. Les différents signaux de stress responsables de |’activation de la cascade
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enzymatique sont des dommages a I’ADN cellulaire, des agents toxiques ou encore des

agents infectieux (197).
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Figure 14 : Formation de I’apoptosome. Modifié d’aprés Ségal-Bendirdjan et al., 2005,
Bull cancer (192)
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1.5. Hypothése

Malgré les nombreuses recherches qui sont menées sur la compréhension de I'infection au
VIH-1 ainsi que son impact sur les réponses du systéme immunitaire, aucun médicament, ni
vaccin n’est disponible pour éliminer le virus. La déplétion massive des LTCD4 dans les
ganglions lymphatiques, seulement 15 jours aprés 1’infection, est un élément important
dans le développement vers la phase du SIDA. Cependant, cette étape n’est pas entiérement
comprise. En effet, comme nous ’avons vu dans le chapitre I, les causes de
I’'immunodéplétion des LTCD4 sont reliées a I’augmentation de 1’apoptose cellulaire des
cellules avoisinantes, comme des cellules infectées, a la toxicité directe liée a 1’infection
principalement des LTCD4 et a la mort des LTCD4 infectés par I’action cytotoxique des
LTCD8. Cette déplétion est tellement massive et rapide que possiblement d’autres facteurs
encore inconnus contribuent a cette disparition drastique. Une des thématiques de recherche

du laboratoire porte sur 1’étude du role des exosomes dans cette déplétion.

Des résultats préliminaires obtenus et présentés a la figure 15 montrent que les CDs mis en
contact avec le VIH-1 provoquent une augmentation d’exosomes dans le milieu
extracellulaire (panneau A). La quantité en exosomes est évaluée par la mesure de I’activité
de 1I’Acétylcholine estérase (AChE) (panneau A et B) confirmant que la quantité
d’exosomes est plus importante dans le surnageant des CDs mises en contact avec le VIH-
1. Ensuite, dans le panneau C, on peut voir, par la mesure de la protéine de la capside P24,
que le gradient de vélocité est efficace pour séparer les particules virales des exosomes.
Enfin en dosant I’infectivité des différentes fractions sur des LTCD4 par la mesure de
I’ARNm épissé du gene Tat (panneau D), nous avons confirmé que les particules virales
des fractions 13 a 18 étaient infectieuses et que les fractions contenant les exosomes étaient
exemptes de particules infectieuses. Les fractions 9,6 a 12 ont donc été analysées en
protéomique. Cette analyse a révélé un contenu enrichi en protéines jouant un réle dans la
survie cellulaire (DAP-3, Apaf-1, Slp 76). Par la suite, d’autres expérimentations ont
montré que des préparations virales provenant de cellules HEK-293T, déplétées en

exosomes augmentaient la viabilit¢é des LTCD4. L’ensemble de ces observations
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préliminaires montre d’une part que les CDs en contact avec le VIH-1 libérent plus
d’exosomes dans le milieu extracellulaire et que ces exosomes contiennent des protéines

apoptotiques. De plus, les préparations virales dépourvues en exosomes favorisent la survie
des LTCDA4.

D’aprés ces résultats préliminaires et notre compréhension sur du sujet, nous avons émis
I’hypothése que les exosomes libérés par les CDs mises en contact avec le VIH-1 pouvaient

contribuer 4 la déplétion des LTCD4" lors de la primo-infection.

Le premier objectif de notre étude était de vérifier la présence d’Apaf-1 et de DAP3 dans
les CDs mises en contact avec le VIH-1 ainsi que les types cellulaires susceptibles de
produire le virus, tels que les leucocytes mononucluéés ou les PBMCs, les HEK-293T, et
les LTCD4. Ces différents types cellulaires ont aussi été stimulés par divers agonistes tels
que les cristaux d’UMS, les ionophores, le HO; ou encore du virus atténué (AT2) et la
présence de DAP3 a été évaluée dans les exosomes provenant de ces différentes conditions
de stimulations. La deuxiéme étape du projet, était de mesurer la prolifération des LTCD4
en présence des exosomes purifiés a partir des CDs autologues stimulées avec le VIH-1.
Encore une fois, pour mettre au point le protocole, nous avons travaillé avec les PBMCs
mis en contact avec des cristaux d’UMS et les PBL autologues. Enfin, le dernier objectif du
projet était de mettre au point la diminution de I’expression de DAP3 dans les CDs par

transfection avec des ARN antisens.
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Figure 15 : Production d’exosomes par les cellules dendritiques stimulées avec le
VIH-1. Les CDs immatures ont été incubées avec du virus purifi¢ NL4-3Balenv produit a
partir de PBMC ou avec le contrdle négatif Mock. Apres trois lavages au PBS, les CDs
immatures ont €t€ incubées 24h de plus. Le surnageant a été récolté et centrifugé. Le
culot contenant les exosomes et le virus a été resuspendu dans 400 ul de PBS. Les
exosomes ont €té séparés du virus par un gradient de vélocité (Optiprep™). Les
exosomes ont été quantifiés dans le culot a 100,000 g (panneau A) et dans les différentes
fractions Optiprep™ (panneau B) par la mesure de I’activité de I’AChE. Le virus a été
quantifié avec le test ELISA contre la protéine p24**® (panneau C). L’infectivité du virus
a été évaluée par un PCR en temps réel dirigé contre le géne épissé Tat (panneau D).
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2. CHAPITRE II - Matériel et Méthodes

2.1. Réactifs et Anticorps
2.1.1. Réactifs

Le Ficoll (Lymphocyte Separation Medium), le RPMI 1640, le DMEM (Dulbecco modified
Eagle medium), le PBS, la glutamine, la pénicilline et la streptomycine ont été achetés chez
Wisent inc. La primocine a été achetée chez Amaxa Biosystems. Le GM-CSF nous a
généreusement ¢t€¢ donné par Cangene. Le plasmide NL4-3Balenv provient du laboratoire
de R. Pomerantz, Thomas Jefferson University a Philadelphia. Les cytokines IL-4 et I’IFN-
v ont été achetées chez R & D systems, et le PHA-L provient de chez Roche en Ontario au
Canada. Les cristaux d’urate monosodique (UMS) ont été fabriqués dans le laboratoire du
Dr Paul Naccache, Université Laval a Québec, tel que décrit (Naccache et al., 1991).
L’Accutase est un produit disponible chez Innovative Cell Technologie Inc. Les
oligonucléotides ont été achetés chez Integrate DNA Technologies. Les produits pour la
transfection comme 1’oligofectamine et le mileu OptiMEM sont des produits de chez
Invitrogen Corporation. Le kit de dosage de protéine Pierce® BCA Protein Assay Kit a été
acheté chez Fisher. Le LPS, I’acéthylthiocholine et le 5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)
sont disponibles chez Sigma-Aldrich. Les membranes de PolyVinyliDeneFluoride (PVDF)
sont disponibles chez Millipore Corporation. La Renaissance Detection Systéme a été
acheté chez NEN Life Science. L’ionophore de calcium (A23187) a été acheté chez
Calbiochem.

2.1.2. Anticorps

L’anticorps polyclonal anti-DAP3 (cat: 554001) a été acheté chez BD Biosciences. L’ Anti-
Apaf-1 (19F461), sc-56000, et I’anti-Actine (I-19), sc-1616, I’anti-HLA-DR (DA6.147) ont
été achetés chez Santa Cruz Biotechnologies inc. L’anti-P24 (183-H12 5C) a été fourni par
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le AIDS Repository Reagent Program. Tous les anticorps secondaires proviennent de chez

Jackson Immuno Research Laboratories inc. USA.

2.2. Culture cellulaire

Toutes les cellules, sauf indication contraire, sont mises en culture dans du RPMI 1640
complété avec 10% de sérum de veau feetal décomplémenté et ultracentrifugé a 100 000 g
toute la nuit auquel on a ajouté de la pénicilline a 100 U/mL, de la streptomycine a 100

pg/mL, de la L-glutamine 4 2 mM (PSG) et de la primocine a4 100 pg/mL.

2.2.1. PBMC

Les cellules mononucléées humaines, les PBMCs, sont isolées a partir du sang de donneurs
sains. Le sang est centrifugé sur gradient de Ficoll (Lymphocyte Separation Medium) a
1000 g pendant 30 minutes a température de la piece. On préléve ’anneau de cellules
mononucléés : les PBMCs. Apres 3 lavages avec une solution saline de HBSS, les PBMCs

sont ensuite mises en culture dans du milieu RPMI 1640 complet.

2.2.2. CDs

Les cellules CD14" sont isolées a partir des PBMCs resuspendues a 1x10® cellules/mL dans
une solution de PBS supplémentée d’EDTA a 2 mM et de BSA 0,5%. Les cellules sont
séparées par une sélection positive en suivant les explications du manufacturier, tel que
décrit (215). Aprés séparation, les cellules CD14" sont distribuées dans une plaque de 6
puits a 3x10° cellules/puits dans du RPMI 1640 complet et mises en culture 4 37°C. La
différenciation des monocytes en CDs immatures est amorcée par 1’ajout de 1000 U/mL de

GM-CSF et 200 U/mL d’IL-4. Les deux cytokines sont ensuite ajoutées aux jours 2 et 4.
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2.2.3. Lymphocytes T CD4"

Les LTCD4" autologues ont été purifiées a partir de la fraction négative obtenue a la suite
de la sélection positive des monocytes décrite plus haut. Cette fois on utilise une sélection
négative des cellules CD4", tel que décrit (215). Les LTCD4" sont resuspendues a 2x10°
cellules/mL dans du RPMI 1640 complet et mises en culture & 37°C. Aprés 2 jours de
culture les cellules sont activées avec 1 pg/mL de PHA-L et 30 U/mL d’IL-2 pendant 3

jours.

2.2.4. Les cellules HEK-293T

La lignée cellulaire HEK293T est cultivée dans du DMEM complet avec 10% de sérum de
veau feetal décomplémenté et ultracentrifugé a 100 000 g toute la nuit, de plus, on y ajoute
de la pénicilline a 100 U/mL, de la streptomycine a 100 pg/mL, de la L-glutamine a 2 mM
(PSG).

2.3. Stimulation
2.3.1. Les cellules HEK-293T

5 x 10° cellules HEK-293T dans du DMEM complet sont stimulées avec 1’ionophore de
calcium (A23187) a 1 uM final et du peroxyde d’hydrogéne (H,O;) a 30 uM final. Les
surnageants sont récoltés aprés 48h a 37°C et conservés pour la purification des exosomes.
Les cellules adhérentes sont décollées avec 1’Accutase®, et resuspendues a 1 x 107
cellules/mL avec du tampon d’échantillon 2x (SB2x) (composition du SBlx : 62.5 mM
Tris-HCL (pH 6.8), 4% (m/v) SDS, 5% (v/v) 2-ME, 8.5% (v/v) glycerol, 2.5mM
orthovanadate, 0.025% bromophenol blue) et les échantillons sont bouillis 4 100°C pendant

7 minutes.



46

2.3.2. Les CDs et les PBMCs

Aprés 5 jours de différenciation, les CDs immatures sont resuspendues et reprises a 5 x 10°
cellules/mL dans du RPMI 1640 complet. Les cellules sont distribuées dans des plaques de
24 puits et stimulées soit avec des cristaux d’UMS a 0.3 mg/mL final ou encore avec 50 ng
d’une préparation virale de NL4-3Balenv déplétée en exosomes ou un volume équivalent de
HBSS (contréle négatif). Le surnageant récolté aprés 48h d’incubation a 37°C est conservé
pour la purification des exosomes. Les cellules adhérentes sont décollées a 1’Accutase®,
reprises a 1 x 10’ cellules/mL dans du tampon d’échantillon 2x & 100°C et bouillies pendant

7 minutes.

2.4. Transfection des PBMCs et des CDs avec des ARN anti-sens anti-DAP3

Des oligonucléotides phosphodiester sens (S) S : 5’-ATGATGCTGAAAGGAATA-3’ et
anti-sens  (AS)  ASI1: 5-TTTCAGCATCATCCTTGC-3" et  AS2: 5-
TATTCCTTTCAGCATCAT-3" ont été choisis selon I’article suivant (206). Briévement,
les CDs ou PBMCs diluées dans du RPMI sans FBS et sans PSG ont été distribuées dans
une plaque de 6 puits a 3x10° cellules/puits avant d’étre incubdes avec le mélange
d’oligofectamine et d’ARN anti-sens a 200 pmol ou 400 pmol final, tel que décrit dans le
protocole d’Invitrogen. Nos contrdles sont constitués d’ARN sens ou seulement
d’oligofectamine. Les cellules sont incubées pendant Sh ou 24h, a 37°C. Dans chaque cas,

apres 3 heures incubation du RPMI avec 30% de sérum est ajouté.

2.5. Isolement des exosomes

Le surnageant des cellules stimulées est prélevé et centrifugé a 425 g pendant 10 minutes.
Aprés centrifugation, le surnageant est filtré avec un filtre a 0.22 pm, ou encore centrifugé
a 10 000 g pendant 10 minutes. Le méme surnageant est ensuite ultracentrifugé a 100 000 g

avec la centrifugeuse Optima L-90K (Beckman Coulter) pendant 1h avec un rotor 70Ti a
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4°C. Le culot est lavé en ajoutant un volume de PBS et est recentrifugé a 100 000 g avant
d’étre resupendu dans du PBS dans un volume final de 100 pL. Les échantillons
d’exosomes sont conservés pour la mesure de I’activit¢é de I’AChE, pour un

immunobuvardage, ou encore pour un essai de prolifération.

2.6. Prolifération

Les LTCD4 a 1 x 10° cellules/mL sont diluées dans du RPMI 1640 complet et distribuées
dans une plaque de 96 puits. 25 pL d’exosomes sont ajoutés aux LTCD4. Les CDs diluées
dans du RPMI 1640 sont ajoutées aux puits a raison de 33 000 cellules/puits pour obtenir
un volume final de 200 pL/puits et incubées a 37°C pendant 72h. Aprés 72h d’incubation,
les échantillons sont traités avec 20 pL/puits du réactif MTT (Thiazolium Bromide, Sigma-
Aldrich) a 12 mM (soit 5 mg/mL dilué dans du PBS). Aprés 4h d’incubation a 37°C, 5%
CO; on ajoute 100 pL/puits d’une solution SDS-HCL (0,1 g/mL de SDS dans 0.01 M de
HCL). L’augmentation de la densité optique est proportionnelle a la prolifération. La

lecture se fait & 570 nm, 24h aprés cette derniére incubation a 37°C, 5% CO,.

2.7. Immunobuvardage

Les lysats des cellules et des exosomes sont migrés sur mini-gel SDS-PAGE 10% pendant
1h30 a 100 V. Le transfert est fait sur des membranes de PolyVinyliDeneFluoride (PVDF).
L’efficacité du transfert est vérifiée par coloration des membranes avec du Rouge Ponceau-
S et par lavage avec le tampon TBS (Tris buffer Saline) Tween-20 0,1 %. Les sites non
spécifiques de la membrane sont bloqués pendant 30 minutes avec du blotto 5% pour tous
les anticorps primaires sauf pour I’anti-Apaf-1 et ’anti-actine pour lesquels on utilise la
gélatine 2%. Les membranes sont ensuite incubées avec 1’anticorps primaire anti-Apaf-1
avec une dilution de 1/200, anti-DAP3 avec une dilution de 1/250, anti-HLA-DR avec une
dilution 1/1000, anti-actine avec une dilution 1/5000 et anti-P-24 avec une dilution 1/1000
pendant 16 a 18h a 4°C. Les membranes contenant les échantillons de cellules entiéres sont

incubées avec I’anticorps primaire anti-HLA-DR avec une dilution 1/5000, pendant 1h a la
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température piéce (TP). Aprés 3 lavages consécutifs de 5 minutes, les membranes sont
incubées avec un anticorps secondaire anti-souris a une dilution 1/10 000, ou anti-chévre
(anti-actine) a une dilution 1/3500 dans une solution de TBS tween-20 0,1 % pendant 30
minutes a la TP. Aprés 3 lavages de 10 minutes, les membranes sont incubées 1 minute

avec une solution de révélation.
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3. CHAPITRE III : RESULTATS

3.1. Présence des protéines DAP3 et Apaf-1 dans les différents types cellulaires

utilisés pour produire du virus

Pour commencer nos recherches, nous avons voulu détecter la présence des protéines
DAP3 et Apaf-1 dans plusieurs types cellulaires. De plus, nous avons voulu vérifier
Pefficacité de détection des anticorps anti-DAP3 et anti-Apaf-1. Pour se faire, nous avons
réalisé un immunobuvardage a partir de lysats de cellules HEK-293T, PBMCs, CDs et
LTCD4 non-stimulées (Figure 16).

Les résultats présentés a la figure 16 révélent la présence d’une protéine a 120 kDa
(panneau A) et d’une protéine a 46 kDa (panneau B) correspondant respectivement a Apaf-
1 et DAP3. Il est intéressant de noter que les quantités relatives de DAP3 et d’Apaf-1
varient selon le type cellulaire. En effet, la densité correspondant aux protéines Apaf-1 et
DAP3 est plus intense chez les cellules HEK-293T et les CDs. Cependant, cette variation
ne dépend pas de la quantité d’échantillon déposée. Effectivement, seulement 5 x 10°*
cellules ont été déposées dans les puits correspondants aux cellules HEK-293T et aux CDs,
c'est-a-dire, 4 fois moins que pour les PBMCs et les LTCD4. Toutefois, tous les types

cellulaires utilisés au laboratoire expriment les deux protéines.
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Figure 16 : Expression des protéines DAP3 et Apaf-1 dans les HEK-293T, les
LTCD4, les PBMCs et les CDs. 1 x 107 cellules/mL ont été lysées dans du tampon
d’échantillon et les protéines ont été¢ révélées avec les anticorps contre Apaf-1 tel
qu’illustré au panneau A, et DAP3 (panneau B). Cependant, différentes quantités ont été
déposées dans le puits. Pour les échantillons provenant des cellules HEK-239T et les CDs
5 x 10 cellules ont été déposées tandis que pour les LTCD4 et les PBMCs 2 x 10’
cellules ont été déposées.
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3.2. Les cellules HEK-293T

Aprés avoir observé la présence des protéines DAP3 et Apaf-1 dans les cellules, nous avons
commence a travailler avec les exosomes. Le protocole de purification d’exosomes a été
mis en place en utilisant les cellules HEK-293T. En effet, en laboratoire plusieurs
préparations virales sont obtenues graces a la transfection des cellules HEK-293T. De plus,
comme nous l’avons vu dans la section 1.5, les résultats préliminaires obtenus au
laboratoire ont été réalisés sur les cellules HEK-293T. C’est-a-dire, 1’observation de
I’augmentation de la viabilité des LTCD4 a partir de préparations virales obtenues par la

transfection des cellules HEK-293T et déplétées en exosomes (Figure 15).

En déposant différentes quantités en exosomes nous avons vérifié le seuil de détection des
des anticorps anti-DAP3 et anti-Apaf-1, et la présence des deux protéines, DAP-3 et Apaf-
1, dans les exosomes provenant de HEK-293T. Pour se faire des échantillons de 20, 15, 10
et 5 pl de lysats de cellules HEK-293T et des échantillons de 25, 20, 15, 10 pl de lysat
d’exosomes ont été déposés sur gel de polyacrylamide SDS page et immunobuvardés avec

les anticorps anti-DAP3 et anti-Apaf-1 (Figure 17).
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Figure 17 : Expression des protéines DAP3 et Apaf-1 dans les cellules et présence
dans les exosomes de cellules HEK-293T naives. 5 x 10° de cellules HEK-293T sont
incubées 48h a 37°C, le surnageant est récolté, filtrée sur membrane de 0.22 um et
ultracentrifugé a 100 000 g pour la purification des exosomes. Un immunobuvardage est
réalisé sur les échantillons avec les anticorps dirigés contre la protéine DAP3 et contre la
protéine Apaf-1.

Ces résultats ont permis de constater la présence d’une bande immunoréactive a 46 kD, et &
120 kDa correspondant aux protéines DAP3 et Apaf-1 dans les échantillons de cellules et
dans les échantillons d’exosomes. De plus, on remarque une variation du signal en fonction
de la quantité d’échantillon déposée. Toutefois, la présence d’Apaf-1 dans les échantillons
d’exosomes est difficile & détecter contrairement a celle de DAP3. Nous avons donc décidé

de poursuivre les études avec la protéine DAP3.

Nous avons ensuite stimulé les cellules HEK-293T avec différentes molécules soit avec le
H,0; connu pour indure 1’apoptose dans les cellules (216) ou encore avec 1’ionophore de
calcium (A23187) qui est connu pour augmenter la libération des exosomes (figure 18)
(217-218).
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Figure 18 : Détection de la protéine DAP3 dans les cellules et dans les exosomes de
cellules HEK-293T stimulées. 5 x 10° cellules HEK-293T sont stimulées avec
I’ionophore de calcium A23187 a 1 uM final et du H,0, a 30 uM final et incubées 48h a
37°C. Les surnageants sont récoltés, filtrés sur membrane de 0.22 pm et ultracentrifugés
a 100 000 g pour la purification des exosomes. Le culot est repris dans du PBS et du
tampon d’échantillon (SB5x). Un immunobuvardage est réalisé sur les échantillons avec
I’anticorps contre DAP3. On a déposé 5 pl/puits de lysats de cellules HEK-293T (figure
de gauche) et 25 ul/puits de lysats d’exosomes (figure de droite).

Les résultats présentés a la figure 18 montrent que la quantité de DAP3 dans les cellules
stimulées ne varie pas en fonction de la simulation, contrairement & nos échantillons
d’exosomes. Il semble y avoir plus de DAP3 associée aux exosomes ou plus d’exosomes

produit dans les cellules stimulées avec le H,0, .
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3.3. Les LTCD4"

Nous avons aussi vérifié la présence de DAP3 dans les exosomes provenant de LTCD4 par
traitement avec le H>O,. En effet, lors de la primo-infection, une quantité assez importante
de cellules sont en apoptose a la suite de I'infection par le VIH-1 (61, 186). En tenant
compte des résultats précédents (Figure 18) nous avons repris le méme protocole et stimulé
nos LTCD4 avec du H,O; (Figure 19). Un immunobuvardage avec les anticorps anti-DAP3
et anti-Apaf-1 a été fait sur les LTCD4 et les exosomes provenant d’un surnageant

cellulaire de ces cellules.

Tel qu’attendu, la présence de DAP3 et d’Apaf-1 dans les LTCD4 est observée, de méme
que la présence du HLA-DR. Cependant, concernant les deux protéines impliquées dans
’apoptose, I’'immunoblot n’a pas révél¢ leur présence dans les exosomes. Pour nous assurer
que nous avions bien isolé les exosomes, nous avons fait un immunobuvardage avec un
anti-HLA-DR, un marqueur utilisé dans notre laboratoire pour caractériser les exosomes.
Les résultats nous montrent une bande a 34 kDa dans les cellules et dans les exosomes, ce
qui correspond au poids moléculaire du HLA-DR. La purification des exosomes semble
donc avoir bien fonctionné. De plus, la bande correspondant a la stimulation a I’ H>O, dans
les exosomes est plus intense que la bande du témoin HBSS. Ces observations suggerent

que la stimulation avec le H,O; a induit une augmentation de la libération en exosomes.
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Figure 19 : Détection de la protéine DAP3 et Apaf-1 dans les cellules et les exosomes
des lymphocytes T CD4". 2 x 10° cellules/mL sont simulées avec du H,0, a 15 uM final
et incubées 48h a 37°C, le surnageant est récolté, filtré sur membrane de 0.22 pm et
ultracentrifugé a 100 000 g pour la purification des exosomes. Un immunobuvardage est
réalisé sur les échantillons avec 1’anticorps contre DAP3, Apaf-1 et HLA-DR. Dépot de
5 pl/puits de lysats de cellules HEK-293T et 20 pl/puits de lysats d’exosomes.
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3.4. Les PBMCs et les CDs stimulées par les cristaux d’UMS

Puisque nous n’avons pas pu détecter la présence des protéines DAP3 et Apaf-1 dans les
exosomes isolés a partir des LTCD4", nous avons utilisé d’autres types cellulaires et les
avons stimulés avec un puissant agent inflammatoire, les cristaux d’urate monosodique
(UMS). Dans le laboratoire, les cristaux d’UMS sont connus pour provoquer la libération
d’exosomes a partir des cellules mononucléés du sang, les PBMCs ou encore a partir des
CDs. Les résultats présentés a la figure 20 confirment par la révélation avec un anticorps

dirigé contre le HLA-DR que les cristaux d’UMS provoquent la libération des exosomes.

On observe la présence d’une bande a 46 kDa correspondant a la protéine DAP3 que dans

les échantillons de cellules. Aucune immunoréactivité n’a été décelée dans les préparations

Cellules Exosomes

LDy = Anti-DAP3

S o= Anti-HLA-DR

e £

HBSS UMS HBSS UMS

Figure 20 : Détection de la protéine DAP3 dans les PBMCs stimulées avec les
cristaux d’UMS. 0.5 x 10° cellules/mL sont stimulées avec des cristaux d’UMS a 0.3
mg/mL final ou le méme volume de HBSS et incubées 48h a 37°C. Le surnageant est
recolté, filtré sur membrane de 0.22 pm et ultracentrifugé a 100 000 g pour la purification
des exosomes. Un immunobuvardage est réalis¢ sur les échantillons avec les anticorps
contre DAP3. Dépot de 5 pl/puits de lysats de cellules HEK-293T et 25 ul/puits de lysats
d’exosomes.
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d’exosomes. L’immunobuvardage avec 1’anti-HLA-DR nous révéle une bande a 32 kDa
dans les échantillons de cellules et d’exosomes. De plus, la bande immunoréactive dans les
puits contenant I’échantillon d’exosomes purifiés a partir des cellules stimulées avec les
cristaux d’UMS est plus forte que dans les échantillons d’exosomes contrdles.
L’immunoblot avec I’anticorps anti-HLA-DR révéle une bande trés forte mais d’égale
intensité dans les cellules controles et stimulées. Ces observations suggérent que la
stimulation avec les cristaux d’'UMS induit une augmentation de la production de vésicules

en présence d’UMS. Cependant, la protéine DAP3 n’est pas décelée dans les échantillons

d’exosomes.

Une fois que les protocoles de purification et d’immunobuvardage ont été mis au point,

nous avons commence a travailler avec les CDs stimulées avec les cristaux d’UMS.

Cellules Exosomes
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Figure 21 : Détection de la protéine DAP3 dans les cellules et les exosomes des CDs
stimulées aux cristaux d’UMS. 5 x 10’ cellules/mL sont stimulées avec a 0.3 mg/mL de
cristaux d’'UMS et incubées 48h a 37°C. Les surnageants sont récoltés, filtrés sur
membrane de 0.22 um et ultracentrifugés a 100 000 g pour la purification des exosomes.
Le culot est repris dans du PBS et du tampon d’échantillon 5x. Un immunobuvardage est
réalisé sur les échantillons avec les anticorps contre DAP3 et HLA-DR. Dépét de 5
ul/puits de lysats de cellules HEK-293T (panneau de gauche) et 25 pl/puits de lysats
d’exosomes (panneau de droite).



58

L’immunobuvardage des échantillons protéiques de CDs immatures avec I’anti DAP3 nous
donne un signal constant dans toutes les conditions de stimulations (figure 21). A 1’opposé,
les résultats d’exosomes isolés a partir des CDs stimulées avec les cristaux d’UMS révelent
deux bandes dont une a 46kDa qui n’est pas présente dans les préparations d’exosomes
provenant de cellules non-stimulées. L’immunobuvardage des CDs immatures avec 1’anti-
HLA-DR révele une bande a 32 kDa. La stimulation avec les cristaux d’UMS semble
diminuer le signal pour HLA-DR comparativement aux cellules contréles. Un effet opposé
est remarqué pour les préparations d’exosomes. C'est-a-dire que I'intensité de la bande a 32
kDa des exosomes provenant de cellules stimulées avec les cristaux d’UMS est beaucoup
plus forte que celle des exosomes purifiés a partir du surnageant de cellules incubées avec
le HBSS.

3.5. Les CDs stimulées avec du virus atténué (AT2)

Avec les résultats que nous avons obtenus précédemment, nous nous sommes penchés sur
I’étude de la protéine DAP3, dans les CDs stimulées avec du virus atténué au 2,2’-
dithiodipyridine (AT 2). Le virus atténué a été préparé par notre assistant de recherche.
Pour se faire, nous avons mis en contact nos CDs soit avec un surnageant de HEK-293T
traité¢ a I’AT2 (MOCK) toute la nuit et ultracentrifugé, ou encore avec notre virus atténué
traité¢ de la méme fagon. Nous avons purifié¢ nos exosomes pour ensuite réaliser un test de
prolifération des LTCD4" et un immunobuvardage avec un anti-DAP3. Pour évaluer et
comparer la quantit¢ en DAP3 dans nos échantillons, nous avons calculé un ratio en

utilisant la quantité d’actine présente dans les mémes échantillons (figure 22).

Nous avons réalisé le test de prolifération sur les LTCD4 provenant de quatre donneurs.
Les LTCD4 ont été mises en contact avec 25 pl de nos échantillons d’exosomes provenant
de CDs stimulées au VIH-1 atténué ou encore avec notre contréle Mock (panneau A). On
observe une légere diminution de la prolifération des LTCD4 naifs et activés. Les LTCD4
actifs ont été activés avec les cytokines PHA-L et IL-2. L’effet contraire est observé

lorsque les LTCD4 sont mises en contact avec les CDs (panneau B). En effet, on remarque
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une augmentation de la viabilit¢ des LTCD4. Cependant, ces résultats restent non

significatifs car les diminutions ou les augmentations observées sont minimes.

Tel qu’illustré au panneau C, on observe une bande a 46 kDa, caractéristique de DAP3, et
une bande a 42 kDa, caractéristique de I’actine dans les cellules, mais également dans les
exosomes provenant des cellules stimulées avec le virus AT2 ou les cellules contrdles. Le
calcul du ratio de la densité, DAP3/actine, nous a permis de comparer la quantité de
protéines DAP3 dans chaque échantillon. Pour ce faire, nous avons utilisé trois mesures de
densité pour chaque immunobuvardage dans chacune des conditions (panneau D). La
mesure de la densité nous indique qu’il n’y a pas de différence significative au niveau du
ratio DAP3/actine dans les préparations d’exosomes provenant de cellules stimulées avec le
virus atténué ou des cellules contrdles. Nous avons utilisé I’anticorps contre la protéine P24
de la capside du virus pour confirmer la présence de virions dans notre culot 100 000 g
contenant aussi les exosomes. Comme attendu, deux bandes caractéristiques de la protéine
P24 sont observées dans les puits contenant les échantillons de CDs mises en contact avec
le VIH-1 et les exosomes correspondant (panneau C). Cependant, il serait pertinent de
réaliser un gradient Optiprep pour séparer nos exosomes des particules virales et autres
vésicules qui pourraient contaminer notre préparation d’exosomes. D’aprés les résultats
obtenus, nous pouvons suggérer que la protéine DAP3 est présente dans les exosomes des

CDs stimulées avec du virus atténué. Toutefois, elle reste difficile a déceler.
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Figure 22 : Test de prolifération sur les LTCD4 avec des échantillons d’exosomes ou
des CDs mises en contact avec du VIH-1 atténué. Les CDs ont ét¢ mises en contact
avec du VIH-1 atténué pendant 48h a 37°C. Tel que décrit dans le matériel et méthode, le
surnageant est prélevé et centrifugé a 10,000 g puis a 100,000 g pour isoler les exosomes.
Le culot a été resuspendu dans 100 pl de PBS. Puis 25 pl de culot d’exosomes a été mis
en contact avec 1 x 10° de LTCD4 (panneau A). Les CDs ont été resuspendues dans du
RPMI 1640 4 33 x 10° cellules/mL et mises en contact avec 1 x 10° de LTCD4 (panneau
B). Les cellules et les préparations d’exosomes ont été lysées dans du tampon
d’échantillon et révélées avec les anticorps dirigés contre DAP3, P24 et actine (panneau
C). Une densitométrie a été effectuée sur les échantillons d’exosomes pour contrdler la

quantité relative de DAP3 via I’actine dans les deux préparations d’exosomes (panneau
D).
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3.6. Transfection des CDs avec ’ARN antisens anti-DAP3

Les premiéres expériences de transfections ont été réalisées sur des PBMCs pour mettre au
point le protocole et pour tester nos ARN antisens. Les résultats obtenus n’ont pas été
convaincants sur ces cellules (résultats non montrés). Nous avons aussi tenté une
expérience en utilisant les CDs avec I’ARN antisens 2 (AS2) puis I’ARN sens (S) comme

contrdle positif.

Les résultats ont révélé (panneau A, Figure 23) dans les échantillons transfectés avec
I’ARN antisens 2 que la présence de la protéine DAP3 était diminuée & 5h et 24h. Le calcul
du ratio de la densité DAP3/actine nous a permis de comparer la quantité de protéine DAP
pour chaque condition de transfection (Figure 23, panneau B). Pour ce faire, nous avons
utilisé trois mesures de chaque densité pour chaque immunobuvardage et chacune des
conditions. On peut observer & 5h comme a 24h une légére diminution du ratio
DAP3/actine dans les cellules transfectées avec ’ARN AS2, comparé 4 I’ARN S. Nous
avons donc diminué 1’expression de la protéine DAP3 dans les CDs mais cette diminution

est tres partielle.
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Figure 23 : Expression de DAP3 dans les CDs transfectées avec un ARN anti-sens
anti-DAP3 a 5h et 24h. A) 3,75 x 10° cellules/mL sont incubées avec 200 pmol d’ARN
anti-sens ou sens pendant 5 ou 24h a 37°C. Un immunobuvardage a été réalisé sur les
échantillons avec un anticorps dirigés contre DAP3 et contre I’actine. B) La densité a été
mesurée trois fois pour le calcul du ratio DAP3/actine a I’aide du logiciel Image J.
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4. CHAPITRE 1V - Discussion

Les CDs sont connues comme étant des CPA professionnelles essentielles au bon
fonctionnement du systéme immunitaire. En effet, leur aptitude a capturer et a présenter les
antigénes module la réponse immunitaire innée et acquise. En plus de présenter les
antigénes provenant de différents pathogenes, les CDs participent aussi a leurs propagations
dans 1’organisme et a leurs transmissions au VIH-1. La pathogénése du VIH-1 se
caractérise principalement par une déplétion massive des LTCD4. Notamment, ce dernier
exploite la voie de sécrétion des exosomes pour étre transféré incognito aux LTCDA4.
L’implication des exosomes (Figure 23) dans la déplétion des LTCD4 lors de la primo
infection est encore mal connue. Néanmoins, |’analyse protéomique de la purification en
exosomes des CDs mises en présence avec le VIH-1 révéle la présence des protéines
apoptotiques DAP3 et Apaf-1. Nous nous sommes donc intéressés a savoir si leur présence

dans les exosomes pourrait contribuer a la déplétion des LTCD4.

4.1. Présence de molécules proapoptotique dans les exosomes

Les résultats présentés a la figure 16 confirment que la protéine apoptotique DAP3 et
Apaf-1 sont présentes dans les cellules HEK-293T, les PBMCs, les LTCD4 ainsi que dans
les CDs. Toutefois, aucune donnée de la littérature ne montre que ces deux protéines
pourraient se retrouver dans les exosomes. Alors quels seraient les mécanismes possibles
expliquant la présence de DAP3 et APAF-1 dans les nanovésicules puisqu’elles sont
principalement localisées dans le cytosol DAP3 et Apaf-1 pourraient se retrouver dans les
exosomes lors du processus normal de tri cellulaire c'est-a-dire lors de la dégradation des
protéines menant directement a 1’endosome tardif (83, 219). 11 est aussi possible que DAP3
se retrouve dans les corps multivésiculaires lorsque le ligand de mort TRAIL est internalisé
et stocké dans les endosomes tardifs (220). Pour finir, comme nous I’avons vu dans le
chapitre I, 1’état d’activation de la cellule est un facteur tout aussi important favorisant ou

diminuant I’expression de certaines protéines (132).



4.2. La protéine Apaf-1 dans les cellules et les exosomes

Dans les premiers résultats obtenus par immunobuvardages des cellules HEK-293T et
LTCD4, stimulés ou non, nous avons observé, comme attendu, la présence de la protéine
Apaf-1 (figures 16 et 20). Cependant, 1’anti-Apaf-1 reconnait plusieurs bandes qui semblent
spécifiques dans les cellules HEK-293T ainsi que dans les LTCD4. Nous pouvons
expliquer cette observation par le fait que plusieurs isoformes de la protéine Apaf-1 sont
rapportés dans la littérature et les banques de données, soit les isoformes 1, 4, 5 et 6. Les
isoformes 4, 5 et 6 sont des protéines de 1205, 1171 et 338 aa. L’isoforme 1 demeure
toutefois le plus étudié. Il est constitué de 1248 aa. Comme on peut le constater, tous les
isoformes se différencient seulement par quelques séquences en acides aminés (aa). En
effet, tous ont 98% de similarités. La séquence spécifique contre laquelle notre anticorps
monoclonal est dirigé, n’a pas été spécifiée. Donc, il se peut que se soit une séquence

consensus commune a tous les isoformes d’ Apaf-1.

Comme pour nos échantillons de cellules, plusieurs bandes sont reconnues dans les
échantillons d’exosomes isolés des cellules HEK-293T (figure 17). Toutefois, la présence
de la protéine Apaf-1 est difficilement détectable ou est totalement absente, comme dans les
préparations d’exosomes provenant des LTCD4 (figure 19). Ces résultats suggérent que la
protéine Apaf-1 est trés peu abondante dans les exosomes provenant des cellules HEK-
293T et des LTCD4 naifs ou stimulés. Cependant, des résultats trouvés au sein du
laboratoire montrent que la protéine Apaf-1 se retrouve dans les exosomes de CDs matures.
Il se pourrait qu’au lieu d’étre recyclée dans les exosomes, la protéine Apaf-1 soit
directement transportée aux lysosomes pour y étre dégradée. En effet, certaines protéines au
lieu d’étre recrutées a I’endosome tardif, vont étre transportées au lysosome pour y subir
une dégradation compléte (77). En absence de stimuli appropriés, il est aussi possible
qu’Apaf-1 ne soit pas recrutée dans les endosomes tardifs. Des immunoblots
complémentaires de purification d’exosomes provenant de CDs matures ou encore un

gradient Optiprep permettraient de confirmer la présence d’Apaf-1 dans les exosomes.
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4.3. La protéine DAP3 dans les cellules et les exosomes.

Tel que mentionné précédemment, des résultats préliminaires ont permis de montrer que la
viabilité des LTCD4 est augmentée si les préparations virales produites sur les HEK-293T
étaient déplétées en exosomes. Les cellules HEK-293T nous semblaient donc étre un bon
modéle pour commencer nos recherches afin de détecter la présence de la protéine DAP3
dans les exosomes. Comme le montre la figure 17, la protéine DAP3 est présente dans les

exosomes 1solés a partir des cellules HEK-293T non-stimulées.

La purification d’exosomes provenant de cellules HEK-293T stimulées avec le H,O; révele
une quantité augmentée de DAP3 contrairement a la stimulation avec 1’ionophore ou encore
a notre controle HBSS (figure 18). Toutefois, on remarque que la stimulation avec
I’A23187 donne un signal plus fort que pour le controle HBSS. En effet, ’A23187 est
connu pour augmenter la libération des exosomes dans le milieu extracellulaire (217-218).
Le H,0; quant a lui induit I’apoptose (216). 11 a déja été montré que la composition
protéique des exosomes dépend du stimulus et de 1’état d’activation de la cellule. Pour
expliquer nos résultats, nous proposons que I’induction de |’apoptose augmente la
libération des exosomes dans le milieu extra cellulaire ainsi que des vésicules apoptotiques.
Cependant, les échantillons purifiés d’exosomes peuvent étre contaminés en vésicules
apoptotiques. Pour distinguer les vésicules apoptotiques des exosomes, il aurait été
pertinent de faire un gradient de vélocité qui aurait permis de séparer les exosomes des
vésicules apoptotiques et de confirmer la présence de DAP3 dans les exosomes. Toutefois,
nous avons réalisé différentes étapes permettant 1’élimination, en grande partie, des autres
types de vésicules. Tout d’abord par centrifugation a 700 g éliminant les cellules et les
débris cellulaires. Puis, avant de centrifuger le surnagent a 100 000 g nous avons filtré nos
échantillons avec un filtre 0,22 p ce qui élimine les microvésicules de 200 nm et plus. Pour
conclure, les résultats obtenus apres la stimulation des cellules HEK-293T avec 1’A23187
et le H,O, révélent une quantité augmentée en DAP3. Cependant, la stimulation avec le

H,0; semble augmenter le signal pour DAP3 comparativement a I’A23187 et a ’HBSS.
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Le modele des cellules HEK-293T reste un modele limitant. Par exemple, nous ne pouvons
pas réaliser d’immunoblots avec 1’anticorps dirigé contre I’"HLA-DR pour confirmer la
présence des exosomes puisque ces cellules ne I’expriment pas. Nous avons donc
commencé a travailler sur les LTCD4 qui sont les principales cellules produisant le virus
lors d’une infection. Il est connu que I’infection par le VIH-1 s’accompagne d’un stress
oxydatif a la suite d’un déficit en antioxydants associé a une augmentation de la production
des formes réactives de I’oxygéne (221-222). Nous avons donc voulu voir si la stimulation
avec le Hy0O,, une forme réactive de 1’oxygeéne produite par les cellules infectées,
permettrait de recruter la protéine DAP3 dans les exosomes. Les résultats de 1’expérience
illustrés a la figure 19 montrent comme précédemment que la protéine DAP3 est présente
dans les cellules mais que sa présence n’a pu étre détectée dans les préparations
d’exosomes. Nous avons fait I'immunobuvardage avec ’anti-HLA-DR qui nous a permis
de confirmer que nous étions en présence d’exosomes. De plus, nous avons pu remarquer
que la quantité en exosomes était légérement augmentée avec le stimulus H,O, Nous
pouvons donc sﬁéculer que le H,O, favorise la libération des exosomes, cependant ces
résultats restent a confirmer avec le gradient de vélocité. Etant donné que DAP3 est aussi
une protéine de la sous-unité ribosomale 28S, il a été reporté dans la littérature que la
stimulation avec un agent oxydant, tel que le H,O, favorise son accumulation dans la
mitochondrie et par conséquent diminuant son expression dans le cytoplasme (209). Il
aurait été utile de savoir si une telle réponse est spécifique a la protéine DAP3. Pour tester
cette possibilité, il aurait été pertinent de faire une analyse par immunoblot de chaque
compartiment cellulaire, dont entre autres, le cytoplasme, la mitochondrie ou encore dans
les corps multivésiculaires. Enfin, I’utilisation de la microscopie confocale pour observer la
translocation de la protéine DAP3 dans le corps multivésiculaire lors de la stimulation avec

H,0; aurait aussi pu étre envisagée.

N’ayant pas obtenu de résultats concluants avec les LTCD4, nous nous sommes intéressés
aux cellules primaires PBMCs. Une fois le protocole mis en place, nous avons étendu nos
travaux aux CDs en appliquant les mémes conditions et en utilisant un agoniste connu pour
provoquer la libération d’exosomes. En effet, d’aprés des résultats préliminaires obtenus

dans le laboratoire, la stimulation des PBMCs avec les cristaux d’UMS, provoque la
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libération d’exosomes. Les cristaux d’'UMS sont connus comme étant 1’agent étiologique
de la goutte et aussi comme étant un puissant agent pro-inflammatoire (223). Il a été montré
que la stimulation avec les cristaux d’'UMS induit la dégranulation des neutrophiles (224-
226), l'activation et la maturation des CDs (227), et peut-étre méme pergue comme un

signal de danger par le syst¢éme immunitaire (227).

Les résultats de la stimulation des cellules PBMCs et des CDs avec les cristaux d’'UMS
illustrés aux figures 20 et 21 montrent que la protéine DAP3 est présente dans les deux
types cellulaires. La stimulation n’affecte pas les niveaux d’expression de DAP3 dans ces
cellules. L’immunobuvardage des exosomes avec [’anti-HLA-DR indique que la
stimulation avec les cristaux d’'UMS augmente la libération d’exosomes dans les deux
types cellulaires. Cependant, la présence de la protéine DAP3 dans les exosomes est
observée seulement dans les échantillons de CDs stimulées aux cristaux d’UMS. De plus,
on observe deux bandes dans les échantillons d’exosomes dont une correspond a la protéine
DAP3. La deuxiéme bande pourrait correspondre a la protéine DAP3 modifiée post-
transcriptionnellement par une protéine SUMO. Les protéines SUMO sont connues pour se
lier de facons covalentes ou non a différentes protéines, ce processus se nomme la
SUMOylation (228). Cependant, il faudrait chercher si DAP3 possede des sites de
sumoylation et si elle est capable de subir des modifications post-transcriptionelles de fagon

a lier les protéines SUMO.

Nous observons par immunobuvardages la présence de HLA-DR qui est plus forte dans les
échantillons stimulés par les cristaux d’UMS, indiquant que nous avons bien isolé les
exosomes et que la stimulation aux cristaux d’UMS a provoqué une augmentation de la
libération d’exosomes par les PBMCs. Cependant, la présence de DAP3 dans ces
échantillons n’a pas été détectée. Toutefois, des nouveaux résultats obtenus au sein du
laboratoire montrent que la protéine DAP3 est présente dans les exosomes purifiés a partir
de PBMCs (résultats non montrés). Nos résultats peuvent s’expliquer par 1'utilisation d’une
solution de révélation moins sensible qui ne nous a pas permis de détecter la protéine

DAP3.
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4.4. La protéine DAP3 dans les exosomes des CDs stimulées avec le VIH-1 atténué

Une fois que tous les outils ont été mis en place, nous avons commencé a travailler sur le
VIH-1. Afin de pouvoir travailler dans |’enceinte du laboratoire de niveau P2, I’infectivité
du virus a été atténuée avec du 2,2 -dithiopyridine (AT2). Le protocole est décrit dans le
chapitre III. Aprés quatre tentatives de stimulations des CDs avec le VIH-1 AT2, nous
avons pu déceler la protéine DAP3 dans les exosomes (figure 22, panneau A). Cependant,
plusieurs parametres ne coincident pas avec I’hypothése et les résultats préliminaires. Pour
commencer, I’immunoblot avec 1’anti-actine révele que la quantité d’exosomes, isolée a
partir des CDs stimulées avec VIH-1 AT2 est inférieure au Mock AT2. Bien que peu
significative, la densitométriec réalisée sur ces mémes échantillons confirme ces
observations. La stimulation des CDs avec le VIH-1 AT 2 aurait dii augmenter la libération
des exosomes des CDs. Cependant, étant donné que nous avons commencé a travailler avec
un virus non-infectieux, il se peut qu’une réplication virale productive soit une étape
nécessaire a I’augmentation de la libération des exosomes par les CDs, ou encore, au
recrutement de la protéine DAP3 au niveau des endosomes tardifs. Ces résultats peuvent
aussi s’expliquer par le fait que le virus atténué pourrait induire la nécrose cellulaire,
diminuant considérablement la libération des exosomes et 1’expression de la protéine

DAP3, processus actif seulement chez les cellules viables.

La nécessité d’une réplication virale productive peut aussi expliquer les résultats des tests
de prolifération. Méme si des augmentations ou des diminutions de la prolifération des
LTCD#4 est observée, les résultats restent peu significatifs. En effet, comme nous pouvons
le constater a la figure 22, panneau A, nos €chantillons d’exosomes contréles (MOCK)
diminuent la prolifération des LTCD4 naifs plus que nos exosomes purifiés a partir de CDs
mises en contact avec le virus. La co-culture des LTCD4 avec les CDs mises en contact
avec le VIH-1 atténué ou non augmente la prolifération des LTCD4 mais donne la méme
intensité de réponse (panneau B). Nous ne pouvons rien conclure sur les résultats de
prolifération que nous avons obtenus. Cependant, il faudrait mettre en place le test de

mesure de 1’apoptose des cellules pour voir I'impact des exosomes et de CDs sur la
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viabilité des LTCD4. En effet, le test ApoStat Intracellular Caspase Detection est destiné a

identifier et a quantifier I’activité des caspases dans les cellules en apoptose.

4.5. Diminution de I’expression de la protéine DAP3

Pour finir, nous avons transfecté des CDs avec un ARN anti-sens anti-DAP3 (figure 23).
En calculant le ratio de densité DAP3/actine, nous constatons une diminution de la quantité
en protéine dans les cellules transfectées avec I’ARN AS2. Une diminution de 1’expression
de la protéine DAP3 induite par ’ARN AS2 dans les CDs est observée mais reste
marginale. Cette approche sera utile afin de diminuer la quantité de DAP3 dans les cellules
et de vérifier 'impact des exosomes provenant des cellules depletées en DAP3 sur la
viabilité¢ des LTCD4 par exemple. Toutefois, pour améliorer la diminution de I’expression
de la protéine DAP3 nous pouvons utiliser des siRNA, qui ont pour but d’inhiber
I’expression des protéines cibles, ou encore des ARN anti-sens avec une séquence en

oligonucléotides différente.
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5. CHAPITRE V - Conclusions et perspectives

En conclusion, les présents travaux ont mis en évidence la présence des protéines
apoptotiques DAP3 et Apaf-1 dans les exosomes de différents types cellulaires dont les
HEK-293T et les CDs en réponse soit a la stimulation avec le H,O; ou avec les cristaux
d’UMS. Cette étude confirme, également, I’analyse protéomique montrant que la protéine

DAP3 se retrouve dans les exosomes isolés des CDs mises en contact avec le VIH-1 ou non

(figure 22).

Cependant, de nombreuses investigations restent a faire. Pour commencer, il
faudrait reprendre le protocole sur des CDs et les mettre en présence avec le VIH-1 non-
atténué pour déterminer si une infection productive est nécessaire pour observer la présence
de la protéine DAP3 et Apaf-1 dans les échantillons d’exosomes provenant de ces cellules.
Un autre point important a considérer dans cette étude est 1’état d’activation des CDs. En
effet, lors de la primo infection et de la capture des virions, les CDs sont immatures.
Toutefois, c’est au stade mature qu’elles transferent le virus aux LTCD4. Il serait donc
intéressant d’induire ’activation et la maturation des CDs avant de purifier et d’analyser

nos échantillons d’exosomes produits en présence du VIH-1.

D’autre part, il serait important de mettre en place le protocole de prolifération des
LTCD#4 avec les échantillons d’exosomes provenant des CDs mises en contact avec le VIH-
1. En modulant I’expression de la protéine DAP3 dans les CDs par les ARN anti-sens, nous

pourrions analyser si cette derniére a un impact sur la viabilité des LTCD4.

Finalement, peu d’informations sont disponibles sur la présence de DAP3 et
d’Apaf-1 dans les exosomes. Sont-elles présentes a la surface des vésicules? Ou a
I’intérieur? Des recherches supplémentaires dont, entre autres, des expériences €liminant

les protéines a la surface des exosomes par un traitement a la trypsine pourraient étre
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envisagées. Ceci permettrait de compléter notre compréhension des différents roles des

exosomes et de leur contenu protéique sur la viabilité des LTCD4.
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