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Résumé 

Rôle des microparticules endothéliales sur l’activation des cellules dendritiques et 

applications potentielles dans les pathologies inflammatoires 

 

Une élévation de la quantité de microparticules endothéliales circulantes (MPE) témoignant d’une 

altération de l’endothélium vasculaire et le recrutement de cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) 

sont communément impliqués dans différentes pathologies inflammatoires. Or les interactions 

potentielles entre MPE et pDC ne sont pas connues, et cela constitue l’objectif de notre travail. Nous 

avons montré in vitro que des MPE générées à partir de lignées cellulaires endothéliales, pouvaient 

induire la maturation phénotypique de pDC humaines. L’augmentation de l’expression des molécules 

de maturation et de costimulation à la surface des pDC s’accompagne d’une sécrétion de cytokines 

inflammatoires. De plus les pDC ainsi maturées sont fonctionnellement matures puisqu’elles induisent 

la prolifération des lymphocytes T CD4+ naïfs qui s’orientent vers un profil de sécrétion cytokinique 

de type 1. Des microparticules d’autre origine n’induisent pas la maturation des pDC, suggérant que 

cette capacité est spécifique aux MPE. Par ailleurs, les MPE n’activent pas les cellules dendritiques 

dérivées de monocytes (Mo-DC). Afin de comprendre les mécanismes d’interaction DC/MPE, nous 

avons recherché l’expression de récepteurs à la phosphatidylsérine à la surface des cellules 

dendritiques. Nos résultats préliminaires montrent une expression isolée de BAI-1 sur les pDC qui 

pourrait potentiellement être impliqué dans la prise en charge des MPE par les pDC. Les MPE 

pourraient ainsi constituer une nouvelle « alarmine » capable d’induire de façon inappropriée 

l’activation des pDC et par ce biais participer à la physiopathologie de désordres inflammatoires. 

L’implication des MPE dans un nombre de plus en plus important de pathologies, nous a conduits à 

valider la technique de quantification des MPE plasmatiques par cytométrie de flux dans une cohorte 

de sujets normaux et de patients atteints de psoriasis. La poursuite de la standardisation de la 

quantification des MPE permettra d’obtenir un nouveau biomarqueur utile au diagnostic ou à 

l’immunomonitoring de différentes pathologies dans lesquelles les MP sont impliquées. 

 

Mots clés : cellules dendritiques, inflammation, immunopathologie, endothélium vasculaire, 

microparticules 
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Abstract 

Role of endothelial cell-derived microparticles on dendritic cells activation : potential 

implications in inflammatory diseases 

 

Increased circulating endothelial microparticles (EMP), resulting from vascular endothelium 

dysfunction, and plasmacytoid dendritic cell (pDC) activation are both commonly involved in a 

number of inflammatory disorders. The aim of our study was to describe the potential interactions 

between EMP and pDC maturation. We showed in vitro that EMP originating from endothelial cell 

lines can specifically induce human pDC maturation. In addition to costimulatory molecule 

upregulation, EMP-matured pDC secrete inflammatory cytokines (IL-6 and IL-8, but no IFN-α) and 

also induce allogenic naive CD4+ T cells to proliferate and to produce type 1 cytokines such as IFN-γ 

and TNF-α. Endothelial microparticle endocytosis by pDC appears to be required for pDC maturation. 

Importantly, we also established that conventional dendritic cells and monocyte-derived dendritic cells 

are resistant to EMP-induced maturation. Furthermore, the ability of EMP to induce pDC is origin-

specific as microparticles derived from activated T cells or platelets do not induce such pDC 

maturation.  

We also quantified the expression of phosphatidylserine receptors on pDC surface in order to describe 

the interaction pathways between EMP and pDC. Preliminary results show a single expression of BAI-

1 on pDC surface, which could be involved in EMP uptake by pDC. Endothelial microparticles may 

therefore stand as a new “alarmine” able to adequately activate pDC in the physiopathology of 

inflammatory disorders. This novel activation pathway may be implicated in various inflammatory 

disorders and consequently, EMP may be an important immunomodulatory therapeutic target in a 

growing number of diseases. 

The final step in our study consisted in assessing the value of the flow cytometry technique in 

quantifying the levels of circulating EMP in healthy subjects and in patients suffering from psoriasis. 

The standardization of quantification methods could provide new biomarkers for the diagnosis and the 

monitoring of therapeutic strategies targeting EMP involved-diseases. 

 

Keywords: microparticles, vascular endothelium, dendritic cells, inflammation, immunopathology, 

cellular activation 
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Chapitre 1 
Microparticules endothéliales 

et applications en recherche clinique 
 

1. L’endothélium vasculaire 

1.1 Définition 

Longtemps considéré comme un simple revêtement protecteur, l’endothélium vasculaire est 

aujourd’hui reconnu comme un organe multifonctionnel. Présent dans les vaisseaux de tous 

les organes, il permet le transport des substances nutritives, de diverses molécules actives et 

des cellules sanguines. De façon physiologique il contrôle l’homéostasie vasculaire grâce à la 

balance délicate entre vasoconstriction et vasodilatation, ainsi que prolifération et 

dégénérescence cellulaire. L’endothélium vasculaire joue un rôle capital par les facteurs 

vasoactifs qu’il libère, non seulement de régulateur du tonus vasculaire local à l’état basal, 

mais aussi en tant que partenaire dans la défense de l’intégrité de la paroi vasculaire. 

Les cellules endothéliales tapissent la surface interne de la paroi vasculaire et forment ainsi 

une couche continue en contact avec le sang. Dans des conditions physiologiques 

l’endothélium fournit une surface thromborésistante qui permet le maintien de la fluidité du 

sang et prévient la formation du thrombus (1, 2). En réponse à une activation excessive celui-

ci va subir des modifications et fournir un état prothrombotique après modification de 

l’expression de molécules anticoagulantes à la surface telle que la thrombomoduline, ou 

procoagulante comme le facteur tissulaire (FT) à l’origine de la formation de thrombine.  

1.2 Implication de l’endothélium dans les réponses inflammatoires et 

immunologiques 

Les cellules endothéliales font partie intégrante du système immunitaire. Deux types de 

contribution aux mécanismes de défense immunitaires peuvent être cités :  

- Le recrutement non spécifique des leucocytes lors de réponses inflammatoires 

Les cellules endothéliales expriment des molécules de surface capables d'orchestrer le trafic 

des leucocytes. Ces molécules qualifiées de molécules d'adhésion telles que l’E-selectine 

(CD62-E), ICAM-1 (pour inter-cellular adhesion molecule), VCAM-1 (pour vascular cell 

adhesion molecule), permettent à la cellule endothéliale, dans des conditions physiologiques, 

de diriger la migration des leucocytes vers des organes spécifiques, mais également 
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d'accélérer le recrutement des leucocytes vers des tissus inflammatoires. Ces interactions 

leucocytes-endothélium sont essentielles à l'homéostasie vasculaire et au bon déroulement de 

la réponse inflammatoire et immunitaire. Cependant, ces réactions d'adhésion peuvent, si elles 

sont insuffisamment contrôlées, conduire à l'installation de désordres inflammatoires et 

thrombotiques, et participer à diverses pathologies. 

- Le rôle dans l'immunité à médiation cellulaire 

Les cellules endothéliales possèdent des marqueurs communs à la lignée 

monocyte/macrophage : expression de récepteur pour le fragment C1q du complément, 

récepteur pour le fragment Fc des immunoglobulines, expression des molécules du complexe 

majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe I et II et peuvent se comporter comme des 

cellules présentatrices d’antigène (CPA). Une expression constitutive des molécules du CMH 

de classe II est observée à la surface des cellules endothéliales microvasculaires. Les cellules 

endothéliales peuvent activer les lymphocytes T (LT) naïfs, induire leur prolifération et la 

sécrétion d’interleukine-2 (IL-2). Cette activation est dépendante d'un contact cellulaire 

impliquant la molécule de costimulation LFA-3 interagissant avec le CD2 présent sur les LT. 

Par ailleurs, les cellules endothéliales des sinusoïdes hépatiques ont une capacité spécifique à 

présenter des antigènes (Ags) solubles exogènes présents dans la circulation à des LT CD4, et 

à induire la différenciation de ces LT CD4 et CD8 en cellules immunorégulatrices. Elles 

contribuent ainsi à l'induction de la tolérance immune. L'endothélium est également un 

composant actif de la réponse immune innée vis-à-vis de l'invasion bactérienne. Les cellules 

endothéliales sont en effet équipées de systèmes permettant la reconnaissance de déterminants 

exprimés par des agents pathogènes comme le lipopolysaccharide bactérien (LPS), et 

l’initiation consécutive de la transcription de gènes de molécules inflammatoires (3). Elles ont 

également la faculté de produire diverses cytokines : IL-1, IL-6, IL-8, G-CSF (pour 

granulocyte colony stimulating factor), et GM-CSF (pour granulocyte macrophage colony 

stimulating factor). 

L'endothélium peut aussi être la cible du système immunitaire. En effet, les cellules 

endothéliales jouent un rôle de premier plan dans le rejet en transplantation d’organes, à la 

fois comme actrices et comme cibles du rejet. Les cellules endothéliales du greffon sont donc 

les premières à interagir avec les cellules immunocompétentes du receveur et à recruter les 

lymphocytes et les macrophages qui vont relayer la réponse immunitaire contre le greffon. 

Les cellules endothéliales sont donc les premières cibles et victimes de cette réponse, 

humorale et cellulaire. La mise au point d’immunomodulateurs de la réponse immune 
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permettant d’éviter « l’agression » des cellules endothéliales du greffon, et de protecteurs 

efficaces de l’endothélium, constituent donc une voie de recherche thérapeutique importante 

en transplantation d’organes. 

 

2. Les microparticules 

2.1 Définition 

Les microparticules (MP ou ectosomes) sont des fragments membranaires de taille comprise 

entre 0,1 et 1 µm, exprimant la phosphatidylsérine (PSer) à leur surface et des Ags 

caractéristiques de leur cellule d’origine (Figure 1). Elles ne contiennent pas de noyau 

cellulaire mais possèdent un cytosquelette membranaire. Les microparticules plaquettaires  

  

Figure 1 : Les microparticules. Analyse en microscopie électronique de la vésiculation endothéliale : 
a, b, c : cellules quiescentes ; d, e, f : cellules stimulées par du TNF-α (tumor necrosis factor-α). 
D’après Combes et al. (4).  

 

(MPP) sont les plus abondantes dans la circulation sanguine. Cependant, des MP circulantes 

d’origine endothéliale, leucocytaire, érythrocytaire et mégacaryocytaire sont aussi retrouvées 

dans le plasma. Elles possèdent des propriétés cytoprotectrices en participant au maintien de  

l’homéostasie vasculaire et en préservant les fonctions de l’endothélium (5) mais peuvent 

aussi être initiatrice d’un processus délétère si elles sont libérées en excès ou si elles 

expriment des constituants pathogènes telles que des Ags tumoraux (6). Les MP représentent 

un pool de bioeffecteurs circulants qui jouent un rôle crucial dans la coagulation, 



 19 

l’inflammation, la fonction vasculaire et l’angiogénèse. Elles sont présentes à la fois chez des 

sujets sains et chez des patients atteints de différentes pathologies. 

Les MP se distinguent des exosomes par plusieurs points: les exosomes sont de plus petite 

taille (30-90 nm), ils ont une origine endocytique (intracellulaire), et ils sont enrichis en 

tétraspanines (7) (Figure 2). L’expression de PSer par les exosomes reste controversée (7). 

 

Figure 2 : Processus de production des ectosomes et exosomes. Les ectosomes (ou microparticules) 
sont libérés directement à partir d’un bourgeonnement de la membrane alors que les exosomes 
résultent de l’exocytose de vésicules endocytiques ; d’après Burnier et al.(8)  

 

Les corps apoptotiques, représentent un troisième type d’éléments circulants de petite taille. 

Morphologiquement l’apoptose se caractérise par une compaction et une marginalisation de la 

chromatine nucléaire, une convolution des membranes nucléaires et cytoplasmique, et par une 

condensation du cytoplasme. Le noyau se fragmente ensuite, chaque fragment étant entouré 

d'une double enveloppe. Des corps apoptotiques (éléments cytoplasmiques et nucléaires) sont 

relargués, et vont être phagocytés par les cellules voisines. Leur taille est très variable et peut 

aller jusqu’à celle d’une cellule entière. Ils expriment également la PSer à leur surface. 

2.2 Formation des microparticules : le phénomène de vésiculation 

cellulaire 

Dans des conditions physiologiques, la répartition des phospholipides de la membrane 

plasmique des cellules est asymétrique grâce à l’activité de différentes enzymes qui 

permettent d’une part, le maintien de la phosphatidylcholine et de la sphingomyeline sur le 

feuillet externe, et d’autre part le maintien de la PSer et de la phosphatidyléthanolamine sur le 
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feuillet interne. La perte de cette asymétrie des lipides membranaires est le résultat d’un 

déséquilibre enzymatique à activité translocase et scramblase qui sont régulées par la 

concentration intracellulaire de calcium (Figure 3). De plus, l’augmentation du calcium 

intracellulaire facilite l’activation des calpaïnes intervenant dans la dissociation et la 

dégradation du cytosquelette, favorisant ainsi le bourgeonnement de la membrane plasmique. 

L’asymétrie de répartition des phospholipides étant rompue, il en résulte une externalisation 

de la PSer suivie d’une libération de MP par bourgeonnement de la membrane plasmique 

(Figure 3). La vésiculation cellulaire ou émission de MP et l’exposition de la PSer sont donc 

des événements fortement associés (9). La PSer constitue un véritable stigmate des MP 

reconnue alors par l’annexine V (AV).  

Théoriquement, toutes les cellules peuvent libèrer des MP par un mécanisme actif. En plus 

des mécanismes cités précedemment (Figure 3), d’autres travaux ont montré que la Rho-

kinase ROCK-II (10) via la caspase 2 mais aussi Rho-kinase I via la caspase 3 (11) sont 

impliquées dans la libération des MP. L’équipe de Simoncini a montré que TRAIL (pour 

Tumour Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand ) et son récepteur (TRAIL-R2) 

sont impliqués dans la génération de microparticules endothéliales (MPE) procoagulantes in 

vitro (12). La libération de MPE marquée positivement à l’AV est observée in vitro après 

plusieurs heures de stimulation de lignées cellulaires endothéliales. Parmi les stimuli utilisés 

in vitro, notons des cytokines telles que le TNF-α, l’IL-1 β et l’inhibiteur de l’activation du 

plasminogène : PAI (13), la thrombine (10), l’irradiation (14), la camphothécine (15), l’acide 

gras n-3 docosahexaénoique (16), les toxines urémiques (17), la protéine C réactive (CRP) 

(18) et les radicaux libres oxygénés (14).  

Les MP libérées par des cellules en cours d’apoptose semblent être différentes au niveau de 

leur composition protéique et lipidique par rapport aux MP générées par activation cellulaire. 

L’apoptose est un processus finement régulé, caractérisée entre autre par une contraction de la 

cellule et une fragmentation de l’ADN. Les deux voies principales d’apoptose conduisent à 

l’activation de la caspase 3 régulée par la protéine kinase Rho I. Cette kinase est indispensable 

pour la translocation de l’ADN du noyau à la membrane des vésicules. Cela suggère que les 

MP induites par apoptose pourraient contenir du matériel nucléaire (19). L’équipe de 

Tramontano a pu montrer que les statines inhibaient la libération de MP à partir de cellules 

endothéliales en culture par altération de la voie Rho kinase (20). 



 21 

 

Figure 3 : La vésiculation cellulaire. L’activation cellulaire et/ou l’apoptose sont associées à une 
élévation du taux de calcium intracellaire (Ca2+). Le calcium entraine l’activation de la scramblase et 
l’inhibition de la translocase qui sont deux enzymes responsables du transport lipidique du feuillet 
interne vers le feuillet externe de la membrane plasmique et inversement. L’entrée du calcium facilite 
également l’activité des calpaïnes, qui favorisent la dissociation des structures membranaires du 
cytosquelette. Il en résulte une externalisation de la phosphatidylsérine, suivie d’un bourgeonnement 
de la membrane plasmique à l’origine de la libération de microparticules dans l’espace 
extracellulaire, par clivage du cytoquelette et contraction cellulaire.L’activation de la kinase Rho est 
nécessaire à la contraction cellulaire via les kinases Rock I et II. 
Ag : antigène. 
 

2.3 Composition des microparticules 

L’expression de la PSer est un caractère essentiel des MP quelle que soit leur origine 

cellulaire. La fixation spécifique, en présence de calcium de l’AV sur la PSer est mis à profit 

pour l’analyse des MP in vitro et ex vivo. Les effets biologiques des MP dépendent de leur 

composition protéique et lipidique qui elle-même dépend de la cellule mère et du stimulus à 

l’origine de leur libération. L’équipe de Peterson a pu montrer que les MPE avaient une 

composition protéique différente en fonction du stimulus utilisé (PAI ou TNF-α) (21) qui 



 22 

modulait leurs effets sur les cellules cibles (22). Par exemple, les MPP dérivées de plaquettes 

activées par de la thrombine ou du collagène, expriment CD41 (permettant la liaison des MPP 

au fibrinogène) alors que les MP dérivées de plaquettes activées par le complément 

n’expriment pas ce marqueur (23). Les MP expriment des Ags spécifiques de la cellule dont 

elles sont issues et ceux-ci peuvent être utilisés pour rechercher l’origine cellulaire des MP à 

l’aide d’anticorps dirigés spécifiquement contre ces épitopes. Les études récentes de 

protéomique sur les MPE se révèlent être aussi des outils d’importance majeure pour 

comprendre leur rôle physiologique dans différentes situations pathologiques (21, 24). Ces 

études permettent aussi de s’affranchir de l’idée d’une éventuelle contamination par des 

exosomes au cours de la préparation des MPE in vitro, puisque on ne trouve pas dans ces 

analyses de protéines exosomales que sont les tétraspanines (24). Il a été récemment montré 

que les MP peuvent aussi contenir de l’ARN messager (ARNm) de la cellule dont elles sont 

issues (25), ou des composés étrangers initialement présents dans leur cellule d’origine (26). 

2.4 « Clearance » des microparticules 

La « clearance » des MP plasmatiques n’est actuellement pas complétement élucidée. Les MP 

pourraient être éliminées de la circulation sanguine par l’action des phospholipases (27), par 

phagocytose directe par les monocytes, grâce à leur expression de récepteur à la PSer ou 

encore par un mécanisme indirect d’opsonisation impliquant des protéines telles que la 

protéine S ou le complément (28) suivi de phagocytose par les mêmes types cellulaires. 

2.5 Fonctions des microparticules 

2.5.1 Communication intercellulaire 

De nombreux travaux ont montré que les MP pouvaient entraîner la stimulation de cellules à 

distance. Par exemple les MP leucocytaires activent les cellules endothéliales (29) ou 

transfèrent des Ags leucocytaires aux cellules épithéliales (30). Les MPP facilitent les 

interactions entre monocytes et cellules endothéliales (31). De plus les MPP stimulent la 

prolifération, la survie, l’adhérence et le chimiotactisme des cellules hématopoïétiques 

facilitant ainsi la prise de greffe des progéniteurs hématopoïétiques (32). Elles peuvent 

également transférer la chémokine RANTES (pour regulated upon activation, normal T cell 

expressed and secreted) et ainsi attirer les monocytes à la surface de l’endothélium activé 

(33). Les MPP peuvent transférer le signal CD154 (CD40L) aux lymphocytes B (LB) et ainsi 
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stimuler la production d’immunoglobulines (Ig) G spécifiques de l’Ag induisant ainsi une 

réponse immune optimale (34). 

Les MP peuvent exprimer Fas ligand (Fas-L) à leur surface et induire un signal d’apoptose à 

distance (35). Les MP générées à partir de LT apoptotiques (MPT) hébergent des 

morphogènes de la famille Hedgehog et sont capables d’induire la différenciation de cellules 

hématopoïétiques pluripotentes vers la lignée mégacaryocytaire (36). Les MP sont aussi 

impliquées dans le transfert horizontal de matériel génomique. En effet, les MP issues de 

cellules embryonnaires peuvent délivrer de l’ARNm à des cellules cibles et il a été montré que 

cet ARN est ensuite traduit en protéines (37). Cela a été également montré pour des MP issues 

de tumeurs qui peuvent porter différentes molécules et ARNm des cellules tumorales et 

transférér ces molécules aux monocytes (25). Enfin, elles peuvent servir de véhicule pour 

transférer des particules infectieuses entre les cellules telles que les prions ou le virus HIV 

(38). 

2.5.2 Activité procoagulante  

Deux observations sont à l’origine de la découverte des fonctions procoagulantes des MP dans 

un plasma frais pauvre en plaquettes. Chargaff en 1946, a observé une activité procoagulante 

dans le précipité obtenu par centrifugation de ce plasma à haute vitesse (39) puis Wolf en 

1967, a confirmé ce phénomène et identifié ces précipités par microscopie électronique 

comme de très petites particules d’origine plaquettaire (40).  

L’expression de PSer est une des caractéristiques des MP et aussi un élément clef au départ de 

la cascade de coagulation dans les vaisseaux sanguins. Les MPP ont été extrêmement étudiées 

pour leur fonction de maintien de l’homéostasie vasculaire mais aussi parce qu’elles 

expriment une surface catalytique permettant la fixation du complexe prothrombinase. Ainsi, 

une déficience en génération de MPP entraine des troubles de la coagulation (41). Un défaut 

dans la translocation de phospholipides membranaires entrainent une absence de libération de 

MP d’origine plaquettaires, érythrocytaires et lymphocytaires et donc d’expression de PSer. 

Ce déficit a été bien caractérisé chez des patients ayant un syndrome hémorragique (syndrome 

de Scott) et a ainsi confirmé le rôle physiologique des MP et de la PSer dans la réponse 

hémostatique (23). A l’inverse, une libération excessive de MPP augmente les surfaces 

phospholipidiques procoagulantes circulantes et ainsi l’activité prothrombinase conduisant à 

l’augmentation de la génération de thrombine.  

Les MPP et les MPE expriment le FT, une protéine transmembranaire dont l’expression peut 

être constitutive (épithélium de la peau, muqueuses, fibroblastes, astrocytes, placenta, cellules 
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gliales du cerveau) ou induite en réponse à une stimulation (cellules endothéliales, 

monocytes). Le FT est le principal initiateur de la séquence d’activation de la voie externe de 

la coagulation, aboutissant à la formation de thrombine et in fine au caillot fibrino-

plaquettaire. La forme active du FT requiert la présence de la PSer exprimée à la surface des 

MP. La présence de PSer et/ou de FT a orienté les travaux sur les MPP et les MP 

leucocytaires vers l’étude de leur rôle dans la coagulation. Ainsi, leur activité procoagulante 

est actuellement considérée comme un déterminant du risque de thrombose au cours de 

plusieurs situations pathologiques telles les maladies cardiovasculaires (42). Le FT est aussi 

exprimé sur les MP d’origine fibroblastiques, monocytaires ou leucocytaires. Par ailleurs, les 

MP dérivées de monocytes expriment à la fois FT et le récepteur à la P-sélectine PSGL-1 

(pour P-selectin glycoprotein ligand 1). Les plaquettes activées expriment des molécules 

d’adhésion telles que la P-selectine et sont capables de capturer les MP derivées de monocytes 

TF+ via PSGL-1. Ainsi la capture de ces MP par les plaquettes jouent un rôle central dans 

l’initiation de la coagulation et de la formation du thrombus via le FT (43). 

Les MPE possèdent donc des propriétés procoagulantes de par leur expression de PSer et de 

FT. De plus, il a été montré que les MPE expriment le facteur de Willebrand, qui joue un rôle 

dans la formation du clou plaquettaire (44). Un taux élevé de MPE est observé lors de la 

rupture de la plaque d’athérome au cours du syndrome coronarien aigu (45). Ces résultats 

indiquent que les MP sont produites dans la plaque d’athérome et que l’apoptose qui siège au 

sein de la plaque d’athérome joue un rôle important dans l’amplification des événements 

thrombotiques lors de la rupture de la plaque via la production de MP procoagulantes. Les 

MPE peuvent se lier aux monocytes et moduler leur activité procoagulante (46). En effet, il a 

été montré in vitro qu’elles pouvaient interagir avec une lignée THP-1 (pour human acute 

monocytic leukemia cell line) monocytaire entraînant la génération de FT à leur surface, à 

l’origine de l’activité procoagulante. 

Par ailleurs CD36, récepteur « scavenger » exprimé par les plaquettes, reconnait les 

phospholipides dont la PSer à la surface des MP. Les MP sont donc les ligands de CD36 

exprimés à la surface des plaquettes et contribuent ainsi à l’activation des plaquettes et à la 

formation du thrombus (47, 48). 

2.5.3 Activité protéolytique, fibrinolytique, et angiogénique 

A l’activité procoagulante caractéristique des MP circulantes s’ajoutent des fonctions 

protéolytiques complémentaires. En effet les MPE possèdent la capacité de générer de la 

plasmine et de développer une activité fibrinolytique et protéolytique péricellulaire (49). Deux 
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grands systèmes protéolytiques sont présents dans les MP : le sytème d’activation du 

plasminogène et/ou les métalloprotéinases matricielles (MMP). Le système d’activation du 

plasminogène joue un rôle clef dans le maintien de l’homéostasie vasculaire. L’activation du 

plasminogène est médiée par deux « sérine » protéases : l’activateur de type tissulaire 

(tPA pour tissue-type plasminogen activator) qui est impliqué dans la fibrinolyse et 

l’activateur de type urokinase (uPA pour urokinase-type plasminogen activator) qui est 

impliqué dans la protéolyse pericellulaire grâce à son récepteur de haute affinité Upar. 

D’autres études montrent que les MMP présentes sur les MP issues de cellules cancéreuses 

pourraient également induire une activité protéolytique (50). Le système d’activation du 

plasminogène qui conduit à la génération de plasmine en étroite interaction avec le système 

des MMP, favorise la migration cellulaire à travers la matrice interstitielle et participe à des 

processus tels que le remodelage tissulaire, l’inflammation ou l’angiogénèse mais aussi à des 

processus pathologiques tels que l’invasion tumorale (51) et l’athérosclérose. Une défaillance 

de ce système peut conduire à des accidents ischémiques vasculaires. Une protéolyse 

exacerbée peut avoir de graves conséquences sur l’adhérence, l’organisation et la survie 

cellulaire pouvant aboutir au détachement de cellules de la matrice extracellulaire et à la mort 

cellulaire par apoptose (52). 

Les MP interviennent à 3 étapes cruciales de ces mécanismes angiogéniques : 1) la 

dégradation matricielle, 2) le recrutement et la différenciation des progéniteurs endothéliaux, 

et 3), la prolifération et la migration des cellules endothéliales (53). Les MPE portent à leur 

surface des activités des MMP, notamment les MMP 2 à 9 (50) suggérant le rôle des MP dans 

la dégradation de la matrice extracellulaire. Les MPP sont capables d’induire l’angiogénèse in 

vitro et de stimuler la revascularisation post-ischémique in vivo (54, 55), alors que les MPE 

obtenues à partir de cultures de cellules endothéliales altèrent l’angiogénèse (56). 

2.6 Microparticules et pathologies 

2.6.1 Inflammation 

Les MP contribuent à la réponse inflammatoire vasculaire à travers différents mécanismes. 

Elles fournissent des substrats aminophospholipides pour la phospholipase A2 conduisant à la 

production d’acide lysophosphatidique qui est un puissant médiateur proinflammatoire. Les 

MPP sont capables de lier, et d’activer les neutrophiles in vitro (57). Les MP dérivées des 

monocytes constituent une voie de sécrétion de l’IL-1β après activation d’une lignée 

monocytaire THP-1 via un récepteur P2X7 par de l’ATP (adénosine tri-phosphate) (58). Cette 
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cytokine portée par les MP peut alors activer le récepteur à l’IL-1 sur d’autres cellules. Les 

MP jouent alors le rôle d’initiatrices de la cascade de cytokines inflammatoires. Les MPP 

entraînent l’augmentation de molécules d’adhésion à la surface des monocytes et des cellules 

endothéliales et induisent la production d’IL8, d’IL-1β, et de TNF-α par les monocytes et 

d’IL-1β, d’IL-8 et d’IL-6 par les cellules endothéliales (59). 

Au lieu de promouvoir l’inflammation, les MPT peuvent induire l’apoptose des macrophages, 

conduisant ainsi à une libération de MP. Les MP peuvent jouer le rôle de témoin de la mort 

cellulaire (60). Ainsi, comme une conséquence de l’activation ou de la mort cellulaire, une 

élévation du taux de MP est observée dans le sang de patients atteints de différentes 

pathologies inflammatoires. Celles-ci sont globalement caractérisées par une activation de 

l’immunité (recrutement des cellules natural killer (NK), LT, LB, monocytes) et par des 

anomalies vasculaires.  

2.6.2 Athérothrombose 

L’athérosclérose est une pathologie inflammatoire chronique des vaisseaux sanguins qui 

résulte d’une interaction entre des lipoprotéines modifiées, les monocytes-macrophages, les 

LT et les cellules vasculaires (61). Le développement et la progression des plaques 

d’athérome (Tableau 1) chez l’homme sont associés à une augmentation de l’apoptose 

affectant non seulement les macrophages et les muscles lisses mais aussi d’autres types 

cellulaires présents au sein de la lésion (62). Des MP ont été identifiées à l’intérieur des 

plaques d’athérome par microscopie électronique (63) mais aussi isolées et caractérisées à 

partir de plaques situées sur la carotide humaine (64). Ces MP présentes dans les lésions 

expriment la PSer, responsable de l’activité procoagulante. Une association entre MP et 

athérosclérose a été clairement démontrée depuis une dizaine d’années dans la littérature. En 

2000 l’équipe de Mallat a montré une augmentation significative du taux de MPE CD31+ et 

CD146+ dans la circulation sanguine de patients atteints de syndrome coronarien aigu en 

comparaison à des patients sans troubles coronariens ou à des sujets sains (65). D’autres 

études de pathologies cardiaques coronariennes ont analysé la relation entre le taux de MPE et 

le degré morphologique et fonctionnel des anomalies coronariennes et ont pu observer qu’un 

taux élevé de MPE est corrélé positivement avec l’étendue et la sévérité de la sténose 

coronaire (66). L’athérosclérose est aussi associée à une augmentation du taux de MP 

leucocytaires qui pourrait constituer une valeur prédictive d’athérosclérose chez les sujets 

asymptomatiques (67). Les MP peuvent aussi contribuer à l’athérosclérose grâce à leur effet 

fonctionnel de vasodilatation intracoronarienne observée lors du cathétérisme coronarien chez 
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les sujets humains. En effet, cette vasodilatation est diminuée en présence d’une forte quantité 

de MPE circulantes (68). Ceci évoque le lien inverse entre la quantité de MPE et la capacité 

des artères à se dilater en réponse à une augmentation du débit sanguin. Le taux de MPE est 

aussi corrélé à la rigidité artérielle chez des patients hémodialysés ou 

hypercholestérolémiques, indiquant que le taux de MPE reflète également une altération de la 

rigidité artérielle (69). Les MPE participent également à la régulation du tonus vasculaire en 

diminuant la production de monoxyde d’azote (NO) par les cellules endothéliales. Cet effet a 

été observé sur des artères isolées exposées in vitro à des concentrations croissantes de MPE, 

isolées à partir du sang de patients coronariens, insuffisants rénaux, préeclampsiques ou 

insuffisants pulmonaires (69-72), mais pas avec des MP issues de volontaires sains. Le 

dysfonctionnement de la voie du NO induit par les MP circulantes pourrait aussi contribuer à 

l’augmentation de la rigidité artérielle observée chez des patients présentant un taux élevé de 

MP circulantes (69). L’étude de l’implication des MP est importante pour comprendre la 

physiopathologie de l’athérothrombose mais a aussi pour objectif de définir leur intéret dans 

la prévention et le traitement de cette pathologie. En effet, il a été montré que la Fluvastatine 

(hypolipémiant utilisé dans la prévention de la pathologie artérielle coronarienne) pouvait 

réduire in vivo la libération de MPE issues des cellules endothéliales des artères coronaires 

(20). De même, la combinaison de deux agents thérapeutiques Losartan (antagoniste de 

l’angiotensine II, utilisé dans le traitement de l’hypertension artérielle) et Simvastatine 

(hypolipémiant) (73), tout comme l’effet antioxydant de la vitamine C (74), sont capables de 

diminuer le taux de MP monocytaires circulantes. 

2.6.3 Diabète et syndrome métabolique 

Les MPP et les MP monocytaires sont observées en quantité élevée dans le diabète de type 2 

(75). Le taux de MP chez ces patients est corrélé aux complications types néphropathie, 

rétinopathie et neuropathie (76), ainsi qu’à l’athérosclérose (77). A l’inverse, les MPE ne sont 

pas augmentées dans ce type de diabète (76, 78) mais associée à une microalbuminémie chez 

les patients présentant un diabète de type 1 (78). Les MPE sont aussi augmentées et corrélées 

au dysfonctionnement endothélial chez la patiente obèse (79), ainsi qu’au dysfonctionnement 

érectile chez l’homme diabétique (80). Le syndrome métabolique est bien connu pour son état 

sous-jacent proinflammatoire, proathérogène et prothrombotique. Des taux élevés de MPE 

chez 33 patients atteints d’un syndrome métabolique favorisent l’activation ex vivo des 

plaquettes et des leucocytes (81). De plus l’équipe d’Abdelali a montré que les MP provenant 
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de patients atteints de syndrome métabolique induisent in vivo un dysfonctionnement 

endothélial chez la souris au niveau aortique (82). 

2.6.4 Auto-immunité 

Une augmentation du nombre de MP circulantes est observée dans un certain nombre de 

pathologies systémiques qui reflètent une activation et une altération de l’endothélium 

vasculaire. Les MPE sont élevées dans le lupus systémique (4) et d’autant plus qu’il est sévère 

(83). La pathogénicité du lupus systémique implique une apoptose importante et une 

défaillance dans la « clearance » des cellules apoptotiques ou des débris cellulaires parmi 

lesquels se trouvent les MP.  

Les MP sont aussi augmentées dans le syndrome des antiphospholipides (84), et la sclérose 

multiple (85). Cette dernière pathologie est caractérisée par une inflammation et une 

démyélinisation du système nerveux central. Les MPE augmentent au cours de l’exacerbation 

de la maladie, et se normalisent au cours de la rémission (86). L’IFN-β1b utilisé dans son 

traitement inhibe la libération de MP (85). Les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde 

présentent également un taux élevé de MPP. Ce taux est corrélé à l’activité de la maladie 

mesurée par le score DAS (pour disease activity score (DAS-28) (87), tandis que les MP 

monocytaires et granulocytaires sont prépondérantes dans le liquide synovial où l’on trouve 

également des MP d’origine lymphocytaires B et T, plaquettaires et érythrocytaires (88, 89). 

Les MPE sont également augmentées dans la maladie de Crohn (90). 

2.6.5 Grossesse 

La grossesse représente un état physiologique particulier où la réponse immune est finement 

régulée ainsi que la formation des néovaisseaux et, est également associée à une production 

active de MP. Le taux de MP totales est élevé au cours de la grossesse normale (91). Ce taux 

n’est pas prédictif d’un développement éventuel de complications vasculaires à 24 semaines 

de gestation (92). Cependant, les MPE, mais aussi les MP dérivant de granulocytes, sont 

augmentées au cours de la pré-éclampsie et le taux de MPE est corrélé au degré 

d’hypertension (93). De même, il a été montré que le nombre de MP totales et de MPE est 

considérablement augmenté chez les femmes ayant fait plusieurs fausses couches, par rapport 

à une primipare (94). Les MP pourraient constituer une voie d’échappement à la réponse 

immune au cours de la grossesse. En effet, la libération de MP contenant Fas-L pourrait 

constituer un mécanisme par lequel le trophoblaste exerce un état de privilège immun (95). 
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2.6.6 Greffe et transplantation 

Les conditionnements pré-greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH), qu’ils soient 

myélo-ablatifs ou non myélo-ablatifs, comportent des drogues à potentiel 

« endothéliotoxiques » reconnu, notamment les agents alkylants (Melphalan, Endoxan, 

Busilvex). L’irradiation corporelle totale peut également être génératrice de lésions 

endothéliales. Peu de données sont disponibles quant à la responsabilité des conditionnements 

pré-greffe dans l’induction d’une libération de MP. Une seule étude a montré que le taux de 

MPE et de MPP ne varie pas significativement chez les patients recevant un traitement par des 

globulines antilymphocytaires (96). Par ailleurs, une augmentation du taux de MP est 

observée après greffe de cellules souches allogéniques et lors des complications vasculaires 

telles que le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) ou la maladie veino-occlusive 

(97). L’équipe de Nomura a montré une augmentation du taux de MPE dans les trois 

premières semaines suivant la greffe de cellules souches (98). De même au cours du rejet aigu 

d’allogreffe cardiaque, l’activation de l’endothélium et l’apoptose médiée par Fas participent 

à la libération de MP procoagulantes (99). 

Les désordres immunologiques qui surviennent dans le contexte de la maladie du greffon 

contre l’hôte GVH (pour graft versus host disease) sont corrélés à une étiologie 

multifactorielle parmi laquelle on retrouve l’agression des tissus conduisant à la libération de 

MP (100). L'équipe de Pihusch a montré une élévation du taux de MP, chez des patients ayant 

reçu une allogreffe de CSH, au cours de la GVH et propose que le taux de MPE devienne un 

élément diagnotique permettant de différentier la GVH des autres complications post-greffe 

(101). 

les MP sont observées en quantité élevée dans des pathologies rénales et chez les sujets 

hémodialysés (17, 69). Ainsi l’équipe de Al-Massarani a pu montrer que le taux élevé de MP 

observé chez les patients hémodialysés retrouvait des valeurs normales après transplantation 

rénale (102). De plus, 12 mois après la transplantation, la diminution du taux de MP et de leur 

activité procoagulante est plus prononcée chez les patients sans antécédents de pathologies 

cardiovasculaires (103). 

L’ensemble de ces données montre que la quantification des MP dans le contexte de la 

transplantation ou greffe de CSH, permettra d’apporter dans l’avenir de nouveaux 

biomarqueurs de suivi de greffe. 
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2.6.7 Cancer 

Des travaux récents ont démontré l’importance de l’altération des fonctions de l’endothélium 

vasculaire dans la physiologie des maladies néoplasiques (Figure 4). La progression tumorale 

est sous la dépendance d’une angiogénèse anormale (104) et en particulier d’une 

néovascularistion exacerbée qui permet la formation de nouveaux vaisseaux. Ceux-ci assurent 

un apport garanti en nutriments, oxygène et facteurs de croissance permettant ainsi la 

croissance de la tumeur et le développement des métastases (105). Des MP issues de cellules 

tumorales sont ainsi retrouvées in vivo (106). Des protéines telles que l’urokinase, CD147 

(neurotheline/basigine) ou la sphingomyéline peuvent être portées par les MP tumorales et 

modifier les propriétés invasives de la tumeur, par les propriétés proangiogéniques qu’elles lui  
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Figure 4 : Rôle des microparticules dans le cancer. (1) L’exposition des cellules à la chimiothérapie, 
à la radiothérapie mais aussi à des cytokines ou à la thrombine conduit à la libération de MP par les 
cellules tumorales et les cellules normales de l’hôte. (2) Les MP tumorales exprimant fortement le FT, 
les MMP et Fas-L, ont des effets autocrines et paracrines. (3) Elles induisent le dysfonctionnement des 
cellules endothéliales ainsi que l’apoptose des lymphocytes à l’origine de l’augmentation de la 
thrombogénicité. (4) Cela induit également la libération de MP par de nombreuses cellules voisines 
telles que les plaquettes, les cellules endothéliales, les monocytes et les lymphocytes favorisant ainsi 
l’angiogénèse et la progression tumorale. Figure d’après Aharon A et al. (106). 
MV : microvesicle ; TF : tissue factor ; EC : endothelial cells ; MMP : metalloproteinases ; Fas-L : 
Fas-ligand ; TFPI : tissue factor pathway inhibitor. 
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transmettent (107). Le taux circulant de MP est plus particulièrement augmenté dans les 

adénocarcinomes, or ceux-ci sont connus pour être associé à un risque thrombotique élevé 

(108) qui pourrait être lié aux concentrations élevées de MP. De même, une augmentation du 

taux de MP exprimant le FT a été mise en évidence chez des patients atteints de cancer du 

sein, du pancréas et du poumon (6, 109) suggérant le rôle des MP TF+ dans les complications 

thrombotiques des patients atteints de ces cancers (110-112). Récemment, l’équipe de Dubois 

a pu montrer que des cellules issues d’un cancer pancréatique étaient capables de produire des 

MP in vitro exprimant le FT, le ligand de la P-sélectine (présent sur les plaquettes) et PSGL-1. 

Ces MP dérivant de cellules cancéreuses s’accumulent sur le site tumoral de façon dépendante 

de la P-sélectine in vivo. Enfin, ils ont montré que ces MP contrairement aux cellules 

parentales augmentent la formation du thrombus dans un modèle murin de cancer du pancréas 

(113). 

2.6.8 Autres situations cliniques dans lesquelles les MP sont impliquées 

Au cours de l’insuffisance veineuse chronique, les MPP et les MPE sont augmentées et 

contribuent à une altération de la réponse de la paroi veineuse (114). 

L’hémoglobinurie nocturne paroxystique est une pathologie hématologique caractérisée par 

une sensibilité accrue des globules rouges à l’action lytique du complément conduisant à une 

hémolyse. Au cours de cette pathologie, il a été retrouvé une libération excessive de MPE 

procoagulantes (115). Ceci pourrait expliquer le risque thrombotique élevé bien connu dans 

cette pathologie. 

L’insuffisance cardiaque affecte le système vasculaire périphérique en altérant les fonctions 

de l’endothélium qui entrainent la libération de cytokines inflammatoires. Le taux de MPE est 

corrélé à cette augmentation de cytokines et il est réversible après traitement par du 

Carvédilol (Bêta-bloquant) (116) ou avec de la Vitamine C (117). 

Deux études récentes ont pu mettre en évidence l’augmentation des MPE au cours de 

l’hypertension artérielle pulmonaire et ont montré que leur taux est fortement prédictif de la 

sévérité hémodynamique (118, 119). 

La phase chronique de la drépanocytose est associée à un état procoagulant et 

proinflammatoire liée à une altération de l’endothélium conduisant à la libération d’une faible 

quantité de MPE (120). En revanche, au cours de la crise drépanocytaire, le taux de MPE 

augmente fortement ainsi que les MP d’origine érythrocytaires, monocytaires et plaquettaires. 

Dans le PTT, on retrouve des taux élevés de MPP dans la phase aigüe et chronique. Le rôle 

des MPE a été mis aussi en évidence dans le PTT in vivo et in vitro. En effet le taux de MPE 
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augmente longtemps avant le début de la manifestation du PTT et pourrait être un marqueur 

diagnostique précoce dans le PTT chronique (121). 

La pathogénicité des MP procoagulantes a aussi été démontrée chez des patients au cours du 

choc septique à méningocoque (122).  

Enfin des MP ont été retrouvées en quantité augmentée au cours de l’infection VIH chronique 

(123) et pourraient jouer un rôle dans le transfert intercellulaire de l’infection (124) (Tableau 

1). 

 

Tableau 1 : Les différentes pathologies associées à la détection de microparticules circulantes. 

D’après Burnier et al.(8) 

 

2.7 Concept de vasculocompétence 

Les processus lésionnels affectant la paroi vasculaire se traduisent par l’apparition dans le 

sang circulant de cellules endothéliales circulantes (CEC), détachées du vaisseau ainsi que de 

MPE. En réponse à ces lésions, ou à des ischémies tissulaires, des progéniteurs endothéliaux 

circulants (PEC), sont mobilisés depuis la moelle osseuse (MO) pour participer à la croissance 
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vasculaire ou à la réparation de la monocouche endothéliale selon un processus de 

vasculogénèse. L’identification de ces différents biomarqueurs endothéliaux a conduit au 

concept de vasculocompétence selon lequel l’équilibre entre lésion et régénération 

conditionne de façon essentielle le maintien de l’intégrité endothéliale et par conséquent la 

progression des pathologies cardiovasculaires (125). Les CEC et les MPE se comportent 

comme des vecteurs de pathogénicité car ils accélèrent le dysfonctionnement endothélial et 

favorisent la progression de la maladie. La recherche combinée de ces différents marqueurs 

CEC, MPE et PEC de vasculocompétence permet dans une certaine mesure d’évaluer le 

risque vasculaire et d’estimer l’efficacité thérapeutique dans des pathologies vasculaires 

(125). 

2.8 Les microparticules : applications en recherche clinique 

Toute cellule vivante étant susceptible de produire des MP, la présence dans les fluides 

biologiques (sang, larmes, liquide céphalo-rachidien) de MP d’origines cellulaires diverses 

serait la signature d’un processus d’activation ou d’apoptose de cellules qui séquestrées dans 

les tissus, sont inaccessibles à la détection par des moyens non-invasifs. Les MP sont 

présentes dans le sang de sujets sains, et leurs concentrations, notamment celles des MP issues 

de cellules endothéliales ou de plaquettes augmentent dans certaines pathologies comme nous 

l’avons vu précédemment. Plusieurs études ont montré que des taux élevés de MP circulantes 

étaient associés à des dysfonctionnements vasculaires et de nombreux travaux visent 

actuellement à déterminer la valeur pronostique potentielle de celles-ci. Bien que nous ne 

connaissions pas la composition précise des MP, 3 propriétés majeures leur sont reconnues : 

1) leur taille (comprise entre 100 nm et 1µm), 2) l’expression d’Ags spécifiques 

caractéristiques des cellules dont elles sont issues, et 3) l’externalisation de la Pser qui lie 

l’AV. Cependant, l’expression de l’AV ne semble pas être un critère absolu puisque certaines 

MP, notamment les MPE chez les patients drépanocytaires (120), ou encore les MPP chez les 

insuffisants rénaux ne lient pas l’AV (69, 126). Cela peut s’expliquer par le fait que la PSer 

présente à la surface des MP se trouve engagée dans d’autres interactions protéiques 

empêchant la liaison à l’AV. La PSer peut se lier fortement à la lactadherine, protéine du lait 

que l’on trouve au sein des exosomes du plasma ou à des protéines de la cascade de 

coagulation comme la protéine S (127, 128). L’absence d’expression de l’AV peut également 

suggérer que des voies de signalisation autres que la perte d’asymétrie membranaire, non 

connues à ce jour, seraient impliquées dans la formation de MP (53).  
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L’expression de la PSer ne permet pas de discriminer l’origine des MP. Celle-ci est identifiée 

à l’aide des marqueurs spécifiques de la cellule parente. La présence de CD3, CD4 ou CD8 

indique une origine lymphoïde, alors que les MPP sont caractérisées grâce aux glycoprotéines 

IIb-IIIa : CD41, la P-sélectine (CD62-P), CD31 (PECAM pour platelet-endothelial cell 

adhesion molecule) et CD42a. De façon similaire les MPE expriment CD54 (ICAM-1), 

CD31, CD144 (VE-cadhérine), CD105 (endogline, protéine associée à la prolifération) et 

CD146 (S endo 1, protéine endothéliale jonctionnelle), et la E-sélectine (CD62-E) (129).  

De plus, l’expression des Ags de surface est variable en fonction du stimulus à l’origine de la 

libération de MP. Cette variabilité a été étudiée in vitro (44) et ex vivo (130). Par exemple les 

MPE induites par apoptose expriment le marqueur constitutif de l’endothélium CD31 alors 

que les MPE induites par activation augmentent leur expression de marqueurs inductibles tel 

que CD62E. 

Grâce à toutes ces caractéristiques les MP peuvent être identifiées, dans le plasma, chez des 

patients présentant diverses pathologies, et ce à l’aide de différentes techniques. 

2.8.1 Etapes pré-analytiques 

L’identification des MP circulantes nécessite de nombreuses précautions au niveau du 

prélèvement et du traitement des échantillons sanguins. En effet, différents aspects tels que la 

taille de l’aiguille utilisée (18 ou 21G), le site du prélèvement, l’utilisation d’un garrot, d’un 

système de prélèvement type vacutainer ou d’une seringue, et le type d’anticoagulant (131), 

peuvent avoir un impact dans la caractérisation des MP. L’équipe de Shah suggère qu’il serait 

préférable d’effectuer un prélèvement sanguin manuel avec un geste lent pour éviter le stress 

à l’origine de l’activation des plaquettes, plutôt que d’utiliser un système vacutainer (132).  

Le traitement des échantillons après prélèvement, le délai de prise en charge, et les conditions 

de conservation sont extrêmement variables entre les équipes et pourraient être responsables 

des divergences observées sur les taux de MP circulantes dans la littérature (133, 134). Dans 

la plupart des études, le plasma est isolé dans les quatres heures suivant le prélèvement et 

analysé immédiatement ou après congelation (-80°C) (132). La congélation augmente 

l’expression d’AV à la surface des MP et en aucun cas un plasma décongelé doit être 

recongelé (132).  

Les MP peuvent être analysées directement à partir du sang avec l’avantage de laisser les MP 

dans leur environnement physiologique (135-137) mais le plus souvent les MP sont étudiées à 

partir du plasma, ce qui nécessite des étapes de centrifugation afin de s’affranchir des 

contaminations par les plaquettes. Cette procédure préalable, réalisée différement dans chaque 
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laboratoire, introduit une nouvelle variable rendant aléatoire la comparaison du « dosage » des 

MP par les différentes équipes (134). 

Une attention toute particulière doit être portée sur les vitesses de centrifugation, qui diffèrent 

d’un laboratoire à l’autre (Tableau 3). Toutefois, la plupart des équipes réalisent deux 

centrifugations successives à 1500g pendant 15 min puis à 13000g pendant 2 min. Cette 

seconde centrifugation est indispensable pour obtenir un plasma exempt de plaquettes. 

L’ensemble de ces précautions a pour objectif de réduire l’activation des plaquettes et de 

préserver la structure et la fonction des MP. 

Par ailleurs, de nombreux paramètres liés au sujet lui-même peuvent affecter le taux de MP : 

l’âge, le sexe, la prise de médicaments, le cycle menstruel, le cycle circadien, le tabagisme, 

l’exercice, etc… 

L’ensemble de ces paramètres pré-analytiques sont actuellement étudiés, en multicentrique, 

par un groupe de travail européen (ISTH pour international society on thrombosis and 

haemostasis) dont l’objectif est de produire des « guidlines » quant aux nombreux paramètres 

à prendre en compte pour la standardisation de cette première étape. 

Dans le contexte d’études cliniques, il est indispensable de disposer d’une méthode de 

quantification précise, standardisée et reproductible. Nous allons exposer ici les techniques 

developpées actuellement pour quantifier les MP. 

2.8.2 Cytométrie en flux 

La cytométrie en flux permet d’analyser le nombre, la taille et l’expression d’Ags des MP 

circulantes (134). En effet, les MP possèdent des caractéristiques de taille (FSC pour forward 

scatter) et de granulosité (SSC pour site scatter) que l’on peut identifier par technique 

cytométrique. Toutefois, la plupart des travaux réalisés jusqu’alors n’utilisent pas une taille 

minimale standardisée (126). Récemment, l’équipe de Dignat-George a mis au point une 

technique de standardisation du comptage des MPP à l’aide de billes de calibration Megamix 

de taille connue (Biocytex, France). Ces billes permettent de définir de façon standardisée la 

zone d’analyse des MP entre 0,5 et 1 µm, et d’assurer non seulement la stabilité des réglages 

des cytomètres au cours du temps, mais aussi la reproductibilité inter et intra-instrument 

(138). Certaines équipes avaient utilisé les plaquettes comme contrôle interne et sélectionnent 

les événements particulaires de taille inférieure aux plus petites plaquettes (122).  

La quantification en valeure absolue des MP est réalisée à l’aide de billes de latex, 

fluorescentes ou non, ajoutées à l’échantillon avant l’analyse (4, 120, 139).  
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Le manque de spécificité et de sensibilité de l’AV peut être une limite à la quantification des 

MP (si on sélectionne les MP uniquement sur l’expression d’AV). C’est pourquoi l’incubation 

du plasma avec des anticorps spécifiques permet la caractérisation de l’expression d’Ags à la 

surface des MP (indépendamment de l’expression de l’AV) et l’analyse des différentes sous-

populations de MP en fonction de leur phénotype (Tableau 2). La technique de détection de 

MPE n’est actuellement pas standardisée malgré le panel important d’anticorps évalués dans 

la littérature (Tableau 3). De plus, du fait de leur très petite taille, la détection des Ags à la 

surface des MP peut être considérablement réduite par rapport aux cellules intactes (75). Ceci 

constitue une difficulté de révélation de l’expression d’Ag par cytométrie en fonction de 

l’affinité et de la brillance des anticorps utilisés.  

Une limite importante de la technique cytométrique concerne actuellement la détection des 

MP de petites tailles (inférieure à 0,5 µm). Les cytomètres actuellement disponibles sur le 

marché ne permettent pas de détecter les MP de cette taille et donc globalement le nombre de 

MP obtenu reste sous-évalué. La différenciation des MP par rapport au bruit de fond inhérent 

à chaque cytomètre reste également une difficulté dans cette zone de détection d’évènements 

de très petite taille. Ainsi, l’obtention d’un bruit de fond minimal devient un paramètre très 

important à prendre en compte (préparation de la machine, isolement de l’appareil, liquide de 

gaine utilisé).  

Différents paramètres peuvent affecter le signal obtenu pour un évènement dans le canal 

FSC tel que l’indice de réfraction (140). L’indice de réfraction des MP au sein du plasma 

n’est pas connu mais est inférieur à celui des billes de polystyrène (1,5894) et à celui des 

billes de latex (1,59) utilisées pour la standardisation de la zone de taille en FSC. Ainsi, 

l’utilisation des billes Megamix (Biocytex) ne permet pas de s’affranchir de cette difficulté. 

Rayleigh, Rayleigh Gans et Mie sont trois formules mathématiques qui rendent compte de la 

diffusion de la lumière par les petites particules. Le choix de l’une ou de l’autre de ces 

formules dépend de la taille de la particule (supérieure ou inférieure à la longueur d’onde 

d’excitation divisée par 10) et du rapport entre l’indice de réfraction du milieu sur celui de la 

particule. En d’autres termes, l’information obtenue dans le canal FSC n’évalue que 

« approximativement » la taille réelle de l’évènement puisqu’elle ne tient pas compte de 

l’ensemble de ces paramètres. La comparaison du paramètre FSC de la MP par rapport à une 

bille de composition différente ne permet pas une évaluation réelle de la taille de l’une par 

rapport à l’autre. Ainsi, l’acquisition est basée sur un seuil limite inférieur de taille « réglé » 

grâce à une bille de taille connue (0,5 µm) alors que les MP ayant un signal FSC identique ont 



 37 

vraisemblablement une taille différente. Toutefois, l’intérêt de cette technique reste d’apporter 

une standardisation du paramètre FSC non obtenue jusqu’à alors. 

Les capacités résolutives de l’appareil sont également des paramètres à prendre en compte. 

Ainsi, la différence de pression entre le liquide de gaine et l’échantillon doit être la plus faible 

possible afin de réduire le nombre de doublets. La lumière diffusée peut être analysée à 

différents angles pour le paramètre FSC. Cet angle est ajustable et est variable en fonction des 

cytomètres utilisés et doit être le plus large possible afin de détecter le maximum 

d’évenements de petite taille. 

Enfin, d’autres paramètres plus classiques tels que le gain, le « threshold », les sensibilités 

optique et électronique, sont propres à chaque appareil et doivent être pris en compte dans le 

choix du cytomètre utilisé pour quantifier les MP. 

 

Tableau 2 : Les antigènes utilisés pour la détection des microparticules et la détermination de leur 

origine cellulaire. 

Modifié à partir de Burnier et al.(8) 

Origine
plaquettes CD42a GPIX

CD42b GPIb
CD41 GPIIb/IIIa, αIIbβ"
CD41a GPIIb/IIIa, αIIbβ
CD31 PECAM-1
CD61 GPIIIa
CD62P P-selectin

mégacaryocytes CD41 GPIIb/IIIa, αIIbβ"
monocytes CD14 Récepteur à l'endotoxine
globules rouges CD235a glycophorin A
leucocytes CD45 Marqueur panleucocytaire
granulocytes CD66b CGM6
lymphocytes CD4 LT CD4

CD8 LT CD8
CD20 LB

cellules endothéliales CD31 PECAM-1
CD34 Progéniteurs hématopoïétiques
CD51 Récepteur  vitronectine αvβ3
CD54 ICAM-1
CD62E E-selectin
CD105 Endoglin
CD106 VCAM-1
CD144 VE-Cadherin
CD146 MelCAM

Antigènes
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2.8.3 ELISA 

Les tests fonctionnels basés sur l’activité procoagulante des MP constituent une autre 

approche permettant la quantification des MP. Les MP peuvent aussi être dosées par 

technique ELISA en phase solide après capture, grâce à des anticorps spécifiques des Ags de 

membrane des MP ou de l’AV des MP PSer+ (Zymuphen® MP-activity). L’ajout de facteur 

II, de facteur Xa et Va en présence de calcium va conduire à la génération de thrombine 

évaluée par sa réponse spécifique à un substrat. Ce type de dosage est directement dépendant 

d’un facteur limitant qui est la « non » expression de PSer par un contingent de MP si on 

sélectionne les MP uniquement sur ce paramètre. Cette technique permet d’obtenir un 

« dosage » qualitatif des MP (141). Elle ne permet pas d’obtenir d’informations concernant la 

taille et l’origine des MP. Cependant, l’utilisation de tests ELISA pour la détection de MP à 

l’aide d’anticorps spécifiques d’Ags des MP permettra de déterminer à la fois l’origine et la 

fonctionnalité des MP. 

 

Tableau 3 : Exemple de disparités de techniques utilisées par différentes équipes pour quantifier et 

identifier les différentes sous-populations de microparticules. D’après Jy et al.(134) 

 
PPP : platelet-poor plasma ; MP : microparticles ; EDTA : acide éthylène diamine tétra acétique ; 
PMP : platelet microparticles. 

2.8.4 Autres techniques 

D’autres techniques tentent de déterminer les caractéristiques antigéniques et la composition 

membranaire des MP telles que la microscopie électronique (142, 143), la microscopie 

confocale (4), la chromatographie liquide haute performance (144), l’électrophorèse capillaire 

(145), et la spectrographie de masse selon des degrés variables de succès. 
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Le mouvement brownien caractérise le mouvement des particules en suspension. Plus les 

particules sont petites, et plus elles bougent vite. Il est possible de faire corréler cette vitesse 

de mouvement avec la taille des particules. Ce principe est à la base de techniques 

« physiques » telle que la « Detection Light Scatter » pour la mesure des nanoparticules (146). 

 

En conclusion, de nombreuses méthodes sont utilisées pour identifier, quantifier et 

caractériser les MP à partir de prélèvements sanguins. Une évaluation et une standardisation 

de ces différentes méthodes semblent nécessaires pour pouvoir dans l’avenir relier les travaux 

réalisés par différentes équipes dans différentes pathologies. Un forum a d’ailleurs été publié 

à ce sujet (134). Ainsi, et comme nous l’avons déjà souligné, la société internationale de 

thrombose et d’homéostasie (ISTH) a proposé récemment de créer un groupe de travail sur 

l’utilisation des billes de calibration afin de clarifier les divergences observées sur la 

numération des MP.  
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Chapitre 2 
Les cellules dendritiques chez l’homme 

 

Il existe deux grandes familles de cellules dendritiques (DC) chez l’homme : les DC 

conventionnelles (cDC) ou DC myéloïdes, les plus anciennement connues et les DC 

plasmacytoïdes (pDC) plus récemment caractérisées. Chacun de ces types cellulaires possède 

des caractéristiques et des fonctions qui leur sont propres, détaillées pour chacune d’elles, 

mais nous étudierons leur ontogénie dans une première partie commune. 

 

1. Ontogénie des différentes sous-populations de cellules dendritiques 

L’identification de précurseurs à l’origine des DC est un sujet toujours très discuté dans la 

littérature. Les DC tout comme l’ensemble des cellules du sang circulant ont leur origine au 

niveau des CSH médullaires. Le renouvellement des CSH dans la MO donne lieu à des 

progéniteurs pour chaque lignée cellulaire puis aux cellules matures sanguines. Au cours du 

développement de ces progéniteurs, a pu être isolé un progéniteur commun lymphoïde à 

l’origine des cellules lymphoïdes et des pDC, et un progéniteur commun myéloïde à l’origine 

des cellules des lignées myéloïdes et des cDC (147, 148). Cette dichotomie a été beaucoup 

controversée et ce concept sur l’origine des DC a évolué avec l’approfondissement des 

connaissances sur l’hématopoïèse en générale (149), non plus sur une vision binaire de 

l’hématopoïèse mais sur la présence de progéniteurs bi ou multipotent (lymphoïde, myéloïde, 

dendritique). Plusieurs études ont montré que chacun des deux progéniteurs (myéloïde et 

lymphoïde) pouvait générer les deux types de DC (150). En 2007, les équipes d’Onai et Naik 

ont pu isoler chez la souris, un progéniteur commun aux deux types de DC (CDP pour 

common dendritic progenitor). Ce progéniteur dérive des progéniteurs communs myéloïde ou 

lymphoïde et est capable de donner les cDC et les pDC mais pas les autres populations 

lymphoïdes ou myéloïdes (Figure 5). Il exprime fortement le récepteur FLT3 (fms-like 

tyrosine kinase 3) et peut répondre au ligand FLT3 (FLT3-L) in vivo et in vitro (151). En 

effet, le ligand de FLT3 est une cytokine participant à la différentiation de progéniteurs de la 

moelle en cDC et pDC in vitro (152). L’importance de l’expression de ce récepteur est 

également démontrée par le fait que les précurseurs de la lignée érythro-mégacaryocytaire 

FLT3-, incapables de produire des DC, pouvaient générer des DC si ils étaient transfectés par 

FLT3 (153). Par ailleurs, il a été montré récemment que le M-CSF (pour macrophage colony 

stimulating factor) pouvait induire la différenciation de progéniteur dendritique M-CSFR+ 
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(pour macrophage colony stimulating factor receptor) en pDC ou cDC indépendamment de la 

présence de FLT3-L (154). Phénotypiquement ce progéniteur commun n’exprime pas les 

marqueurs spécifiques des différentes lignées (Lin-), ni CD11c et CMH-II, mais exprime le 

récepteur pour FLT3, le récepteur pour le facteur de croissance des macrophages M-CSFR  et 

le récepteur aux stem-cell facteur (C-kit). Après transfert chez une souris non-irradiée, ce 

précurseur permet de générer des cDC et des pDC dans la rate et dans les ganglions 

lymphatiques (151). L’équipe de Naik a elle aussi identifié ce progéniteur commun (qu’il 

nomme pro-DC) possédant le même phénotype, qui après transfert chez la souris, permet de 

générer des cDC et des pDC dans la rate et la moelle osseuse. Ce pro-DC, comme le CDP, 

possède un faible potentiel de différentiation en macrophages in vitro (7 et 4 % 

respectivement) et aucun potentiel in vivo (155). Un autre progéniteur a été récemment décrit : 

le précurseur des macrophages (MDC pour macrophage DC precursor) (Figure 5). Il est 

caractérisé par l’expression du récepteur à la fractalkine CX3CR1, du M-CSFR et par 

l’absence d’expression de FLT3. A l’inverse du CDP et du pro-DC, ce précurseur permet la 

différentiation de cDC et de macrophages in vitro mais pas des pDC (156). 

L’origine des pDC (lymphoïde ou myéloïde) est débattue dans la littérature depuis plusieurs 

années. L’expression de transcrits associés aux lignées lymphoïdes (α pré-T, IgH, V-pré B, 

SPI-B et NOTCH-1 (157)) ainsi que l’obtention de pDC in vitro à partir de progéniteurs 

lymphoïdes médullaires ou thymiques, dans des modèles humains et murins ont longtemps 

sous-tendus l’origine lymphoïde des pDC. D’autres arguments, par exemple l’obtention de 

pDC à partir de progéniteurs M-CSFR+ (158), liaient plutôt les pDC à la lignée myéloïde. 

L’ensemble des données nouvelles et précises quant à l’ontogénie des DC citées 

précédemment nous permettent de comprendre les origines contradictoires myéloïdes versus 

lymphoïdes des pDC débattues dans la littérature depuis plus de 10 ans. 

D’autres auteurs ont aussi suggéré que les pDC étaient destinées à se convertir in vivo en cDC 

(159). Récemment Liou et son équipe ont montré que les pDC de la moelle pouvaient se 

convertir in vivo en cDC CD11b+ au cours d’une infection virale (160). Cette plasticité 

fonctionnelle est retrouvée aussi pour les monocytes qui sont capables in vivo de donner des 

cDC sous l’influence de cytokines produites localement dans un site inflammatoire (cf §2.3). 

Ainsi la génération de DC in vivo dépend de la disponibilité des précurseurs, de 

l’environnement local et de la nécessité tissulaire (161, 162). Actuellement on parle de la 

grande plasticité qui caractérise les DC. Ces résultats restent à conforter chez l’homme mais il 

semble que l’ensemble de ces progéniteurs contribue à l’homéostasie des DC et à leur 

recrutement rapide lors de l’initiation d’une réponse immune. 
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Figure 5 : Ontogénie des cellules dendritiques. Le renouvellement des cellules souches 
hématopoïétiques de la moelle osseuse donne lieu à des progéniteurs pour chaque lignée cellulaire 
dont : un progéniteur commun des cellules lymphoïdes et un progéniteur commun des cellules des 
lignées myéloïdes. Les équipe d’Onai et Naik ont pu montrer chez la souris qu’à partir de ces 2 
progéniteurs dérive un progéniteur commun aux deux types de cellules dendritiques (CDP common 
DC precursor ou pro-DC). Il est caractérisé par le phénotype suivant : FLT3+ ( fms like tyrosine 
kinase 3), Lin- (marqueur spécifique de différentes lignées), CMHII- (complexe majeur 
d’histocompatibilité de classe II), M-CSFR+ (macrophage colony stimulating factor receptor) et C-kit+ 
(récepteur au stem-cell factor) (151, 155). Ce progéniteur est capable de donner les cDC (cellules 
dendritiques conventionnelles) et les pDC (cellules dendritiques plasmacytoïdes) mais pas les autres 
cellules des lignées hématopoïétiques. Un autre précurseur a été récemment décrit, le précurseur des 
macrophages MDC ( macrophage dendritic cell precursor) caractérisé par le phénotype suivant 
CX3CR1+ (récepteur de la fractalkine), M-CSFR+, et FLT3- (156). Ce précurseur permet la 
différenciation de cDC et des macrophages mais pas des pDC. 
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2. Les cellules dendritiques conventionnelles 

2.1 Stade de maturation et localisation anatomique 

Les DC sont des cellules d’origine hématopoïétique localisées dans différents tissus de 

l’organisme et certains auteurs évoquent la possibilité que leur localisation anatomique puisse 

influencer leur fonction (163). Comme toutes les cellules d’origine hématopoïétiques, la 

différenciation vers la voie dendritique est finement contrôlée par différents facteurs de 

croissance, des cytokines et par les interactions cellulaires entre les progéniteurs 

hématopoïétiques et les cellules du stroma médullaire. Il faut cependant noter que les 

progéniteurs des DC peuvent être présents aussi dans différents tissus et générer directement 

des DC in situ, dans le thymus par exemple (164) ou des cellules de Langerhans dans 

l’épiderme (165).  

Les cDC, quittent la MO et disséminent via le sang vers les organes lymphoïdes et les tissus 

périphériques, où elles représentent respectivement les cDC résidentes ou migratoires (166). 

Ces cDC nouvellement générées exhibent un phénotype immature et sont caractérisées par 

une faible expression du CMH de classe II et de molécules de costimulation (167). Elles vont 

passer leur vie entière dans cet état immature et jouer le rôle de sentinelle dans les tissus 

périphériques à moins qu’elles ne reçoivent un signal activateur « danger » et dans ce cas elles 

subissent de nombreuses modifications jusqu’à l’acquisition d’un phénotype « mature » (168). 

Les cDC migrent des tissus aux ganglions lymphatiques via le lymphatique afférent et 

deviennent matures en arrivant dans les ganglions où elles n’ont plus la capacité de capter 

l’Ag (167). Il existe deux sous-types de DC migratoires : les DC interstitielles qui se trouvent 

dans les ganglions lymphatiques sous-cutanés provenant du derme que l’on nomme également 

DC dermiques, et les DC de Langerhans qui proviennent de l’épiderme de la peau. Les cDC 

migratoires représentent 50 % des DC des ganglions lymphatiques. Les DC migratoires sont 

aussi impliquées dans le transport des Ags du soi, pour induire une tolérance périphérique des 

LT. Les cDC des organes périphériques ayant migré dans les organes lymphoïdes secondaires 

sont nommées cellules interdigitées (IDC).  

La plupart des cDC ne quittent pas la rate ou les ganglions lymphatiques (169). Ces cDC 

résidentes collectent et présentent l’Ag au sein de l’organe lymphoïde lui-même. Celles-ci 

incluent les cDC du thymus (170) et de la rate. Les cDC résidentes possèdent un phénotype 

immature qu’elles conservent pendant toute leur vie et qui leur permet de capter et d’apprêter 

l’Ag dans les tissus lymphoïdes (168). Elles représentent l’autre moitié des DC des ganglions 

lymphatiques. Au niveau du thymus, on retrouve une population minoritaire de DC myéloïdes 
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matures ou immatures (correspondant aux DC interstitielles) alors que la population 

majoritaire est constituée de pDC. 

2.2 Phénotype des cellules dendritiques conventionnelles 

De façon générale, les cDC sont caractérisées par le phénotype suivant : CD4+, HLA-DR+, 

CD11c+, CD45RO+, CD45RA-, CD14-, CD116+ (récepteur au GM-CSF), CD123-/+faible 

(récepteur à l’IL-3), CD13+ , CD33+ , Lignée B–, T–, NK– (CD3- CD19- CD56-). La plupart de 

ces marqueurs pris isolément sont partagés avec d’autres types cellulaires, raison pour 

laquelle la recherche de marqueurs plus spécifiques est nécessaire. 

Ainsi, Dzionek et son équipe ont caractérisé l’expression de différents Ag BDCA (pour blood 

dendritic cells antigens) sur les différentes sous-populations de DC permettant de les 

différencier entre elles. Classiquement, les cDC n’expriment pas BDCA-2 et BDCA-4 

(neuropilin-1). Par contre, on retrouve trois populations de cDC dans le sang, basées sur 

l’expression exclusive de BDCA-3 et BDCA-1. La majeure partie des cDC sanguines exprime 

BDCA-1 (CD1c+) et n’exprime pas BDCA-3. La deuxième population (minoritaire) des cDC 

sanguines exprime BDCA-3 et n’exprime pas BDCA-1 (171, 172). Enfin la dernière 

population n’exprime ni BDCA-3 ni BDCA-1 mais le marqueur CD16 (173). 

2.3 Génération de cellules dendritiques conventionnelles in vitro 

La culture de monocytes CD14+ en présence de GM-CSF (pour granulocyte macrophage 

colony stimulating factor) et d’IL-4 ou d’IL-13 permet la genèse de DC dérivées de 

monocytes (Mo-DC) en 7 jours (163). Le GM-CSF est nécessaire à la différenciation des DC 

à partir de progéniteurs sanguins ou médullaires mais pas dans le cas de progéniteurs 

thymiques (174). L’IL-4 complète l’effet du GM-CSF en accroissant l’efficacité de la culture 

et la maturation des DC. Il a été montré que l’IL-4 avait un effet inhibiteur sur la 

différenciation macrophagique des monocytes favorisant ainsi la différenciation vers la voie 

dendritique (174). Le TNF-α possède une double fonction dans la genèse des DC en 

promouvant la phase initiale de différenciation et en agissant comme un stimulus de 

maturation à la phase finale. Le TGF-β possède un rôle ambivalent puisqu’il est essentiel à 

l’engagement vers la voie des cellules de Langerhans (in vitro) et bien que des cellules de 

Langerhans puissent être obtenues aussi sans TGF-β, il semble que leur maturation soit moins 

complète en son absence mais il peut aussi inhiber la maturation d'autres cDC (175). Le SCF 

(pour Stem Cell Factor) est utilisé aussi dans certains protocoles pour favoriser l’engagement 

des progéniteurs vers la différenciation dendritique (176). En fin de culture les Mo-DC sont 
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non adhérentes et perdent le marqueur des monocytes CD14, acquièrent une morphologie 

dendritique et développent une forte capacité à capturer les Ags. La maturation des Mo-DC 

est obtenue par l’adjonction aux cultures de DC de lipopolysaccharides bactériens (LPS) ou 

de TNF-α. La production de cDC à partir de progéniteurs CD34+ (isolés de MO, sang 

périphérique, sang placentaire) a été aussi décrite dans la littérature et repose sur l’utilisation 

de différents cocktails de cytokines (166). 

Il existe plusieurs arguments pour penser que la différenciation de monocytes en DC survient 

aussi in vivo, sous l’influence de cytokines produites localement dans un site inflammatoire. 

L’équipe d’Ardevin a pu montrer que les Mo-DC étaient synthétisées in vivo au sein des sites 

infectieux ou inflammatoires ou dans les organes lymphoïdes (177). Ainsi, les Mo-DC 

représenteraient une voie supplémentaire de protection, mise en place dans un contexte 

particulier pour répondre à un besoin spécifique.  

2.4 Capture des antigènes par les cellules dendritiques 

conventionnelles et « toll like receptor » 

Les DC sont activées par les constituants des agents pathogènes, regroupés sous le terme de 

PAMP (pour pathogen associated molecular pattern). Elles répondent aussi à des signaux 

endogènes libérés par notre organisme au cours de stress ou d’agression. Par analogie au 

PAMP, ces signaux ont été appelés DAMP (damage associated molecular pattern) ou encore 

« alarmines » (178) (Figure 6). Ces signaux sont reconnus par une famille de récepteurs, les 

PRR (pour pattern recognition receptors) exprimés de manière différentielle par les familles 

de DC. La définition des PRR a été étendue : ils comprennent aussi les récepteurs 

d’opsonisation (récepteurs Fc ou à certaines fractions du complément), d’endocytose et des 

molécules qui interviennent dans la capture de l’Ag. Ces différentes familles de récepteurs se 

lient spécifiquement aux différentes classes de pathogènes et permettent la capture des Ags. 

Ainsi, au stade immature, les cDC sont très efficaces pour la prise en charge des Ags par 

différentes voies : 

• La macropinocytose (impliquant des aquaporines) 

• L’endocytose par l’intermédiaire de récepteurs type lectine C qui reconnaissent les 

Ags glycosylés (récepteurs au mannose, CD205, CD207) ou des récepteurs Fcγ (CD64, 

CD32) qui permettent l’internalisation de complexes immuns. 
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• La phagocytose de particules ou de corps apoptotiques ou nécrotiques (impliquant le 

CD36 ou récepteur à la thrombospondine et les intégrines αvβ3 ou αvβ5), de virus, et de 

bactéries. 

Parmi les PRR exprimés par les DC, les «Toll-like receptors» (TLR) font l’objet de 

nombreuses études. Cette famille de récepteurs hautement conservée au cours de l’évolution 

est constituée de 10 glycoprotéines membranaires (TLR 1 à 10) chez l’homme qui se lient 

spécifiquement à différents ligands issus de pathogènes. Les domaines riches en leucine qui 

composent les TLR se lient aux PAMP, comme par exemple le LPS des bactéries (se liant au 

TLR4) (179), la flagelline bactérienne liant TLR5 (180). Les autres TLR comme TLR3, 

TLR7, TLR8 et TLR9 sont localisés dans le compartiment endo-lysosomal et sont impliqués 

dans la détection des acides nucléiques bactériens et viraux (181). L’activation des TLR par 

leurs ligands va conduire au recrutement de molécules adaptatrices contenant des domaines 

TIR (pour Toll-IL-1R) et à la formation d’un complexe de transduction du signal dans le 

cytoplasme. Quatre protéines adaptatrices clefs sont directement liées aux TLR dans des 

combinaisons diverses : MyD88 (pour myeloid differentiation primary-reponse gene 88), 

TIRAP (pour TIR-domain containing adaptator protein), TRIF (pour TIRAP inducing IFN-β) 

et TRAM (pour TRIF-related adaptator molecule) (181, 182). Ces protéines adaptatrices liées 

aux TLR activent différentes voies de transcription telles que NF-kB (pour nuclear factor kB), 

la voie des protéines kinases MAPKs (pour mitogen-activated protein kinases) ou la voie des 

IRF (pour IFN-regulatory factors). Elles vont ainsi initier la transcription de gènes codant la 

synthèse de cytokines, des chemokines et des molécules de costimulation. Les cDC expriment 

spécifiquement TLR1, TLR2, TLR3 et TLR8 (183) et beaucoup d’autres PRR. Citons 

seulement : DC-SIGN (184) qui constitue la porte d’entrée de pathogènes comme VIH et le 

virus Ebola, et CD91 impliqué dans la reconnaissance des protéines de choc thermique HSP 

(pour high shock protein), molécules de stress associées au « signal danger » (185). 

Parmi les PRR, on trouve aussi des récepteurs cytosoliques qui jouent un rôle important dans 

la reconnaissance des pathogènes bactériens et viraux : les domaines Nod (pour nucleotide 

oligomerization domain) qui appartiennent à la famille des NLR (pour Nod like receptors) qui 

sont impliqués dans l’initiation de la réponse immune adaptative (186, 187) , les récepteurs 

RIG-1 (pour retinoic acid inducible gene I), ainsi que les récepteurs de la famille des lectines-

C tel que Dectin 1 (188, 189). 
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Figure 6 : Signaux dangers endogènes (DAMP) ou exogènes (PAMP). Les DC reconnaissent via 
leurs PRR, les DAMP (d’origine endogène) et les PAMP (d’origine exogène). Elles vont alors maturer 
et migrer vers les organes lymphoïdes secondaires. Elles acquièrent des molécules de costimulation 
(CD80 et CD86) qui leur permettent d’interagir avec les lymphocytes et de favoriser leur prolifération 
et leur survie. D’après Kono H et al.(178). 
DC : dendritic cell; PRR : pattern recognition receptor; PAMP : pathogen associated molecular 
pattern ; TCR : T cell receptor ; MHC : major histocompatibilty complex. 

2.5 Caractéristiques fonctionnelles des cellules dendritiques 

conventionnelles 

Les cDC immatures tissulaires possèdent un rôle de sentinelle de par leur localisation 

stratégique aux portes d’entrée de l’organisme. Ainsi, présentes dans la plupart des tissus 

périphériques, elles possèdent des capacités maximales de capture (phagocytose, 

macropinocytose et endocytose), d’apprêtement des Ags et de néo-synthèse des molécules du 

CMH. Au stade immature, elles expriment de façon préférentielle les molécules du CMH de 

classe I et de classe II au niveau intracellulaire (Figure 7). En réponse à différents stimulus 

comme des pathogènes (PAMP), des dommages tissulaires ou des signaux inflammatoires 

(DAMP), ces CPA professionnelles vont migrer vers les organes lymphoïdes secondaires 

grâce à l’expression de récepteurs aux chémokines inflammatoires et certaines molécules 

d'adhérence. Le processus de maturation les fait passer d’une cellule immature capable de 

capturer les Ags à une cellule mature capable de présenter le complexe CMH-peptide aux 



 48 

cellules de l’immunité acquise et cette maturation est liée à la migration des cellules des tissus 

périphériques vers les organes lymphoïdes secondaires. Ainsi, elles acquièrent le pouvoir de 

présenter l’Ag lui-même au sein des molécules du CMH, aux LT CD4+ naïfs. Cette 

interaction constitue le « signal 1 ». Les DC acquièrent également des molécules d’adhérence 

et de costimulation CD80, CD86, CD40 (Figure 7) qui leur permettent d’interagir avec les 

lymphocytes et de favoriser leur prolifération et leur survie, cette étape constitue « le signal 

2 » (167). 

L’interaction CD40 avec CD40L exprimé par le LT CD4+ activé permet la maturation 

complète de la cDC. La cDC devenue mature peut ainsi amplifier la réponse spécifique à l'Ag 

en activant les LT cytotoxiques et les LB ou selon les cytokines présentes dans 

l’environnement orienter les T « helper » vers un profil cytokinique particulier. La maturation 

se traduit aussi par des modifications morphologiques, une réorganisation du cytosquelette 

avec apparition de dendrites, l’expression de différentes intégrines et récepteurs aux 

chémokines ainsi que la capacité de sécrétion de l'IL-12. Les cDC peuvent aussi activer la 

réponse immune non spécifique (activation des macrophages, des éosinophiles, des cellules 

NK) (190). De plus au cours de la maturation on observe une surexpression des molécules du 

CMH de classe I et une diminution du renouvellement des molécules de classe II à la surface. 

L’absence de néo-synthèse de molécules de CMH de classe II empêche les cDC de présenter 

de nouveaux Ags après activation (191). Deux types majeurs de DC répondent à ce schéma. 

Les cellules de Langerhans, qui après prise en charge des Ags au niveau de l’épithélium 

cutané, migrent au niveau des zones T des ganglions pour devenir des cellules interdigitées et 

les DC interstitielles présentes dans tous les autres tissus. 
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Figure 7 : Maturation des cellules dendritiques conventionelles immatures en cellules dendritiques 
matures. La maturation des cDC induite par différents stimuli entraine des remaniements avec 
l’apparition de dendrites, l’expression des molécules de costimulation (CD40, CD80, CD86), et de 
marqueurs d’activation (CD83 et DC-LAMP) ainsi que l’expression de CCR7 qui permet la 
domiciliation des DC au niveau des organes lymphoïdes secondaires. Les molécules impliquées dans 
la présentation de l’antigène (CMH-I et II) sont exprimées à la surface des DC qui sécrètent alors en 
fonction des conditions de stimulation des quantités variables d’IL-12. Au stade immature, les DC 
expriment de nombreuses molécules et récepteurs impliqués dans la reconnaissance et la capture des 
Ags. Les DC immatures répondent à un large spectre de chémokines via l’expression de différents 
récepteurs de chémokines (notés CCRx) permettant la migration de ces cellules dans les tissus 
périphériques. 
cDC : cellule dendritique conventionelle ; TLR : toll like receptor ; Ag : antigène ; CMH : complexe 
majeur d’histocompatibilité. 

2.5.1 Prise en charge de l’antigène 

Les Ags peuvent être de nature endogène c'est-à-dire synthétisés par nos propres cellules ou 

exogène c'est-à-dire synthétisés par des cellules étrangères. Les protéines endogènes transitent 

via le protéasome et sont présentées par le CMH-I ou accèdent aux endosomes et sont 

présentées au sein de leurs propres molécules de classe II du CMH. La plupart de ces 

protéines sont des composants de la voie endocytique, des protéines membranaires provenant 

de la dégradation et du renouvellement du compartiment endosomal ou des protéines 

cytosoliques qui sont transférées dans les endosomes par autophagie ou translocation (192). 

Par conséquent les DC présentent les peptides qui dérivent de leur propres composants au sein 

des molécules de classe I et de classe II du CMH (193, 194) (Figure 8). Quand les cellules 

sont infectées par un virus, les Ags viraux endogènes sont pris en charge comme les autres 

Ags de façon efficace par les DC (195). Par exemple, les DC de la rate présentent les Ags 
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viraux au sein de leur CMH de classe I et II quand elles sont infectées par le virus de l’herpès 

simplex (196) ou le virus influenza alors que les DC de la peau présentent les Ags portés par 

des vecteurs lentiviraux infectés (197). Cependant certains virus possèdent des mécanismes 

qui interfèrent avec les voies de présentation de l’Ag des cellules qu’ils infectent (198). 

Classiquement les Ags exogènes sont endocytés, puis rapidement pris en charge par les 

protéases endosomales et sont enfin présentés au sein des molécules de classe II du CMH. Ils 

peuvent être aussi présentés au sein des molécules de classe I, par un processus appellé la 

« cross-presentation » ou présentation croisée (199) (Figure 8). Cette présentation croisée est 

une spécificité des DC in vivo, qui joue un rôle important dans les mécanismes de l’immunité 

antivirale ou antitumorale mais aussi dans les mécanismes de tolérance (200). Le mécanisme 

à l’origine de cette voie de cross-présentation n’est pas encore complètement élucidé. 

 

Figure 8 : Les voies de présentation de l’antigène par les cellules dendritiques. L’ensemble des DC 
expriment les CMH de classe I et II. Les peptides dérivant de protéines dégradées dans le cytosol ou 
de proteines endogènes synthétisées par la cellule elle-même sont présentés au sein des molecules du 
CMH I. Les peptides provenant d’une dégradation protéolytique au sein du compartiment endosomal 
(endogènes et exogènes) sont présentés au sein du CMH II. Les DC CD8+ murines peuvent également 
présenter un antigène exogène au sein des molécules de classe I. D’après Villadangos JA et al.(167). 
Ag : antigène ; MHC : major histocompatibility complex ; TAP : pour transporter associated with 
antigen processing ; DC : cellule dendritique. 
 

2.5.2 Signaux dangers et orientation de la réponse immune 

Les DC peuvent aussi s’activer in vitro en réponse à des cytokines proinflammatoires telles 

que le TNF-α ou les interférons (IFN) de type I (201). Cette observation a conduit à la notion 
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que le signal induit par les cytokines inflammatoires pouvait se substituer à la voie des PRR 

pour convertir les DC en de véritables CPA immunogènes (201). Ce concept a été baptisé « le 

signal danger » dans lequel l’activation des DC est sous le contrôle de signaux dangers 

endogènes (DAMP) ou exogènes (PAMP) (185) comme nous l’avons vu précédemment. 

Parmi les DAMP, on trouve les protéines du choc thermique (HSP) qui ont été les premières 

identifiées pour leur activité adjuvant dans le sens où elles peuvent potentialiser la réponse 

immune quand elles sont administrées conjointement à l’Ag chez la souris (202). De plus des 

HSP purifiées peuvent induire la maturation des DC ex vivo (203) et entraîner leur migration 

vers les organes lymphoïdes in vivo (204). Une seconde molécule jouant le rôle de DAMP est 

l’acide urique qui dans sa forme active stimule les DC in vitro et possède une activité 

adjuvante in vivo (205). HMGB-1 (pour high mobility group box 1 protein) possède aussi une 

activité adjuvante et la capacité d’induire la maturation des DC (206). HMGB-1 est une 

protéine pro-inflammatoire libérée par les cellules nécrotiques (207). L’ADN génomique joue 

aussi le rôle de DAMP (208). Mais il existe sans doute de nombreuses autres molécules non 

encore identifiées.  

Quand une cellule meurt in vivo, le système immunitaire inné alerte la réponse immune 

adaptatrice d’un danger potentiel et induit une réponse inflammatoire (209). Cette réponse 

inflammatoire en réponse aux cellules nécrotiques a été mise en évidence bien avant la 

compréhension du « signal danger ». Les cellules nécrotiques libèrent des DAMP intra ou 

extracellulaires qui sont reconnus par les récepteurs à la surface des DC ou d’autres 

leucocytes, et qui entraînent la production de cytokines proinflammatoires telles que l’IL-1. 

Parmi les DAMP intracellulaires on retrouve les éléments cités précédemment : HMGB-1, 

l’acide urique, les HSP, l’adénosine ou l’ATP, et des défensines. Parmi les DAMP 

extracellulaires on retrouve par exemple l’acide hyaluronique, le fibrinogène, les peptides 

dérivés du collagène et la fibronectine (178). Les corps apoptotiques quant à eux, selon les 

situations, entrainent une réponse proinflammatoire (210) ou non (211) (Figure 9). Cela 

s’explique par le fait que les corps apoptotiques, contrairement aux cellules nécrotiques, 

maintiennent leur intégrité membranaire et ne libèrent pas leur contenu. De plus, si les corps 

apoptotiques sont rapidement phagocytés, le système immunitaire n’est pas stimulé. A 

l’inverse s’ils ne sont pas pris en charge rapidement, ils subissent une nécrose et deviennent 

perméables induisant ainsi une réponse proinflammatoire via la libération de DAMP comme 

expliqué précédemment pour les cellules nécrotiques (Figure 9).  
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Figure 9 : Signaux dangers et orientation de la réponse immune. Orientation de la réponse immune 
vers une voie anti ou pro-inflammatoire en fonction de la nature apoptotique ou nécrotique des 
Danger Associated Molecular Pattern (DAMP). D’après Kono et Al. (178). 

2.6 Cellules dendritiques conventionnelles et récepteurs aux 

chémokines 

La mobilité est une propriété fondamentale des cellules de l’immunité qui permet la mise en 

contact des différents effecteurs de la réponse immune dans les différents sites stratégiques de 

l’organisme. Les DC possèdent des capacités de mobilité importantes qui sont différentes en 

fonction de leur stade de maturation. Cette migration sélective de la MO vers les tissus 

périphériques puis vers les organes lymphoïdes secondaires est extrêmement sophistiquée et 

fortement régulée. Elle dépend de l’expression de molécules d’adhérence (sélectines et 

intégrines) et de l’expression différentielle de récepteurs de chémokines qui vont leur 

permettre de se lier spécifiquement à l’endothélium d’un organe particulier et de traverser cet 

endothélium pour migrer dans l’organe. Les DC nouvellement générées migrent de la MO 

vers les tissus non lymphoïdes (via le sang) où elles deviennent résidentes. Ainsi, les DC 

immatures circulantes ont des ligands impliqués dans les étapes du « roulement » du 
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processus d’adhérence et des récepteurs de chémokines leur permettant de rouler le long des 

endothéliums et de répondre aux stimulus inflammatoires afin de gagner les foyers de 

l’organisme où un signal "danger" a été identifié. A ce stade, elles expriment les récepteurs de 

chémokines CXCR4 et CCR4 (récepteurs respectifs de CXCL12/SDF1 et CCL22 ou CCL17). 

Elles expriment aussi les récepteurs de chémokines inflammatoires : CCR1, CCR2, CCR3, 

CCR5 et CXCR1 (163). Ainsi, les DC immatures répondent à un large spectre de chémokines 

via l’expression de différents récepteurs spécifiques. L’accumulation rapide de DC en 

périphérie au niveau du site d’entrée des Ags est la conséquence du recrutement de 

précurseurs de DC en réponse à la production de chémokines inflammatoires locales.  

On retrouve aussi une sensibilité spécifique de certains sous-groupes de cDC à des 

chémokines de par l’expression spécifique d’un récepteur donné. Ainsi, les cellules de 

Langerhans au stade immature expriment spécifiquement CCR6, ce qui leur confère une 

sensibilité à MIP-3α/CCL20 alors qu’il n’a aucun effet sur les Mo-DC. D’après le modèle de 

Caux et al. , le recrutement des précurseurs de DC vers les sites inflammatoires est contrôlé 

par l’action séquentielle de différentes chémokines : (1) les DC CCR2+ circulantes ou les 

monocytes (qui expriment aussi CCR2) sont mobilisées du sang vers les tissus par 

l’expression de MCP-4/CCL13 sécrété par les fibroblastes ou les cellules endothéliales, puis 

(2) ces cellules migrent des tissus vers l’épithélium enflammé via la production de MIP-

3α/CCL20 par les cellules épithéliales et l’augmentation d’expression de CCR6 sur les DC. 

Cette première phase d’activation (générée par les signaux inflammatoires : IL-1, TNF-α, les 

agents pathogènes, les signaux délivrés par les LT (CD40L, IL-17, IFN-γ) va entraîner la 

maturation qui se traduit par des modifications profondes du phénotype de ces DC et un 

changement de leur profil migratoire afin qu’elles puissent quitter les tissus et gagner les 

organes lymphoïdes secondaires. Cela se traduit par la perte de la sensibilité des cellules aux 

cytokines inflammatoires précédemment citées (par régulation négative des ARNm des 

récepteurs impliqués et saturation des récepteurs par des ligands endogènes sécrétés par la DC 

activée) au profit de l’acquisition de l’expression de CCR7 qui n’était pas exprimé sur les DC 

immatures et qui répond à deux ligands CCL19 et CCLL21 (212). Ces deux chémokines sont 

exprimées dans les vaisseaux et les ganglions lymphatiques CCL21 est exprimé sur les HEV 

(high endothelial venules) et les cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques alors que 

CCL19 est constitutivement exprimé par les cellules stromales des zones T ganglionnaires. 

Elles vont ainsi guider les DC vers les ganglions lymphatiques (213). 
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Alors que les DC, en devenant matures, expriment CCR7, concomitamment, CCL21 est induit 

sur les cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques, ce qui permet la migration des DC à 

travers ces vaisseaux. Les cellules gagnent ainsi les ganglions de drainage de la zone 

enflammée et se localisent dans les zones T para corticales grâce à la sécrétion locale de 

CCL19 et 21. Dans le même temps, les LT naïfs (qui expriment aussi CCR7) migrent dans les 

ganglions grâce à la sécrétion de CCL21 par les veinules post-capillaires (ou HEV). Ils sont 

dirigés dans les zones T par l’augmentation du gradient de CCL19. Ainsi, CCL19 et 21 qui 

attirent à la fois les DC matures et les LT naïfs dans les zones T, favorisent leur contact et 

donc la présentation de l’Ag par les DC aux LT (214, 215). 

2.7 Orientation de la réponse immune 

Comme nous l’avons vu précédemment, la réponse adaptative est initiée par la réponse innée 

au cours de laquelle les PRR jouent un rôle prédominant (216). Les DC sont les cellules clefs 

dans la transmission de l’information de l’immunité innée à l’immunité adaptative (163). 

Après activation, les DC transportent les pathogènes des sites infectés dans les zones T au 

sein des organes lymphoïdes. Leur capacité à présenter l’Ag aux LT est dépendante de leur 

activation qui peut être médiée par des cytokines inflammatoires telles que l’IL-1, l’IL-6, le 

TNF-α, et par les prostaglandines (217) mais aussi via les produits de pathogènes activant les 

TLR sur le site de l’infection. Les cDC exercent différentes fonctions, particulièrement dans 

la régulation de la prolifération B et la différenciation des LT vers un profil de sécrétion de 

cytokines de type 1, 2, voire 3 ou Tr1 et Th17 (175, 218, 219). Cette orientation de la réponse 

immune peut s’effectuer en partie grâce aux profils de production de cytokines par les DC. 

Quelle que soit l'origine de la DC, le stade de maturation oriente la réponse immune. Sous 

l’influence de stimuli pro-inflammatoires (cytokines, bactéries, virus), les cDC deviennent 

matures et induisent une réponse T cytotoxique adaptée. Par contre, un signal incomplet 

délivré aux LT par une DC immature (acquisition de la capacité à migrer dans le ganglion 

sans augmentation des molécules de costimulation et sans redistribution des molécules du 

CMH du compartiment intracellulaire vers la surface membranaire) peut entraîner un effet 

tolérogène, c'est-à-dire une inhibition spécifique de ce LT (anergie) (220). Par exemple, l’IL-

10 bloque les fonctions de costimulation des LT par les DC (221, 222). Initialement, il a été 

mis en évidence la sécrétion de grandes quantités d’IL-12 par les cDC, orientant ainsi la 

réponse T vers un profil cytokinique de type 1. Globalement, ces premiers résultats de la 

littérature ont suggéré que les cDC polarisaient les lymphocytes vers un profil de type 1 

prédominant. Elles ont été appelées pour cela DC1 (sécrétion d’IL-12 notamment) (223). 
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Toutefois, différents auteurs ont montré que ces fonctions n’étaient pas immuables mais 

adaptables en réponse aux signaux de l’environnement et aux pathogènes rencontrés. Les DC 

dérivées de monocytes (Mo-DC) qui normalement induisent une réponse de type 1, sont 

capables d’induire la production d’IL-4 par les LT dans différentes conditions (DC en petit 

nombre, exposition à différents facteurs comme les prostaglandines E2, les corticostéroïdes ou 

des cytokines comme IL-10 ou TGF-β). Les DC peuvent donc moduler l'orientation de la 

réponse immune en fonction de leur environnement (163) et à l’état immature, elles sont les 

premières cibles pour manipuler la réponse immune. 

Ainsi, les DC peuvent être utilisées dans différentes approches de biothérapies afin de 

stimuler la réponse immune inflammatoire médiée par les LT (224), et faciliter la réponse 

antitumorale (225). A l’inverse, leurs propriétés tolérogènes peuvent être utilisées pour limiter 

la réponse immune inflammatoire dans l’allergie ou les pathologies auto-immunes. 

Au-delà de leur rôle de sentinelle, les cDC jouent donc le chef d’orchestre de la réponse 

immune, la contrôlant dans son orientation et son devenir.  

 

3. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes 

La description initiale de ces cellules particulières remonte à une cinquantaine d’année, par la 

découverte de leur capacité à sécréter de fortes quantités d’IFN-α (226). En 1958, Lennert et 

Remmele, les ont décrites comme une population de cellules de taille moyenne ressemblant 

aux plasmocytes (227). Elles ont été ensuite décrites dans les ganglions normaux et 

réactionnels ainsi que dans différents tissus inflammatoires : lymphadénite granulomateuse 

(228), granulomes épithélioïdes (229), lymphomes de Hodgkin (230), lymphadénite de 

Kikuchi (228), maladie de Castelmann (231), et métastases de cancer du sein (232). Comme 

elles n’exprimaient pas de marqueurs spécifiques de lignées, mais le marqueur de la lignée T 

CD4 et qu’elles étaient abondantes dans les zones T des organes lymphoïdes secondaires, 

elles ont été nommées cellules T plasmacytoïdes (233, 234) ou monocytes plasmacytoïdes 

(235). Paradoxalement, ces cellules n’exprimaient pas les autres marqueurs caractéristiques 

« forts » de lignée T (comme CD3 ou les chaînes du récepteur au LT). En 1997, l’équipe de 

Grouard a montré que ces cellules avaient des propriétés fonctionnelles qui les rattachaient à 

la lignée dendritique et c’est ainsi que les cellules dendritiques plasmacytoïdes ou pDC ont été 

caractérisées (234).  

Les virologistes, de leur côté, avaient décrit des cellules sanguines de petite taille qui n’étaient 

rattachées à aucune lignée, exprimaient le CD4 et le CMH de classe II et qui possédaient une 
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très forte capacité de sécrétion d’IFN-α en réponse à une stimulation virale. Ils les avaient 

alors nommées « cellule naturelle productrice d’IFN-α » (236) NIPC (pour natural IFN-α 

producting cell). 

En 1999, les groupes de Cella et Siegal ont montré parallèlement que les précurseurs des pDC 

avaient la capacité de forte production d’IFN-α en réponse à une stimulation virale et qu’ils 

correspondaient à la principale cellule sécrétrice d’IFN-α de l’organisme (IPC pour IFN-α 

producting cell) (235, 237). 

Les différents noms de ces cellules utilisés dans la littérature sont : cellules dendritiques 

plasmacytoïdes ou pDC, IPC, DC CD11c-, DC lymphoïdes. Initialement, elles ont été aussi 

nommées DC2 du fait de leur profil de sécrétion de cytokines et leur capacité à orienter les LT 

CD4+ naïfs à sécréter des cytokines de type 2. Les pDC possèdent des caractéristiques qui leur 

sont propres : les cytokines nécessaires à leur développement, leur phénotype, leur réponse 

aux pathogènes les corrélant à une expression particulière de PRR, leur production de 

cytokines, et enfin leur capacité migratoire et leurs fonctions les différencient sur tous ces 

points des cDC. 

3.1 Localisation des cellules dendritiques plasmacytoïdes dans 

l’organisme 

Contrairement aux cDC, les pDC se développent dans la MO et le thymus et transitent par le 

sang vers les organes lymphoïdes secondaires. A l’état basal les pDC sont donc présentes dans 

le thymus et tous les organes lymphoïdes secondaires (238) mais sont difficiles à détecter 

dans les tissus périphériques (239). Cela a permis de suggérer que les pDC pénétraient dans la 

rate et les ganglions par le sang et non par la lymphe (240). Cette hypothèse est confortée par 

l’absence de pDC dans les lymphatiques afférents de l’estomac et du foie chez le rat (241). 

Cependant des travaux récents ont montré la présence de pDC dans les canaux lymphatiques 

afférents de la peau non inflammée chez le mouton et le porc (242).  

Les pDC sont donc présentes à différents stades de maturation dans les zones T des ganglions 

normaux, réactionnels ou pathologiques (163), au niveau du sang (234), de la MO (243), du 

sang placentaire (244) et du thymus (245). 

Dans les ganglions lymphatiques, les pDC sont retrouvées au niveau des zones T 

extrafolliculaires paracorticales mais pas au niveau des centres germinatifs (234). De plus, 

elles sont observées aussi dans les zones proches des veinules post capillaires (HEV) 

suggérant bien leur extravasion à partir du sang dans les ganglions (234, 246). 
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Au niveau du thymus et de la zone médullaire surtout, les DC participent à la sélection 

négative des LT autoréactifs et il semblerait que ce soit les pDC qui soient impliquées dans ce 

phénomène. En tout cas, elles sont plus importantes quantitativement dans le thymus que les 

cDC matures ou immatures (correspondant aux DC interstitielles). 

Les pDC sont aussi retrouvées dans certains contextes pathologiques : ganglions réactionnels 

ou pathologiques (247), et dans différentes situations pathologiques telles que le cancer (248) 

et les pathologies autoimmunes (249, 250). Même si elles sont rares dans la peau (251) et 

dans les poumons (239), elles sont abondantes dans les intestins (252) et dans les reins (253).  

3.2 Morphologie des cellules dendritiques plasmacytoïdes 

Les pDC possèdent une morphologie particulière avec un cytoplasme relativement abondant 

et basophile, un noyau excentré (Figure 10), ce qui les fait ressembler à des plasmocytes, d’où 

leur dénomination initiale de cellules T plasmacytoïdes ou monocytes plasmacytoïdes puis de 

DC plasmacytoïdes (pDC). Elles ont une taille de 8 à 10 µm. Sur le plan ultrastructural, elles 

présentent un réticulum endoplasmique abondant et un appareil de Golgi très développé, 

suggérant une cellule différenciée possédant une forte capacité sécrétoire et ressemblant là 

encore à des plasmocytes sécréteurs d’immunoglobulines (254).  

 

Figure 10 : Analyse de la morphologie des cellules dendritiques plasmacytoïdes par microscopie 
électronique. A. et B. pDC à l’état basal C. pDC mature après activation en présence d’IL-3 et de 
CD40 ligand. D’après Grouard et al.(234). 
 

A. B. C.A. B. C.
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3.3 Marqueurs phénotypiques des cellules dendritiques 

plasmacytoïdes 

Les pDC n’expriment pas les marqueurs spécifiques de lignée B (CD19- CD20- CD22-), NK 

(CD16- CD57- CD56-), T (CD3- CD8- TCR- CD7- CD2-), monocytaire (CD14- CD64- CD11b- 

CD15-), myéloïde (CD13- CD33- CD35- CD16-) (254) ou exprimés par les cellules de 

Langerhans (CD1a-). Elles n’expriment pas non plus dans le sang les marqueurs de 

progéniteurs hématopoiétiques CD34. Contrairement aux cDC, elles n’expriment pas (chez 

l’homme) le CD11c, ni le récepteur au mannose et n’expriment que faiblement le récepteur au 

GM-CSF (CD116) (158). Les pDC expriment tout de même certains marqueurs communs 

avec la lignée monocytaire, comme le CD68 (microsialine) (255) et le CD36 (récepteur à la 

thrombospondine) (ceux-ci sont exprimés aussi par les cDC). Par contre, elles sont 

caractérisées par l’expression des marqueurs suivants : CD4+ CD45RA+ HLA-DR+. L’absence 

de marqueurs phénotypiques spécifiques à cette cellule a été un frein à sa caractérisation. La 

mise en évidence de la forte expression du récepteur à l’IL-3 : CD123+fort (qui corrèle avec 

leur réponse à cette cytokine) ainsi que d’autres Ags spécifiques décrits ci-dessus ont permis 

ensuite de les identifier plus facilement en cytométrie en flux.  

Les ILT (pour immunoglobulin like transcripts) / LIR (pour leucocyte immunoglobulin-like 

receptors) représentent une nouvelle famille de récepteurs inhibiteurs ou activateurs de la 

superfamille des immunoglobulines, impliqués dans les mécanismes de surveillance immune. 

Les récepteurs ILT sont classés en trois groupes : (1) des récepteurs inhibiteurs possédant des 

motifs ITIM (pour immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) intracytoplasmiques et 

traduisant un signal inhibiteur comme ILT2, ILT3, ILT4, ILT5, LIR8, (2) des récepteurs 

activateurs possédant des motifs ITAM intracytoplasmiques (pour immunoreceptor tyrosine-

based activated motif), comme ILT1, ILT7, ILT8, LIR6, et (3) une molécule soluble ILT6 qui 

ne possède pas de région transmembranaire. Certains de ces récepteurs ILT sont exprimés de 

façon différentielle par les DC. Ainsi, les pDC ont un phénotype ILT3+ ILT1- alors que les 

cDC expriment ILT1+ ILT3+ (235). Le transcrit ILT-7 est exprimé fortement dans les pDC et 

n’a pas été retrouvé dans les Mo-DC. Il n’est que faiblement exprimé dans les LB et 

monocytes. Les profils d’expression différentiels des molécules ILT/LIR observés pour les 

cDC et pDC sont les suivants : (1) Mo-DC et DC dérivées de CD34+ : ILT-1+ ILT-2+ ILT-3+ 

ILT-5+, et (2) pDC : ILT-2+ ILT-3+ ILT-7+. Cette étude confirme aussi l’expression d’ILT-3 

et ILT-2 dans les pDC et Mo-DC et DC générés à partir de CD34+ et montre une diminution 
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d’expression de ces deux récepteurs inhibiteurs (motifs ITIM intracytoplasmiques) suite à 

l’activation des DC.  

En 2001, Dzionek et al ont caractérisé 2 marqueurs, BDCA-2 et BDCA-4, exprimés 

spécifiquement sur les pDC circulantes du sang et de la moelle (256), améliorant et 

simplifiant l’identification des pDC en cytométrie en flux par une identification directe de ces 

cellules. 

BDCA-2 est un marqueur spécifique des pDC. Celui-ci est un récepteur à la lectine C de type 

II jouant un rôle dans l’internalisation des Ags afin de les présenter aux LT. L’utilisation 

d’anticorps anti-BDCA-2 altère la production d’IFN-α par ces cellules (256). BDCA-2 n’est 

pas retrouvé au stade protéine et ARNm dans les différentes populations de cellules 

sanguines : lymphocytes T, B, NK et les cDC. A noter que BDCA-2 est rapidement perdu sur 

les pDC matures en culture et que donc il ne peut être utilisé pour identifier les pDC matures 

in vivo. Récemment il a été montré que lorque ce récepteur est engagé, il forme un complexe 

avec un domaine ITAM, activant une cascade « BCR-like » intérférant ainsi l’activation de la 

voie NF-kB (257, 258) et par conséquent, inhibe la production d’IFN-α par les pDC. Ainsi 

Riboldi et al. ont montré le possible potentiel thérapeutique de l’anticorps anti-BDCA-2 dans 

le contrôle des dégats cytotoxiques engendrés par TRAIL (cf §3.11.1), observés dans des 

pathologies autoimmunes associées à l’IFN-α (259). 

BDCA-4 ou Neuropilin-1 (NP-1) est un récepteur multifonctionnel neuronal qui appartient à 

la classe des sémaphorines 3. Il est exprimé sur les cellules endothéliales et tumorales comme 

récepteur pour différents membres de facteurs de croissance de la famille VEGF (Vascular 

endothélial growth factor) et joue un rôle dans l’angiogénèse. De plus, il a été montré qu’il 

était impliqué dans la synapse DC/LT durant la réponse primaire par interaction 

homophilique. BDCA-4 est spécifiquement exprimé sur les pDC dans la MO et le sang ainsi 

que sur les précurseurs de pDC (CD34+faible BDC2+faible CD45RA+faible) dans la MO. Dans les 

ganglions, il peut être exprimé sur des fractions lymphocytaires T CD4+. En culture, BDCA-4 

peut être induit sur les monocytes, les Mo-DC et une fraction de cDC générées à partir de 

CD34+. Par contre, l’expression sur les pDC n’est pas perdue en culture comme BDCA-2. 

L’anticorps anti BDCA-4 n’altère pas les fonctions des DC et est utilisé pour purifier les pDC 

grâce à une sélection positive (172). 

Comme nous l’avons décrit précedemment, contrairement aux cDC, les pDC n’expriment pas 

BDCA-1 (CD1c) et BDCA-3. 
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Les pDC expriment aussi des molécules d’adhérence comme : CD11a+, CD18+, CD44+, 

CD49e+, CD31+ (PECAM-1) et CD54+ (mais pas CD58). Elles n’expriment pas ou peu à 

l’état basal les molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86. 

3.4 Mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation des 

cellules dendritiques plasmacytoïdes 

Les pDC dérivent d’un progéniteur commun (CDP) restreint aux cDC et pDC (cf chapitre 2 

§1). Les mécanismes moléculaires qui sont impliqués dans la différenciation des pDC 

commencent seulement à être élucidés. L’équipe de Brière a publié la première étude 

génomique décrivant les pDC en recherchant l’expression de différents transcrits, dans les 

pDC fraîchement isolées et/ou activées par CD40L/IL-3 en comparaison aux Mo-DC (260). 

Cette équipe retrouve l’expression de nombreux gènes associés à la lignée lymphoïde et 

établit un lien fort entre les pDC et cette lignée. Ainsi, ils retrouvent l’expression des 

transcrits associés aux immunoglobulines et précédemment identifiés dans la lignée 

lymphoïde B (chaîne légère λ ou κ, la chaine J), alors que certains seulement sont exprimés 

dans les Mo-DC à un niveau beaucoup plus faible. Il n’a pas été observé d’expression à la 

surface des pDC du complexe pré-BCR par cytométrie en flux (anticorps anti-λ like et anti-

complexe V/pré-B) suggérant que la présence de ces transcrits représente des résidus de leur 

développement à partir d’un progéniteur lymphoïde non traduit dans les pDC. Spi-B est un 

facteur de transcription associé à la lignée lymphoïde B qui est exprimé dans les pDC et qui, 

contrairement au pré-Tα, n’est pas régulé négativement lors de la maturation des pDC. Il a été 

montré que Spi-B est exprimé dans les progéniteurs des pDC et qu’il peut inhiber le 

développement des cellules T, B et NK (261, 262) pour favoriser la différenciation de ces 

progéniteurs vers la lignée pDC. Il induit l’activation de la protéine E2-2 (pour E- protein 2-2) 

et inhibe les protéines Id2 et Id3 (pour inhibitors of DNA binding protein) qui sont des 

protéines clefs impliquées respectivement dans le développement et dans l’inhibition du 

développement des pDC (263). 

Les facteurs de régulation IRF-8 (pour interferon regulatory factor-8) et de façon moindre 

IRF-4 (264), de même que IKAROS (265) sont également essentiels pour le développement 

des pDC.  

Enfin la voie de signalisation NOTCH-1 participe au « switch » de progéniteurs lymphoïdes 

thymiques vers la différenciation lymphoïde T versus pDC via le contrôle de l’expression de 

Spi-B (266). 
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3.5 Génération de cellules dendritiques plasmacytoïdes in vitro : 

cytokines et facteurs impliqués 

Le ligand de FLT3 a longtemps été considéré comme le seul facteur de croissance impliqué 

dans la différenciation des pDC. Ainsi, différentes études ont montré que la culture de 

progéniteurs hématopoïétiques CD34+ d’origine médullaire, sanguins ou isolés de foie foetal 

en présence de FLT3-L permet d’obtenir des pDC en 2 à 3 semaines (243, 254). Des résultats 

similaires ont été obtenus à partir de progéniteurs thymiques CD34+ CD1a-. Spits et al. ont 

utilisé des CSH CD34+ CD38- de foie fœtal cultivées sur une lignée stromale de souris, pour 

obtenir en quelques jours seulement, des pDC (267). Récemment il a été montré que le 

MCSF, facteur de croissance classiquement associé au développement des monocytes et des 

macrophages, pouvait induire la différenciation de pDC, indépendemment de FLT3-L (154). 

L’IL-3 est la cytokine indispensable à la survie des pDC et à leur maturation en culture en 

présence de CD40L. La présence de virus permet aussi leur maintien et leur activation en 

culture. Sans ces facteurs, elles meurent rapidement par apoptose.  

3.6 Cellules dendritiques plasmacytoïdes et récepteurs de chémokines 

Les pDC et les cDC possèdent des molécules de domiciliation différentes qui expliquent leur 

capacité à migrer à l’état basal (et se répartir de façon différentielle dans l’organisme) et leur 

réponse aux stimuli chimiotactiques. Le profil d’expression des récepteurs aux chémokines 

étudié ex vivo est relativement proche de celui des cDC immatures, mais la plupart des 

récepteurs aux cytokines inflammatoires sont non fonctionnels sur les pDC circulantes. In 

vitro, l’absence de réponse des pDC aux chémokines inflammatoires contraste avec leur 

réponse aux chémokines impliquées dans la domiciliation vers les ganglions, ce qui indique 

leur propension naturelle à migrer non pas au site inflammatoire comme les cDC, mais plutôt 

vers les organes lymphoïdes secondaires. Les pDC expriment le récepteur CXCR3 qui en 

réponse aux chémokines inflammatoires inductibles par l’IFN-γ (CXCL9 ou CXCL10) guide 

les pDC vers les ganglions stimulés. Ce récepteur CXCR3 est impliqué dans la migration des 

pDC dans les ganglions lymphatiques (246). Les pDC expriment d’autres récepteurs tels que 

CCR1, CCR2 et CCR5 pour les chémokines inflammatoires CCL2, CCL3, CCL4 et CCL5. 

Elles expriment également CXCR4 et CCR7, après activation en réponse à CXCL12 (SDF-1) 

et CCL21 (246, 268, 269). Indépendamment de tout stimulus inflammatoire, les pDC migrent 

dans les ganglions grâce à l'expression de CXCR4 (récepteur de SDF1/CXCL12), mais aussi 

par l’interaction de CD62L avec son ligand exprimé sur les HEV (269). La présence de 
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l’ARNm de CXCR4 a d’ailleurs été montré sur les pDC isolées de ganglion (260). Différents 

auteurs ont également montré in vitro que les pDC migraient uniquement en présence de 

CXCL12, alors que les ligands de CCR2, CCR5, CXCR3 (pourtant exprimés sur les pDC) 

n’induisaient pas de migration. Ces récepteurs ne seraient pas fonctionnels (269). De plus les 

récepteurs CXCR3 et CXCR4 peuvent entraîner la migration des pDC si ils sont 

simultanément engagés (268, 270). Cela suggère que la fonction des récepteurs aux 

chémokines nécessite une coopération entre divers récepteurs. Après maturation, CCR5, 

CXCR3, CXCR4 ne sont pas retrouvés sur les pDC alors que CCR7 est fortement exprimé. Il 

est vraisemblable aussi que certains stimuli comme une infection virale, l’activation de TLR, 

un contexte inflammatoire, induisent ou rendent effective l’expression de certains récepteurs 

aux chémokines, permettant un recrutement rapide de pDC au niveau d’un site inflammatoire 

dans les organes lymphoïdes secondaires ou dans des tissus non lymphoïdes. Cela a été 

montré dans les ganglions inflammatoires où les pDC sont « clustérisées » autour des HEV 

(235), dans la muqueuse nasale de sujets allergiques où l’on retrouve un nombre important de 

pDC (271), dans la peau de patients atteints de dermatite de contact, et dans les pathologies 

associées à une augmentation de production d’IFN-α tel que le lupus systémique (272).  

3.7 Cellules dendritiques plasmacytoïdes et récepteurs impliqués dans 

la prise en charge des antigènes 

Les cDC et pDC possèdent un panel d’expression de PRR différent. Ainsi, ces deux types 

cellulaires sont complémentaires quant à leur réponse aux microorganismes. Les pDC sont 

stimulées par les lysats bactériens ou les virus mais elles ne répondent pas aux LPS (via 

TLR4) ou au poly I:C (via TLR3) classiquement utilisés pour stimuler les cDC. Le profil 

d’expression des pDC est restreint aux TLR 7, 9 et 10. 

3.7.1 TLR9 

L’ADN bactérien présente la capacité de stimuler le système immunitaire des mammifères. 

Cela dépend de la présence de dinucléotides CG non méthylés dans leur ADN (motifs CpG) 

qui sont reconnus comme différents de l’ADN des mammifères qui contient peu de motifs 

CpG et ceux-ci sont méthylés (273). La reconnaissance de ces motifs CpG est médiée par 

TLR9. Des oligodésoxynucléotides synthétiques qui contiennent ces motifs déoxycytidyl-

déoxyguanosine non méthylés sont utilisés (CpG-ODN) pour mimer l’effet de l’ADN 

bactérien (274). Les pDC ont été identifiées comme la cible principale des CpG-ODN. Trois 

types de CpG-ODN ont été identifiés : (1) les CpG type A (prototype ODN 2216) qui 
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induisent une forte sécrétion d’IFN-α par les pDC (2) les CpG type B (prototype ODN 2006) 

qui sont de faibles inducteurs d’IFN-α mais qui favorisent la survie, la maturation des pDC et 

la sécrétion d’IL-8 (agent activateur des LB), et (3) un troisième groupe de CpG ODN de type 

C qui combine les effets des deux premiers groupes (275). Les 3 types de CpG ODN activent 

les pDC humaines. Il est donc intéressant de noter que tous les stimuli ne sont pas équivalents 

quant à la sécrétion d’IFN-α par les pDC même s’ils engagent le même TLR. La spécificité 

de ces 3 ligands a été confirmée chez des souris déficientes en TLR9 : toutes les réponses des 

pDC aux CpGA et B sont abolies, alors qu’elles ne le sont pas pour les autres ligands de TLR 

(276). 

Ainsi, TLR9 est un excellent candidat pour la reconnaissance de virus à ADN par les pDC car 

l’ADN du génome viral est riche en motifs CpG. Certains virus comme le virus Herpes 

simplex contiennent aussi des motifs CpG capables de stimuler les pDC à produire de l’IFN-α 

via le TLR9 (277).  

La reconnaissance d'ADN bactériens ou viraux par le TLR9 des pDC induit leur maturation 

(augmentation d’expression de CD40, 80, 86, 83, de CCR7), ainsi que la production d’IFN-α, 

de TNF-α, d’IL-6 et de chémokines inflammatoires (IL-8, IP-10). La stimulation combinée 

des pDC par CD40L et TLR9 sont synergiques pour la production d’IFN-α et d’IL-12p70 par 

les pDC, et nécessaire pour induire la différentiation de LT sécrétant des cytokines de type 1. 

Ainsi les motifs CpG sont de puissants adjuvants de la polarisation cytokinique de type 1 

(IFN-α, IFN-γ et IL-12) souvent utilisés comme adjuvants en vaccination anti-infectieuse ou 

anti-tumorale. 

3.7.2 TLR7 

Le génome des virus à ARN possède aussi des caractéristiques non retrouvées dans le génome 

des mammifères, et des ARN double brin (dsARN) représentent des signatures moléculaires 

associées à l’infection virale. La reconnaissance des dsARN (faisant partie du génome viral 

ou formé lors de sa réplication intracellulaire) implique TLR3 exprimé par de nombreux types 

cellulaires (mais pas par les pDC) alors que la reconnaissance de l’ADN génomique viral 

implique TLR9 (cf §3.7.1). Il a été montré récemment que les pDC sont capables de 

reconnaître les virus ARN simple brin (ssARN) via TLR7 exprimé par les pDC et les LB et 

que cela entraîne leur activation (expression des molécules de costimulation et production de 

cytokines). Les ssARN localisés dans le compartiment endosomal représentent dans ce cas la 
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signature moléculaire de l’infection virale qui activera la pDC par l’intermédiaire de TLR7 

(278), comme cela a été decrit pour le virus Influenza (279).  

Les imidazoquinolines sont des composés aux propriétés antivirales utilisées notamment dans 

le traitement des infections à Papillomavirus chez l’homme (274, 280), qui miment l’effet des 

ssARN sur TLR7 (281). Ils sont utilisés comme réactifs de laboratoire pour induire la 

maturation des pDC et en thérapeutique pour stimuler la réponse immune (282). 

L’activation des pDC via TLR7, entraîne l’expression de TRAIL à la surface des pDC, leur 

conférant ainsi des propriétés de cytotoxicité directe contre les cellules infectées ou les 

cellules tumorales si elles expriment les récepteurs de TRAIL (283). 

Contrairement aux autres, les TLR 7 et 9 ne sont pas exprimés à la surface de la cellule mais 

sont exprimés dans le compartiment endosomal des pDC. Après liaison ou fusion avec la 

cellule, l’ADN ou le ssARN viral est internalisé et libéré dans le compartiment lysosomale où 

il interagit avec les TLR. Les TLR, après activation, induisent l’engagement de la molécule 

adaptatrice MyD88, qui recrute différents facteurs permettant l’activation du facteur de 

transcription tel que NF-kB (280) (cf §3.10).  

3.7.3 Autres récepteurs exprimés par les cellules dendritiques plasmacytoïdes 

impliquées dans la reconnaisance de pathogènes 

Parmi les récepteurs de type lectine C, BDCA-2 décrit précédemment (cf §3.3) est un bon 

candidat pour la reconnaissance et l’endocytose de glycoprotéines virales (256). Les pDC 

expriment également DCIR (pour dendritic cell immunoreceptor) appartenant lui aussi à la 

famille des récepteurs de type lectine C, contenant un motif ITIM. Ces deux récepteurs 

inhibent la production d’IFN-α via  TLR9 lorsqu’ils sont engagés (284). Les pDC expriment 

faiblement le mannose-récepteur, qui après blocage, prévient la sécrétion d’IFN-α par les pDC 

contre les virus enveloppés (285). Cependant, la plupart des ligands de cette famille de 

récepteurs ne sont pas connus. Ces ligands ne sont pas tous des PAMP mais plutôt des 

composants du soi. Le rôle principal de ces récepteurs n’est pas de capturer l’Ag mais de 

déclencher un signal immunomodulateur. 

Siglec-H (pour sialic-acid binding immunoglobulin-like lectin) est spécifiquement exprimé 

sur les pDC, dans la moelle, la rate et les ganglions lymphatiques. Comme les récepteurs de 

type lectine C, il constitue un récepteur d’endocytose et initie une cascade de signalisation 

conduisant à l’inhibition de la sécrétion d’IFN-α par les pDC (286). 

La protéine HMGB-1 initialement définie comme une protéine nucléaire se liant à l’ADN, est 

libérée par les cellules nécrotiques, et sécrétée par les macrophages, les cellules NK et les 
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pDC activées (287). L’équipe de Coyle a montré que HMGB-1 était un composant des 

complexes immuns contenus dans l’ADN impliqué dans l’activation des pDC via TLR9. En 

effet, le complexe ADN/HMGB-1 se lie au récepteur cellulaire RAGE et induit la sécrétion 

d’IFN-α par les pDC (288). 

3.7.4 Récepteurs aux phosphatidylsérines 

Les cellules apoptotiques sont reconnues et phagocytées par les CPA telles que les DC ou les 

macrophages. La PSer exprimée à la surface des corps apoptiques est reconnue par les 

récepteurs aux PSer (PSER) et la cellule apoptotique est ainsi phagocytée par la CPA qui 

libère des médiateurs anti-inflammatoires en particulier le TGF-β, qui lui-même inhibe la 

production de cytokines et de chémokines proinflammatoires (289). L’équipe de Fadok a 

identifié pour la première fois un récepteur à la phosphatidylsérine (PSER) à la surface des 

macrophages, responsable de la reconnaissance et de la « clearance » de lymphocytes 

apoptotiques (290, 291). Récemment, 4 PSER ont été identifiés (289). TIM-1 et TIM-4 

appartiennent à la famille des récepteurs TIM (pour T-cell immunoglobulin and mucin domain 

containing molecule). TIM-1 est exprimés sur les LT CD4+ activés, sur les mastocytes et 

faiblement sur les LB (292). Il joue un rôle important dans le maintien de l’homéostasie en 

facilitant la « clearance » des cellules apoptotiques et nécrotiques (293). TIM-4 n’est pas 

exprimé sur les LT mais est exclusivement exprimé sur les DC et les macrophages (294), en 

particulier les macrophages de la zone marginale de la rate (295). TIM-4 peut se lier à TIM-1, 

et le complexe est ainsi associé à l’activation des LT et à la modulation de la production de 

cytokines par les LT Th1 ou Th2. Par ailleurs, TIM-1 et TIM-4 interagissent avec les 

exosomes, exprimant la PSer à leur surface (296). L’équipe de Ravichandran a identifié un 

autre récepteur : BAI-1 (pour brain specific angiogenesis inhibitor 1) exprimé par les 

macrophages du cerveau, de la moelle et de la rate et qui favorise la « clearance » des corps 

apoptotiques via l’interaction cellules apoptotiques-BAI-1 (297). Enfin le quatrième PSER 

décrit est la Stabiline-2, qui est un récepteur « scavenger » doué de fonctions d’endocytose 

(298). La Stabiline 2 est exprimée sur les macrophages de la rate et il a été montré que 

l’engagement du récepteur stabiline 2 est associé à une production de TGF-β (299). 

Chacun de ces récepteurs utilise différentes structures pour reconnaitre la PSer. Ces structures 

ne sont pas encore identifiées. L’ensemble de ces données obtenues sur les macrophages 

apportent des pistes pour la prise en charge des MP PSer+ par les DC mais il n’existe 

actuellement aucune donnée sur l’expression de ces récepteurs sur les pDC. 
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3.8 Caractéristiques fonctionnelles des cellules dendritiques 

plasmacytoïdes 

Les pDC possèdent une grande plasticité dans leurs fonctions. Elles interviennent (1) dans les 

mécanismes de tolérance aux auto-Ags au niveau du thymus et en périphérie, (2) contribuent 

aux défenses innées antivirales et antibactériennes, et (3) comme de véritables CPA, elles 

acquièrent les capacités d’induire une réponse immune adaptative. Il est intéressant de noter 

qu’elles seraient impliquées dans la pathogénèse de certaines maladies comme le lupus 

systémique et le psoriasis et qu’elles sont sélectivement recrutées par certains types de 

tumeurs. 

A la différence des cDC, les pDC possèderaient de faibles capacités d’endocytose, de 

phagocytose ou de macropinocytose. Pour prendre en charge des Ags extracellulaires, les 

pDC semblent moins efficaces que les cDC mais en sont néanmoins capables. Différentes 

études chez l’homme et chez la souris ont montré que les pDC étaient incapables de 

phagocyter des cellule mortes, du zymosan ou des particules artificielles (234, 300, 301). 

Cependant d’autre équipes ont démontré le contraire (302, 303). Les différents outils utilisés 

pour mesurer la phagocytose, pour identifier les pDC et les différents modèles utilisés 

semblent être à l’origine de ces résultats contradictoires (304). Par contre, la prise en charge 

par les pDC de protéines solubles a été plus clairement démontrée dans différents travaux. Par 

exemple, les pDC peuvent capturer l’ovalbumine ou le lysozyme d’œuf de poule (239, 305). 

Les protéines solubles peuvent être internalisées par macropinocytose (dextran) ou par 

endocytose médiée par différents récepteurs. L’équipe de Fontenneau et al. a montré qu’elles 

étaient aussi efficaces que les cDC in vitro pour capter, « processer » et présenter des Ags 

viraux puis induire la prolifération et la différenciation de LT cytotoxiques et de LT CD4+ 

Th1 et ainsi engendrer une réponse antivirale adaptative (306). In vitro, comme les cDC, en 

l’absence de stimulation préalable, les pDC ont de faibles capacités allo-stimulatrices, alors 

qu’après maturation induite par IL-3/CD40L ou par un agent viral/bactérien, elles induisent la 

prolifération de LT naïfs (307). 

Les pDC à l’état immature sont retrouvées dans le sang et les organes lymphoïdes. Elles 

expriment faiblement le CMH de classe II et les molécules de costimulation. Pour répondre 

aux pathogènes, les pDC peuvent détecter des motifs caractéristiques des acides nucléiques 

viraux comme les motifs CpG ou les dsARN via les TLR. Ainsi, suite à cette stimulation 

virale, bactérienne ou à une interaction avec CD40L délivré in vivo par les LT activés (308) , 

les pDC circulantes acquièrent les caractéristiques de pDC matures. En plus de leur capacité à 
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sécréter de l’IFN-α, les pDC vont subir d’important changements phénotypiques et 

notamment l’augmentation de l’expression des molécules du CMH et des molécules de 

costimulation (CD80, CD86, CD40) ainsi que l’induction de CCR7. Contrairement aux cDC, 

les pDC poursuivent leur synthèse des molécules de classe II du CMH après activation, 

suggèrant qu’elles conservent la capacité à présenter les Ags endogènes après activation 

(305). La maturation s’accompagne aussi de l’apparition de dendrites typiques et in vivo, de la 

migration des pDC au niveau des organes lymphoïdes secondaires. Dans le ganglion, elles se 

localisent dans les zones T paracorticales et jouent le rôle de véritables CPA en stimulant les 

LT. Ceux-ci expriment alors CD40L, ce qui complète la maturation des pDC et augmente leur 

capacité stimulatrice des LT. En fonction de leur mode d’activation, elles peuvent induire une 

polarisation des LT vers la production de cytokines de type 1 (après stimulation par un virus 

par exemple) ou type 2 (après maturation par CD40L). Cette capacité d’induire un profil 

fonctionnel de types 1 ou 2 serait fonction de l'environnement dans lequel elles se trouvent. 

Les pDC peuvent aussi induire la différenciation de LT régulateurs sur le site de l’infection 

(303, 309). Ce mécanisme étant probablement impliqué dans la régulation négative de la 

réponse immune, afin de la limiter et de prévenir des pathologies liées à une stimulation 

excessive (239). 

Comme les cDC, les pDC n’interagissent pas uniquement avec les LT, mais aussi avec les LB 

et les cellules NK. Les pDC jouent un rôle dans la différenciation des LB en plasmocytes 

sécréteurs d’immunoglobulines et ainsi dans l’établissement d’une mémoire immunologique 

(310). 

3.9 Orientation de la réponse immune 

Les pDC peuvent se différencier en DC matures capables d’activer les LT CD4 naïfs vers une 

réponse de type Th1 ou Th2, de façon dépendante du stimuli (235, 307, 311). Différents 

auteurs ont montré que ces fonctions n’étaient pas immuables, mais flexibles en fonction de 

l’état de maturation, de la nature et de la concentration en Ag, et enfin des signaux de 

l’environnement (cytokiniques notamment). Les pDC stimulées par un virus, sécrètent de 

grandes quantités d’IFN-α (cytokine impliquée dans l’orientation de la réponse immune vers 

un profil cytokinique de type 1), puis deviennent matures et induisent la production d’IFN-γ 

par les LT. Dans d’autres conditions comme la stimulation in vitro par CD40L, les pDC 

orientent les LT vers la sécrétion de cytokines de type 2 (IL-4, IL-5). Ainsi l’orientation de la 

réponse immune par les pDC est complexe et la polarisation des LT induite par les pDC 

dépend de leur stade de maturation/différenciation et de la nature du signal qui les stimule.  



 68 

Les pDC activées induisent la prolifération de LT CD8 mémoires spécifiques de l’Ag 

endogène ou d’un virus (306), ainsi qu’une faible prolifération des LT CD8 allogéniques 

(309).  

Les pDC possèdent également des fonctions régulatrices objectivées in vitro et in vivo par 

différentes études. Les lymphocytes T CD8 « primés » par des pDC en présence de CD40L 

possèdent un phénotype régulateur avec une faible activité proliférative ainsi qu’une faible 

sécrétion d’IFN-α mais une sécrétion d’IL-10. La stimulation des pDC par un ligand 

inhibiteur tel que CTLA4-Ig entraine la libération d’indoléamine 2,3 dioxygénase (IDO) 

conduisant à la déplétion du tryptophane et à la libération de métabolites toxiques possédant 

un effet inhibiteur sur la prolifération des LT et leur survie (312). Récemment, il a été montré 

que les pDC peuvent aussi induire des LT régulateurs CD4+ CD25+ FoxP3+ capables 

d’inhiber la prolifération des LT (313). De plus les ligands de TLR9 bloquent le 

développement et les fonctions des LT régulateurs en induisant une sécrétion de cytokines 

proinflammatoires par les pDC telles que l’IL-6 qui inhibent les LT régulateurs (314).  

Par ailleurs, le rôle de la production d’IL-10 par une sous-population particulière de DC 

murines a été bien montré, par Groux et al., comme capital pour l’induction de lymphocytes 

régulateurs Tr1 (315). Ceci corrobore le concept que les pDC capables de sécréter de l’IL-10 

peuvent jouer un rôle dans la polarisation des lymphocytes régulant la réponse immunitaire 

(316).  

Les pDC peuvent également activer les LT CD4 naïfs vers un profil Th17 dans des 

pathologies auto-immunes telles que le psoriasis, ou l’encéphalomyélite autoimmune 

expérimentale (317, 318) 

Globalement l’ensemble de ces données obtenues in vivo et in vitro montre que les pDC sont 

des CPA capable de stimuler et d’induire la prolifération et la différenciation de LT helper, 

cytotoxiques, mémoires ou régulateurs (307, 309, 313).  

3.10 Sécrétion de cytokines par les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes 

3.10.1 IFN-α et cytokines proinflammatoires 

En 1999, les groupes de Cella et Siegal ont montré parallèlement que les précurseurs des pDC 

avaient la capacité de sécréter de forte quantité d’IFN-α en réponse à une stimulation virale, 

et que les pDC correspondaient à la principale cellule sécrétrice d’IFN-α de l’organisme 

(IPC) (235, 237). Chez l’homme, la famille des IFN de type I comporte 15 isotypes (13 
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isotypes IFN-α, 1 IFN-β et 1 l’IFN-ω). L’IFN-α (produit par les leucocytes) et l’IFN-β 

(produit par les fibroblastes) sont les 2 types d’IFN de type I majeurs possédant une activité 

antivirale. Ils possèdent une activité pléiotropique sur le système immunitaire : ils induisent 

l’augmentation de l’expression des molécules du CMH de classe I sur tous les types 

cellulaires et activent les macrophages et les cellules NK. Ils ont aussi un rôle dans 

l’activation et la survie des LT CD4+ et CD8+, dans la différenciation B et la sécrétion 

d’immunoglobulines (319). Ils sont à distinguer de l’IFN- γ dit IFN de type 2 qui est produit 

par les LT. Les pDC sont par excellence les cellules qui ont la capacité de sécréter de forte 

quantité d’IFN-α (10 à 100 fois plus que les autres types cellulaires) en réponse aux virus 

ARN ou ADN ou à des agonistes des TLR 7 et 9 (254). Il a été décrit que les gènes codant 

pour les IFN-α de type I et III représentaient 60 % des gènes exprimés par les pDC activées 

(320). Liu et son équipe ont constaté que les pDC ne contenaient pas de transcrit d’ARNm 

préexistant pour l’IFN-α avant une stimulation virale, et que ce transcrit était détecté dans les 

4h suivant la stimulation virale (254).  

La transcription des gènes des IFN type I dépend des facteurs de régulation IRF-3 et IRF-7. 

IRF-3 est constitutivement exprimé dans la plupart des cellules et régule la transcription des 

gènes de l’IFN-β. La production d’IFN-β active à son tour la transcription d’IRF-7 qui régule 

positivement la production des gènes IFN-α. Les voies de signalisation à l’origine de 

l’induction d’une sécrétion d’IFN-α sont maintenant bien comprises. Classiquement, la 

stimulation virale entraîne la phosphorylation d’IRF3, exprimé constitutivement dans 

différents types cellulaires, et sa translocation dans le noyau conduit à la transcription des 

gènes codant l’IFN-α.  

Dans les pDC, il a été ensuite démontré qu’IRF7 était indispensable pour induire une 

sécrétion d’IFN-α en réponse à la stimulation via TLR 7/9 (321). Les souris déficiente en 

IRF3 sont incapables de produire de l’IFN-α par la voie classique, mais les pDC conservent 

leur capacité de sécrétion d’IFN-α par la voie TLR9/Myd88. Cela souligne l’indépendance de 

la voie d’IRF7 dans l’induction d’une sécrétion d’IFN-α (321). Suite à l’activation par 

TLR7/9, l’induction de la sécrétion de cytokines et d’IFN-α requiert la participation d’une 

molécule adaptatrice Myd88. Il y a formation d’un complexe appelé CTTP (pour cytoplasmic 

transductional-transcriptionnal processor) incluant Myd88, l’ubiquitine ligase TRAF6 (pour 

TNF receptor associated factor 6), les kinases IRAK-1 et IRAK-4 (pour interleukin-1 

receptor associated kinase) et IRF7 (322). Au sein de ce complexe, IRAK-4 phosphoryle 

IRAK-1 qui à son tour phosphoryle IRF7. 
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Figure 11 : Les voies d’activation situées sous les TLR7 et 9. Modifié d’après Moynagh PN et 
al.(323). 
Les TLR 7 et 9 sont localisés dans les endosomes des pDC. 1) Ces deux TLR dépendent de Myd88 
pour activer la voie NF-kB. La phosphorylation (P) de la protéine IkB empêche la translocation de 
NF-kB dans le noyau. La forme active de NF-kB est un hétérodimère composé des unités p50 et p65 et 
ce complexe induit l’expression des gènes codant pour les cytokines proinflammatoires. 2) Les TLR 7 
et 9 dépendent également des voies Myd88 et IRAK-1 pour phosphoryler IRF7, conduisant à la 
translocation du complexe dans le noyau et l’induction des gènes codant pour l’IFN-α. IRF3 impliqué 
dans la sécrétion d’IFN-β, n’est pas représenté sur cette figure. IRF5 impliqué dans la sécrétion de 
cytokines inflammatoires n’est pas représenté sur cette figure. 
TRAF-6 : tumour necrosis factor receptor-associated factor 6 ; IRAK : IL-1R-Associated Kinase (1-4) 
; IRF7 : IFN-regulatory factor 7 ; Myd88 : myeloid differentiation factor 88 ; TAK1 : TGF-β-
activating kinase ; IKK : IkB kinases (α, β). 
 

Les pDC sécrètent aussi d’autres cytokines inflammatoires comme l’IL-6, l’IL-8, le TNF-α, et 

le GM-CSF. Récemment, les rôles de la kinase sérine/thréonine IKK-α et d’IRF5 ont été 

décrits dans l’induction de la sécrétion de ces cytokines via TLR7/9 (324). Par contre, IRF7 et 

IRAK-1 ne sont pas nécessaires pour induire la sécrétion des autres cytokines après 

stimulation des pDC via les TLR7/9.  

Par ailleurs, la production d’IFN-α dépend de la localisation du complexe TLR9-CpGA dans 

le compartiment endosomal. L’interaction dans les endosomes précoces (transferrine+) 

2 12 1
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conduit à la sécrétion d’IFN-α (voie IRF7) alors que si l’interaction a lieu dans les endosomes 

tardifs (LAMP-1+) (pour lysosome associated membrane protein) (voie IKK-α) cela entraine 

la sécrétion de cytokines inflammatoires telles que l’IL-6 et l’IL-8, ainsi que l’augmentation 

de l’expression de molécules de costimulation à la surface des pDC (323, 325) (Figure 11).  

Les pDC activées produisent également des chémokines telles que CCL3 ( MIP-1a), CCL4 

(MIP-1b) qui orientent les cellules NK vers le site de l’infection, CCL5 (RANTES), CXCL8 

et CXCL10 qui stimulent la réponse de type Th1 (326). 

3.10.2 Production d’IL-12 

La sécrétion d’IL-12 biologiquement active (l’IL-12p75 ou p70) par les pDC est sujette à 

controverse dans la littérature depuis de nombreuses années. Classiquement et de façon 

opposée aux cDC, les pDC sont décrites comme ne sécrétant pas ou peu d’IL-12, propriété à 

l’origine de l’hypothèse sur leur capacité préférentielle à favoriser le développement de LT 

produisant des cytokines de type 2 (327). Il est vraisemblable que les modes de purification et 

de sélection des pDC, ainsi que les agents utilisés pour leur stimulation in vitro, diffèrent et 

rendent la comparaison des études difficiles. Toutefois, ce concept a été ébranlé par Krug et al 

qui ont montré les capacités des pDC à sécréter de l’IL-12 biologiquement active lors d’une 

stimulation combinée par CpG-ODN et CD40L (328), ainsi que la capacité des pDC stimulées 

dans ces conditions à induire des LT naïfs à se différencier en lymphocytes produisant des 

cytokines de type 1. Ainsi, les pDC humaines semblent avoir, comme leur équivalent murin 

(276), la capacité de sécréter de l’IL-12 dans certaines conditions de stimulation. La 

stimulation CD40L seule n’induit pas d’IL-12, mais seulement de l’IL-8 (328, 329). La 

production d’IL-12 par les pDC serait donc contrôlée par 2 événements : la présence d’un 

agent microbien et la liaison de CD40 qui est délivrée in vivo par les LT activés (308). 

Hartmann et al. ont décrit un schéma d’orientation de la réponse immune en fonction du type 

d’activation des pDC. En présence d’un stimulus bactérien/viral approprié et de la stimulation 

CD40L, les pDC favorisent une réponse de type 1, alors que dans le cas contraire, les pDC 

orientent la réponse vers la production de cytokine de type 2 (308). Les travaux de Krug et al. 

ont montré aussi que la pré-incubation des pDC en présence d’IL-3 augmentait la capacité des 

cellules à produire de l’IL-12 et diminuait la production d’IFN-α. Dzionek et al ont obtenu 

des résultats similaires et ont montré que la préincubation des pDC avec un anticorps anti-

BDCA-2 favorisait, lors d’une stimulation par un virus et CD40L, la production d’IL-12 au 

détriment de l’IFN-α. Cette capacité des pDC à produire de l’IL-12 est à relier non pas à la 

liaison BDCA-2 mais, indirectement à la diminution de production d’IFN-α induite elle-
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même par la signalisation via BCDA2 (172). Il avait déjà été montré chez la souris que l’IFN-

α produit par les pDC inhibait la production d’IL-12 par les cDC (330). Dans le modèle de 

Dzionek et al, c’est une inhibition autocrine qui est mise en place lors de l’activation de 

BDCA-2. Celle-ci entraîne un passage de la production d’IFN-α vers celle d’IL-12 par les 

pDC. 

3.11 Cellules dendritiques plasmacytoïdes et pathologies 

3.11.1 Cellules dendritiques plasmacytoïdes et cancer 

Les pDC sont impliquées dans plusieurs types de cancer tels que celui de la tête et du cou, le 

cancer de l’ovaire, le mélanome primaire et le cancer du sein (232, 331-335). Il a été montré 

que les facteurs sécrétés par les tumeurs tels que le TGF-β, l’IL-10 et le VEGF-β, peuvent 

recruter et inhiber la fonction des pDC. Les pDC représentent donc une cible pour les 

mécanismes d’échappement tumoraux. Il a été également montré que les pDC pouvaient 

présenter les Ags tumoraux aux LT et induire la génération de LT CD4+/CD25+ sécréteurs 

d’IL-10 qui inhibent l’immunité antitumorale (336). Néanmoins, en utilisant un anticorps anti 

IL-10 et une stimulation par CpG ODN , il est possible d’induire une réponse antitumorale par 

les LT cytotoxiques conduisant au rejet de la tumeur in vivo (337). Par ailleurs, des travaux 

ont rapporté que les pDC infiltrant les tumeurs étaient fonctionnelles, qu’elles produisaient de 

l’IFN- α et qu’elles pouvaient entraîner la remission ou une réduction du mélanome après un 

traitement par Imiquimod (332). Ces effets bénéfiques antitumoraux, induit par la stimulation 

des pDC par des agonistes de TLR7 tels que les imidazoquinolines, ont également été 

observées dans des tumeurs cutanées (338, 339). L’équipe de Chaperot et al. a également 

montré que ces pDC activées par des agonistes de TLR7 exprimait TRAIL, les rendant ainsi 

capables d’une cytotoxicité directe contres les cellules infectées ou tumorales (283, 340). 

L’expression de TRAIL par les pDC activées a été confirmée in vivo après application 

cutanée d’Imiquimod dans le traitement du carcinome à cellules basales (341). La voie 

d’activation des pDC par les TLR peut être utilisée pour induire la sécrétion d’IFN-α et ainsi 

protéger les DC des effets inhibiteurs des facteurs libérés par les tumeurs, induire la survie des 

cellules T et ainsi améliorer l’efficacité de la vaccination antitumorale induite par des pDC 

chargées en Ag tumorale (342). Il a également été montré que des pDC chargées par un Ag 

tumoral in vitro pouvaient induire une réponse T cytotoxique spécifique du mélanome (333). 

Il est d’ailleurs intéressant de noter que l’IFN-α est utilisé en traitement dans différentes 

pathologies tumorales et en première ligne dans le traitement de la leucémie myéloïde 
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chronique avant l’avènement de l’imatinib mesylate (Glivec®, inhibiteur de protéine kinase). 

Donc, les pDC, de par leur capacité particulière à sécréter de l’IFN-α, peuvent jouer un rôle 

central dans la défense anti-tumorale. 

La synergie entre les différents sous-types de DC n’a pas encore complètement été étudiée 

dans la réponse antitumorale. Des travaux intéressants ont révélé que des immunisations par 

un mélange de cDC et de pDC matures, « primées » par un Ag tumoral, entraînaient non 

seulement une augmentation du taux de LT CD8+ spécifiques de l’Ag mais aussi une réponse 

antitumorale en comparaison avec une immunisation avec un seul sous-type de DC (343). 

L’ensemble de ces résultats suggèrent qu’il est possible d’établir une réponse antitumorale 

basée sur les pDC si elles sont fonctionnelles. 

3.11.2 Cellules dendritiques plasmacytoïdes et infections virales 

Le rôle critique des pDC dans l’immunité antivirale est montré par la corrélation entre la 

progression des patients infectés par le VIH vers le stade SIDA et la diminution du taux de 

pDC circulantes. Liu et al. ont aussi observé une importante diminution des pDC/IPC chez les 

patients au stade SIDA, en particulier lors de complications infectieuses ou de sarcome de 

Kaposi (243). A noter que les pDC expriment CD4, CXCR4 et CCR5 qui constituent les 

portes d’entrée du virus VIH (243, 344). Des données récentes ont montré que les pDC 

exprimaient le ligand TRAIL chez les patients virémique VIH et ainsi entrainaient l’apoptose 

des LT CD4+ (345). 

3.11.3 Cellules dendritiques plasmacytoïdes et greffe/transplantation 

Dans le domaine de la transplantation/greffe, différents travaux relatent le potentiel des pDC 

immatures (n’exprimant pas ou peu les molécules de costimulation) et des pDC matures, de 

par leurs caractéristiques fonctionnelles intrinsèques, à induire des mécanismes de tolérance 

périphérique comme la déviation immune (327), l’anergie des LT (346) et la genèse de LT 

régulateurs (309). La greffe de CSH constitue le traitement curatif pour la majorité des 

pathologies malignes hématologiques et la GVH est l’obstacle majeur au succès de cette 

greffe. Celle-ci est médiée par les LT du donneur stimulés par les DC du receveur (347, 348). 

La GVH se produit chez 50 à 70 % des receveurs et est largement responsable du taux élévé 

de mortalité post-greffe. Le rôle des pDC dans la modulation de la réponse immunitaire post-

greffe est encore sujet à controverse. En effet les pDC sont responsables de l’induction de 

tolérance et prolonge la survie du greffon dans l’allogreffe cardiaque (303, 349, 350). Des 

résultats récents suggèrent également que les pDC jouent un rôle « régulateur » en 
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transplantation : l’augmentation du ratio pDC/cDC est associée au retrait des agents 

immunosuppresseurs après transplantation du foie (351). Dans la greffe de CSH, un faible 

taux de pDC dans le sang circulant est corrélé avec un risque élevé de GVH (352) alors qu’un 

taux élevé de pDC dans la moelle du donneur est associé à une augmentation de la rechute 

(353). De nombreux travaux suggèrent donc que les pDC sont « plutôt » tolérogènes in vivo. 

Cependant, l’équipe de Teshima a montré à l’aide d’un modèle murin que les pDC sont 

capables de « primer » les LT allogéniques et d’ainsi contribuer à la GVH (354). Ces résultats 

sont donc contradictoires avec les données précédentes et pourraient être liées aux conditions 

d’irradiation précédent la greffe de CSH. En effet le pré-conditionnement par irradiation 

corporelle totale induit la maturation des pDC capables alors de « primer » les LT et donc 

d’induire une réponse immune spécifique. L’équipe de Hill a montré récemment que la GVH 

empêchait la maturation des pDC diminuant leur potentielle implication dans la réponse 

immune (355). 

3.11.4 Cellules dendritiques plasmacytoïdes et autoimmunité 

Le lupus systémique est une maladie auto-immune caractérisée par des taux élevés d’IFN-α 

circulant qui en représentent le facteur pathogénique. L’implication des pDC, principales 

cellules sécrétrices d’IFN-α dans la pathogénie de la maladie, a été recherchée. Il a été montré 

que les pDC étaient présentes dans la peau de sujets lupiques souvent en nombre élevé mais 

pas dans la peau normale. De plus, chez les patients lupiques, le taux de pDC circulantes est 

très diminué. Ceci reflète vraisemblablement l’extravasion des pDC au site de l’inflammation 

auto-immune. Il y a donc dans le lupus systémique, des facteurs qui induisent la production 

d’IFN-α par les pDC et c’est vraisemblablement l’activation constitutive des pDC par les 

complexes anticorps anti-ADN double brin/ADN double brin qui en est responsable (272, 

356). Il est important de noter qu’une libération aberrante d’IFN-α est aussi associée à 

d’autres situations autoimmunes et quelques fois l’administration thérapeutique d’IFN-α peut 

conduire au développement du lupus systémique ou au diabète dans un modèle expérimental 

(357). Bien que le lupus systémique soit la pathologie auto-immune la plus étudiée, un certain 

nombre d’autres pathologies auto-immunes sont associées à une dysrégulation de l’IFN-α 

et/ou aux pDC, telles que le syndrome de Gougerot-Sjögren, le diabète de type I, la maladie 

d’Hashimoto et le psoriasis (357). 

Le psoriasis est une dermatose érythémato-squameuse chronique qui atteint 2 % de la 

population européenne. Les mécanismes lésionnels impliquent des anomalies de la barrière 

cutanée et des anomalies immunologiques et inflammatoires de l’épiderme et du derme : 
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hyperexpression par les kératinocytes des défensines-β et des récepteurs TLR, activation des 

DC, des LT, des polynucléaires, des macrophages et des cellules endothéliales. L’ensemble de 

ces anomalies suggère le caractère auto-immun et/ou auto-inflammatoire du psoriasis. Le 

TNF-α joue un rôle initiateur primordial et possède de multiples fonctions (358). Les 

biothérapies utilisant des anti-TNF-α sont très efficaces pour le traitement du psoriasis (359). 

Cependant d’autres mécanismes agissant en amont de la production de TNF-α ont également 

été mis en évidence. En effet les kératinocytes et les pDC présents dans la peau de patients 

atteints de psoriasis expriment de façon importante des molécules de l’immunité innée : les 

défensines-β et les TLR (360). Leur activation induit une signalisation intra-cytoplasmique 

aboutissant à la production de cytokines inflammatoires (dont le TNF-α) et à l’activation de 

CPA. Lande et al. ont montré qu’un peptide antibactérien endogène surexprimé dans la peau 

psoriasique, le LL37, pouvait modifier la conformation de peptides du soi peu méthylés (250). 

Ainsi, la liaison LL37- ADN du soi serait reconnue par les pDC via le TLR9. Ce signal de 

type danger endogène déclencherait alors la production d’IFN-α. Ces auteurs émettent 

l’hypothèse que ce mécanisme pourrait conforter l’étiologie auto-immune dans le psoriasis. 

Par ailleurs, Nestlé et al. ont montré que les pDC sont impliquées dans la formation de la 

plaque de psoriasis (361). Ces cellules, en produisant l’IFN-α, activent les cDC qui répondent 

en produisant de l’IL-12 et/ou de l’IL-23, conduisant respectivement à une réponse 

lymphocytaire de type Th1 et/ou Th17 (317, 362). Ces auteurs ont décrit grâce à un modèle 

murin que le fait de bloquer la voie de signalisation de l’IFN-α ou la sécrétion par les pDC 

d’INF-α prévenait le développement du psoriasis dépendant des LT de type Th1.  

Un sujet avec prédisposition génétique (gène PSORS) peut, sous l’influence de facteurs 

environnementaux, développer une première manifestation de psoriasis (« priming » ou 

sensibilisation) (363). Un nouveau stimulus peut donc activer les cellules résidentes 

immunitaires, conduisant directement à une lésion inflammatoire sans qu’il y ait une nouvelle 

circulation de ces cellules. La séquence immunitaire de la survenue d’une lésion de psoriasis 

après la phase d’initiation est alors la suivante. 1. Les CPA (pDC puis cDC) sont activées par 

le signal initiateur qui conduit à une production d’IL-12 et/ou d’IL-23 permettant l’initiation 

d’une réponse lymphocytaire de type Th1 et/ou Th17 respectivement (317). Le signal 

initiateur peut être soit un signal de danger exogène (peptidoglycanes bactériens par exemple) 

perçus par les CPA par le biais de TLR (TLR 7 ou 9 sur les pDC), soit un signal de danger 

endogène (protéines du choc thermique, IFN-α ou TNF-α). 2. Les LT cutanés spécifiques 

effecteurs et mémoires vont synthétiser de l’IL-17, du TNF-α et de l’INF-γ. 3. Activation des 
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cellules cutanées résidentes, dont les kératinocytes, qui secrètent à leur tour des cytokines pro-

inflammatoires (IL-1, TNF-α, IL6) et l’IL-8. 4. Recrutement des leucocytes sanguins pour 

amplifier la réponse inflammatoire. 5. L’ensemble conduit à la formation de la plaque de 

psoriasis (358). Cette auto-inflammation permettrait d’expliquer l’association significative 

entre le psoriasis et le syndrome métabolique. En effet des mécanismes inflammatoires 

communs sont observés, en particulier l’augmentation de la production de TNF-α, de l’IL-6 et 

de la CRP.  
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Chapitre 3 
Rationnel et objectifs de l’étude 

 

Des « débris » cellulaires tels que les corps apoptotiques sont décrits comme une source 

d’Ags permettant l’induction d’une réponse immunitaire spécifique (364). Les Ags des 

cellules apoptotiques peuvent être présentés via les cellules phagocytaires au système 

immunitaire et induire une réponse T efficace. A l’inverse il a été montré que les corps 

apoptotiques possédaient des propriétés immunorégulatrices. En effet l’injection intraveineuse 

de cellules apoptotiques conjointement à un greffon de cellules médullaires allogéniques 

favorise la prise de greffe (365). D’autres débris cellulaires que sont les MP, sont libérés lors 

des processus d’activation ou d’apoptose des cellules. Elles possèdent de nombreuses 

fonctions biologiques mais peu de travaux se sont intéressés à la capacité des MP à interagir 

avec les cellules du système immunitaire. Köppler et son équipe ont montré que les MP issues 

de cellules tumorales inhibent l’activation des LB et induisent la synthèse d’IL-10 par les 

monocytes (366). Les DC jouent un rôle clef dans l’initiation des réponses immunitaires. Elles 

sont activées par les constituants des agents pathogènes, regroupés sous le terme de PAMP. 

Elles répondent aussi à des signaux endogènes libérés par notre organisme au cours de stress 

ou d’agression (DAMP) (178). Ces signaux « dangers » sont reconnus par une famille de 

récepteurs, les PRR exprimés de manière différentielle par les différentes familles de DC. 

Ainsi, les pDC sécrètent de l’IFN-α après stimulation de PRR endosomiaux (TLR7/TLR9) par 

les acides nucléiques viraux et bactériens (183). L’implication des pDC est évoquée dans la 

physiopathologie de maladies inflammatoires, comme le psoriasis et le lupus systémique 

(249), pathologies où les MPE circulantes seraient augmentées. Ainsi, l’objectif de notre 

tarvail est d’étudier l’effet des MPE sur l’activation des pDC sous l’angle de potentielles 

nouvelles alarmines, à l’origine de l’activation appropriée ou non des cellules pDC 

(Figure12). 
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Figure 12 : Les microparticules endothéliales sont-elles des signaux dangers endogènes à l’origine 
de l’activation des cellules dendritiques plasmacytoïdes ? Dans des conditions d’inflammation ou de 
stress excessif, l’endothélium vasculaire libère de fortes quantités de microparticules endothéliales 
pouvant activer les cellules dendritiques plasmacytoïdes. Ces cellules, une fois activées, vont à leur 
tour stimuler les lymphocytes T CD4+ naïfs favorisant le développement d’une réponse inflammatoire 
(Th1 avec sécrétion d’IFN-γ et de TNF-α). Les microparticules endothéliales peuvent ainsi faire partie 
des signaux « Danger » endogènes, appelés DAMP. Ces DAMP interagissent, avec des récepteurs 
PRR, qui reconnaissent aussi les motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP). Ces PRR 
comprennent entre autres, les TLR, les récepteurs de la famille NOD ou encore les RLH (retinoic-
acid-inducible gene I-like helicases). Quelques exemples de DAMP et de PAMP sont représentés sur 
la figure.  
ATP : Adenosine Tri-Phosphate ; CpG : Cytosine-guanine dinucléotide ; HMGB-1 : High Mobility 
Group Box 1 ; HSP : heat shock protein ; LPS : lipopolysacharride ; pDC : cellule dendritique 
plasmacytoïde ; PRR : pattern recognition receptors ; RLH : retinoic-acid-inducible gene I-like 
helicases ; T : lymphocyte T ; TLR : Toll like receptor ; UTP : Uridine Tri-Phosphate. 
 

Notre premier objectif est d’étudier les interactions entre cellules dendritiques et 

microparticules endothéliales. Pour ceci nous allons procéder en deux étapes : 

1) Etude de l’effet des microparticules endothéliales sur la maturation phénotypique 

et fonctionnelle des cellules dendritiques in vitro. Nous allons étudier la maturation 

morphologique, phénotypique (par l’expression de molécules d’activation et de 

costimulation à la surface des pDC), et fonctionnelle (capacité des pDC à induire la 

prolifération des LT CD4+ naifs) des pDC après coculture avec des MPE générées in 

vitro à partir de lignées de cellules endothéliales. Nous allons étudier également l’effet 

des MP d’autres origines cellulaires (plaquettaires et lymphocytaires) sur les pDC. En 

parallèle, l’effet des MPE sur les cDC sera évalué.  
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2) Etude comparative de l’interaction DC/MPE et DC/corps apoptotiques et 

implication des récepteurs aux phosphatidylsérines. L’étude de la capacité des DC 

à prendre en charge les MPE ou les corps apoptotiques est recherchée par l’expression 

des récepteurs aux phosphatidylsérines (PSER) à la surface des deux populations de 

DC. Cette approche permet de vérifier leur implication dans les interactions DC/MPE. 

Enfin nous allons comparer la réponse fonctionnelle des DC après stimulation par des 

corps apoptotiques ou par des MPE. 

 

Il existe de nombreuses pathologies associées à une production et une détection accrue de MP 

circulantes. De façon générale, une élévation de MP circulantes est observée dans les 

situations prothrombotiques et inflammatoires, telles que les pathologies cardio-vasculaires 

incluant l’athérosclérose, les pathologies auto-immunes, mais aussi dans la maladie du greffon 

contre l’hôte après allogreffe de CSH, ou encore après transplantation rénale. Cependant, les 

techniques de quantification des MP circulantes ne sont pas encore standardisées et doivent 

être optimisées afin de caractériser les différentes sous-populations de MP et mieux 

comprendre leur implication dans les processus pathologiques.  

La quantification des MP pour des études cliniques nécessite la mise en place d’une méthode 

fiable et reproductible tenant compte des divers paramètres pouvant affecter les étapes pré-

analytiques et analytiques.  

Notre deuxième objectif est donc de quantifier les MP circulantes, et tout particulièrement 

celles d’origine endothéliale, dans diverses situations pathologiques pour la mise en place 

d’études cliniques : 

Pour ceci, nous allons valider une méthode de détection précise et standardisée des 

microparticules dans le plasma de patients dans le cadre d’études cliniques 

établies. Nous allons étudier l’impact de différents paramètres sur la quantification 

des MP, afin de définir une méthode fiable et reproductible par cytométrie de flux. 

Cette méthode standardisée pourra être appliquée pour la quantification des MP dans 

des études cliniques. Parmi ces études préliminaires, notre choix s’est porté sur un 

modèle d’autoinflammation chronique le psoriasis, et sur un modèle d’altération de 

l’endothélium que représente le conditionnement prégreffe dans l’allogreffe de CSH et 

la survenue de GVH.  

Ce travail a été réalisé dans le laboratoire Inserm de l’UMR645 (université de Franche-

Comté), au sein de l’EFS Bourgogne Franche-Comté à Besançon. 
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Matériel et Méthodes 

 
La démarche méthodologique réalisée dans mon travail de thèse est résumée dans la figure 13. 

 

 

Figure 13 : Présentation générale de la démarche méthodologique utilisée pour réaliser ce travail. 
MPE : microparticules endothéliales ; DC : cellules dendritiques ; Mo-DC : cellules dendritiques 
dérivées à partir de monocytes ; pDC : cellules dendritiques plasmacytoïdes ; PSER : récepteurs aux 
phosphatidylsérines. 

 

1. Matériel biologique 

1.1 Lignées de cellules endothéliales 

Deux lignées de cellules endothéliales, issues des microvaisseaux du derme humain HMEC-1 

(pour human dermal microvascular endothelial cell), qui nous a été gracieusement mise à 

disposition par l’équipe Inserm U608 (Pr Françoise Dignat-George), ou de veines de cordon 

ombilicales HUVEC (pour human umbilical vein endothelial cell) EAH926 (ATCC CRL-

2922) sont entretenues en culture et utilisées pour produire les microparticules endothéliales 

dans différentes conditions de stimulation. 

Les cellules HMEC sont cultivées en milieu MCDB (Invitrogen, Gibco, Compiègne, France) 

additionné de L-glutamine (Invitrogen, Gibco), d’hydrocortisone à 1µg/ml (Sigma-Aldrich, 
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Saint Quentin Fallavier, France), d’EGF à la concentration de 10 ng/ml (Sigma) et de 10 % de 

SVF à 37° C sous atmosphère enrichie à 5 % de CO2 et saturée en humidité. 

Les cellules HUVEC EAY926 sont cultivées en milieu DMEM (Invitrogen, Gibco) 

additionné de bicarbonate de sodium (Sigma) à la concentration de 1,5 g/l , de glucose 

(Sigma) à la concentration de 4,5 g/l qui est additionné de L-glutamine (Invitrogen, Gibco) et 

de 10% de SVF à 37° C sous atmosphère enrichie à 5 % de CO2 et saturée en humidité. 

1.1.1 Les microparticules endothéliales 

Les microparticules endothéliales (MPE) sont produites à partir du surnageant de culture de la 

lignée HMEC-1. Le TNF-α recombinant (Peprotech, Paris, France) est ajouté dans les 

flasques de culture des cellules HMEC à 80% de confluence, 24h avant la production de 

microparticules à la concentration de 50 ng/ml. Le surnageant de culture de la lignée HMEC 

est centrifugé à 1200 g pendant 5 min afin d’éliminer d’éventuels débris cellulaires puis 2 fois 

à 15000 g pendant 90 min de façon à concentrer les MPE dans le culot. Des microparticules 

« basales » ou dites quiescentes ont aussi été utilisées dans certaines expériences. Elles sont 

obtenues à partir de la lignée HMEC sans ajout d’agent stimulant (en l’absence de TNF-α). 

Les microparticules dérivées à partir des HUVEC sont obtenues selon le même protocole. 

1.1.2 Microparticules d’origine plaquettaires et lymphocytaires 

Les microparticules plaquettaires (MPP) sont isolées à partir de prélèvements sanguins (tubes 

citratés) de sujets sains (après obtention d’un consentement éclairé, Etablissement Français du 

sang, Besançon, France). Le plasma riche en plaquette est obtenu après centrifugation à 100 g 

pendant 15 min. Ce plasma est alors centrifugé à 1000 g pendant 10 min de façon à éliminer 

les plaquettes. Le surnageant est collecté et les MPP sont « culottées » grâce à une 

centrifugation à 20000 g pendant 2h à 4°C. La pureté des MPP, objectivée à l’aide d’un 

double marquage positif CD31 CD41, par cytométrie en flux dans la zone de taille 

correspondant aux MP, est de 95 % en moyenne. 

Des cellules mononuclées sont isolées à partir du sang de donneurs sains (après obtention 

d’un consentement éclairé du donneur, Etablissement Français du sang, Besançon) et mis en 

culture en présence de billes CD3/CD28 (Dynabeads CD3/CD28, Invitrogen, Cergy Pontoise, 

France) et d’IL-2 à 600 UI/ml (Proleukine, Sanofi, Paris, France) pendant 48h de façon à 

activer les LT. Le surnageant est ensuite prélevé et les MPT sont isolées selon le même 

protocole que les MPE. 
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1.2 La lignée de cellules dendritiques plasmacytoides : GEN 2.2 

Une lignée immortalisée (GEN 2.2 brevet n°0215927) a été dérivée par l’équipe de Joël 

Plumas à partir des cellules leucémiques d’un patient atteint de leucémie dérivée des pDC. 

Les cellules sont entretenues en culture et mises en coculture avec les MPE. 

1.2.1 La lignée MS-5 

La lignée GEN est dépendante pour sa prolifération de la présence d’une lignée nourricière : 

la lignée stromale murine MS-5. Il s’agit de cellules adhérentes. Les cellules MS-5 (0,1x106 

cellules/ml) sont cultivées en milieu complet RPMI 1640 Glutamax 1 complet (Invitrogen, 

Gibco) : pyruvate de sodium 1mM (Sigma), gentamicine 20 µg/ml (Invitrogen, Gibco), acides 

aminés non essentiels (Invitrogen, Gibco) additionné de 10 % SVF décomplémenté à 56°C, 

30 min (Invitrogen, Gibco). L’entretien des cellules MS-5 se fait par trypsinisation des 

cellules à confluence (2 ml de trypsine/EDTA préchauffée (Invitrogen, Gibco) par flasque de 

6 ml). Les cellules se décollent en quelques minutes à 37°C et sont remises en culture après 

deux lavages en RPMI dans de nouvelles flasques. Les cellules MS-5 à confluence sont 

irradiées à 6000 rads et servent de cellules nourricières à la lignée GEN. 

1.2.2 Culture de la lignée GEN 

Les cellules GEN sont ensemencées à la concentration de 0,1 x 106 cellules/ml en milieu 

complet additionné de 10 % de SVF. Après 3 à 6 jours de culture, les cellules qui se sont 

multipliées peuvent être utilisées ou réensemencées sur d’autres flasques de MS-5 irradiées. 

1.3 Les pDC normales 

Les pDC normales circulantes utilisées en coculture avec les microparticules sont triées à 

partir d’anneaux de cytaphérèse de donneurs sains (après obtention d’un consentement 

éclairé, Etablissement Français du sang, Besançon) par sélection positive avec un anticorps 

anti-BDCA-4 (BDCA-4 Microbeads kit, Miltenyi Biotechnology, Paris, France) selon les 

recommandations du fabricant. Une déplétion préalable des monocytes est réalisée à l’aide de 

billes CD14 (CD14 microbeads, Miltenyi Biotechnology). La pureté des pDC estimée par un 

marquage CD123PE/BDCA-2FITC est de 85 à 90 %. 

1.4 Les cellules dendritiques dérivées de monocytes 

Des DC dérivées de monocytes obtenues in vitro à partir de monocytes circulants (Mo-DC) en 

présence de GM-CSF et d’IL-4 sont utilisées en coculture avec les MPE. 
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Les monocytes sont triés à partir de PBMC de donneurs sains après consentement éclairé 

(Etablissement Français du sang, Besançon) par sélection négative (CD14 microbeads, 

Miltenyi). La pureté du tri est évaluée par un marquage CD1a/CD14 (90 % de pureté, 

rendement 80 %, absence d’expression de CD1a). Les monocytes sont ensuite cultivés à la 

concentration de 0,5 106/ml en milieu RPMI complet additionné de 10 % de SVF en présence 

de GM-CSF (100 ng/ml, Peprotech) et d’IL-4 (20 ng/ml, Peprotech) pendant 6 jours. L’IL-4 

et le GM-CSF sont de nouveau ajoutés aux cultures à J3 aux mêmes concentrations. Le 

marquage à J6 par CD14/CD1a permet de vérifier la perte d’expression de CD14 et 

l’expression de CD1a sur les Mo-DC (97 % d’expression de CD1a, absence d’expression de 

CD14).  

1.5 Les autres cellules stimulantes 

Une lignée lymphoïde B transformées par l’EBV (BEBV) a aussi été testée comme cellules 

stimulantes en culture mixte lymphocytaire (CML) après irradiation à 7,5 Gray.  

1.6 Les corps apoptotiques  

Les corps apoptotiques, issus de splénocytes murins irradiés à 40 Gray, ont été utilisés en 

coculture avec les pDC et les Mo-DC. Nous avons pu vérifier le caractère apoptotique des 

cellules isolées à l’aide d’un double marquage AV+, iodure de propidium- (IP) (Annexine V 

apoptosis detection kit I, BD Biosciences) 6h après irradiation. 

1.7 Les lymphocytes T naïfs 

Des lymphocytes T naïfs CD4+ CD45RA+ issus de sang de donneurs sains (après obtention 

d’un consentement éclairé, Etablissement Français du sang, Besançon) sont isolés sur colonne 

par sélection négative immunomagnétique (CD4 négative isolation Kit, Dynal, Invitrogen et 

CD45 RA Microbeads Miltenyi biotechnology) selon les recommandations du fournisseur. 

Ces cellules seront utilisées comme cellules répondantes dans les CML. La pureté en 

lymphocytes T CD4+ CD45 RA+ est de 90 %. Les cellules sont congelées à -80°C en DMSO 

20 % (Braun Medical, Paris, France), jusqu’à utilisation. 

1.8 Autres populations cellulaires témoins 

Des fibroblastes humains sont obtenus à partir d’explants dermiques de sujets sains (obtenus 

après obtention d’un consentement éclairé) et cultivés selon la méthode utilisée au sein de 

notre UMR Inserm 645 (UFC et EFS BFC)(367).  
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De la moelle osseuse normale est obtenue à partir de prélèvements chez des sujets exempts de 

pathologies hématopoïétiques (formulaire de non-opposition recueilli dans les services 

cliniques). 

1.9 Patients inclus dans l’étude psoriasis 

Les prélèvements ont été réalisés lors d’une consultation dans le service de dermatologie 2 du 

CHU de Besançon, après obtention du consentement du patient, ou lors d’une hospitalisation 

déjà programmée pour le psoriasis. Un tube citraté et un tube CTAD (citrate, théophylline, 

adénine, dipyridamole bloquant l’activation plaquettaire in vitro) de 5 ml ont été prélevés par 

ponction veineuse. Les prélèvements de sang total ont été centrifugés à 1500 g pendant 15 

min puis à 13000 g pendant 2 min pour le recueil des plasmas contenant les MP. Les plasmas 

ainsi obtenus ont été congelés à -80°C. Le projet a obtenu un avis favorable du comité 

d’éthique du CHU de Besançon le 11 juin 2008.  

2. Analyses morphologiques par technique confocal 

Les images sont acquises à l’aide du microscope confocal FV1000 (Olympus, Rungis, France) 

et analysées à l’aide de logiciel Fluoview® FV1000 (Olympus).  

2. 1 Maturation des pDC 

Les pDC sont incubées avec un anticorps anti-BDCA2 (AC144 Miltenyi) pendant 30 min à 

4°C puis lavées et marquées avec une immunoglobuline secondaire (goat anti mouse) couplée 

à la cyanine 5 (BD Biosciences). Les pDC sont ensuite incubées avec les MPE préalablement 

marquées au CFSE (pour carboxyfluorescein succinimidyl ester) (5 mM) (Molecular Probes, 

Leiden, Pays-Bas), qui se lie de façon covalente aux protéines cellulaires et membranaires (cf 

§6.3), pendant 2h à 37°C dans des chambres de culture Labtek II (VWR International, 

Fontenay sous Bois, France). Après coloration du noyau au DAPI (Molecular Probes), les 

cellules sont lavées en PBS et fixées dans du PBS 4 % paraformaldéhyde avant de déposer 

une lamelle à l’aide du liquide de montage (Fluorescent mounting medium, Dako, Trappes, 

France).  

2.2 Voie de signalisation : NF-kB 

Les pDC sont incubées seules, en présence d’un agent maturant classique CpGA, ou en 

présence de MPE pendant 3h à 37°C. Les cellules sont ensuite lavées en PBS 2 % BSA et 

fixées dans du PBS 4 % paraformaldéhyde. Les cellules subissent alors une étape de 
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pérméabilisation avec du TRITON 100X 0,1 % (Sigma) pendant 10 min à température 

ambiante puis sont de nouveau lavées et enfin marquées avec un anticorps primaire NF-kB 

p65 purifié (clone J144-460, BD Biosciences) pendant 1h30 à 4°C. Les cellules sont lavées 

puis marquées avec un anticoprs secondaire (goat anti mouse) marqué à la cyanine 5 (BD 

Biosciences) 1h à température ambiante. Les cellules sont à nouveau lavées en PBS. Après 

coloration du noyau au DAPI (Molecular Probes) les cellules sont déposées sur une lamelle à 

l’aide du liquide de montage (Fluorescent mounting medium, Dako). Le marquage des 

cellules directement par l’anticorps secondaire est utilisé comme contrôle. 

3. Cytométrie en flux 

L’immunophénotypage des cellules dendritiques, des lymphocytes T et le comptage des 

microparticules in vitro ont été réalisés sur le cytométrie en flux CANTO-A (BD 

Biosciences). L'analyse a été réalisée à l'aide du logiciel DIVA 6.1 (BD Biosciences).  

3.1 Immunophénotypage 

Les caractéristiques des anticorps utilisés, (1) pour le comptage et le typage des 

microparticules, (2) pour l’étude de la maturation des cellules dendritiques, et (3) pour le 

phénotypage des lymphocytes T en fin de CML, sont données dans le tableau 4.  

Les cellules à analyser sont incubées avec les anticorps appropriés ou les contrôles 

isotypiques à 4° C pendant 30 min, puis lavées en PBS. Les contrôles isotypiques réalisés en 

parallèle permettent de déterminer le seuil de positivité du marquage et l’intensité de 

fluorescence de base pour chaque fluorochrome.  
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Tableau 4 : Les anticorps utilisés en cytométrie en flux 

 

Phénotypage des DC Phénotypage des LT Phénotypage des MP 

CD1a APC : HI1491 CD3 FITC : B-B114 AnnexinV FITC 1 

CD3PC7 : UCHT12 CD3 PC7 : UCHT12 CD31PE : 1F112 

CD4PC7 : SFCI12T4D112 CD4 PC7 : SFCI12T4D112 CD41ECD : P22 

CD14 APC : My42 CD25 APC : M-A2511 CD62EAPC : 68-5H111 

CD40PE :mAb892 CD45RO PE : UCHL-11 CD62EPC5 : 68-5H111 

CD80FITC : MAB1041 CD45RA FITC : BC15RA4 CD62EPE : 68-5H111 

CD83PE : HB15e1 FOXP3AF647 : 259D5 CD146PC5 : TEA1/342 

CD86FITC : 2331FUN11  CD146PE: TEA1/34 2 

CD123 PE : 9F51  CD144 PE : TEA 1/312 

CD197 PE CCR7 : 2H41  CD45 ECD : J.33 2 

AnnexinV FITC 1   

BDCA-2 FITC : AC1443   

HLA-DRFITC : B-F12   

 
Les clones, fluorochromes et fournisseurs des anticorps utilisés pour le phénotypage des cellules 
dendritiques (DC), des lymphocytes T (LT) et microparticules (MP) sont précisés. 
1BD BIOSCIENCES, le pont de Claix, France ; 2Beckman Coulter Immunotech, Roissy, France ; 
3Miltenyi Biotechnology, Paris, France ; 4Diaclone, Besançon, France ; 5Biolegend, Minneapolis, 
USA. 
APC :  allophycocyanin ; FITC : fluorescein isothiocyanate ; PE : phycoerythrin ; PC7 : 
phycoerythrin-cyanin-7 ; AF647 : alexa fluor 647 ; ECD : phycoerythrin-texas red-x ; PC5 : 
phycoerythrin-cyanin-5. 
 

3.1.1 Phénotypage des cellules dendritiques 

Afin d’étudier la maturation des cellules dendritiques incubées en présence des 

microparticules, nous avons utilisé des anticorps dirigés contre les molécules de 

costimulation : CD40, CD80, CD86 ; la molécule d’activation : CD83 ; HLA-DR et CCR7. 

Les molécules CD123 et BDCA-2 ont été utilisées comme marqueurs de ciblage (« gaiting ») 

de population pDC, et CD1a comme marqueur de ciblage des Mo-DC.  
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3.1.2 Phénotypage des Lymphocytes T 

Le phénotypage des LT issus des CML a été réalisé en quadruple ou triple marquage. 

L’acquisition a été réalisée en ciblant la population de LT CD4+ CD25+. La combinaison 

CD4APC/ CD25PC7 est utilisée dans chaque tube et le troisième et quatrième anticorps varie. 

Des contrôles isotypiques adaptés ont été utilisés pour chaque type d’anticorps. L’expression 

intracytoplasmique de FoxP3 (Alexa Fluor 647 anti-human FoxP3 flow kit, Biolegend) a été 

réalisée après perméabilisation et l’acquisition a lieu dans les 2h. Le même phénotypage a été 

réalisé sur les lymphocytes T naïfs seuls laissés 6 jours en CML dans les mêmes conditions de 

culture que les autres LT mais sans cellules stimulantes (témoin négatif) ainsi que sur des LT 

activés en présence de la lignée B EBV (témoin positif). 

3.1.3 Phénotypage et quantification des microparticules in vitro 

Le nombre total de MP endothéliales, plaquettaires ou lymphocytaires produites à chaque 

expérience est quantifié par cytométrie en flux après un marquage de la phosphatidylsérine, 

présente à la surface des MP, par l’annexine V (BD Biosciences). L'échantillon de MP produit 

(10 µl) est incubé avec 5 µl d'AV FITC (Annexin V apoptosis detection kit I, BD Biosciences). 

Après 20 min, la réaction est stoppée à l'aide de 400 µl de « binding buffer » (Annexin V 

apoptosis detection kit I). Des billes de comptage (10 µl) (Flowcount Beads, Beckman 

Coulter Immunotech) sont ajoutées en quantité connue. Le nombre d’événements AV+ 

quantifié dans la zone correspondant aux billes, rapporté au nombre connu de billes ajoutées à 

l’échantillon, permet d'obtenir le quotient X qui, au final, permettra de déterminer le nombre 

absolu de microparticules contenues dans l'échantillon. Les résultats sont exprimés en nombre 

de MP par µl de milieu.  

 

4. Culture cellulaire et induction de maturation 

4.1 La lignée de cellules leucémiques : GEN2.2 

Les cellules GEN issues de la culture sur MS-5 seront utilisées : (1) telles quelles à l’état 

immature GEN (iGEN) ; (2) après une phase de maturation de 18h en milieu RPMI complet 

additionné de 10 % de SVF, en présence d’IL-3 (10 ng/mL ; Peprotech) et de CD40L (1 µg/L, 

COGER, Paris, France) : GEN CD40L ; (3) après une phase de maturation de 18h en présence 

de CpGA ODN2216 (Invivogen, Toulouse, France) à la concentration de 2 µmol/L : GEN 

CpGA ; (4) après une phase de maturation de 18h en présence de R848 (Invivogen) à la 
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concentration de 1 µg/ml : GEN R848 ; ou (5) ou après une phase de coculture de 18h en 

présence de MPE au ratio 1 GEN pour 10 MPE : GEN MPE. 

4.3 Les cellules pDC normales 

Les pDC triées à partir du sang de donneur sains seront utilisées : (1) telles quelles à l’état 

immature après 18h de culture : immature pDC (iPDC) ; (2) après une phase de maturation de 

18h en milieu RPMI complet additionné de 10 % de SVF, en présence d’IL-3 (10 ng/mL, 

Peprotech) et de CD40L (1µg/L, COGER) : pDC CD40L ; (3) après une phase de maturation 

de 18h en présence de CpG-A ODN2216 (Invivogen) à la concentration de 2 µmol/L : pDC 

CpGA ; (4) après une phase de maturation de 18h en présence de R848 (Invivogen) à la 

concentration de 1 µg/ml : pDC R848 ; (5) après une phase de coculture de 18h en présence 

de microparticules de différentes origines cellulaires : endothéliales, plaquettaires ou 

lymphocytaires selon différents ratio de 1 pDC pour 1,5,10,20,40, et 80 MPE (pDC MPE) ; de 

1 pDC pour 10 MPP ou MPT (pDC MPP et pDC MPT) ; ou (6) après une phase de coculture 

de 18h en présence de corps apoptotiques au ratio de 1 pDC pour 5 corps apoptotiques : pDC 

APO. 

4.4 Les cellules dendritiques dérivées de monocytes 

Les Mo-DC obtenues in vitro à partir de monocytes circulants en présence de GM-CSF et 

d’IL-4 seront utilisées : (1) telles quelles à l’état immature après 48h de culture : immature 

Mo-DC (iMo-DC) ; (2) après une phase de maturation de 48h en milieu RPMI complet 

additionné de 10 % de SVF en présence de lipopolysaccharides bactériens dérivant 

d’Escherichia coli à 2 µg/ml (LPS, Sigma) ; (3) après une phase de coculture de 48h en 

présence de MPE au ratio 1 Mo-DC pour 10 MPE : Mo-DC MPE ; (4) après une phase de 

coculture de 48h en présence de corps apoptotiques au ratio 1 Mo-DC pour 5 APO : Mo-DC 

APO ; ou (5) après une phase de coculture de 24h en présence de MPE ou de corps 

apoptotiques suivi d’une phase de 24h de restimulation en présence de LPS. 

Dans tous les cas, la maturation des DC est objectivée par cytométrie en flux avec les mêmes 

marqueurs CD80, CD86, CD40, CD83, HLA-DR. Tous les surnageants de culture obtenus à 

l’issue de cette phase de maturation sont congelés à -80°C pour dosage ultérieur de cytokines. 
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5. Etude fonctionnelle après culture 

5.1 Evaluation de la sécrétion de cytokines par les cellules 

dendritiques 

Les surnageants de culture des pDC ou Mo-DC incubées avec les différents ligands de TLR 

ou les MPE ou qMPE pendant 18h sont collectés. Les concentrations d’IL-12 (p70), IL1-β, 

IL-10, IL-6, IL-8 et TGF-β sont mesurées au sein des surnageants de culture à l’aide de la 

technologie Luminex (Luminex Technology kits HCYTO-60 K, Linco, Millipore, Saint 

Quentin en Yvelines, France) sur l’analyseur Luminex 100® (Luminex, Austin, Texas, USA). 

L’IFN- α est également dosé grâce à la technologie Luminex (Biosource, clinisciences, 

Montrouge, France) selon les recommandations du fabricant. Les seuils de détection des 

différentes cytokines sont les suivants : IL-12 (p70) : 0,96 pg/ml; IL-1β : 0,86 pg/ml; IL-10 : 

2,17 pg/ml; IL-6 : 1,29 pg/ml; IL-8 : 1,12 pg/ml et TGF-β : 20 pg/ml. 

L’expression intracellulaire d’IFN-α (LT27 :295, Miltenyi Biotec) par les pDC est déterminée 

par cytométrie en flux, à l’aide d’un marqueur membranaire de ciblage (BDCA2). La 

Brefaldine A (10 µg/ml, Sigma) est ajoutée dans les différentes conditions de stimulation des 

pDC 3h avant la fin de l’expérience. La fixation et la perméabilisation des cellules sont 

réalisées à l’aide du kit cytofix/cytoperm (cytofix/cytoperm Plus Fixation/permeabilization kit 

BD Biosciences) selon les recommandations du fabricant. 

5.2 Culture mixte lymphocytaire en présence de cellules dendritiques 

Nous avons étudié la prolifération des LT naïfs en réponse aux différentes populations de 

cellules dendritiques modulées, soit par les MPE, soit par un témoin positif de maturation. 

Différentes cellules stimulantes sont testées : la lignée GEN immature ou modulée dans les 

différentes conditions (GEN, GEN+MPE, GEN+R848) ; les pDC immatures ou modulées 

dans les différentes conditions (ipDC, pDC MPE, pDC qMPE, pDC R848 ; pDC CpGA ; pDC 

CD40L) ; les Mo-DC immatures ou modulées dans les différentes conditions (Mo-DC, Mo-

DC MPE, Mo-DC LPS). Nous avons également testé les MPE et qMPE seules comme 

« cellules » stimulantes. Ces cultures sont réalisées en milieu RPMI complet additionné de 10 

% de sérum humain (Etablissement Français du Sang, Besançon). 

Les lymphocytes T CD4+ naïfs sont incubés avec les cellules GEN, pDC ou Mo-DC 

immatures ou modulées dans les différentes conditions de stimulation, pendant 6 jours. La 

prolifération a été réalisée avec une concentration cellulaire retenue comme optimale au cours 

d’expérience préliminaires (50000 lymphocytes T par puits et 20000 cellules stimulantes 
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irradiées). Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits fonds ronds (Sarstedt, 

Numbrecht, Allemagne). 

L’incorporation de BrdU (5-bromo-2-deoxyuridine) est une alternative non radioactive à 

l’incorporation de thymidine tritiée. Le kit de prolifération cellulaire DELFIA (DELFIA Cell 

Proliferation Kit, Perkin Elmer, Boston, USA) a été utilisé. Après 6 jours de culture mixte 

lymphocytaire, le BrdU est ajouté, dans chaque puit de la plaque 96 puits, durant 18h à la 

concentration de 10 µl/ml. Le BrdU incorporé dans les brins d’ADN néo-synthétisés est 

détecté en utilisant un anticorps monoclonal anti-BrdU marqué à l’Europium. Pour permettre 

cette détection, les cellules sont fixées et l’ADN dénaturé. Après incubation, l’excès 

d’anticoprs anti-BrdU est éliminé et le « DELFIA inducer » est ajouté pour dissocier les 

particules d’Europium fixées à l’anti-BrdU qui vont alors former des complexes hautement 

fluorescents avec les composants du DELFIA inducer. La fluorescence mesurée sur le lecteur 

DELFIA (DELFIA Envision, 2102 Multilabel Reader, Perkin Elmer) est proportionnelle à la 

synthèse d’ADN des cellules en division. 

5.3 Evaluation de la polarisation des lymphocytes T stimulés 

Dans les différentes conditions de culture, la sécrétion des cytokines par les lymphocytes T est 

mesurée grâce à la technologie Luminex. Après 7 jours de culture, les surnageants sont 

collectés et les profils de sécrétion cytokinique des lymphocytes T sont évalués (IFN-γ, IL-5, 

IL-4, IL-2, IL-10, IL-17, TNF-α and TGF-β). Le délai de 7 jours a été considéré comme 

optimal après avoir réalisé une cinétique à 24h, J3 et J7. Les lymphocytes T CD4+ naïfs 

cultivés seuls dans du mileu complet sont utilisés comme contrôle. Les seuils de détection des 

différentes cytokines sont les suivants : IL-4 : 4,02 pg/ml ; IL-5 : 0,66 pg/ml ; IL-2 : 0,87 

pg/ml ; IL-17 : 1pg/ml ; IFN-γ : 2pg/ml et TNF-α : 1 pg/ml. Les sensibilités des autres 

cytokines sont citées dans le chapitre 5.1. 

5.4 Expression de FoxP3 

La recherche de l’expression de FoxP3 a été réalisée sur les LT issus de la CML par deux 

techniques : cytométrie en flux (cf §3.1.2) et PCR quantitative (RQ-PCR) (Applied 

Biosystems, Assays-on-Demand) (cf §6.1.3.2). 

 

6. Etude de l’interaction microparticules endothéliales-cellules dendritiques 

Nous allons rechercher l’expression des récepteurs aux phosphatidylsérines dans les deux 

populations de DC et vérifier leur implication dans les interactions DC/MPE. 
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6.1 Analyse de l’expression de molécules potentiellement impliquées 

dans l’interaction MPE/DC par RT-PCR 

Les différentes populations de cellules dendritiques obtenues après coculture ainsi que les 

différents contrôles sont lysés avec une solution de tampon RLT (Qiagen, Courtaboeuf, 

France) additionné de 1 % de β2-mercaptoéthanol (Sigma). La suspension est agitée 

vigoureusement et congelée à -80°C. 

6.1.1 Extraction des ARN totaux 

L’extraction de l’ARN est réalisée avec le kit « RNeasy Mini » (Qiagen) selon les 

recommandations du fournisseur. Cinq µl d’ARN « carrier »sont ajoutés dans les échantillons 

pauci cellulaires (inférieurs à 0,5x106 cellules) afin d’augmenter l’efficacité de l’extraction et 

de la purification. Après addition de 1 volume d’Ethanol 70 %, le lysat est déposé sur une 

mini-colonne et centrifugé 15 sec à 12000 tr/min. Après rinçage de la colonne par 350 µl de 

tampon RW1, les ARN fixés à la silice sont traités par 10 µl de DNAse I diluée dans du 

tampon RDD, pendant 15 min à température ambiante. Puis, après lavage à l’aide de 350 µl 

de tampon RW1, par centrifugation 15 sec à 12 000 tr/min, la colonne est rincée à deux 

reprises par 500 µl de tampon RPE (15 sec à 12 000 tr/min et 3 min à 14 000 tr/min). Les 

ARN purifiés sont ensuite élués avec 30 µl d’eau distillée stérile. 

6.1.2 Synthèse des ADN complémentaires (ADNc) 

Les ARN sont dénaturés 5 min à 65°C, puis placés sur la glace. A 10,5 µl d’ARN sont ajoutés 

9,5 µl d’un mélange contenant : 4 µl de tampon (250 mM Tris HCl pH=8,3 - 375 mM KCl - 

15 mM MgCl2), 2 µl de DTT 0,1M, 1 µl de dNTP (10 mM, Eurobio, les Ulis, France), 0,5 µl 

de random hexamers (pd(N)6 -1 µmol/ml, Amersham Pharmacia Biotech, Saclay, France), 1 

µl d’enzyme RT (200U/µl, M-MLV Reverse transcriptase, Invitrogen, Life technologies, 

Cergy Pontoise, France), et 1 µl dinhibiteur de RNAse (RNaseOUTTM, 40U/µl, Invitrogen, 

Life technologies, Cergy Pontoise, France). L’ensemble est incubé 2 min à 37°C, 10 min à 

température ambiante, 50 min à 37°C, puis l’enzyme RT est inactivée 10 min à 70°C. La 

validation de la synthèse de l’ADNc et la vérification de l’absence de contamination en ADN 

génomique (ADNg) de la solution d’ARN sont réalisées à l’aide de l’amplification du gène 

ubiquitaire c-Raf. La présence d’un intron de 110 pb entre les exons 8 et 9 du gène c-Raf 

permet la différenciation des produits d’amplification obtenus à partir de l’ADNg ou de 

l’ARN. 
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Tableau 5 : Séquence des amorces oligonucléotidiques utilisées pour l’amplification du gène c-Raf. 
 
PCR Nom Localisation Séquence Taille amplicons 

c-Raf c-Raf8+ Exon 8 
[nt834 – nt852] 

5’ 
GATGCAATTCGAAGTCACA
GCG 3’ 

148pb (ARN) 
258bp (ADNg) 

 c-Raf9- Exon 9 
[nt961 – nt982] 

5’ 
TTTTCTCCTGGGTCCCAGAT
A 3’ 

 

 

6.1.3 Amplification génique : analyse de l’expression des récepteurs aux 

phosphatidylsérines par PCR quantitative en temps réel 

6.1.3.1 Principe 

La PCR quantitative en temps réel repose sur le suivi du processus de PCR au cours du temps 

à l’aide de la fluorescence. Le thermocycleur utilisé est le système iCycler iQ (Bio-rad, 

Marnes la Coquette, France). Les données de fluorescence sont collectées à chaque cycle de 

PCR et représentent la quantité de produits amplifiés à cet instant. Plus l’échantillon est 

concentré en molécules cibles à l’origine, moins il faudra de cycles pour atteindre un point 

pour lequel le signal fluorescent est significativement supérieur au bruit de fond. Ce point est 

défini comme le cycle seuil Ct (« crossing threshold ») et apparaît au début de la phase 

exponentielle. Cette quantification n’étudie donc pas la fin de la PCR et n’est donc pas 

affectée par les éléments limitant identifiés lors de la phase du plateau. Ce concept de Ct est à 

la base de la précision et de la reproductibilité de la technique. Si l’on suit la fluorescence au 

cours du temps d’une PCR en temps réel, on observe une augmentation de cette fluorescence 

et donc du nombre de fragments PCR en 3 phases distinctes (Figure 14). 
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Figure 14 : Suivi en temps réel d’une réaction de PCR. Mise en évidence des trois phases de la 
réaction de PCR : une phase d’initiation, puis une phase exponentielle et pour terminer une phase 
plateau. Le Ct (cycle seuil) correspond au début de la phase exponentielle. 
 
L’expression des gènes d’intérêt a été normalisée par rapport à un gène de référence 

ubiquitaire Abl (gène Abelson), afin de s’affranchir des éventuelles variations du nombre de 

cellules analysées entre chaque échantillon. Chaque échantillon a été quantifié en double.  

6.1.3.2 PCR quantitative relative 

Cette méthode permet de calculer le nombre de molécules de gène ou de messager contenu 

dans un échantillon donné. Elle consiste à comparer les Ct calculés du tissu analysé, 

normalisé par rapport au gène de référence et relatif au calibrateur. Le résultat est alors donné 

par la relation mathématique 2-∆∆Ct dans laquelle : ∆∆Ct = ∆Ct (gène cible) - ∆Ct (gène de 

référence) avec ∆Ct (gène cible) = Ct (gène cible) – Ct (calibrateur) et ∆Ct (gène de 

référence) = Ct (gène cible) – Ct (gène de référence). Cette méthode sera utilisée pour la 

quantification de l’expression des récepteurs aux phoshatidylsérines : BAI-1 , Stabiline-2 et 

TIM-1  (Applied Biosystems, Assays-on-Demand Hs 00213941-m1, Hs001105174-m1 and 

Hs00273334-m1 pour Stabiline 2, BAI-1 et TIM-1 respectivement). Pour chacune des 

expériences, de la moelle osseuse, des LT naïfs issus de volontaires sains ou des fibroblastes 

humains sont utilisés comme contrôles (cf §1.8). 
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6.2 Analyse de l’expression de la protéine HMGB-1 par western Blot 

Nous avons évalué l’expression de HMGB-1, par western Blot car aucun anticorps n’est 

disponible actuellement pour son évaluation par cytométrie de flux. 

6.2.1 Principe de la technique 

A partir d’un culot de MPE et de HMEC les protéines cellulaires sont séparées par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de Sodium Dodécyl sulfate (SDS-Page). 

Elles sont ensuite transférées sur une membrane de Polyvinylidène difluoride (PVD, Biorad) 

et la présence de HMGB-1 est révélée par fixation de l’anticorps anti-HMGB-1 (Monoclonal 

anti-human HMGB-1 antibody, clone 115603, R&D systems, Minneapolis, USA) puis d’un 

second anticorps anti–souris marqué à la péroxydase (Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

West Grove, PA, USA). La révélation est effectuée par chimioluminescence et impression 

d'un film photographique. 

6.2.2 Lysats cellulaires 

Les culots de cellules et de MPE sont repris dans 100 µl de tampon de broyage aux ultrasons 

additionnés d’antiprotéases. A chaque échantillon est ajouté un volume de tampon de 

solubilisation Laemmli (2X) avant de les placer 5 min au bain-marie bouillant (95°C). 

6.2.3 Dosage des protéines  

Le dosage des protéines dans les échantillons est réalisé (micro-BCA, Pierce Chemical, 

Rockford, IL, USA) pour déterminer le volume de prise d’essai pour chaque échantillon, afin 

d’obtenir la même concentration de protéines. 

6.2.4 Migration 

Les gels de polyacrylamide (1 mm d’épaisseur) sont coulés entre deux plaques de verre (mini 

protean II cell, Biorad). Compte tenu du poids moléculaire attendu de HMGB-1 (25 kD), on 

utilise un gel de polyacrylamide à 7,5 % réticulé au bisacrylamide à 2,67 %. Un gel de 

concentration ("stacking gel”) à 4 % de polyacrylamide est coulé sur le gel de séparation 

permettant ainsi de réaliser les puits de dépôt. La migration est réalisée en tampon de 

migration. Dans le gel de concentration, l’électrophorèse s’effectue à 100 Volts- 25 mA- 5 W 

par gel puis à 200 V- 25 mA- 5 W pour la séparation. Après migration, le gel est rincé 5 mins 

dans du tampon de transfert. La piste de migration du standard poids moléculaire est 
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découpée, colorée par du colorant amidoblack pendant 3 min, puis décolorée par une solution 

de méthanol 20 %-acide acétique 10 % pendant 5 min. 

6.2.5 Transferts 

La membrane PVDF est préalablement mouillée avec du méthanol, puis rincée dans du 

tampon de transfert pendant 10 min. Le transfert sur membrane de Polyvinylidène difluoride 

(PVDF, Bio-Rad) est réalisé en 2h à 0,3 Ampères et 100 Volts maximum dans la cuve de 

transfert (Bio-Rad). Après transfert, la membrane PVDF est lavée dans une solution 

tamponnée, puis bloquée 1h dans une solution de lait écrémé. 

6.2.6 Incubation avec les anticorps 

La membrane est incubée avec l’anticorps anti-HMGB-1 (pendant une nuit à 0,1 mg/ml, dilué 

au 1/500 dans du lait écrémé lui-même dilué au quart dans du TBS), puis lavée 3 fois 5 min 

dans du TBS-tween 0,1 % avant addition de l’anticorps anti-souris marqué à la péroxydase 

(dilution de 1/25000). L’incubation avec l’Ac secondaire est réalisée dans du lait écrémé dilué 

au demi dans du TBS pendant 1h30, suivie de 4 lavages de la membrane de 10 min chacun 

dans du TBS-Tween 0.1 % et enfin d’un lavage de 5 min dans du tampon TBS. 

6.2.7 Révélation 

Le réactif de chimioluminescence (lumi-light plus, western blotting substrat, Roche 

Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) est mis en contact avec la face contenant la protéine 

pendant 5 min et la lumière émise (λ : 425 nm) est révélée grâce à l’impression d’un film 

photographique. 

6.2.8 Contrôle du dépôt par l’expression de la β-actine 

L’incubation de la membrane en présence d’anticorps anti-β-actine (AC-15, Sigma, dilution : 

1/500000) en même temps que l’anti-HMGB-1 nous a permis de comparer sur un même gel 

les intensités de la bande β-actine pour les différents échantillons. Ceci permet une approche 

semi-quantitative de l’expression de HMGB-1. 

 

6.3 Etude de l’endocytose par cytométrie en flux 

Afin de déterminer si les DC sont capables de prendre en charge les MPE ou les corps 

apoptotiques par un mécanisme actif d’endocytose, ceux-ci sont préalablement marqués au 

CFSE afin de pouvoir les suivre après coculture avec les DC. Le CFSE est un mélange 
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d’isomères de 5-6 carboxyfluorescéine diacétate succinimidyl ester, qui peut diffuser 

passivement dans les cellules sous forme incolore et non fluorescente. Le clivage du 

groupement amine par des éstèrases cellulaires génère un composé fluorescent qui réagit avec 

les groupements amine des protéines membranaires et intracellulaires. Cette association 

covalente n’interfère pas avec le métabolisme cellulaire et permet un suivi des MPE ou des 

cops apoptotiques marqués, dans le canal de fluorescence FL1 en cytométrie de flux.  

6.3.1 Marquage des MPE ou des corps apoptotiques en CFSE 

Les MPE ou les corps apoptotiques sont isolés par centrifugation (cf §1.1.1), comptés (cf 

§3.2.3) et suspendus à 10.106/ml dans du PBS. Un volume de MPE ou de corps apoptotiques 

est mélangé à un volume de CFSE à 5 mM (Molecular Probes, Leiden, Pays bas) et la 

suspension est incubée 20 min à température ambiante, à l’abri de la lumière. Deux volumes 

de SVF sont ajoutés puis la suspension est incubée 10 min à température ambiante à l’abri de 

la lumière. Les MPE CFSE+ sont « culottées » après une étape de centrifugation à 15000 g 

pendant 90 min et les corps apoptotiques CFSE+ sont « culottées » après une étape de 

centrifugation à 1500 g pendant 5 min et lavées 3 fois dans du PBS. 

6.3.2 Etude de l’endocytose des DC en fonction de la température 

Les MPE ou les corps apoptotiques CFSE+ sont incubés à différents ratio avec les DC (pDC 

et Mo-DC) : MPE/DC à 100/1 et APO/DC à 2/1, pendant 4h à 37°C ou 4°C. Après incubation 

les DC sont lavées trois fois afin d’éliminer des MPE ou des corps apoptotiques non-

adhérents. Les DC coincubées avec les MPE ou les corps apoptotiques CFSE+, sont ensuite 

analysées par cytométrie grâce à un marquage de ciblage (CD123 pour les pDC et CD1a pour 

les Mo-DC) afin de déterminer si elles expriment ou pas et dans quel pourcentage de la 

fluorescence en FL1 correspondant à la prise en charge des MP CFSE + ou des corps 

apoptotiques CFSE+. Les lymphocytes T CD4+ naïfs traités de la même façon que les DC, 

sont utilisés comme contrôle négatif d’endocytose. 

6.3.3 Inhibition de l’endocytose 

Afin d’évaluer le rôle des échanges sodium/protons dans l’interaction pDC/MPE, les pDC 

sont prétraitées avec du diméthyl amiloride (DMA) qui est un inhibiteur des échanges 

sodium-proton, à la concentration de 10 µM pendant 1h avant l’ajout des MPE CFSE+ 

pendant 4h. De façon similaire, afin d’évaluer le rôle du cytosquelette dans l’interaction 

pDC/MPE, les pDC sont prétraitées avec de la cytochalasine D (agent dépolymérisant des 
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filaments d’actine) à la concentration de 20 µm. Après incubation les pDC sont analysées de 

la même façon que décrite précédemment (§6.3.2). 

6.3.4 Implications des récepteurs aux phosphatidylsérines 

Les MPE ou les corps apoptotiques CFSE+ sont incubés avec un anticorps anti-Annexine V 

(Purified recombinant Annexin V, BD Pharmingen) selon les recommandations du fabricant 

afin de saturer les sites phosphatidylsérines positifs exprimés sur les MPE et les corps 

apoptotiques. Les MPE ou les corps apoptotiques sont ensuite incubés à différents ratios avec 

les DC (pDC et Mo-DC) : MPE/DC à 5/1 et APO/DC à 5/1, pendant 4h à 37°C ou 4°C. Les 

DC sont ensuite lavées trois fois afin d’éliminer les MPE ou corps apoptotiques non-

adhérents.En parallèle les DC sont fixées par addition de paraformaldéhyde 4 % (PFA) avant 

l’addition de MPE ou de corps apoptotiques CFSE+ ; cette condition est utilisée comme 

contrôle négatif de la prise en charge. Les DC sont alors analysées de la même façon que 

décrite précédemment (§6.3.2). 

 

7. Analyse statistique 

Les études statistiques sont réalisées à l’aide du logiciel Sigma Stat 2.0 software (SPSS Inc ; 

Jandel Scientific, Erkrath, Allemagne). La comparaison des données paramétriques ou non-

paramètriques est respectivement réalisée à l’aide des tests de Student ou de MannWhitney. 

Les résultats sont exprimés en moyenne plus ou moins écart à la moyenne (SEM). Une valeur 

du p inférieure à 0,05 est considérée comme significative. 
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1. Résumé et commentaires 

Une élévation des microparticules endothéliales (MPE) circulantes témoignant d’une 

altération de l’endothélium vasculaire et le recrutement de cellules dendritiques 

plasmacytoïdes (pDC) seraient communément impliqués dans certaines pathologies 

inflammatoires. L’objectif de ce travail était d’étudier l’interaction entre MPE et pDC et en 

particulier, le potentiel des MPE à induire la maturation des pDC. Nous avons construit un 

modèle d’étude in vitro des interactions MPE/pDC à partir de lignées de cellules endothéliales 

issues des microvaisseaux du derme humain (HMEC,UMR Inserm U608) et de pDC triées à 

partir du sang de donneurs sains. 

Ce modèle nous a permis de montrer in vitro que les MPE pouvaient induire la maturation des 

pDC humaines. L’augmentation des molécules de costimulation à la surface des pDC (CD40, 

CD80, CD86, en particulier) s’accompagne d’une sécrétion de cytokines inflammatoires (IL-6 

et IL-8, en particulier). De plus ces pDC ainsi maturées sont fonctionnellement matures 

puisqu’elles induisent la prolifération des lymphocytes T CD4+ naïfs et leur orientation vers 

un profil de sécrétion cytokinique de type 1. Nous avons pu mettre en évidence que 

l’endocytose des MPE par les pDC est nécessaire à l’induction de cette maturation. Des MP 

d’autre origine (dérivées de plaquettes ou de LT) n’induisent pas la maturation des pDC, 

suggérant que la capacité à induire la maturation des pDC est spécifique aux MPE. Pour finir, 

nous avons montré que les MPE n’induisaient pas la maturation des Mo-DC. Les Mo-DC ne 

sont pas réfractaires aux MPE, mais reçoivent de leur part un signal inhibiteur, réduisant leur 

capacité à sécréter de l’IL-12. 

Ainsi, les MPE induisent la maturation phénotypique et fonctionnelle des pDC. Cette nouvelle 

voie d’activation pourrait être impliquée dans la physiopathologie de nombreuses pathologies 

vasculaires et/ou inflammatoires pour lesquelles le taux de MPE circulantes est élevé.  

En parallèle, une meilleure connaissance des mécanismes par lesquels les MPE interagissent 

avec les pDC sera nécessaire pour la poursuite de ce travail. 

 

2. Résultats complémentaires 

2.1 Expression de FoxP3 

La recherche de l’expression de FoxP3 a été réalisée sur les LT issus des CML (coculture DC 

modulées par MPE et LT naïfs) par PCR quantitative et cytométrie de flux. Nous ne 
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retrouvons pas d’expression de FoxP3, quelque soit les conditions de stimulation et quelque 

soit la technique utilisée (cytométrie, Biologie moléculaire par RT-PCR). 

2.2 Analyse de l’expression de HMGB-1 par western Blot 

HMGB-1 est un composant des complexes immuns contenus dans l’ADN impliqué dans 

l’activation des pDC via TLR9. Nous avons recherché l’expression de cette protéine dans la 

lignée HMEC et les MPE par western Blot, afin de déterminer son implication potentielle 

dans l’interaction MPE/DC. Des résultats préliminaires montrent une absence d’expression 

d’HMGB-1 sur les HMEC. Les résultats obtenus sur les MPE sont difficiles à interpréter et 

sont à renouveler. En effet, l’analyse des MPE par western Blot nécessite une quantité 

d’échantillon importante et nous devons également identifier une protéine exprimée dans les 

MPE à utiliser comme contrôle positif.  

2.3. Voie de signalisation NF-kB 

Nous avons évalué l’expression de NF-kB par microscopie confocale au sein des pDC 

immatures, ou activées en présence de CpGA ou de MPE, pendant 3h à 37°C. Ce résultat 

préliminaire montre que les MPE peuvent activer la voie de signalisation NF-kB au sein des 

pDC, objectivée par l’augmentation de l’intensité de fluorescence du marqueur NF-kB au sein 

du noyau de la cellule (translocation de la fluorescence dans le noyau) en comparaison avec 

les pDC immatures. Ce résultat (n=1) est à confirmer par de nouvelles expériences incluant 

des contrôles supplémentaires (contrôles positifs et négatifs de la voie d’activation par NF-

kB).  
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Figure 15 : Expression de NF-kB dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes par microscopie 
confocale. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) sont incubées seules ou en présence de 
CpGA ou de microparticules endothéliales (MPE), pendant 3h à 37°C puis marquées avec un 
anticorps anti-NF-Kb p65 et enfin révélées par un anticorps secondaire. Le noyau des cellules est 
coloré au DAPI. Les cellules sont ensuite analysées par microscopie confocale (grossissement x60). 
Le marquage des cellules par l’anticorps secondaire seul est utilisé comme contrôle. 

NF-kB p65 Dapi Superposition

iPDC

PDC
MPE

PDC
CpGA

Contrôles
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Etude n°2 
 

Dendritic cell phosphatidylserine receptors in their interaction with 
endothelial microparticles 

 
Manuscrit en préparation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NB : Les résultats présentés dans cet article en préparation, devront être complétés. Les 
analyses de l’expression des ARNm de TIM-1 et TIM-4 devront notamment être poursuivis 
(La validation de la technique est en cours), et l’analyse des cytokines étendue. 
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1. Résumé et commentaires : 

Les corps apoptotiques expriment la PSer à leur surface, phospholipide externalisé à la 

membrane dans les premières phases de l’apoptose. La reconnaissance et la capture de ces 

corps apoptotiques sont indispensables au maintien de l’homéostasie tissulaire et à la 

résolution de l’inflammation. La reconnaissance des corps apoptotiques est sous la 

dépendance de récepteurs à la PSer (PSER), récemment identifiés. Il s’agit de BAI-1, des 

récepteurs de la famille TIM dont notamment TIM-1 et TIM-4, ainsi que de la Stabiline-2. 

Les MP comme les corps apoptotiques expriment la PSer à leur surface. Par ailleurs, nos 

travaux ont montré que les MPE induisaient la maturation phénotypique et fonctionnelle des 

pDC et que cette maturation nécessitait un mécanisme actif de prise en charge. Toutefois, 

nous ne connaissons pas la nature des récepteurs impliqués dans cette interaction. L’objectif 

de notre travail était de rechercher l’expression des récepteurs aux PSer à la surface des deux 

populations de DC (afin de vérifier leur potentielle implication dans les interactions DC/MPE) 

et de comparer leur capacité de prise en charge et leur fonctionnalité après stimulation par des 

MPE ou des corps apoptotiques. 

Nous avons pu montrer que les pDC expriment le récepteur BAI-1, tout comme les cellules de 

la lignée GEN 2.2. Ainsi, BAI-1 pourrait être un récepteur impliqué dans la prise en charge 

des MPE par les pDC. Contrairement aux Mo-DC, les pDC n’expriment pas la Stabiline-2, 

récepteur impliqué dans une réponse anti-inflammatoire, via la sécrétion de TGF-β, et qui 

ainsi semblerait plutôt impliqué dans la prise en charge des MPE par les Mo-DC. Parmi les 

PSER récemment identifiés, seule la Stabiline-2 est couplée à la synthèse du TGF-β. 

Les pDC sont différentes des Mo-DC par leur capacité à prendre en charge des corps 

apoptotiques et des MPE. En effet, nos résultats montrent que les pDC semblent prendre en 

charge les MPE de façon plus rapide (ou efficace) que les corps apoptotiques, alors que les 

Mo-DC les prennent en charge de façon équivalente. Un résultat préliminaire montre que la 

préincubation des corps apoptotiques par de l’AV recombinante (utilisée afin de saturer la 

PSer à leur surface) reduit la capacité des Mo-DC à prendre en charge les corps apoptotiques. 

Il semblerait donc que les PSER soient impliqués dans cette interaction. 

Enfin, nous avons montré que les MPE ou les corps apoptotiques affectaient différemment la 

capacité des DC à sécréter des cytokines en réponse à une stimulation par un agent maturant 

classique. La préincubation des Mo-DC avec les MPE, ou les corps apoptotiques, réduit leur 

capacité à sécréter du TNF-α en réponse à une stimulation par du LPS. Ces résultats 

confirment nos travaux antérieurs (résultats étude n°1). Les Mo-DC ne sont pas réfractaires à 
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la stimulation par les MPE ou les corps apoptotiques, mais reçoivent de leur part un signal 

inhibiteur. Au contraire, la préincubation des pDC avec des corps apoptotiques n’affecte pas 

la capacité des pDC à sécréter de l’IL-6 en réponse au CpGA. Ce résultat devra être confirmé 

avec les pDC préincubées avec les MPE. 

 

2. Hypothèses 

 
Figure 16 : L’expression différentielle des récepteurs aux phosphatidylsérines sur les cellules 
dendritiques plasmacytoïdes ou dérivées de monocytes, pourrait expliquer la différence de réponse 
aux microparticules endothéliales. Modifié d’après (178).  
 
La figure montre les interactions entre microparticules et cellules dendritiques. Nous 

formulons l’hypothèse que l’expression de BAI-1 par les cellules dendritiques plasmacytoïdes 

(pDC) conduit à une réponse pro-inflammatoire, alors que l’expression de BAI-1 et Stabiline-

2 par les cellules dendritiques dérivées de monocytes (Mo-DC) conduit à une réponse anti-

inflamatoire. En parallèle est présenté la prise en charge des cellules apoptotiques. Cette prise 

en charge implique aussi le couple PSer-PSER. Les DAMP peuvent moduler la réponse et 

favoriser la présentation de peptides antigéniques issus des cellules apoptotiques. Ces DAMP 

peuvent aussi induire l’expression des molécules de costimulation et la synthèse de cytokines 
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(IL-12 pour Mo-DC, ou IFN-α pour pDC). Les MPE pourraient se comporter comme des 

DAMP. En effet, elles induisent la maturation fonctionnelle des pDC puisqu’elles entraînent 

la prolifération des LT CD4 naïfs qui s’orientent vers un profil de sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires. Ceci pourrait s’expliquer par une expression de DAMP à la surface des MPE. 

Ce mode de réponse différent pourrait être lié au panel de récepteurs PSER exprimés par 

chacune des deux populations de DC. 

 

3. Travaux complémentaires  

Les résultats présentés dans cet article en préparation, devront être complétés. Les analyses de 

l’expression des ARNm de TIM-1 et TIM-4 devront notamment être poursuivies. La 

validation de la technique est en cours. L’expression de BAI-1 doit être confirmée au niveau 

protéique par un anticorps monoclonal et son implication fonctionnelle par le prétraitement de 

la lignée GEN 2.2 par un SiRNA inhibant l’expression de BAI-1. 

Nous devons vérifier l’implication des PSER dans l’interaction pDC/MPE par l’utilisation de 

l’AV recombinante à dose saturante et renouveler les premiers résultats obtenus sur les Mo-

DC. Enfin, nous devrons étudier la capacité des corps apoptotiques à induire la maturation 

phénotypique et fonctionnelle des deux populations de DC, ainsi que la fonctionnalité des 

pDC préincubées avec les MPE à sécréter de l’IL-6 en réponse à une stimulation par CpGA. 

Dans cette expérience, il serait également intéressant d’identifier d’autres cytokines 

communément sécréter par les deux types de DC.  
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Etude n°3 
 

Vers une standardisation de la méthode de quantification des 
microparticules adaptée en recherche clinique  

 
Plusieurs études ont montré que des taux élevés de MP circulantes étaient associés à divers 

pathologies et de nombreux travaux visent actuellement à déterminer les valeurs 

diagnostiques ou pronostiques potentielles de celles-ci. Les techniques de quantification des 

MP à partir de prélèvements sanguins sont très variables entre laboratoires et sont 

vraisemblablement responsables des divergences observées sur les concentrations de MP 

circulantes relatées dans la littérature (cf chapitre 1, §2.8). 

Dans le contexte d’études cliniques, il est aujourd’hui indispensable de tenir compte des 

sources de variabilité et donc de mettre au point et d’utiliser une méthode de détection précise 

et standardisée. 

L’identification de MP circulantes nécessite de nombreuses précautions préanalytiques tant au 

niveau du prélèvement qu’au niveau du traitement des échantillons. Nous avons d’abord 

étudié l’impact de la nature du tube utilisé pour le prélèvement, du délai de prise en charge 

avant centrifugation, et de la congélation du plasma sur la quantification des MP circulantes. 

Dans une premier temps, nous avons mis en place au sein de notre laboratoire l’utilisation de 

billes de calibration Megamix (Biocytex) (138) permettant d’assurer la stabilité des réglages 

des paramètes de taille/structure du cytomètre mais aussi la reproductibilité intra et inter-

instrument. Pour ce faire, nous avons testé leur utilisation sur deux types de cytomètre 

disponibles au laboratoire : Canto ATM (BD Biosciences) et FC500TM (Beckman Coulter 

Immunotech). 

Dans un second temps, nous avons appliqué cette méthode fiable et validée à la 

caractérisation et quantification des MP, MPP et MPE dans le plasma de patients. Notre choix 

s’est porté sur une cohorte de patients atteints de psoriasis pour les raisons suivantes : (1) 

L’implication des MPE dans le psoriasis est suggérée non seulement par le rôle central du 

TNF-α qui est un puissant inducteur de vésiculation in vitro mais également par la présence 

d’une riche néovascularisation et d’une angiogenèse au sein des lésions psoriasiques ; (2) Les 

propriétés pro-inflammatoires auxquelles participent les MP sont retrouvées dans la 

physiopathologie du psoriasis : augmentation des molécules d’adhésion à la surface des 

monocytes et des cellules endothéliales, concourant ainsi à l’amplification de la réponse 
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inflammatoire. Ce travail a fait l’object de l’étude menée par Fabien Pelletier dans le cadre de 

son mémoire de Master 2 Recherche Relation Hôte Greffon au sein de notre équipe (368). 

 

1. Résultats 

1.1 Optimisation du prélèvement plasmatique pour la quantification 

des microparticules  

1.1.1 Isolement et conservation du plasma des patients atteints de psoriasis- 

Choix du type de tube de prélèvement 

L’ensemble des articles publiés sur la quantification des MP utilise un tube citraté. Parmi les 

tubes citratés disponibles, on distingue le tube citraté trisodique et le tube CTAD qui est 

généralement utilisé pour la surveillance des traitements par l’héparine et recommandé lors 

d’un délai d’acheminement long au laboratoire. Nous avons comparé la quantité de MP AV+ 

et de MP AV+ CD31+ CD41+ pour un même patient prélevé avec ces 2 types de tube 

(expérience réalisée pour 3 patients). Nous n’avons pas observé de différence significative 

entre les 2 tubes (8 % en moyenne de variation). 

1.1.2 Comparaison entre prélèvements frais et congelés 

La majorité des publications sur la quantification des MP utilisent des échantillons congelés à 

-80°C. Cependant, l’hétérogénéité des résultats publiés nous a conduits à comparer la 

quantification des MP à partir de prélèvements plasmatiques frais puis congelés (n=3). Le 

plasma recueilli, conservé à -80°C, est décongelé selon une procédure standard (30 min à 

température ambiante). Sur la moyenne des 3 échantillons réalisés, nous n’observons pas de 

différence significative sur la quantification des MP issues de prélèvements plasmatiques frais 

versus congelés. Dans la suite du travail nous utiliserons des prélèvements plasmatiques 

congelés. 

1.1.3 Effet du délai entre le prélèvement et sa congélation sur le dosage des 

microparticules  

L’effet du temps entre le moment du prélèvement sanguin et la prise en charge du 

prélèvement (centrifugations, congélation) a été évalué en réalisant une quantification des MP 

sur le prélèvement congelé à 4h versus à 18h après la ponction veineuse (n=2). Nous avons 

observé que la quantité des MP AV+ est stable à ces 2 temps (323 /µl à 4h, et 373 /µl à 18h). 
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Toutefois, le bruit de fond était très important à 18h, ce qui rendait l’analyse plus difficile 

(nombre important d’évenements dans la zone taille/structure). Dans la suite du travail, les 

prélèvements ont donc été traités dans les 4h qui suivent la ponction veineuse. 

1. 2 Optimisation et standardisation de la fenêtre de détection des 

microparticules avec les billes Mégamix 

En raison de leur faible taille (0.1-1µm), la détection des MP nécessite des conditions de 

travail proches de la limite de détection des cytomètres. La standardisation des comptages de 

MP requiert la maîtrise de cette limite, variable selon les cytomètres de à 0,5 à 1 µm, pour un 

compromis optimal entre prise en compte des MP et exclusion du bruit de fond. Les billes 

Mégamix (Biocytex) permettent de définir de façon standardisée la zone d’analyse des MP 

entre 0,5 et 1 µm et d’assurer la stabilité des réglages d’un jour à l’autre. Nous avons donc 

procédé à l’acquisition des billes Mégamix à l’aide des deux cytomètres. Tout d’abord, on 

visualise sur un histogramme en FL1 (fluorescence dans le canal 1) versus SSC, 3 régions 

correspondant aux billes de 0,5 µm, 0,9 µm et de 3 µm (figure 17a). Les réglages des 

photomultiplicateurs (FL1, 2 et 3) sont effectués pour que les billes se situent dans une décade 

définie. La dernière étape consiste en un réglage du photomultiplicateur FSC. Un discriminant 

(seuil d’exclusion des évènements) est appliqué sur la FSC à 1, et le réglage du canal FSC 

s’effectue de façon à visualiser 50 % de billes de 0,5 µm et 50 % de billes de 0,9 µm (Figure 

17b). Le pourcentage initial de mélange de billes 0,5/0,9 µm était de 66 % et 33%. Cette 

procédure permet de placer le seuil de détection des évènements sur la taille (FSC) toujours de 

la même façon (exclusion de billes 0.5 µm pour arriver à un rapport 1/1 entre les billes 0,5 et 

0,9 µm). La zone d’analyse des MP est définie sur sa partie inférieure par le seuil appliqué en 

FSC comme définie précédemment (Figure 17c). La partie supérieure est définie par la fin du 

nuage des billes de 0,9 µm.  

Sur BD Canto™, nous avons rencontré d’importantes difficultés (Figure 17d). Le bruit de 

fond est trop important malgré les procédures intenses de lavage de l’appareil, l’utilisation de 

réactifs filtrés, et de nombreuses modulations des réglages de l’appareil (FSC, SSC et des 

seuils discriminants). De plus, nous observons une très grande instabilité, en fonction du 

temps, de la zone de fluorescence du signal positif. Dans nos conditions d’utilisation, notre 

cytomètre Canto A™ ne permet pas d’appliquer cette méthode de dosage des MP par manque 

de sensibilité. 
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Par contre, sur FC 500™, la distinction entre les billes 0,5 et 0,9 µm en FSC est excellente 

(Figure 17b). Le réglage de la fenêtre (taille/structure) des MP est donc optimal et stable dans 

le temps. Dans la suite du travail, nous avons utilisé le cytomètre FC 500. 

 

 
Figure 17 : Utilisation des billes Mégamix pour calibrer la zone de taille dans laquelle les 
microparticules sont quantifiées. (a, b, c) analyses sur FC 500™ ; (d) analyses sur Canto A™.  
a. Visualisation des billes 0,5 (A), 0,9 (B) et 3 µm (C) sur le paramètre de fluorescence FL1/SSC ; b. 
Réglage du PMT de la FSC de façon à obtenir 2 populations égales de 50 % de billes 0,5 µm et 0,9 
µm (49 % de billes 0,5 µm (E) et 50,9 % de billes 0,9 µm (F) ; c. Positionnement de la fenêtre 
FSC/SSC des MP, Grâce à cette procédure, la limite de taille supérieure et inférieure(discriminant 
positionné comme indiqué précédemment) des éléments quantifiés est standardisée ; d. Absence de 
résolution suffisante en FSC : absence de distinction des 2 billes 0,5 et 0,9 µm. 

1.3 Mise au point du multimarquage et de la quantification en valeur 

absolue des microparticules 

Après avoir défini les réglages optimaux qui nous permettent d’avoir une zone de taille 

(FSC/SSC) standardisée pour chaque tube analysé (figure 18), nous avons mis au point les 

multimarquages avec différents anticorps couplés à différents fluorochromes afin de 

déterminer les expressions antigéniques à la surface des MP. Le nombre total de MP est 

quantifié par cytométrie en flux après un marquage de la PSer présente à la surface des MP 

par l’AV. L'échantillon de 30 µl de plasma est incubé avec 5 µl d'AV FITC (Annexin V 

apoptosis detection kit I, BD Biosciences). Après 30 min d'incubation, la réaction est stoppée 

à l'aide de 400 µl de « binding buffer ». Les combinaisons d’anticorps retenues pour l’analyse 

des plasmas ont été déterminées en fonction du spectre d’émission de chaque fluorochrome et 

du cytomètre utilisé. Les anticorps sont centrifugés à 2000g pendant 2 min, afin d’éliminer les 

agrégats d’anticorps qui pourraient perturber l’analyse sur le cytomètre (évenements 

fluorescents dans la zone de taille des MP). Ils sont ensuite incubés à 4°C pendant 20 min 

avec 30 µl de plasma à tester et 30 µl de billes flowcount pour la quantification en valeur 

absolue. A la fin de l’incubation, le plasma n’est pas lavé afin de ne pas perdre les MP, mais 
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passé directement en phase d’acquisition sur le cytomètre. L’étude étant centrée sur la 

recherche des MPE dans le psoriasis, nous avons évalué de 3 façons différentes les MPE : MP 

de phénotype CD31+CD41- (tube 1 : AV-FITC/CD31-PE/CD41-ECD), MP de phénotype 

CD146+ (tube 2 : AV-FITC/CD146-PE) et MP de phénotype CD62E+ (tube 3 : AV-

FITC/CD62E+ PE). Un contrôle isotypique (tube 4 : AV-FITC, IgG1-PE, IgG1-ECD) est 

réalisé pour chaque patient. Le phénotype des MPP identifiées dans le tube 1 est CD31+ 

CD41+ (Figure 18B-D-E). Le phénotype des MPE peut être soit CD31+CD41- AV+/- (tube 1) ; 

CD146+AV+/– (tube 2) ; CD62E+AV+/– (tube 3).  

Pour réaliser le comptage en valeur absolue des MP présentes dans le plasma, nous avons 

utilisé des billes flow Count (Figure18C). Le nombe d’évenements quantifiés dans la zone 

correspondant aux billes et rapporté au nombre de billes ajoutées à l’échantillon permet 

d’obtenir un quotient X, qui au final permet de déterminer le nombre absolu de MP présentes 

dans l’échantillon.  

L’étude a été réalisée à l’aide d’un cytomètre FC500TM (Beckman Coulter Immunotech). Le 

logiciel utilisé pour l’acquisition et l’analyse est CXP sofware (Beckman Coulter). Nous 

avons également évalué un cytomètre Canto ATM (BD Biosciences) avec le logiciel DIVA 6.1 

software (BD Biosciences).  
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Figure 18 : Protocole de quantification et d’identification des MP. A. Zone taille-structure 
standardisée à l’aide de billes Megamix (Biocytex), MP Annexine V positive (AV+) en rouge ; B. 
Histogramme représentant les populations : Annexine V positive (AV+ 45,7%) et Annexine V négative 
(AV- 54,3 %) ; C. Fenêtrage des billesFlow count qui permettent de compter les MP en valeur 
absolue. D.E Représentation des populations de MP Annexine V positive (AV+) et Annexine V négative 
(AV-) identifiées dans les 3 tubes à l’aide des marquages CD41 ECD, CD31PE, CD62E PE, CD146 
PE.  
PE :  phycoerythrin ; ECD pour phycoerythrin-texas red x.  
 

1.4 Méthode retenue 

Nous retiendrons pour l’analyse de la cohorte de patients les conditions suivantes : 1) 

Prélèvements sur tube CTAD et prise en charge optimale dans les 4h et congélation à -80°C, 

2) Utilisation du cytomètre FC500™, avec calibrage avant chaque série d’analyse selon le 
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protocole Mégamix, et 3) Réaliser 4 tubes pour chaque échantillon qui seront analysés selon 

le protocole déterminé précédement (Figure 17).  

 

2. Commentaires et perspectives 

Cette standardisation a permis à Fabien Pelletier de quantifier les MP chez des patients 

atteints de psoriasis. Les résulats montrent une augmentation significative des MPE CD62E+ 

dans le psoriasis, en particulier dans les formes sévères en comparaison à une population 

témoins de patients sains alors que les MPP ne sont pas augmentées dans cette population de 

patients ((368) et article en cours de rédaction). 

Cette approche a été également utilisée par Etienne Daguindau (Master 1 Biologie Santé, UE 

hématologie et immunologie) pour quantifier les MPE, dans le cadre du conditionnement pré-

greffe de cellules souches hématopoiétiques (369). 

Ainsi, notre travail a permis de valider au laboratoire une méthode fiable (138) pour la 

caractérisation et la quantification des MP, des MPP et des MPE dans le sang circulant. 

Fabien Pelletier va poursuivre la quantification et l’analyse fonctionnelle de ces MPE, afin de 

préciser leur rôle dans la physiopathogénie du psoriasis. L’étude est actuellement complétée 

par l’analyse d’une cohorte de patients sous différentes biothérapies (anti-TNF-α en 

particulier). 

Si nos premières données sont confirmées, le dosage des MPE en routine (en utilisant peut 

être des cytomètres encore plus performants sur la discrimination des évènements de petite 

taille <0,5 µm) pourrait représenter un outil intéressant de « monitoring » des biothérapies 

utilisées dans le traitement du psoriasis. En effet, le dosage des MPE pourrait devenir un 

nouveau « endpoint » biologique d’évaluation de l’efficacité du traitement ou permettre de 

cibler les patients présentant un taux élevé de MPE qui bénificieraient de ces traitements 

honéreux.  

Dans le cadre de la quantification des MP au cours du conditionnement pré-greffe de cellules 

souches hématopoiétiques, les résultats préliminaires (n=10) ne nous permettent pas 

d’évoquer un lien entre le conditionnement de l’allogreffe et la génèse des MPE. En revanche, 

les inclusions dans ce protocole doivent d’être poursuivies pour identifier un lien entre les MP 

et l’apparition d’une GVH aigue. 



 141 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 142 

Le premier objectif de notre travail était d’étudier les interactions entre les DC et les MPE. 

Nous avons montré la capacité des MP générées à partir de lignées cellulaires endothéliales à 

entraîner la maturation phénotypique des pDC. Ces cellules, ainsi activées, sécrètent des 

cytokines inflammatoires (IL-6 et IL-8), et induisent la prolifération des LT CD4+ naïfs puis 

leur polarisation vers un profil cytokinique de type Th1. Cet effet semble spécifique des MPE, 

puisque des MP d’origine plaquettaire ou lymphocytaire n’ont pas ces capacités d’activation. 

Par ailleurs, les MPE n’activent pas les cDC.  

 

Ces résultats sont originaux par plusieurs points : 

• Ils montrent pour la première fois l’effet activateur des MP sur des cellules qui 

jouent un rôle important dans l’initiation de la réponse immune. 

Des travaux antérieurs avaient montré que des MP pouvaient directement activer et stimuler 

les monocytes, ou les LB vers la production de médiateurs inflammatoires et des cytokines 

(31, 370-372), alors que Köppler et son équipe ont montré que les MP issues de cellules 

tumorales inhibent l’activation des LB et induisent la synthèse d’IL-10 par les monocytes 

(366). Ces résultats obtenus in vitro ne doivent cependant pas être comparés à ceux obtenus in 

vivo. En effet, les MP générées in vitro pourraient avoir une composition et des effets 

différents de ceux des MP libérées in vivo. Ainsi, il a été montré que in vivo les MP 

circulantes produites à partir de tissus inflammatoires comme la plaque d’athérome ou le 

liquide synovial de patients atteints de polyarthrite rhumatoïde, proviennent de multiples 

origines cellulaire qui peuvent chacune avoir des effets biologiques particuliers (53) 

synergiques ou pas. De même, quid de l’interaction entre MP d’origines cellulaires différentes 

in vivo ? Par ailleurs, in vivo, le stimulus à l’origine de la libération de MP n’est pas connu. 

Or, le phénotype protéique des MP étant variable en fonction des stimuli générateurs des MP, 

il est possible que le phénotype et les fonctions des MP générées in vivo et in vitro soient 

différents même si les MP proviennent du même type cellulaire. Il sera donc nécessaire de 

conforter nos résultats en développant un modèle murin approprié apportant la preuve que les 

MPE entrainent l’activation des pDC in vivo. 

L’activation des DC par les MP suggère que les MPE pourraient être la cible de stratégies 

pharmacologiques visant à moduler et contrôler leur libération afin de limiter l’activation 

appropriée ou non des pDC. Cependant la vésiculation conduisant à la libération de MP reste 

un processus physiologique indispensable à l’homéostasie de nombreux systèmes et il semble 

illusoire de vouloir le contrôler. Même si des travaux récents ont identifié un processus 

intracellulaire à l’origine de la libération des MP (TRAIL/TRAIL-R2) (12), la compréhension 
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globale des mécanismes qui sous-tendent la libération de MP et leur régulation reste une étape 

préalable indispensable avant d’envisager une modulation pharmacologique de la libération 

des MP. 

L’immunothérapie antitumorale basée sur l’utilisation de DC visant à induire une réponse 

immunitaire efficace contre des Ags tumoraux en association avec d’autres thérapies, est un 

vaste champ d’investigation encore en pleine évolution (373). Toutefois, le concept d’une 

modulation de ce type d’immunothérapie associant une stratégie complémentaire, que pourrait 

représenter l’activation par les MP mériterait d’être exploré. En effet, les cellules tumorales 

libèrent des MP in vivo qui sont fortement impliquées dans les complications thrombotiques 

des patients atteints de cancer (113). Par contre, aucune donnée n’est disponible actuellement 

quant à la capacité des MP issues de cellules tumorales à induire l’activation des pDC et 

participer ainsi au développement d’une réponse immune spécifique. Le rôle anti-tumoral 

attribué aux pDC dépend de leur capacité à s’activer et induire une réponse immune 

spécifique contre des Ags tumoraux, et de leur capacité à sécréter de l’IFN-α (341, 374). Cette 

propriété est à l’origine de l’utilisation les ligands de TLR7 comme adjuvants en 

immunothérapie anticancéreuse (339). Dans notre travail nous avons pu montrer que les MPE 

entrainaient la maturation phénotypique et fonctionnelle des pDC en l’absence d’une sécrétion 

d’IFN-α. Ceci a déjà été décrit pour la stimulation des pDC via TLR9 par certains ligands 

comme CpGB-ODN (375) ou via TLR7 par son ligand CL095 (340). En effet, Di Domizio et 

son équipe ont montré récemment que certains ligands de TLR7 n’induisaient pas la sécrétion 

d’IFN-α par les pDC, mais par contre, que dans tous les cas, l’engagement de TLR7 induisait 

l’expression rapide de gènes (dit « IFN inductibles ») comme mxa, cxcl10 et trail . Cette voie 

se révèle indépendante de la sécrétion d’IFN-α et est contrôlée par la phosphorylation de 

STAT-1 (340). L’induction ou non de la sécrétion d’IFN-α  par les pDC pourrait aussi être 

régulée par le site intracellulaire de l’interaction TLR/ligand. Ainsi le CpGA-ODN 

multimérique retenu dans le compartiment endosomal induit une sécrétion d’IFN-α alors que 

le CpGB-ODN monomérique (interaction dans les lysosomes) ne conduit pas à la sécrétion 

d’IFN-α (325). L’ensemble de ces données nous conduira à évaluer si la stimulation des pDC 

via les MPE peut conduire à une expression des gènes mxa, cxcl10 et trail , ce qui pourrait 

évoquer l’engagement de TLR7 dans un compartiment non-endosomial. Malgré l’absence de 

secrétion d’IFN-α par les pDC stimulées par les MPE, si cette interaction induit l’expression 

de MxA, CXCL10 et TRAIL (jouant un rôle important dans le chimiotactisme des cellules 

immunes et l’induction d’apoptose de cellules tumorales), les MP pourraient être 
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reconsidérées sous l’angle d’ «adjuvants thérapeutiques» capables de stimuler l’immunité de 

façon efficace. 

Par ailleurs, en plus de leur capacité à transférer des protéines ou des prions à des cellules 

cibles, les MP sont également impliquées dans le transfert horizontal de matériel génomique 

(37). De l’ARNm peut être transféré à la cellule cible via les MP, et être transcrit. Récemment 

des travaux ont montré que la transfection de cellules avec une forme « cancéreuse » de 

récepteur à l’EGF entrainaient la libération de MP EGFR+ qui pouvaient ainsi transférer le 

récepteur EGF à des cellules déficientes (376). Ainsi, les MP pourraient représenter un 

nouveau « vecteur » capable de transmettre un « signal thérapeutique » dans un organisme à 

l’instar de la thérapie génique. Cette propriété des MP pourrait être exploitée afin d’induire 

l’expression de gènes impliqués dans l’activation des pDC, dans le contexte de pathologies 

tumorales ou infectieuses ; ou de gènes impliqués dans l’immunosuppression, dans le contexte 

de pathologies auto-immunes ou de transplantation d’organes/greffe de CSH. 

• L’étude de l’interaction MPE/DC, a montré que les MPE ou les corps 

apoptotiques affectent différemment la capacité des DC à sécréter des cytokines en 

réponse à une stimulation par un ligand de TLR. Cette différence de réponse correspond 

sans doute à l’expression d’un panel différent de récepteurs à la surface de chacune des 

populations de DC. Nos résultats préliminaires suggèrent que les pDC exprimeraient le 

récepteur aux phosphatidylsérines, BAI-1 qui pourrait potentiellement être impliqué dans la 

prise en charge des MPE par les pDC. 

Le blocage de ce récepteur par un antagoniste pourrait jouer un rôle dans la modulation de la 

réponse immune en limitant l’activation des pDC via les MPE. Cette modulation pourrait 

avoir, là encore un interêt thérapeutique dans les pathologies autoimmunes, pathologies où les 

pDC sont fortement impliquées.  

 

Notre deuxième objectif était de quantifier les MP circulantes pour des applications en 

recherche clinique. 

Les rôles biologiques des MP sont variables et leur implication dans des pathologies telles que 

la thrombose, les pathologies coronariennes, ouvre des domaines très vastes dans lesquels une 

quantification des MP pourra devenir un nouvel outil de diagnostic ou de suivi.  

L’identification d’applications cliniques à la quantification des MP circulantes nécessite au 

préalable de mieux définir tous les paramètres préanalytiques et analytiques permettant 

d’aboutir à une évaluation fiable des MP. Globalement, deux grandes techniques sont utilisées 
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dans la littérature (132, 138, 377). La cytométrie en flux permet d’évaluer la taille, 

l’expression ou non d’AV, et l’expression des Ags permettant l’identification des différentes 

sous-populations de MP. Par contre même si ces éléments sont correctement identifiés, il n’y 

a pas dans cette technique la possibilité de vérifier leur fonctionnalité. Les techniques ELISA 

sélectionnent les MP AV+ ou les MP de par leur expression de protéines spécifiques (378) et 

évaluent leur propriété procoagulante par la production de thrombine. Cette technique apporte 

une évaluation qualitative des MPE. 

L’évolution des connaissances sur le « phénotype » des MP apporteront sans doute de 

nouvelles cibles pour développer des tests permettant de caractériser au mieux les différentes 

sous-populations de MP. 

Notre travail a permis de valider une méthode fiable pour la caractérisation et la quantification 

des MP, des MPP et des MPE dans le sang circulant par cytométrie de flux. De nombreux 

paramètres inhérents à chaque cytomètre (sensibilité de détection, angle de diffusion de la 

lumière)  peuvent être responsables des différences observées au niveau de la quantification 

des MP dans la littérature. Les industriels sont conscients de cette demande et par exemple les 

deux nouveaux cytomètres de la gamme Beckman Coulter (Galios® et Navios®) apportent 

une meilleure résolution sur les éléments de petite taille. La meilleure détection de la lumière 

diffusée dans le canal FSC à grand angle (8-19°) permet d’évaluer de façon plus résolutive la 

population de MP de taille allant de 0,3 à 1 µm non évaluées jusqu’alors. Face aux difficultés 

« techniques » de cette quantification, l’utilisation de cytomètres dédiés à l’analyse des MP 

permettrait de s’affranchir de la contamination éventuelle de débris cellulaires (bruit de fond 

important) et de travailler dans des conditions optimales d’utilisation et de réglages de 

l’appareil. La prise en compte des variables préanalytiques et analytiques ainsi que la fiabilité 

de la technique utilisée pour déterminer l’origine de MP ne pourront qu’enrichir nos 

connaissances sur le profil phénotypique, les conditions de libération, les fonctions et la 

« clearance » des MP. La quantification des MP a un avenir prometteur comme outil 

diagnostique et/ou pronostique dans des situations pathologiques variées, mais seulement si 

l’ensemble de ces paramètres sont pris en compte au préalable.  

En appliquant la technique de quantification validée au préalable, nous avons quantifié les 

MPE chez des patients atteints de psoriasis dans le cadre d’un protocole défini avec le service 

de dermatologie du CHU de Besançon. Nous avons montré pour la première fois une 

augmentation significative des MPE dans le psoriasis, en particulier dans les formes sévères 

(article en cours). Une augmentation du taux de MPE a déjà été reportée dans de multiples 

pathologies proinflammatoires et prothrombotiques telles que le syndrome de la réponse 
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inflammatoire systémique (379), dans le thromboembolisme veineux (380), dans le syndrome 

des antiphospholipides (84), dans le syndrome coronarien aigu (45), dans le syndrome 

métabolique (82) et dans l’insuffisance rénale terminale (69). Récemment un taux élevé de 

MPE a été associé au cancer du pancréas (113). Nos résultats pourraient permettre de mieux 

comprendre le rôle de l’endothélium vasculaire et des pDC dans l’immunopathologie du 

psoriasis mais aussi dans d’autres pathologies auto-immunes telles que le lupus systémique. 

Ainsi, la caractérisation des MPE circulantes libérées dans diverses situations cliniques 

pourrait constituer un nouveau biomarqueur d’immunomonitoring des traitements de ces 

patients. 

Le TNF-α, puissant inducteur de libération de MPE, peut être contrôlé par les biothérapies 

anti-TNF-α qui sont déjà utilisées avec de bons résultats dans le traitement du psoriasis. La 

mise en place de la détection des MP chez des patients pourra permettre d’évaluer l’impact de 

cette modulation sur la production de MP circulantes.  

Par ailleurs l’amélioration des connaissances sur les MP et de leur détection permet de 

remettre en question les premières données de la littérature sur le sujet et de réévaluer leurs 

valeurs pronostiques et diagnostiques dans certaines situations pathologiques. Récemment 

Flaumenhaft et son équipe ont pu identifier une nouvelle population de MP dérivées des 

mégacaryocytes chez des patients sains (381). Cette population de MP se distingue des MPP 

de part leur phénotype CD41+ CD62- LAMP-1-. Cela ouvre la voie à de nouveaux travaux sur 

les différentes fonctions biologiques de ces deux sous-populations de MP. En plus de leurs 

différences phénotypiques, ces MP different sans doute en terme de contenu en ARNm, par 

leur habilité à stimuler l’endothélium, et dans leur rôle de support de la réaction 

inflammatoire. La quantification de ces deux sous-populations en parallèle dans le sang 

circulant pourrait avoir de nouvelles applications diagnostiques et pronostiques, notamment 

dans les pathologies vasculaires où le taux de MP libérées par les plaquettes activées est 

fortement augmenté. Les précurseurs et les progéniteurs hématopoïétiques peuvent donc eux 

aussi libérer des MP (37, 381). Il serait intéressant de vérifier la capacité d’autres précurseurs 

à libérer des MP et en particulier ceux des cellules de l’immunité. Les cellules dendritiques 

libèrent des exosomes mais libèrent-elles aussi des microparticules ? Les aspects 

fondamentaux de la physiologie et de la libération des MP restent donc un vaste sujet à 

explorer. 

Actuellement la quantification des MP n’est pas prise en compte dans les stratégies  

thérapeutiques de prise en charge des patients, même dans des pathologies où les MP sont très 
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impliquées. La mise en place de protocoles cliniques prospectifs permettant dévaluer l’impact 

réel de la quantification des MP sur la prise en charge des patients est nécessaire.  

 

En conclusion, nous avons caractérisé les MPE in vitro et étudié leur effet sur des cellules 

jouant un rôle important dans la réponse immune : les DC. Ceci n’avait jamais été étudié 

jusqu’alors. Les MPE induisent la maturation phénotypique et fonctionnelle des pDC, 

probablement par une interaction via un récepteur aux PSer : BAI-1. Les MPE pourraient 

ainsi constituer une nouvelle alarmine capable d’induire de façon appropriée ou non 

l’activation des pDC. Toutefois, l’ensemble de ces données devra être confirmé in vivo dans 

des modèles murins. 

 

En dehors des perspectives visant à améliorer la détection et tout particulièrement 

l’identification des MPE ou des MP d’autres origines cellulaires dans le plasma de patients,  

nous souhaitons développer diverses perspectives. Premièrement d’ordre mécanistique par 

l’étude des interactions des MP avec les DC afin de préciser les voies de signalisation 

impliquées dans ces interactions, et deuxièmement définir la signification physiologique et 

l’intérêt clinique de la libération de MPE dans différentes situations cliniques telles que : 1) le 

psoriasis, modèle d’inflammation chronique, où les pDC produisent de l’IFN-α, activent les 

cDC qui répondent en produisant de l’IL-12 et/ou de l’IL-23, conduisant respectivement à une 

réponse lymphocytaire de type Th1 et/ou Th17, 2) la maladie veino-occlusive hépatique dont 

le primum novens est une altération fonctionnelle de l’endothélium veineux du foie. Or, cette 

atteinte hépatique n’est diagnostiquée qu’avec un faisceau d’arguments clinico-biologiques 

sans grande spécificité. La quantification de MP pourrait être un outil diagnostique utile pour 

cette pathologie, 3) la GVH aigue liée à l’activation des DC du receveur et de l’endothélium 

vasculaire et, 4) d’autres situations cliniques qui sont à explorer ou déjà en cours 

d’exploration par d’autres équipes telles que le syndrome métabolique, ou le rejet chronique 

en transplantation. 
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Résumé 

Rôle des microparticules endothéliales sur l’activation des cellules dendritiques et 

applications potentielles dans les pathologies inflammatoires 

 

Une élévation de la quantité de microparticules endothéliales circulantes (MPE) témoignant d’une 

altération de l’endothélium vasculaire et le recrutement de cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) 

sont communément impliqués dans différentes pathologies inflammatoires. Or les interactions 

potentielles entre MPE et pDC ne sont pas connues, et cela constitue l’objectif de notre travail. Nous 

avons montré in vitro que des MPE générées à partir de lignées cellulaires endothéliales, pouvaient 

induire la maturation phénotypique de pDC humaines. L’augmentation de l’expression des molécules 

de maturation et de costimulation à la surface des pDC s’accompagne d’une sécrétion de cytokines 

inflammatoires. De plus les pDC ainsi maturées sont fonctionnellement matures puisqu’elles induisent 

la prolifération des lymphocytes T CD4+ naïfs qui s’orientent vers un profil de sécrétion cytokinique 

de type 1. Des microparticules d’autre origine n’induisent pas la maturation des pDC, suggérant que 

cette capacité est spécifique aux MPE. Par ailleurs, les MPE n’activent pas les cellules dendritiques 

dérivées de monocytes (Mo-DC). Afin de comprendre les mécanismes d’interaction DC/MPE, nous 

avons recherché l’expression de récepteurs à la phosphatidylsérine à la surface des cellules 

dendritiques. Nos résultats préliminaires montrent une expression isolée de BAI-1 sur les pDC qui 

pourrait potentiellement être impliqué dans la prise en charge des MPE par les pDC. Les MPE 

pourraient ainsi constituer une nouvelle « alarmine » capable d’induire de façon inappropriée 

l’activation des pDC et par ce biais participer à la physiopathologie de désordres inflammatoires. 

L’implication des MPE dans un nombre de plus en plus important de pathologies, nous a conduits à 

valider la technique de quantification des MPE plasmatiques par cytométrie de flux dans une cohorte 

de sujets normaux et de patients atteints de psoriasis. La poursuite de la standardisation de la 

quantification des MPE permettra d’obtenir un nouveau biomarqueur utile au diagnostic ou à 

l’immunomonitoring de différentes pathologies dans lesquelles les MP sont impliquées. 

 

Mots clés : cellules dendritiques, inflammation, immunopathologie, endothélium vasculaire, 

microparticules 
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