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1. Chapitre 1 : Le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 

1.1 Mise en contexte : données actuelles et transmission 

Le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) est l’agent causal du SIDA 

(Syndrome de l’immunodéficience acquise). Il a été décrit pour la première fois en 1980 

aux États-Unis lorsqu’un médecin a rencontré des patients homosexuels ayant un système 

immunitaire affaibli. Un an plus tard, d’autres cas de personnes immunodéprimées ont été 

observés un peu partout dans le monde et on nomma alors le virus HTLV-III (Human 

T-lymphotropic retrovirus type III) ou encore LAV (Lymphoadenopathy associated virus) 

[4, 5]. 

Le SIDA a fait plus de 25 millions de victimes depuis sa découverte. Cette maladie se 

traduit par un affaiblissement du système immunitaire dû à la perte des lymphocytes T 

CD4+. De ce fait, les personnes infectées par le virus sont souvent victimes d’infections 

opportunistes qui peuvent être fatales en absence de traitement.  

Selon les dernières données publiées par ONUSIDA en 2013, 35,3 millions de personnes 

sont présentement infectées par le VIH. On a dénombré près de 2,3 millions de nouvelles 

infections en 2012 et près de 1,6 millions de décès liés au VIH-1. Il s’agit des chiffres 

annuels les plus bas jamais enregistrés, prouvant ainsi que tous les travaux de recherche 

effectués et l’accès amélioré aux médicaments dans les pays en développement ont 

grandement contribué à atteindre ces chiffres. En effet, le traitement antirétroviral est passé 

de US$ 100 000 par année pour une personne à US$ 140 dans quelques pays à revenu 

faible [6]. 

L’Afrique reste le continent le plus touché par le SIDA et l’Afrique subsaharienne 

représente à elle seule plus de la moitié des cas d’infection avec 23,5 millions de personnes 

infectées (figure 1). 

Le VIH-1 est transmis principalement lors de rapports sexuels non protégés avec des 

partenaires infectés. La contamination a lieu lors du transfert de cellules infectées entre les 

partenaires, le virus sous forme libre étant moins souvent impliqué.  
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Le virus peut également être transmis par contact avec d’autres liquides biologiques 

contaminés, comme le lait maternel et le sang. Ce risque de transmission grandit lorsque la 

charge virale est élevée ou lorsque l’intégrité des muqueuses est compromise.  

 

1.2 Structure, génome et protéines virales 

Le VIH-1 est un lentivirus de la famille des retroviridae de 120 nm de diamètre. C’est un 

virus sphérique, enveloppé d’une bicouche phospholipidique provenant de la cellule hôte. 

Son génome, de 9 200 pb est composé d’ARN simple brin à polarité positive. Il contient 9 

gènes (tat, rev, pol, gag, nef, env, vpr, vif et vpu) codant pour 15 protéines ainsi qu’une 

séquence non codante appelée LTR (long terminal repeat) contenant plusieurs signaux 

requis pour la régulation de la transcription, pour l’encapsidation du génome viral, un 

signal de polyadénylation ainsi que le promoteur du virus (figures 2 et 3). 

Figure 1 : Prévalence du VIH-1 en 2012 à travers le monde.  

Figure modifiée à partir du Résumé mondial de l'épidémie de sida en 2013, ONUSIDA [1] 
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Plusieurs protéines du virus sont synthétisées sous forme de précurseurs polyprotéiques 

pour former par la suite des protéines matures. Le gène gag (group-specific antigen) code 

pour la polyprotéine Pr55Gag qui forme les protéines structurales que sont la matrice (MA, 

p17), la capside (CA, p24) , la nucléocapside (NC, p7) et la protéine p6 [7]. 

Figure 2 : Organisation génomique du VIH-1 [3]. 

 

Figure 3 : Structure du VIH-1 [2]. 
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Le gène pol code pour le précurseur Pr160Gag-Pol qui forme, quant à lui, les protéines 

nécessaires à la réplication virale, à savoir la transcriptase inverse (Reverse transcriptase, 

RT), la polymérase (Pol) et l’intégrase (Int) [8]. Le gène env (enveloppe) code pour les 

glycoprotéines de l’enveloppe gp160, nommément la gp120 et la gp40 qui ont pour rôle 

l’attachement et la fusion de la particule virale avec la cellule hôte.  

Les gènes nef, vif, vpr et vpu codent pour des protéines accessoires portant le même nom et 

dont les fonctions sont de contribuer à l’augmentation de la réplication virale, d’augmenter  

l’infectivité du virion, de transporter l’ADN et de favoriser le bourgeonnement du virus 

(Tableau 1). 

Finalement, les gènes tat et rev codent respectivement pour les protéines Tat 

(Transactivator of transcription) et Rev (Regulator of viral expression) qui exercent des 

fonctions de régulation génique essentielles à la réplication virale. 

  



5 
 

Tableau I : Protéines du VIH-1 et leurs fonctions 

Protéines virales Fonctions 

p24 

p17 

p7 

 

p6 

 

Transcriptase inverse  

 

Intégrase  

Protéase  

 

gp120  

 

gp41  

 

Tat 

 

Rev  

 

Nef  

 

 

Vpu  

 

Vif 

Vpr  

 

Protéine de la capside, fonction structurale 

Protéine de la matrice, fonction structurale  

Protéine de la nucléocapside, régule la condensation 

et l'encapsidation du génome viral 

Régulation du bourgeonnement 

 

Production d'ADN double-brin à partir du génome 

viral 

Intégration de l'ADN viral dans l'ADN cellulaire 

Clivage des précurseurs Pr55Gag et  Pr160Gag- Po1 pour 

la maturation du virion 

Attachement du virus  

 

Fusion du virus avec la membrane cellulaire 

 

Régulateur positif de la transcription 

 

Export des ARNm non épissés ou mono-épissés 

 

Régulation négative du CD4 et du CMH-I de la 

surface cellulaire, augmentation de l'infectivité virale  

 

Agit contre le facteur de restriction Tétherine 

 

Agit contre le facteur de restriction APOBEC3G 

Import nucléaire du complexe de pré-intégration, 

arrêt du cycle cellulaire en Gl  

1.3 Cycle réplicatif  

N’ayant pas le bagage génétique nécessaire à la transcription et la réplication de son 

génome, le VIH-1 utilise la machinerie cellulaire de la cellule infectée pour mener à bien 

son cycle réplicatif (figure 4). Les étapes de ce cycle peuvent être regroupées en trois 

sections, soient les évènements précoces, les évènements de biosynthèse et les évènements 

tardifs. 
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1.3.1 Évènements précoces  

Le cycle réplicatif du VIH-1 commence avec l’attachement de ses glycoprotéines à des 

récepteurs de la cellule cible. En effet, la gp120 transmembranaire de 120 kilodaltons, 

possède cinq régions variables (V1 à V5) [9], résultant de la grande capacité du VIH-1 à 

muter et cinq régions constantes (C1à C5). Cette glycoprotéine va se lier à son récepteur 

primaire, le CD4, un membre de la superfamille des immunoglobulines (Ig) [10]. Ce 

récepteur est présent à la surface des lymphocytes T auxiliaires, des macrophages, des 

monocytes et des cellules dendritiques et il possède un domaine intracytoplasmique et 

quatre domaines extracellulaires (D1 à D4). Ainsi, la liaison du gp120 au récepteur CD4 

provoque un changement conformationnel exposant la région V3 [11] . Cette dernière va se 

lier, à son tour, à un corécepteur de la famille des récepteurs de chimiokines CXCR4 (C-X-

C chemokine receptor type 4) [12, 13] pour les virus de tropisme X4 ou CCR5 (C-C 

chemokine receptor type 5) [14, 15] pour les virus de tropisme R5 [16-18].  

Cette liaison au corécepteur permet alors au gp41 de faire un changement de conformation 

lui permettant d’insérer son peptide de fusion dans la membrane cellulaire. Finalement, la 

gp41 effectue un dernier changement conformationnel pour former une structure en épingle 

qui rapproche encore plus les membranes jusqu’à leur fusion. La capside virale est alors 

libérée dans le cytoplasme. 

1.3.2 Évènements de biosynthèse  

Le phénomène de la décapsidation de la particule virale demeure encore sujet à débat quant 

à l’endroit et au moment précis où elle se produit. Ainsi, peu après sa libération dans le 

cytoplasme, la capside serait au moins partiellement décapsidée et permettrait la formation 

du complexe de transcription inverse (RTC, Reverse transcription complex). Ce complexe 

comprend un ARN de transfert Lys 3 provenant de la cellule hôte et lié à l’ARN viral, les 

protéines virales (MA, CA, NC, RT, PR, Vpr, Vif et Nef) ainsi que des protéines provenant 

de la cellule [16].  

Pour que le génome viral puisse s’intégrer au génome cellulaire, il doit être converti en 

ADN double brin. Cette tâche est assurée par la transcriptase inverse qui se sert de 

l’ARNtLys3 comme amorce et produit ainsi un ADN viral double brin flanqué par de 
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longues séquences terminales répétées (Long Terminal Repeat; LTR) faisant office de 

promoteur. 

La transcriptase inverse, ne possédant pas d’activité exonucléase 3'-5', est à la base des 

nombreuses mutations que l’on retrouve dans le génome viral. En effet, cette protéine virale 

introduit environ 3 à 4 mutations par ronde de réplication [19, 20], permettant ainsi au 

VIH-1 d’échapper au système immunitaire et de résister à la thérapie antirétrovirale.  

Une fois le génome viral sous forme d’ADN double brin, le complexe de pré-intégration 

(PIC, preintegration complex) se forme [21]. Les composantes de ce complexe restent un 

sujet à débat, mais les auteurs s’entendent pour dire que la protéine IN serait présente, alors 

que la CA serait absente.  

Le PIC est alors transporté jusqu’aux pores nucléaire à l’aide des microtubules cellulaires 

[16] et accède au noyau grâce aux importines. Ces dernières sont des protéines qui se lient à 

des signaux de localisation nucléaire (Nuclear localization signal) présents sur la MA, l’IN, 

le Vpr et sur la l’ADN viral [21].  

Une fois à l’intérieur du noyau, l’IN entre en jeu en catalysant l’intégration du génome viral 

au génome cellulaire [22]. Il est intéressant de mentionner que le VIH s’intègre 

préférentiellement dans des régions hautement transcriptionnelles, ce qui favoriserait la 

transcription de son propre génome [23].  

C’est à ce moment que la transcription, initiée par l’ARN polymérase cellulaire de type II, 

débute, donnant naissance à des ARN génomiques complets ou à des ARN messagers 

épissés (ARNm) qui seront par la suite traduits pour former les protéines du virion 

(structurales ou régulatrices).  

Tat, Rev et Nef sont des protéines régulatrices provenant d’ARNm entièrement épissés et 

sont les premières à être produites [24]. Tat se lie à une séquence nommée TAR (Trans-

activation response element) présente sur l’extrémité 5' des ARNm viraux. Cette liaison 

permet d’augmenter la capacité d’élongation de l’ARN polymérase. Rev, quant à elle, est 

responsable du transport au cytoplasme des ARNm, partiellement ou non épissés, pour la 

production des protéines structurales et pour celles nécessaires à la réplication du virion. 
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Finalement, Nef régule l’expression de molécules de surface, tel le récepteur CD4, de la 

cellule en faveur du virus. 

1.3.3 Évènements tardifs  

Les évènements tardifs à savoir l’assemblage, le bourgeonnement et la maturation du virion 

ont lieu lorsqu’il y a une accumulation des protéines virales nouvellement synthétisées. 

L’assemblage a lieu au niveau de la membrane plasmique dans les radeaux lipidiques [25], 

grâce aux signaux contenus dans le domaine N-terminal myristoylé de la MA et dans 

Pr160Gag-Pol. Pour l’ARN viral, le recrutement à la membrane se fait grâce au motif en doigt 

de zinc présent sur le domaine NC ainsi qu’à la structure secondaire du signal 

d’encapsidation Ψ [26]. 

Une fois l’assemblage terminé, la particule virale est libérée par bourgeonnement. Lors de 

cette étape, le virus acquiert une partie de la membrane de la cellule hôte ainsi que les 

molécules de surface qui s’y trouvent [27]. C’est là aussi que la gp120 et la gp41 sont 

insérées à la membrane. Les particules virales alors libérées sont sphériques et immatures; 

la protéase procède ensuite au clivage de Pr55Gag et de Pr160Gag-Pol, la capside se condense 

et devient conique. À ce stade, le virus est pleinement infectieux [28]. 
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Figure 4 : Le cycle réplicatif du VIH-1 [2].  

1. Le VIH-1 lie son récepteur et son corécepteur pour fusionner avec la cellule cible. 2. La 

capside virale et les protéines nécessaires à la réplication virale sont libérées dans le 

cytoplasme. 3. La transcriptase inverse convertit l’ARN en ADNc. 4. Le génome viral est 

transporté jusqu’au noyau pour s’intégrer au génome de la cellule cible. 5. L’ADN viral est 

transcrit puis traduit pour former les protéines du virus. 6. Les protéines virales sont 

transportées au niveau de la membrane plasmique où le virus va s’assembler puis 

bourgeonner. 7. Une étape de maturation est nécessaire pour que le virus acquière son 

infectivité. 

 

1.4 Pathogénèse du VIH-1 

1.4.1 L’immunologie du VIH-1 

Tel que mentionné précédemment, le virus de l’immunodéficience humaine a pour 

principale cible les cellules exprimant le récepteur CD4 et un des deux corécepteurs, le 

CCR5 ou le CXCR4, déterminant ainsi le tropisme du virus. Cependant, plusieurs autres 
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types cellulaires sont impliqués dans sa pathogénèse. Certains favorisent la réplication du 

virus, d’autres sa propagation et sa persistance. La partie qui suit va traiter des principales 

cellules cibles du virus, ainsi que des types cellulaires utilisés dans mon projet de 

recherche. 

 

 

 

1.4.1.1 Les Lymphocytes T CD4+ 

Les lymphocytes T CD4+  (LyT CD4+) sont les principales cellules cibles du VIH-1. Ces 

cellules expriment un TCR (T cell receptor) nécessaire à la reconnaissance d’antigènes 

présentés par les cellules présentatrices d’antigènes (APC), grâce à leurs molécules du 

complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH-II). Les lymphocytes T CD4+ 

participent à la réponse immunitaire adaptative et sont dits auxiliaires (helper). Ils peuvent 

être divisés en plusieurs sous-groupes (Th1, Th2, Th17; ou T suppresseurs (regulatory T 

(Treg)), dépendamment de l’environnement cytokinique [29, 30]. 

Le VIH-1 infecte préférentiellement les lymphocytes T CD4+ activés, causant par le fait 

même leur déplétion. Toutefois, cette dernière peut aussi être causée par d’autres facteurs 

tels que la destruction des lymphocytes infectés par les cellules T CD8+, la perte des 

cellules non infectées avoisinantes (bystander cells) par apoptose, la formation de syncytia 

induite par l’infection, ainsi que les dysfonctionnements dans la voie de production des 

lymphocytes T CD4+ observés dans le thymus [31]. 

Le VIH peut également infecter les lymphocytes T CD4+ quiescents dans lesquels le virus 

reste sous forme latente, faisant de ces cellules un réservoir majeur pour l’infection. En 

effet, le virus peut infecter une cellule quiescente soit en gardant son génome non intégré 

(latence de pré-intégration) ou en intégrant son génome à celui de la cellule sans l’exprimer 

pour autant (latence de post-intégration). Cette deuxième forme de latence arrive lorsqu’une 

cellule activée revient vers un état quiescent pour devenir un lymphocyte T mémoire [32, 

33].  



11 
 

Une récente étude a démontré que le sous-type le plus susceptible à l’infection par le VIH 

est celui des Th17. Ces cellules sont particulièrement abondantes dans la muqueuse 

intestinale, là où le virus se réplique le plus. Elles jouent un rôle important dans le maintien 

de l’intégrité de la barrière mucosale afin d’empêcher la translocation bactérienne et 

l’hyperactivation du système immunitaire [7, 34].  

1.4.1.2 Les macrophages 

Les macrophages, eux aussi considérés comme réservoir pour l’infection au VIH-1 à cause 

de leur grand potentiel de survie à la suite de l’infection, constituent une cible idéale pour la 

réplication virale. Ceci est dû d’une part à leur résistance aux effets cytopathiques du virus 

et, d’autre part, à leur présence dans des sanctuaires, tels que les microglies, les rendant 

inaccessibles aux traitements [35, 36].Les macrophages sont parmi les premières cellules à 

être infectées et jouent ainsi un rôle clef dans la dissémination du virus. Effectivement, ils 

peuvent transmettre les virions nouvellement synthétisés aux cellules environnantes [37] 

mais aussi, par leur fonction présentatrice d’antigène, sécréter des cytokines 

chimioattractantes permettant le recrutement des lymphocytes T CD4+ pouvant eux aussi 

être infectés par le VIH-1 [38]. 

1.4.1.3 Les cellules dendritiques  

Les cellules dendritiques, un autre type de cellules de la lignée myéloïde, jouent aussi un 

rôle important dans la dissémination du virus [39, 40]. En effet, ces cellules captent le virus 

dans les muqueuses, où on les retrouve sous leur forme immature, et le présentent aux 

cellules T CD4+ retrouvées dans les ganglions lymphatiques. Lors de son déplacement entre 

les muqueuses et les ganglions, la cellule dendritique subit une étape de maturation. Les 

cellules dendritiques matures sont peu sujettes à l’infection par le VIH-1 [41], mais elles 

arrivent à transmettre le virus, sans être infectées productivement, aux lymphocytes T CD4+ 

par infection trans, grâce à des récepteurs présents à leur surface tels que le DCIR 

(dendritic cells immunoreceptor) et le DC-SIGN (dendritic cell-specific intracellular 

adhesion molecule-3-grabbing non-integrin) [42, 43]. Les cellules dendritiques immatures 

peuvent être infectées productivement par le VIH-1, ce qui mène à l’infection d’autres 

cellules (transfert cis) [44].  
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1.4.1.4 Les lymphocytes B  

Les lymphocytes B (LyB) sont les seules cellules capables de secréter les anticorps. Ils 

prennent une place de plus en plus importante dans la pathogénèse du VIH. En effet, même 

si ces cellules ne peuvent pas être infectées par le virus, celui-ci provoque plusieurs 

changements physiologiques, dont l’hyperactivation des lymphocytes B. Cette 

hyperactivation se traduit par une hypergammaglobulinémie, une augmentation du taux de 

renouvellement des cellules B et par une augmentation de l’expression de marqueurs 

d’activation.  

En 1983, un groupe avait déjà suggéré que l’hyperactivation des lymphocytes B contribuait 

à la lymphadénopathie des sidéens [45]. Durant les années qui ont suivi, plusieurs études se 

sont penchées sur le dérèglement des LyB causé par le VIH dans plusieurs systèmes, 

incluant des modèles in vivo, in vitro et ex vivo sur des cellules et des tissus provenant de 

personnes infectées.  

Toutes les études s’entendent pour dire que le problème ne réside pas en la déplétion des 

lymphocytes B, mais bien dans le déséquilibre entre leurs sous-types [46, 47]. En effet, 

chez les personnes infectées par le virus du SIDA, on remarque des altérations dans les 

cellules B immatures ou transitionnelles, une augmentation du nombre de cellules B 

immatures, un appauvrissement en lymphocytes B mémoires dans le sang périphérique, 

ainsi qu’une augmentation de sécrétion de plusieurs cytokines dans les organes lymphoïdes 

secondaires tels que l’IL-6 [48], le TNF-α et l’interféron de type I. 

1.4.2 Phases de l’infection 

Lorsqu’une personne est infectée par le virus de l’immunodéficience humaine et que le 

virus se retrouve dans les tissus, c’est souvent la cellule dendritique qui orchestre la réponse 

immunitaire. En effet, cette dernière va apprêter les antigènes viraux pour les présenter 

dans les organes lymphoïdes secondaires aux cellules B et, grâce à ses molécules du 

CMH-II [49], aux cellules T. Ces cellules vont s’activer à leur tour, proliférer et se 

différencier.  
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Les LyB commencent alors à sécréter des anticorps dirigés contre des antigènes du VIH -1 

[50]; c’est ce que l’on appelle la séroconversion. Celle-ci peut prendre jusqu’à 12 semaines 

avant d’être complétée, laissant ainsi le champ libre à la dissémination du virus. 

Un des premiers tissus à être infecté est le GALT (Gut-associated lymphoid tissue). Celui-

ci englobe la majorité des LyT CD4+ et contient la presque totalité des cellules T centrales 

mémoires. Leur infection par le VIH-1 mène à leur déplétion massive, ce qui perturbe la 

muqueuse intestinale. S’ensuit alors une translocation microbienne dans la circulation 

sanguine qui cause une hyperactivation du système immunitaire, et donc une plus grande 

infection par le VIH-1. Cette hyperactivation aura aussi pour effet la mort cellulaire 

programmée des cellules T due à l’AICD (activation-induced cell death). On peut donc 

résumer cette première phase de l’infection par une forte réplication virale et une grande 

déplétion de lymphocytes T CD4+. 

Vient alors la deuxième phase de l’infection par le VIH-1, à savoir la phase 

asymptomatique, caractérisée par une augmentation du taux de LyT CD4+ et par une 

diminution de la charge virale. L’atteinte de cette phase résulte de plusieurs processus : le 

contrôle de la réplication virale par le système immunitaire par la production des cytokines, 

la destruction des cellules infectées par les LyT CD8+ cytotoxiques et la production 

d’anticorps par les cellules B. 

Cependant, ce contrôle momentané de la réplication virale est inefficace et n’empêche pas 

la progression vers le SIDA, d’une part parce qu’il y a épuisement du système immunitaire 

et d’autre part, parce que le renouvellement des lymphocytes T CD4+ ne compense pas leur 

perte dans le GALT.  

Cette phase se caractérise souvent par un changement du tropisme du virus. En effet, lors 

de la première phase de l’infection, les virus retrouvés sont majoritairement de tropisme R5 

(infectant principalement les macrophages, les cellules dendritiques ainsi que les 

lymphocytes T CD4+ mémoires) [51, 52]. Dans la seconde phase, on constate une 

augmentation du tropisme X4 (virus infectant tous les types de LyT CD4+).  
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Vient finalement la troisième phase nommée la phase SIDA dans laquelle l’équilibre est 

complètement rompu entre les lymphocytes T CD4+ et le VIH-1. À ce stade, le système 

immunitaire est affaibli à cause des cellules infectées tuées par les effets cytopathiques du 

virus, de la perte par apoptose des cellules non infectées avoisinantes (bystander cells) et à 

cause des cellules infectées tuées par les LyT CD8+. La phase SIDA se caractérise 

également par un très faible taux de LyT CD4+ (moins de 200 par mm3 de sang), par une 

très forte charge virale et par l’émergence d’infections causées par des pathogènes 

opportunistes.  

Tel que mentionné précédemment, la reconstitution des lyT CD4+ ne compense pas les 

pertes subies. Le système immunitaire va puiser dans ses ressources de LyT naïfs, 

mémoires et même dans son pool de cellules progénitrices pour palier à ce manque [7]. Les 

personnes infectées sont alors atteintes d’immunodéficience, souvent accompagnée, en 

absence de traitement, d’infections causées par des pathogènes opportunistes tels que, 

Pneumocystis carinii, Mycobacterium tuberculosis, Candida albicans et Leishmania. 

1.5 Traitements  

À ce jour, il n’existe aucun traitement permettant d’éliminer complètement le VIH-1. Par 

contre, l’introduction des antirétroviraux (ARV) a grandement amélioré la qualité de vie 

des personnes infectées partout à travers le monde, surtout dans les pays en développement 

qui sont les plus touchés par l’infection au VIH-1. La baisse des coûts de traitement ainsi 

que la prise en compte par l’OMS des nouvelles études démontrant que l’administration 

plus rapide des ARV sauvait plus de vies, a permis de diminuer le nombre de décès liés au 

VIH-1 (29% de décès de moins de depuis 2005) [6]. 

Le principe de la thérapie antirétrovirale, plus particulièrement la HAART (Highly Active 

Antiretroviral Therapy), repose sur l’utilisation d’une combinaison d’au moins 2 molécules 

de classes différentes anti-VIH, afin de baisser la charge virale à un seuil indétectable et de 

rétablir le taux de LyT CD4+ à plus 500 par mm3 de sang. 

Il existe plusieurs classes de molécules antirétrovirales dont les inhibiteurs de la protéase, 

les inhibiteurs de la transcriptase inverse [53], les inhibiteurs de l’intégrase ainsi que les 

inhibiteurs de fusion (T-20). Ces molécules sont utilisées en combinaison pour empêcher 
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que le virus ne devienne résistant au traitement, car il est connu pour son grand pouvoir de 

mutations [54, 55]. Il est important de mentionner que la HAART ne cible que le virus en 

cours de réplication et ne permet donc pas d’éradiquer le virus latent dans les cellules dites 

réservoirs [54]. 
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2. Chapitre II : Leishmania et la leishmaniose 

2.1 Généralités sur Leishmania 

Leishmania est un parasite protozoaire unicellulaire de l’ordre des kinetoplastidae et de la 

famille des Trypanosomatidae. Les kinetoplastidae se caractérisent par la présence d’une 

organelle nommée le kinétoplaste, une mitochondrie alimentant le flagelle et la cellule en 

énergie. La famille des Trypanosomatidae regroupe deux principaux genres de parasites. Le 

premier genre est Trypanosoma, un parasite unicellulaire incluant les espèces responsables 

des trypanosomiases africaines et américaines [56]. Le deuxième genre Leishmania cause 

des leishmanioses ayant plusieurs phénotypes et diverses formes cliniques (ex. 

leishmanioses cutanées ou viscérales) [57]. 

Des données épidémiologiques suggèrent que 12 millions de personnes sont présentement 

infectées par le parasite et 350 millions de personnes sont à risque dans plus de 98 pays 

[58]. Chaque année, on dénombre entre 200 000 et 400 000 nouveaux cas de leishmanioses 

viscérales (LV) et jusqu’à 1,2 millions de nouveaux cas de leishmanioses cutanées (LC).  

La leishmaniose viscérale (kala-azar) est mortelle en absence de traitement et se caractérise 

par des poussées de fièvre, par l’anémie, par l’hépatosplénomégalie et par la pancytopénie. 

Cette forme de leishmaniose est causée principalement par les espèces L. infantum ou 

L. donovani (Tableau 2) et se retrouve surtout dans le continent indien et en Afrique de 

l'Est. 

La leishmaniose cutanée est causée souvent par l’espèce L. major (Tableau 2) est beaucoup 

plus fréquente et se caractérise par des lésions cutanées défigurantes et inesthétiques [59]. 

Plus des deux tiers des cas surviennent dans les six pays suivants: l’Afghanistan, l’Algérie, 

le Brésil, la Colombie, la République arabe syrienne et la République islamique d’Iran [58].  

Le parasite Leishmania se caractérise par un cycle de vie impliquant plusieurs intervenants, 

incluant un insecte vecteur du genre Phlebotomus ou Lutzomyia et un hôte mammifère. 

La transmission se fait à la suite d’une piqûre d’un phlébotome femelle infecté et le parasite 

se retrouve alors chez un hôte mammifère. Ce sont principalement les macrophages qui 

sont ciblés par le parasite. 
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Tableau 2 : Classification simplifiée du genre Leishmania 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Cycle de vie de Leishmania 

Tel que mentionné précédemment, le cycle réplicatif de Leishmania est complexe et 

implique plusieurs intervenants. De plus, dépendamment de son hôte, le parasite peut 

changer de forme (promastigote ou amastigote) pour mieux s’adapter à son environnement 

(pH, stress oxydatif, température) (figure 5). 

2.2.1. Le stade promastigote  

À ce stade, le parasite se retrouve dans l’insecte. Il se présente sous forme flagellée et 

allongée allant jusqu’à 20 µm. Cette forme provient de la différentiation des amastigotes 

ingérés lors du repas sanguin du phlébotome. En effet, il a été démontré que les 

changements de pH et de température rencontrés lors du passage du parasite de l’hôte 
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mammifère vers l’insecte vecteur (pH de 4,5-5 avec une température de 37°C chez l’hôte 

mammifère et un pH légèrement alcalin avec une température de 25°C chez l’insecte), 

étaient responsables de la différentiation du parasite sous la forme promastigote [60]. Le 

parasite se retrouve attaché à la paroi du tractus digestif de l’insecte où il n’est pas encore 

infectieux et doit subir un processus de maturation nommée métacyclogénèse afin 

d’acquérir son infectivité. 

2.2.2. La métacyclogénèse  

Cette étape de caractérise par un allongement du lipophosphoglycan (LPG), une répétition 

de phospho-disaccharide galactose-mannose du parasite. C’est une molécule de surface 

importante pour la survie du parasite autant chez l’insecte que chez l’hôte mammifère [61]. 

Ainsi, lors de sa maturation, le parasite se prépare pour affronter le milieu hostile retrouvé 

dans le phagolysosome, pour résister à la lyse induite par le complément, pour augmenter 

son infectivité et accroître sa virulence par l’expression de la métalloprotéase gp63 

(glycoprotéine de surface 63) [62, 63]. 

Chez l’insecte, les promastigotes matures vont migrer du tractus digestif jusqu’à 

l’œsophage et le pharynx du phlébotome. Ces parasites forment alors un 

protéophosphoglycan filamenteux (fPPG) qui forme un gel de sécrétion (PSG) qui force 

l’ouverture de la valve stomodéale [64-66], forçant ainsi l’insecte à régurgiter les parasites 

avant de prendre son repas sanguin pour infecter un autre mammifère. Ensuite, juste après 

leur libération chez l’hôte, les parasites sont phagocytés par les neutrophiles qui sont les 

premières cellules à être recrutées au site d’infection. Les promastigotes, grâce au LPG 

entre autres, empêchent les neutrophiles d’entrer en apoptose au moins jusqu’à l’arrivée de 

macrophages, cible principale du parasite [67]. Lorsque les macrophages arrivent sur place, 

ils phagocytent à leur tour les promastigotes qui se retrouvent alors dans le phagosome. Ces 

derniers fusionnent avec les lysosomes pour former les phagolysosomes. C’est à ce moment 

que les promastigotes se transforment en amastigotes lesquels sont mieux adaptés au milieu 

acide du phagolysosome. 



20 
 

2.2.3. Le stade amastigote 

Lorsque les promastigotes se retrouvent dans le phagolysosome, le changement de pH 

(4,5-5) et de température (37°C) favorise leur transformation en amastigotes [60]. Sous 

cette forme, le parasite se présente de façon arrondie, non motile de 4 à 5 µm. Les 

amastigotes vont alors proliférer et provoquer la lyse du macrophage pour être libérés et 

aller infecter d’autres cellules. 
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Figure 5 : Le cycle réplicatif de Leishmania. 

http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/21419/ch01.html [68]. 

Le cycle réplicatif de Leishmania commence lors du repas sanguin d’un phlébotome infecté 

lorsque les promastigotes métacycliques sont relâchés. Les promastigotes sont alors 

phagocytés par les macrophages pour se retrouver dans le phagosome. Ce dernier fusionne 

avec le lysosome pour former le phagolysosome dans lequel les promastigotes se 

transforment en amastigotes. Le parasite prolifère rapidement jusqu’à la rupture du 

macrophage pour se propager et infecter d’autres cellules. Le cycle recommence lorsqu’un 

phlébotome pique une personne infectée.  

 

http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/21419/ch01.html
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2.3 Pathogénèse de Leishmania 

Cellules de l’immunité participant à la pathogénèse de Leishmania  

Peu de temps après l’infection, Leishmania fait face à plusieurs barrières de l’immunité, la 

première étant le complexe du complément. Ce complexe protéique de l’immunité innée 

s’active et favorise la fixation du C3 à la membrane plasmique du parasite. S’ensuit alors le 

clivage du C3 en C3b qui vient se fixer soit à la membrane plasmique ou à la protéine gp63 

pour former le complexe lytique C5b9 [69]. Le parasite Leishmania a toutefois développé 

des stratégies pour échapper au système immunitaire. Parmi elles, on retrouve l’inactivation 

de la protéine C3b par la gp63, les kinases présentes sur la membrane plasmique inactivent 

C3 et C3b, le blocage du complexe C5b9 par le LPG du parasite [69] et l’induction de 

cytokines immunosuppressives tels que le TGF-β et l’IL-10 [70]. Contrairement aux autres 

parasites, Leishmania n’induit pas la sécrétion de l’IL-12 par les macrophages, interférant 

ainsi dans les voies de signalisations nécessaires au développement d’une réponse de type 

Th1 qui est indispensable pour combattre cette infection. Finalement, il a été démontré que 

l’infection par Leishmania induisait le développement de lymphocytes Treg à travers la 

sécrétion du TGF-β par les macrophages [70]. Ces lymphocytes Treg suppriment la 

capacité des LyT effecteurs à éliminer le parasite favorisant ainsi sa persistance dans 

l’organisme. 

Tel que mentionné précédemment, les neutrophiles arrivent en premier sur le site 

d’infection pour phagocyter le parasite, suivis de près par les macrophages. La phagocytose 

a lieu lorsque les récepteurs CR1 et CR3 se lient avec les protéines C3b et C3bi présentes 

sur les promastigotes. Les macrophages produisent par la suite des cytokines et chimiokines 

pro-inflammatoires ainsi que des molécules toxiques pour amplifier la réponse immunitaire 

[69].  

La réponse immunitaire innée étant contournée par le parasite, le contrôle de l’infection 

nécessite le développement d’une réponse cellulaire adaptative. Pour ce faire, les cellules 

de Langerhans (cellules dendritiques de l’épiderme) captent et apprêtent l’antigène pour le 

présenter aux lymphocytes T CD4+ dans le ganglion lymphatique. Ces derniers vont 

s’activer, proliférer et se différencier en cellules effectrices. 
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La mise en place de la réponse immunitaire de type Th1 (T-helper type-1), qui active une 

forte activité leishmanicide par les macrophages, est importante pour le contrôle et la 

protection contre les leishmanies. Cette protection a lieu grâce à l’interleukine 12 (IL-12) 

produite par les APC et à l’interféron gamma (IFN-γ) produit par les lymphocytes T 

auxiliaires [71-76]. Cependant, les patients infectés par des souches causant les 

leishmanioses viscérales sont incapables de monter une réponse immunitaire curative 

contre le parasite [71, 72]. Cette incapacité s’explique par l’échec des PBMC (Peripheral 

Blood Mononuclear Cells) à proliférer et à produire de l’IFN-γ. Comme les patients 

infectés par des souches causant des VL répondent à d’autres antigènes lorsqu’infectés et 

qu’ils résistent à la réinfection par le parasite, on peut penser que des mécanismes 

immunosuppressifs contribuent à la pathogénèse de la VL [76, 77].  

Des études réalisées sur des modèles expérimentaux animaux et sur des patients atteints de 

leishmanioses ont montré l’importance de la cytokine immunorégulatrice IL-10 dans la 

régulation de la réponse immunitaire contre les leishmanies [78]. En effet, il a été démontré 

que des concentrations élevées d’IL-10 étaient retrouvées dans le sérum [73, 79-82] et les 

tissus lésionnels [74, 75] de personnes infectées. De plus, la neutralisation de cette cytokine 

permet l’élimination du parasite dans les aspiraux spléniques de personnes atteintes de 

leishmaniose viscérale [83]. Il en est de même pour les souris chez qui la neutralisation du 

récepteur de l’IL-10 a aussi mené au contrôle de la maladie [84]. L’IL-10 joue également 

un rôle dans les leishmanioses cutanées [85]. Cette cytokine peut être produite par plusieurs 

types cellulaires, dont les lymphocytes Tregs [85], les cellules Th1 [81, 86-88], les cellules 

T CD8+ [89], les cellules dendritiques [90], les macrophages [91], les neutrophiles [92], les 

cellules Natural Killer (NK) [93] et les lymphocytes B [94, 95]. 

Tel que mentionné précédemment, certains lymphocytes B secrètent eux aussi de fortes 

quantités d’IL-10 et sont appelés Bregs (Regulatory B cells) [96]. Ces cellules ont la 

capacité de réguler l'inflammation en supprimant la production de cytokines pro-

inflammatoires produites par les LyT, les macrophages et les cellules dendritiques [97, 98]. 

Même s’ils ne sont pas infectés par Leishmania, les cellules B prennent une place de plus 

en plus importante dans les études concernant la pathogenèse du parasite. En effet, des 

études conduites sur des humains et des souris ont révélé que l’activation des cellules B 
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participait fortement à la propagation et à l’exacerbation des leishmanies [95, 99]. De 

même, des dysfonctionnements au niveau des lymphocytes B ont été observés chez des 

patients ayant la leishmaniose viscérale tels que l’hypergammaglobulinémie et la présence 

d’anticorps non spécifiques et/ou auto-immuns [100-103].  

Récemment, le rôle de l'IL-10 sécrétée par les cellules Bregs dans le développement de la 

réponse Th2 chez la souris BALB/c infectées par L. major a été mis en lumière [94]. Cette 

étude a même révélé que cette réponse de type Th2 dépendait de la capacité des cellules B à 

présenter des antigènes aux cellules T plutôt que de leur production d'anticorps IgG 

spécifiques [104, 105]. En effet, dans un modèle de leishmaniose murin, il a été démontré 

que lorsque les LyB agissaient comme des APC, ils induisaient préférentiellement la 

production de l’interleukine 4 menant au développement d’une réponse de type Th2, 

contrairement aux macrophages qui, eux, induisent la production de l’interféron gamma et 

de l’interleukine 2 menant au développement d’une réponse de type Th1, qui est la réponse 

nécessaire pour combattre le parasite [106]. 

En outre, l'importance de l'IL-10 pour la susceptibilité à l'infection et de son association 

avec la viscéralisation de l'infection a également été rapportée [94, 107]. Il a été démontré 

que la stimulation de cellules spléniques de souris BALB/c avec la tryparédoxyne de 

Leishmania infantum activait les cellules B et conduisait à la production de l’IL-10 [94, 

108]. Il semblerait donc que l’IL-10 joue un rôle à double tranchant. D’une part, elle 

favorise la propagation du parasite en abaissant la réponse immunitaire. D’autre part, cet 

abaissement de la réponse immunitaire empêche l’apparition de lésions 

immunopathologiques dues à une réponse immunitaire exacerbée [109].  

2.4 Traitements  

À ce jour, il n’existe encore aucun vaccin permettant de prévenir les leishmanioses : il 

existe toutefois plusieurs traitements permettant la guérison. Parmi eux, on retrouve en 

première ligne de défense, l’antimoine pentavalent et ses dérivés. Ce traitement est utilisé 

depuis plusieurs années pour traiter toutes les formes de Leishmania. Cependant, des 

problèmes de résistance grandissants sont associés à ce traitement. L’antimoine et ses 
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dérivés (stibogluconate de sodium ou antimoniate de meglumine) agissent en exposant le 

parasite au stress oxydatif de la cellule hôte [110]. 

La pentamidine constitue le traitement de deuxième choix. Son mode d’action exact n’est 

pas encore connu, mais il a été rapporté qu’elle s’accumulait dans la mitochondrie du 

parasite en inhibant la topoisomérase mitochondriale [69, 111]. En raison de sa forte 

toxicité, on n’utilise ce médicament qu’en cas de résistance à l’antimoine. L’amphotéricine 

B agit en formant des pores au niveau de la membrane plasmique, créant ainsi un 

débalancement ionique. Ce médicament est le plus utilisé pour le traitement des 

leishmanioses en co-infection avec le VIH-1 [112].  

Finalement, la miltéfosine est le premier traitement administré par voie orale [113]. Elle 

agit sur la membrane du parasite en causant son apoptose. Ce médicament possède un effet 

leishmanicide autant sur les souches viscérales que sur les souches cutanées. Par contre, la 

miltéfosine possède des effets tératogènes empêchant ainsi son administration chez les 

femmes enceintes. 
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3. Chapitre III : Co-infection VIH-1 et Leishmania  

Les cas de co-infection VIH-1/Leishmania représentent un sérieux problème dans les 

régions endémiques. En effet, les leishmanioses gagnent une plus grande importance 

clinique chez les personnes infectées par le VIH-1 pour deux principales raisons : d’une 

part, parce que les deux pathogènes sont prévalents dans plus de 35 pays [114, 115] et 

d’autre part, parce que les deux microorganismes ont des cibles cellulaires communes à 

savoir le macrophage et la cellule dendritique. Initialement, la majorité des cas de co-

infection VIH/Leishmania étaient rapportés en Europe, mais le nombre de cas est en 

augmentation en Afrique (surtout en Éthiopie et au Soudan), en Asie et en Amérique du 

Sud [59, 113]. Tel que mentionné précédemment, il existe diverses formes cliniques de 

Leishmania. C’est cependant la leishmaniose viscérale (LV) qui connait une grande 

émergence chez les personnes infectées par le VIH-1 et c’est la souche Leishmania 

infantum qui est la plus retrouvée dans les cas de co-infections. 

Plusieurs études ont révélé que le VIH-1 augmente le risque de développer des VL par un 

facteur de 100 à 2300 dans les zones d’endémicité, qu’il diminue la probabilité d’une 

réponse thérapeutique et qu’il augmente le risque de rechute [114]. Le parasite Leishmania, 

quant à lui, favorise une augmentation de la charge virale [116] et une progression plus 

rapide vers le SIDA [117]. En ce sens, une étude publiée par Zhao et collaborateurs a 

montré que lorsque les macrophages étaient co-infectés par le VIH-1 et Leishmania, la 

sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, l’IL-1α et l’IL-6) était plus importante 

que lorsque les macrophages étaient infectés par l’un ou l’autre des pathogènes [118]. On 

peut donc en conclure que les deux pathogènes exercent un effet synergique préjudiciable 

pour leur hôte.  

Tel que mentionné précédemment, les deux microorganismes ciblent les mêmes types 

cellulaires du système immunitaire, à savoir les macrophages et les cellules dendritiques. 

Dans ces cellules, Leishmania favorisent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles 

que l’IL-12, l’IL-6 et le TNF-α [117, 119, 120]. Ces cytokines activent le système 

immunitaire permettant ainsi l’augmentation de la réplication du VIH-1. Ce dernier, à son 

tour, accroît les fonctions phagocytaires des macrophages, amplifiant par le fait même la 
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réplication de Leishmania [115, 121]. Il est intéressant de mentionner que le VIH-1 

augmente la phagocytose de Leishmania dans les macrophages [122], ce qui est inhabituel 

étant donné qu’il a déjà été démontré que le VIH-1 diminue la fonction phagocytaire des 

macrophages [122-124]. L’effet par lequel le virus augmente la phagocytose des 

macrophages lors de la co-infection avec Leishmania est encore mal compris. Cependant, il 

semblerait que l’augmentation de la phagocytose de Leishmania par les macrophages 

médiée par le VIH-1 serait causée par la protéine virale Tat et par le TGF-β [122]. Dans 

cette même étude, il a été démontré que VIH-1 augmentait l’expression du récepteur de la 

phosphatidylsérine, le CD91/LRP-1 (the low density lipoprotein receptor-related protein 1) 

à la surface des macrophages exposés mais non infectés par le VIH-1 (bystander), 

favorisant ainsi l’internalisation du parasite dans ces cellules. 

Seulement 1 sur chaque 5 à 10 individus immunocompétents développe une LV. Puisque 

une réponse immunitaire menée par l’entremise des lymphocytes T est nécessaire pour la 

clairance du parasite, les personnes immunosupprimées sont plus enclines à développer des 

LV [125]. Il a aussi été rapporté que des souches de Leishmania, qui sont habituellement 

non pathogènes chez l’humain, peuvent causer la maladie chez les personnes positives au 

VIH-1. Pour ces raisons, une meilleure compréhension des mécanismes d’interaction entre 

les deux microorganismes est nécessaire pour mieux traiter les personnes co-infectées. 

Chez ces dernières, la HAART est rapidement initiée afin de restaurer partiellement les 

fonctions immunitaires et pour prévenir la viscéralisation de Leishmania, comme en 

témoigne la forte diminution de l'incidence de la LV en Europe suite à l'utilisation 

généralisée de la thérapie HAART [126]. 

L’interaction entre le VIH-1 et Leishmania est complexe et fait intervenir plusieurs facteurs 

et plusieurs types cellulaires. C’est pourquoi, il est important d’élargir le champ de 

recherche et de s’intéresser aux autres types cellulaires impliqués, mêmes s’ils ne sont pas 

directement infectés par les deux pathogènes. C’est notamment le cas des cellules B qui ne 

sont ni infectées par le VIH-1 ni par le protozoaire Leishmania et dont le rôle joué par ces 

cellules dans le contrôle des deux maladies n’est pas encore très bien défini. On sait par 

contre que chacun des deux pathogènes cause des altérations au niveau fonctionnel de ces 

cellules. 
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4. Chapitre IV: Hypothèse et objectifs 

4.1 Hypothèse de recherche 

Lorsque les personnes sont infectées par le VIH-1, leur système immunitaire est 

grandement affaibli, donnant ainsi l’occasion à des pathogènes opportunistes d’entrer en 

jeu. C’est notamment le cas pour le parasite Leishmania qui profite de cette déficience du 

système immunitaire pour se propager. 

L’effet de la co-infection VIH-1/Leishmania sur les cellules cibles communes aux 

pathogènes est largement étudié. Toutefois, on s’intéresse de plus en plus à d’autres types 

cellulaires n’étant pas directement infectés par ces deux pathogènes. Parmi eux, on retrouve 

les lymphocytes B, connus pour secréter des cytokines immunorégulatrices lorsqu’exposés 

à Leishmania et dont le rôle dans la pathogénèse de Leishmania n’est plus à prouver.   

Comme les LV s’accompagnent par la colonisation des organes lymphoïdes secondaires et 

que ces organes englobent une grande quantité de lymphocytes B, nous avons décidé d’en 

savoir plus sur l’effet des amastigotes de Leishmania infantum sur des cellules B provenant 

d’amygdales, d’analyser les facteurs solubles secrétées par les cellules B en réponse à 

Leishmania et de déterminer leur effet sur la réplication du VIH-1. C’est pourquoi nous 

avons émis l’hypothèse voulant que les molécules sécrétées par les cellules B suite à leur 

exposition aux amastigotes de Leishmania infantum pourraient afffecter l’activation des 

lymphocytes T CD4+ et la réplication virale du VIH-1 dans un contexte ex vivo. 

4.2 Objectifs de recherche 

Pour vérifier cette hypothèse, nous nous sommes fixés les objectifs suivants : 

1. Analyser la nature des facteurs solubles sécrétés par les cellules B après exposition à 

Leishmania infantum. 

2. Analyser l’effet des molécules sécrétées par les lymphocytes B sur les cellules T 

CD4+. 

3. Analyser l’effet de ces cytokines sur la réplication du VIH-1.





31 
 

5. Chapitre V: Leishmania infantum active les lymphocytes B régulateurs 

Ce chapitre présente un manuscrit soumis dans la revue Journal of Immunology. 

Guadalupe Andreani*, Rym Menasria*, Alejandro Martin Gomez*, Michel Ouellet* and 

Michel J. Tremblay. 

 

Résumé 

La leishmaniose viscérale est caractérisée par un parasitisme incontrôlé des organes 

internes qui, en absence de traitement, conduit à la mort. La progression de la maladie est 

liée à la nature de la réponse immunitaire générée et au niveau de la cytokine 

immunosuppressive IL-10 retrouvé dans le sérum. Dans cette étude, nous rapportons que 

l'incubation des cellules B humaines avec des amastigotes de Leishmania infantum a donné 

lieu à une augmentation de l’expression de plusieurs marqueurs d'activation et à une 

sécrétion dose-dépendante de l'IL-10. Cette sécrétion médiée par le parasite dépend de 

l'activité de Syk, de la phosphatidylinositol-3 kinase, de la p38 et nécessite la mobilisation 

du calcium intracellulaire. Les milieux conditionnés provenant de cellules incubées avec les 

amastigotes inhibent fortement l’activation des lymphocytes T CD4+, leur prolifération et 

leur fonction. L'exposition des cellules B aux amastigotes de L. infantum déclenche donc 

les fonctions régulatrices des cellules B, en partie grâce à la sécrétion de l'IL- 10, ce qui 

pourrait favoriser la diffusion du parasite dans l'organisme. 
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Abstract 

Visceral leishmaniasis is caused by the protozoan parasites Leishmania infantum and 

Leishmania donovani. This infection is characterized by an uncontrolled parasitization of 

internal organs which, when left untreated, leads to death. Disease progression is linked 

with the type of immune response generated and a strong correlation was found between 

disease progression and serum levels of the immunosuppressive cytokine IL 10. Other 

studies have suggested a role for B cells in the pathology of this parasitic infection and the 

recent identification of a B-cell population in humans with regulatory functions, which 

secretes large amounts of IL-10 following activation, have sparked our interest in the 

context of visceral leishmaniasis. We report that incubation of human B cells with 

Leishmania infantum amastigotes resulted in upregulation of multiple cell surface 

activation markers and a strong dose-dependent secretion of IL-10. Cell sorting 

experiments allowed us to identify the IL-10-secreting B cell subset (i.e. 

CD19+CD24+CD27-). The parasite-mediated IL-10 secretion was shown to rely on the 

activity of Syk, phosphatidylinositol-3 kinase and p38, as well as to require intracellular 

calcium mobilization. Conditioned media from B cells incubated with L infantum 

amastigotes were shown to strongly inhibit CD4+ T-cell activation, proliferation and 

function. Blockade of IL-10 activity using a soluble IL-10 receptor restored TNF-α 

secretion almost to control levels. Exposure of human B cells to L. infantum amastigotes 

thus triggers B cells with regulatory activities mediated in part by IL-10, which could favor 

parasite dissemination in the organism. 
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Introduction 

Leishmaniasis is an infection caused by protozoan parasites of the genus Leishmania and is 

one of the most significant neglected tropical diseases, with 350 million people in 88 

countries worldwide at risk of developing one of the forms of the disease. Visceral 

leishmaniasis (VL) is the most severe form of the disease, fatal when untreated and 

represents nearly 70 000 deaths per year (1). VL is characterized by an uncontrolled 

parasitization of organs, such as spleen, liver and bone marrow and is caused by the species 

Leishmania infantum (L. infantum) (known as L. chagasi in South America) and L. 

donovani. All parasites of the genus Leishmania are obligate, intracellular protozoa that 

infect cells of the macrophage-dendritic cell lineage of their vertebrate hosts (primarily 

macrophages) (2, 3). The parasite exists under two distinct morphologic forms, i.e. either as 

motile promastigotes within the alimentary canal of their phlebotomine sandfly vector or as 

nonmotile amastigotes that reside within phagolysosomes of mammalian mononuclear 

phagocytes. Infection of the mammalian host is initiated when the female sandfly 

regurgitates infectious promastigotes during its blood meal. Promastigotes are quickly 

internalized by tissue phagocytes recruited to the site of infection. Following phagocytosis, 

promastigotes are engulfed in phagolysosomes, where they transform into the non-motile 

intracellular amastigotes. Thereafter, amastigotes replicate within acidic phagolysosomes, 

eventually lysing the cell and freeing themselves to invade adjacent cells. 

Host protection against Leishmania infection depends on the development of a T-helper 

type-1 (Th1) response, which triggers a strong leishmanicidal activity by infected 

macrophages. The production of IL-12 by antigen-presenting cells and interferon (IFN)-γ 

by T-helper cells appear to be necessary for the control of the infection and the 

development of acquired resistance (4-10). A unique feature of the immune response in 

patients with VL is the inability to mount a curative, parasite-specific immune response, 

which is reflected as the failure of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) to 

proliferate and produce IFN-γ in response to leishmanial antigens (4, 5). After treatment 

and successful cure, individuals become resistant to re-infection events, test positive for 

leishmanin and respond adequately to leishmanial antigens in vitro. Given that individuals 
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with active VL respond normally to other antigens before being cured, the observed defect 

of parasite-specific immune responses cannot be attributed to a generalized failure of 

antigen-specific immune responses. Furthermore, as they can generate a proper parasite-

specific immune response after being cured, this defect cannot be due to an inability of 

Leishmania antigens to drive Th1 responses (6, 10). Therefore, other immunosuppressive 

mechanisms may contribute to the overall pathogenesis of VL. 

The regulatory cytokine IL-10 has repeatedly been implicated as an immunosuppressive 

factor in both human and experimental leishmaniasis (i.e. murine). It has been shown that 

patients with an advanced state of disease display elevated levels of IL-10 mRNA in 

lesional tissues (7-9) and high amounts of IL-10 in serum (11-14). Moreover, neutralization 

of IL-10 promotes clearance of the parasite in splenic aspirate cells from patients with VL 

(15). It has been reported that IL-10-deficient BALB/c and C57BL6 mice are highly 

resistant to L. donovani infection, and blockade of IL-10 receptor in wild-type mice leads to 

control of the infection (16). The involvement of IL-10 in the persistence of localized 

cutaneous leishmaniasis has also been described in humans (17). Recent studies conducted 

in humans and mice have revealed that IL-10 can be produced by different cell types 

following Leishmania infection, including regulatory T cells (Tregs) (18), Th1 cells (13, 

19-21), CD8+ T cells (22), natural killer cells (23), regulatory dendritic cells (24), 

macrophages (25), neutrophils (26) and B cells (27, 28). IL-10 acts as a multifactorial 

cytokine in human infectious diseases. By interfering with both innate and adaptative 

responses, it contributes to favorable conditions for the persistence of microbes and chronic 

infections. On the other hand, it prevents the development of immunopathological lesions 

that result from an exacerbated immune response to acute and chronic infections that can 

lead to deleterious tissue lesions (29). Thus, although high levels of IL-10 found in VL 

might help to diminish immunopathologies and tissue damage, the immunosuppressive 

effect of IL-10 might promote parasite replication, dissemination and disease progression. 

Evidence from both human and mice studies indicate that B-cell activation leads to disease 

exacerbation (28, 30). Furthermore, animal studies have demonstrated that C57BL/6 B cell-

deficient mice are highly resistant to VL (31). Signs of B-cell dysfunctions are also 

observed in human VL, including hypergammaglobulinemia, presence of non-specific 

polyclonal and/or autoimmune antibodies (32-35). In cutaneous leishmaniasis, polyclonal 
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B-cell activation has been detected in response to L. major infection (36, 37), and antibody 

production and antigen presentation by B cells have been shown to exacerbate disease also 

in L. major infection (38). The importance of B cells for the development of a Th2 response 

and the susceptibility in BALB/c mice infected with L. major have been reported (38). It 

has also been well-established that the ability of B cells to direct the immune response in 

BALB/c mice toward a Th2 phenotype (associated with a non-healing disease) was 

dependent upon their capacity to present antigens to T cells rather than upon their 

production of specific IgG antibodies (38, 39). Recently, the role of IL-10 secreted by 

regulatory B cells in the development of a Th2 response in BALB/c mice infected with L. 

major has been brought into light (27). Furthermore, the importance of IL-10 for the 

susceptibility to the infection and its association with the visceralization of the infection 

have also been described (27). In addition, B-cell activation and IL-10 production were 

seen following stimulation of splenic BALB/c B cells with L. infantum tryparedoxin (40). 

Depending on the species and the disease studied but also on the specific triggering signals 

used, various populations of IL-10-secreting B cells with regulatory functions have been 

described. For example, in a murine model system, Yanaba and co-workers have described 

a rather unique CD1dhiCD5+ B-cell subset that is able to efficiently control T cell-

dependent inflammatory responses through IL-10 secretion (41). Although a similar B-cell 

subset has been rarely described in humans, patients suffering from Chagas disease were 

shown recently to have a slightly higher frequency of CD1d+CD5+CD19+ B cells that 

produce IL-10 (42) and an increased frequency of circulating CD1d+CD5+CD19+ B cells 

was correlated with inhibition of Th17 responses in tuberculosis patients (43). The role of 

regulatory B cells in the development of autoimmune diseases and chronic infections in 

humans has been addressed previously and it was established that a CD24hiCD38hi B-cell 

subset that secretes high amounts of IL-10 upon stimulation can regulate T-cell functions 

and is positively associated with renal graft acceptance (44, 45). Lastly, a CD24hiCD27+ 

subpopulation of B cells was described in humans as having regulatory properties upon 

stimulation by CPG/anti-CD40 and elevated frequencies of these cells were associated with 

various autoimmune diseases (46). In summary, there seems to be no single marker to 

identify regulatory B cell and different subtypes of regulatory B cells might exist depending 

of various factors such as the disease and the nature of stimulation. 
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As already mentioned, IL-10 is a critical regulatory cytokine involved in the pathogenesis 

of human VL. Given that colonization of secondary lymphoid organs occurs during VL and 

B cells are found at high concentrations in these organs, we investigated whether human B 

cells isolated from tonsillar tissue do secrete IL-10 in response to L. infantum amastigotes. 

We assessed also the phenotypic characteristics of IL-10-secreting B cells and their 

capacity to modulate T-helper cell functions. 

LENOVO
Stamp
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Materials and methods 

Ethics statement. The current study was approved by the institutional Bioethics Committee 

(i.e. Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Québec). Clinical samples from tonsillar 

tissues were obtained from minor patients in accordance with the guidelines of the 

institutional review board and parents/guardians provided a written consent on behalf of all 

minor participants. Human primary CD4+ T cells were obtained from PBMCs purified from 

the blood of healthy subjects in accordance with the guidelines of the Bioethics Committee 

from the CHU de Québec. A written ethics board-approved informed consent form was 

obtained from each donor for the CD4+ T cells. 

Isolation and purification of human B cells. Tonsillar tissues were obtained from 2- to 4-

year-old patients undergoing routine tonsillectomy at the CHU de Québec. Briefly, tonsillar 

tissues were dissected into small pieces and resuspended in endotoxin-free phosphate-

buffered saline (PBS) (Sigma, Oakville, ON) containing penicillin (100 U/ml) (Wisent, St-

Bruno, QC), streptomycin (100 μg/ml) (Wisent, St-Bruno, QC), Fungizone/Amphotericin B 

(2.5 μg/ml) (Gibco, Burlington, ON) and Primocin (100 μg/ml) (InvivoGen, San Diego, 

CA). The tissue suspension was incubated with collagenase D (Roche Diagnostic, 

Montreal, QC) at a final concentration of 2 mg/ml for 45 min at 37°C. Next, partially 

digested tissue was processed with a GentleMacs device (Miltenyi Biotec inc. Auburn, CA) 

in a C tube using standard “program B”.  DNAse I (Roche Diagnostic, Montreal, QC) was 

then added at a final concentration of 100 U/ml and the suspension was further incubated 

for 15 min at room temperature. Cell suspension was finally processed with the 

GentleMacs device (Miltenyi Biotec Inc., Auburn, CA) in a C tube using standard program 

“m_spleen_04”. The resulting cell suspension was diluted in a solution of PBS 

supplemented with 2mM EDTA and 0.5% BSA, filtered first through a 100-μm nylon mesh 

cell strainer (Partec, Swedesboro, NJ) and next by a 30-μm nylon mesh cell strainer 

(Partec), and finally separated using a StemSep human B cell enrichment kit (StemCell 

Technologies). Isolated B cells (CD19+) were maintained at a density of 1×107 cells/ml in 

RPMI-1640 medium (Gibco Life Technologies, Life Technologies, Burlington, ON) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Wisent, St-Bruno, QC), penicillin (100 

U/ml), streptomycin (100 μg/ml) and Primocin (100µg/ml). Various B-cell subsets were 
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isolated with a BD influx high-speed cell sorter based on their expression of CD27, CD24 

and CD38. Alternatively, CD27+ and CD27- cells were separated using CD27 Microbeads 

(Miltenyi Biotec Inc.).  

Culture of L. infantum parasites. The L. infantum strain clone 1 (MHOM/MA/67/ ITMAP-

263) used in this study and its maintenance as axenic amastigotes were described 

previously (47). Briefly, axenically-grown amastigote forms of L. infantum were 

maintained at 37°C under a 5% CO2 atmosphere by weekly sub-passages in MAA/20 in 25 

cm2 flasks. MAA/20 consists of modified medium 199 with Hank’s salts (Gibco, 

Burlington, ON), supplemented with 0.5% soybean tryptocasein (Pasteur Diagnostics, 

Marne la Coquette, France), 15 mM D-glucose, 5 mM L-glutamine, 4 mM NaHCO3, 0.023 

mM bovine haemin and 25 mM HEPES (all purchased from Sigma, Oakville, ON) at a 

final pH of 6,5. Axenically grown amastigotes show morphological, biochemical and 

biological characteristics similar to those of in vivo amastigotes (47). 

Exposure of human B cells to L. infantum amastigotes. Purified B cells were cultured at a 

final concentration of 1 x 107/mL in RPMI-1640 medium containing L-glutamine 

supplemented with 10% FBS, penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 μg/mL) and 

Primocin (100 μg/ml). Cells were incubated with axenic amastigotes at a 3:1 ratio (unless 

otherwise indicated) for 24 h. Thereafter, cell-free supernatants were harvested and IL-10 

secretion was quantified using a BD OptEIA Human IL-10 ELISA set (BD Biosciences, 

Mississauga, ON). 

qRT-PCR analysis. Total RNA was isolated using the illustra RNAspin Mini Kit (GE 

Healthcare, Mississauga, ON). RNA was reverse transcribed using Moloney-Murine 

Leukemia Virus (M-MLV) reverse transcriptase (Promega, Madison, WI) and expression 

level of IL-10 transcripts were determined by quantitative PCR (qPCR) using SyberGreen 

mastermix (Applied Biosystems, CA) on an ABI-PRISM 7500 Sequence Detector (Applied 

Biosystems, CA). Each sample was run in triplicate and relative changes in IL-10 

expression were calculated using the 2∆∆Ct method (48). This method was used once 

validation experiments showed that the efficiencies of the target and endogenous reference 

(18S) were approximately equal. Primers used were as follow: IL-10, Fwd: TTA CCT 
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GGA GGA GGT GAT GC, Rev: GGC CTT GCT CTT GTT TTC AC; 18S, Fwd: TAG 

AGG GAC AAG TGG CGT TC, Rev: CGC TGA GCC AGT CAG TGT. 

Flow cytometry. Freshly isolated B cells were exposed to L. infantum amastigotes for 24 h 

after which cells were incubated for 20 min in PBS supplemented with 200 mM D-

galactose (osmolarity was adjusted to 317 mOsml/l by reducing NaCl concentration 

accordingly) to detach the parasites from B cells.  Cells were then pelleted at 800 rpm, 

resuspended in the same solution and filtered through a 30-μm nylon mesh cell strainer 

(Miltenyi Biotec Inc., Auburn, CA), washed again and finally resuspended at 1 x 107/ml in 

PBS containing 2 mM EDTA and 0.5% BSA (staining buffer). For analysis of human IL-10 

intracellular expression, cells were incubated with GolgiPlug (BD Biosciences, 

Mississauga, ON) during the last 5h of stimulation along with ionomycin (1 µg/ml; Sigma, 

Oakville, ON) and PMA (50 ng/ml; Sigma, Oakville, ON). Viability of B cells was 

assessed by staining with Fixable Viability Dye eFluor 780 in PBS/EDTA 2 mM, following 

manufacturer’s instructions (eBiosciences, San Diego, CA). Finally, cells were treated with 

10% pooled human sera and 20% goat sera for 15 min at 4°C to block nonspecific binding 

sites and Fc receptors and cells were washed with cold staining buffer. Cells were pelleted 

and resuspended at a final concentration of 1×107 cells per 100 μl of cold staining buffer. 

For intracellular detection of IL-10, cells were stained with a combination of CD19-PE, 

CD27-FITC, CD24-PE and CD38-FITC monoclonal antibodies (mAbs) (BD Biosciences, 

Mississauga, ON). Cells were washed, fixed and permeabilized using the Cytofix Cytoperm 

kit (BD Biosciences, Mississauga, ON). For the detection of intracellular IL-10, cells were 

stained with IL-10-APC mAB (Miltenyi Biotec Inc.). B-cell activation markers following 

parasite exposure were evaluated by staining with anti-human CD25-PE, CD54-PE, CD80-

PE, CD69-FITC, CD83-FITC, or CD86-FITC mAb (BD Biosciences, Mississauga, ON). 

FMO controls including the Fixable Viability Dye and all the mAbs used were performed. 

Cells were analysed with a FACS Canto flow cytometer (BD Biosciences, Mississauga, 

ON) and data was analysed using FCS Express 4 (De Novo Software, Los Angeles, CA). 

Signal transduction experiments. B cells were pre-treated for 45 min with the following 

pharmacological inhibitors: the PI3K inhibitor Wortmannin (0.625, 1.25, 2.5 and 5 nM) 

(InvivoGen, San Diego, CA), the p38 MAP kinase inhibitor SB203580 (1.25, 2.5, 5 and 10 
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μM) (Invitrogen, Burlington, ON), the Syk inhibitor IV (62.5, 125, 250, 500 and 1000 nM) 

(Calbiochem, EMD Millipore, Billerica, MA) and the calcium chelator BAPTA/AM (1.25, 

2.5, 5 and 10 μM) (Calbiochem). Dimethyl sulfoxide (DMSO) was used as drug carrier 

control. After incubation with L. infantum amastigotes, cell-free supernatants were 

harvested and IL-10 was quantified, as previously described. Cell viability was evaluated 

by flow cytometry after drug treatment using 7-AAD staining (Biolegend, San Diego, CA) 

as previously described (49). 

Conditioned media preparation. Freshly purified B cells (1 x 107 cells/ml) were incubated 

for 24 h in the presence of L. infantum amastigotes at the previously indicated ratio. Control 

supernatants were prepared by leaving B cells untreated for 24 h in culture media. To 

evaluate the effect of soluble factors produced by L. infantum amastigotes, an additional 

control was prepared by incubating parasites in the same condition but in the absence of B 

cells. After incubation, supernatants were harvested and centrifuged at 2000 x g for 10 min 

to eliminate cell debris and parasites. Finally, supernatants were filtered with a 0.22 µm 

sterile syringe filter, aliquoted and frozen at -80°C until used. All the supernatants were 

tested for IL-10 content using a commercial ELISA kit as described above. 

Functional assays for CD4+ T cells. CD4+ T cells were isolated from PBMCs using a 

magnetic Easysep CD4+ T-cell enrichment kit (Stemcell Technologies, Vancouver, BC) 

and CD25+ T cells (activated T cells and Treg cells) were depleted with a CD25 positive 

selection kit (Stemcell Technologies, Vancouver, BC). For activation experiments, CD25- 

CD4+ T cells were activated with plate-bound anti-CD3 (clone OKT3; used at 5 µg/ml) and 

anti-CD28 mAbs (clone 9.3; used at 2 µg/ml) for 48 h in the presence or not of a 1:4 

dilution of B-cell conditioned medium. Cells were then washed and stained with anti-

human CD25-PE and CD69-FITC and analyzed by flow cytometry. For proliferation 

experiments, resting cells were stained with the carboxyfluorescein succinimidyl ester 

(CFSE) dye following manufacturer’s instructions (Invitrogen, Burlington, ON), activated 

as previously described for 5 days and analyzed by flow cytometry. Production of TNF-α 

was evaluated by activating CD25- CD4+  T cells with plate-bound anti-CD3 (0.5 µg/ml) in 

the presence or not of a 1:4 dilution of B-cell conditioned medium for 72 h. Cells were then 

washed, fixed and permeabilized using the Cytofix Cytoperm kit (BD Biosciences, 
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Mississauga, ON) and finally stained with and anti-human TNF-α-PE (BD Biosciences, 

Mississauga, ON) before being analyzed by flow cytometry. In some cases, cell-free 

supernatants were pre-treated with a recombinant IL-10 soluble receptor alpha (R&D 

Systems, Minneapolis, MN) at 1 µg/ml. In all the experiments, dead cells were excluded by 

7-AAD staining, as previously described (49). 

Statistical analyses. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism version 6 for 

Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA). Two-tailed Student’s t test was performed 

and a threshold of p < 0.05 was considered statistically significant. 

 

Results 

L. infantum amastigotes induce B-cell activation. The potential outcome of an intimate 

contact between purified human B cells and L. infantum amastigotes was first assessed by 

monitoring surface expression of various cell activation markers by flow cytometry. 

Representative histograms of each activation marker tested and CD19 (used as a control) 

are shown in Fig. 1A. Results depicted in Fig. 1B indicate that a statistically significant 

increase in the percentage of CD25- and CD83-expressing B cells is observed following an 

interaction with the parasite. Moreover, the mean fluorescence intensities for all studied 

activation markers were also augmented in a statistically significant manner by a contact 

with L. infantum amastigotes (Fig. 1C). On the other hand, the broadest lineage-specific 

surface marker for B cells, CD19, remains stable despite an incubation step with the 

parasite. These results suggest that a physical contact between human B cells and L. 

infantum amastigotes is sufficient per se to induce cell activation. 

Next, we evaluated whether the parasite can drive IL-10 expression and secretion in B cells. 

A dose-dependent increase in IL-10 mRNA expression was seen in response to L. infantum 

amastigotes (Fig. 2A). Similar results were obtained when measuring IL-10 secretion in 

cell-free supernatants using a commercial ELISA kit (Fig. 2B). Interestingly, the parasite-

dependent induction of IL-10 mRNA was not seen when using heat-killed parasites (Fig. 

2C). Although the promastigote form of the parasite induced IL-10 mRNA synthesis (Fig. 

2C), albeit less efficiently than the amastigote form, it could not mediate human B cells to 

secrete IL-10 (Fig. 2D). The production of IL-10 was also determined by intracellular 

http://www.rapport-gratuit.com/
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staining. The percentage of IL-10-expressing cells was higher in B cells exposed to the 

parasite compared to untreated controls (Fig. 2E), and were identified as CD19+, as 

previously described (44, 46). 

Taken together these results demonstrate that a contact with L. infantum amastigotes 

induces human B cells to express and secrete IL-10. It should be noted that IL-6, another 

anti-inflammatory cytokine, was also detected by ELISA with levels ranging from 600 to 4 

000 pg/ml in conditioned media from B cells incubated with the parasite (data not shown). 

 

Phenotypic characterization of IL-10-secreting B cells. Although there is currently no 

cell surface or intracellular phenotypic marker or set of markers unique to IL-10-producing 

B cells, CD27 is a well-characterized marker for memory B cells (50) which has been 

detected on some occasions in IL-10-secreting B cells (44, 46, 51). The overall surface 

expression of CD27 diminished after incubation with the parasite compared to control cells 

(Fig. 3A). However, the percentage of CD27-expressing cells was higher in IL-10-positive 

cells, in both experimental conditions (Fig. 3B). To further address the putative 

contribution of CD27 in the parasite-mediated B-cell response, additional experiments were 

performed using two distinct purified cell subpopulations (i.e. CD27- and CD27+). A 

greater proportion of B cells that are actively secreting IL-10 are found in the CD27- 

subpopulation (Fig. 3C), which is consistent with a previous study (44). These results 

suggest that L. infantum amastigotes initially drive IL-10 production in CD27- B cells and 

the parasite-dependent cell activation then leads to increased CD27 expression in IL-10-

positive cells. 

It has been established that transitional immature B cells (CD24highCD38high) are the main 

source of IL-10 produced by circulating B cells (44). It has also been demonstrated that IL-

10 is generated by CD24highCD27+ B cells and an enhancement of CD24 and CD38 is seen 

in IL-10-expressing cells (46). Based on this information, we monitored surface expression 

of both CD24 and CD38 markers on the total B-cell population after a contact with L. 

infantum amastigotes. Data depicted in Fig. 4A demonstrate that CD24 was decreased in a 

statistically significant manner on parasite-treated B cells when compared to control cells, 

thus suggesting B-cell activation (52). In contrast, CD38 was not affected upon exposure to 
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the parasite (Fig. 4B). The levels of CD24 and CD38 expression in relation to IL-10 

production did not differ significantly (Fig. 4C). In order to determine the importance of 

CD24+ and/or CD38+ cells with respect to IL-10 secretion in response to L. infantum 

amastigotes, subsequent experiments were performed with three distinct purified B-cell 

subsets (i.e. CD24+ CD38+ , CD24+ CD38- and CD24- CD38+). The parasite-mediated 

induction of IL-10 is seen exclusively in the two CD24-expressing B-cell subsets 

irrespective of CD38 expression (i.e. CD24+ CD38+ and CD24+ CD38- ) (Fig. 4D). This 

observation is in agreement with some previous findings but not using a protozoan parasite 

such as L. infantum (44, 46). 

 

Parasite-mediated IL-10 production involves signaling via Syk, phosphatidylinositol 3-

kinase, p38 and requires intracellular calcium. Secretion of IL-10 by macrophages and T 

cells has been shown to be mostly dependent on ERK and c-Maf signaling pathways 

although other second messengers such as p38 and NF-κB were involved as well (53-60).  

In B cells, and particularly in murine regulatory B cells, IL-10 secretion has been suggested 

to be dependent on B-cell receptor (BCR)-derived signals leading to Syk activation and an 

increase in intracellular calcium but also on Toll-like receptor (TLR) expression(41, 61, 

62). A panel of various signal transduction inhibitors was thus tested in order to shed light 

on the signal transduction pathways and molecular mechanisms that drive IL-10 production 

once human B cells are put in contact with L. infantum amastigotes. To this end, B cells 

were thus pretreated with increasing concentrations of inhibitors directed against Btk (i.e. 

LFM-A13), ERK (i.e. PD98059), p38 (i.e. SB203580), protein kinase C (i.e. Rö318220), 

Syk (i.e. BAY 61-3606, also called Syk Inhibitor IV), and phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K) (i.e. Wortmannin) prior to exposure to the parasite. A dose-dependent inhibition of 

IL-10 secretion was observed only in the presence of inhibitors against Syk, PI3K and p38 

(Fig. 5, panels A to C). No such decrease in the parasite-mediated induction of IL-10 was 

seen with compounds directed against protein kinase C, ERK or Btk (data not shown). The 

role of intracellular calcium signaling was also investigated by pretreating B cells with 

increasing concentrations of the intracellular calcium chelator BAPTA/AM. A dose-

dependent inhibition of IL-10 secretion in the presence of BAPTA/AM was detected (Fig. 
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5D), which is in line with a previous observation made with murine B cells (61). Cell 

viability following drug treatment was evaluated by flow cytometry using 7-AAD staining 

of dead cells and no differences were observed between control samples and those treated 

with each drug at the various concentrations tested (data not shown). 

 

Conditioned medium from parasite-treated B cells inhibits several functions of CD4+ 

T cells. Regulatory B cells have been shown previously to modulate CD4+ T-cell functions 

through different mechanisms involving soluble factors such as IL-10 (44, 51). Based on 

this information, we assessed whether conditioned media from human B cells inoculated 

with L. infantum amastigotes can modulate some basic functions of CD4+ T-cell. It should 

be noted that CD25+ expressing CD4+ T-cell were depleted initially to remove Tregs 

because it might represent a confounding factor. Results depicted in Fig. 6A indicate that 

soluble factors present in conditioned media from parasite-treated human B cells induce a 

statistically significant decrease in expression of the classical activation markers CD25 and 

CD69 on the surface of CD4+ T cells stimulated with plate-bound anti-CD3 and anti-CD28 

antibodies. A similar finding was made when measuring cell proliferation with the CFSE 

dye (Fig. 6B). 

Secretion of TNF-α by activated CD4+ T-cell is a well-recognized marker of their pro-

inflammatory function (63, 64). We thus assessed intracellular TNF-α expression in CD4+ 

T-cell treated with conditioned media from parasite-treated human B cells. A statistically 

significant diminution in the percentage of TNF-α-producing CD4+ T-cell was seen 

following incubation with conditioned media from human B cells incubated with L. 

infantum amastigotes (Fig. 7), which was partially but not completely inhibited in presence 

of a neutralizing soluble IL-10 receptor. 

 

Discussion 

The biological contribution of IL-10 for the visceralization of L. infantum has been well-

established (7, 16, 65-69). Moreover, the importance of B cells as a source of IL-10 in 

murine models of L. major infection and visceral leishmaniasis has already been described 

(27, 28). However, the direct involvement of human B cells to the elevated levels of plasma 
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IL-10 following L. infantum infection remains undefined. In the current study, we first 

demonstrate that in vitro incubation of L. infantum amastigotes with purified human B cells 

increases expression of activation markers such as CD25 and CD83 (Fig. 1). This is in 

agreement with the previously reported activation of murine B cells by a L. infantum 

cytosolic tryparedoxin (40) and the demonstrated B-cell activation in patients with 

localized cutaneous leishmaniasis (70). We also report that interactions between the 

parasite and human B cells induce a dose-dependent up-regulation of IL-10 mRNA 

expression and cytokine secretion (Fig. 2). The parasite-mediated production of IL-10 by 

human B cells was neither seen with parasites under the flagellated promastigote form (the 

life cycle stage in the insect) nor with paraformaldehyde-killed amastigotes (Fig. 3), 

therefore suggesting that live parasites under the nonflagellated amastigote stage (normally 

found in the macrophage phagolysosomal compartment of the mammalian host) are 

required to mediate the observed phenomenon. Intracellular staining by flow cytometry 

revealed that IL-10-expressing cells correspond to the CD19 compartment, as it has been 

previously described for other type of stimulations (44, 46). 

Although regulatory B cells and IL-10 secretion by B cells have been observed in humans 

(44, 46, 71), the precise phenotype of such cells is still elusive. It has been previously 

shown that stimulation of human B cells with CpG and anti-IgG drives IL-10 secretion by 

memory B cells (IgD+ CD27- ) after a short period of treatment (i.e. 5 hours), whereas naïve 

B cells were shown to produce IL-10 following a longer period of stimulation with the 

same agonists (i.e. 48 hours) (51). The controversy surrounding the phenotypic 

characterization of IL-10-producing B cells is further supported by the previous findings 

made by Iwata and colleagues who have shown that the CD27+ subpopulation can respond 

to CpG and CD40L by expressing IL-10 (46) and Blair and co-workers who have 

established that IL-10-producing B cells following stimulation with CD40L correspond to 

the CD27- subset (44). Our own results indicate that CD27 expression decreases in the 

whole population of human B cells following treatment with L. infantum amastigotes (Fig. 

4A). This might suggest a decrease of the memory B cell population, as it was observed for 

other infections, including HIV-1 (72, 73). Upon closer examination of the data, we 

detected an increase of CD27 expression on IL-10-positive B cells compared to cells 

negative for IL-10 following a treatment with the parasite (Fig. 4B). This would rather 
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imply a specific B-cell activation and differentiation of naïve CD27- B cells towards an 

effector/memory CD27+ phenotype. These observations are in line with results obtained by 

Bouaziz and colleagues (51). 

The transitional immature B cell subset (CD24highCD38high) has been proposed as the main 

producer of IL-10 by the B-cell population (44). However, in another study, the IL-10-

secreting cells were predominantly found in the CD24highCD27+ B-cell population (46). 

Considering that a consensus on CD24 expression seemed to emerge as a hallmark for IL-

10-secreting human B cells, we monitored expression of this surface marker upon 

incubation of human B cells with L. infantum amastigotes. We report herein that the 

parasite induces a reduced expression of CD24 (Fig. 4A), indicative of B-cell activation 

(74, 75), with no effect on CD38 (Fig. 4B) irrespective of cells producing or not IL-10 (Fig. 

4C). Altogether, these results suggest that the phenotype of IL-10-secreting B cells 

following incubation with L. infantum is different from those that were described 

previously. In a related set of experiments, we used different purified B-cell subsets (i.e. 

CD24+, CD27+ and CD38+) and were able to reveal the importance of CD24+cells, but not 

CD38+ for the secretion of IL-10 by B cells in response to L. infantum amastigotes (Fig. 

4D). Surprisingly, only the CD27-negative B-cell subpopulation responded to the parasite 

by producing IL-10 (Fig. 3C). This suggests a quite different IL-10-secreting B-cell subset 

from those that were previously described both in human in vitro and murine in vivo 

models (27, 41, 44, 46). While it is assumed that phenotypic characteristics of IL-10-

producer cells might differ according to the stimuli to which they are exposed, this 

CD24+CD27- human B-cell subpopulation seems to respond to L. infantum amastigotes by 

secreting high levels of IL-10. Given that our experimental procedures involved a short 

incubation period between human B cells and parasites (i.e. 24 h) without involvement of 

CD40 signaling, we postulate that such a CD40-independent activation of B cells would 

arise as part of an innate response, which could be exploited by the parasite. 

A very close physical contact between human B cells and L. infantum amastigotes was 

observed under the microscope and the use of a galactose-modified PBS/EDTA solution 

was required to efficiently separate the two distinct entities and obtain single-cell 

suspensions prior to flow cytometry analyses (unpublished observations). The ability of 
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galactose to take apart B cells and parasites suggests the involvement of a galactose-

specific lectin. Multiple lectins can transduce signals in response to ligand binding and 

some of them have been shown to bear one or multiple intracellular tyrosine-based 

activation motifs (ITAM) that can signal through Syk, intracellular calcium and PI3K to 

activate endocytosis, cell proliferation and gene transcription (76-79). The protozoan 

parasite Leishmania has been shown to be bound by various lectins, including plant lectins 

as well as mammalian C-type lectins and galectins (80-86). Lectin ligands on Leishmania 

have been shown to be both species- and stage-specific which complicates their 

identification and the study of their functionality (83, 84, 86). Leishmania can also trigger 

TLR signaling, mostly via TLR2, TLR4 and TLR9 (26, 65, 87-91). In mice, TLR signaling 

through Myd88 was shown to be essential for the clearance of the pathogen (92). It has 

been show that TLR4 and TLR9 agonists induce IL-10 in murine B cells which can 

modulate T-cell responses (41, 46). Altogether, these observations suggest that Leishmania 

induces activation of regulatory B cells via a TLR-dependent pathway. Experiments aimed 

at evaluating the putative contribution of TLR- and Myd88-mediated signal transduction 

pathways in the parasite-induced IL-10 secretion were unsuccessful due to technical 

limitations related to a low transfection efficiency in primary human B cells and unstable or 

inefficient commercial inhibitory peptides (data not shown). However, we could not detect 

any parasite-induced secretion of type-I IFN in human B cells, as monitored with the 

reporter cell line HEK-Blue™ IFNα/β, using various parasites to cell ratios and different 

incubation periods (i.e. 6 and 2h) (data not shown). As type-I IFN production is a hallmark 

output of TLR signaling, we conclude that the parasite-triggered IL-10 secretion does not 

rely on TLR. Production of IL-10 by regulatory B cells in peripheral blood was also shown 

to be dependent on BCR, ERK and intracellular calcium (41, 61). We could not observe 

any modulatory effect of the highly specific ERK inhibitor PD98059 on IL-10 secretion 

following incubation with L. infantum amastigotes. Similarly, the BTK inhibitor LFM-A13 

and the PKC inhibitor Rö318220 did not affect parasite-mediated IL-10 secretion. ERK, 

BTK and PKC are known to be important for signal transduction via the BCR (93-96). Our 

experiments instead suggest that parasite-stimulated upregulation of IL-10 secretion in 

human B cells is dependent on Syk, PI3K, p38 and intracellular calcium (Fig. 5), which 

would again point towards a C-type lectin-mediated signal transduction pathway. 

LENOVO
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Regulatory B cells are characterized by their ability to modulate different functions of 

CD4+ T-cells including activation, proliferation and production of pro-inflammatory 

cytokines such as TNFα and IFN-γ. They can also significantly regulate some biological 

functions of monocytes and dendritic cells (44, 46, 51, 97). Among their described 

mechanisms of action, IL-10 remains the principal soluble factor involved but modulation 

of cell function though TGF-β has also been described in the murine model (98). Direct 

interaction may also be at play since Blair and co-workers have reported that CD80 and 

CD86 interactions between B cells and CD4+ T-cells act synergistically with B cell-derived 

IL-10 to suppress CD4+ T-cells cytokine production (44). Our data demonstrate that soluble 

factors secreted by human B cells following a contact with L. infantum amastigotes can 

inhibit proliferation of CD25-depleted CD4+ T-cells (Fig. 6B), which corroborates a 

previous work using human B cells treated with a combination of a TLR9 agonist (i.e. 

CpG-B) and anti-Ig antibodies (51). Although it was previously shown that inhibition of 

CD4+ T-cell proliferation was partially mediated by IL-10 (51), we did not observe a 

complete restoration of cell proliferation by neutralizing IL-10 in the cell supernatant via 

addition of a soluble IL-10 receptor (data not shown). Moreover, when similar experiments 

were conducted using conditioned media from sorted CD27+ and CD27- B cells, no 

differences were observed on the level of inhibition between supernatants from the different 

populations (data not shown). These results lead us to propose that impairment of CD25- 

CD4+ T-cell proliferation by soluble factors secreted by human B cells incubated with L. 

infantum amastigotes is independent of IL-10. Production of TNF-α by CD4+ T-cells 

following antigenic stimulation can be used as a functional marker (63, 64). It was 

established that conditioned media from CPG/anti-Ig-treated B cells can inhibit TNF-α 

production by antigen-stimulated CD4+ T-cells but that this effect was not relying on IL-10 

(46). Interestingly, TNF-α secretion by monocytes was demonstrated to be affected by 

conditioned media from B cells in an IL-10-dependent manner (46). In our hands, when 

CD25-CD4+ T cells were activated in the presence of conditioned media from B cells 

exposed to L. infantum amastigotes, we observed a significant decrease of TNF-α 

production, which was partially reverted when adding a soluble IL-10 receptor (Fig. 7). It 

can be hypothesized that the modulation of CD4+ T cell functions exerted by conditioned 

media from parasite-treated human B cells is due to a multifactorial process that includes 
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IL-10 and some unknown factor(s). The parasite-directed enhancement in CD80 and CD86 

expression in human B cells might be involved but we were unable to evaluate this 

possibility due to technical limitations related to parasite growth (data not shown). 

The systemic dissemination of pathogens such as Staphylococcus aureus, Porphyromonas 

gingivalis, Mycobacterium tuberculosis and Herpesviruses has been linked with their 

ability to induce IL-10 secretion in immune cells (99-103). More relevant to the present 

study, IL-10 secretion is crucial for the visceralization of L. infantum in mice (16, 104-106) 

and increased levels of IL-10 are found in the serum of patients suffering from VL (12, 34, 

67, 70). The contribution of B cells to the production of IL-10 in response to Leishmania 

has also been described in the mouse model (27, 28) but no information can be found in 

humans. Herein, we report that L. infantum amastigotes can induce secretion of IL-10 and 

other(s) unknown events in a specific subset of human B cells (i.e. CD19+CD24+CD27-) 

that can modulate CD4+ T-cell functions. Further studies are warranted to determine the 

clinical importance of this phenomenon and whether induction of IL-10 by L. infantum 

amastigotes is part of an immune evasion strategy that would allow the dissemination and 

visceralization of this parasite. 
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Figure legends 

Figure 1. L. infantum amastigotes activate human B cells. Purified human B cells were 

either left alone (used as a control) or incubated overnight with L. infantum amastigotes 

(AMA) at a 3:1 parasites to cell ratio. Cells and the cell-parasite mixture were intensively 

washed with a galactose-modified PBS/EDTA solution and stained with anti-CD25, -

CD54, -CD69, -CD80, -CD83, -CD86 and -CD19 antibodies. Samples were read using a 

BD FACSCanto flow cytometer. A) Representative histograms displaying expression of 

each cell surface marker studied are shown in this panel. B) Results represent mean values 

of samples from 5 to 7 different healthy donors and are expressed as the percentages of 

positive cells for the indicated cell surface marker. C) Results represent mean values of 

samples from 5 to 7 different healthy donors and are expressed as the mean fluorescence 

intensities for the indicated cell surface marker. P values were calculated by two-tailed 

Student’s t-test (ns: not significant). 

 

Figure 2. Incubation of human B cells with L. infantum amastigotes induces IL-10 

production. A) Purified human B cells were either left alone (used as a control) or 

incubated overnight with L. infantum amastigotes at the listed parasite:cell ratios. Next, 

IL-10 mRNA expression was measured by quantitative real-time PCR. Results are 

expressed as fold increase relative to cells left alone. P values were calculated by two-tailed 

Student’s t-test (n=5). B) Cells were treated as in a panel A and IL-10 secretion was 

measured in cell-free supernatants by ELISA. Results are expressed as means +/- standard 

errors of the means (SEM) and P values were calculated by two-tailed Student’s t-test 

(n=7). C) Purified human B cells were incubated overnight either with live L. infantum 
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amastigotes, heat-killed (HK) L. infantum amastigotes, live L. infantum promastigotes 

(PRO), or heat-killed L. infantum promastigotes at a 5:1 parasites to cell ratio before 

assessing IL-10 mRNA by quantitative real-time PCR. Results are expressed as fold 

increase relative to cells left alone. P values were calculated by two-tailed Student’s t-test 

(n=5). D) Purified human B cells were incubated overnight either with live L. infantum 

amastigotes or live L. infantum promastigotes at a 5:1 parasite to cell ratio before assessing 

IL-10 production by ELISA. Results are expressed as means +/- SEM and P values were 

calculated by two-tailed Student’s t-test (n=7). E) A representative dot plot of IL-10-

expressing CD19+ B cells either left alone or incubated with L. infantum amastigotes 

(AMA) is shown on the left portion while percentages of IL-10-positive cells are displayed 

on the right portion of the panel. Results are expressed as means +/- SEM and P value is 

calculated by two-tailed Student’s t-test (n=7). 

 

Figure 3. IL-10-secreting B cells and CD27 marker. Purified human B cells were either 

left alone (used as a control) or incubated overnight with L. infantum amastigotes at a 3:1 

parasites to cell ratio. Cells and the cell-parasite mixture were intensively washed with a 

galactose-modified PBS/EDTA solution, fixed, permeabilized and stained for CD27 and 

intracellular IL-10. Dead cells were excluded by fixable viability dye staining. A) 

Representative histograms showing CD27 expression are shown on the left while 

percentages of CD27-positive cells are displayed on the right portion of the panel (n=7). B) 

Percentages of CD27-expressing B cells in the two studied subpopulations (i.e. IL-10- and 

IL-10+) are shown (n=7). C) Purified human B cells were separated in two distinct 

subpopulations (i.e. CD27+ and CD27-) and cells were either left alone (used as a control) 

or incubated overnight with L. infantum amastigotes at a 3:1 parasite to cell ratio. Finally, 
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IL-10 production was quantified by ELISA. Results are expressed as means +/- SEM and P 

values are calculated by two-tailed Student’s t-test (n=6). 

 

Figure 4. IL-10-secreting B cells and CD24 marker. Purified human B cells were either 

left alone (used as a control) or incubated overnight with L. infantum amastigotes at a 3:1 

parasites to cell ratio. Cells and the cell-parasite mixture were intensively washed with a 

galactose-modified PBS/EDTA solution, fixed, permeabilized and stained for CD24, CD38 

and intracellular IL-10. Dead cells were excluded by fixable viability dye staining. A) 

Representative histograms showing CD24 expression are shown on the left while 

percentages of CD24-positive cells are displayed on the right portion of the panel (n=7). B) 

Representative histograms showing CD38 expression are shown on the left while 

percentages of CD38-positive cells are displayed on the right portion of the panel (n=7). C) 

Representative dot plots of CD24 and CD38 in IL-10- and IL-10+ B cells either left alone or 

incubated with L. infantum amastigotes are shown on the left portion while percentages of 

cells expressing CD24 and CD38 in the studied subpopulations (i.e. IL-10- and IL-10+) are 

displayed on the right portion of the panel (n=7). D) Purified human B cells were either left 

unseparated or separated in three distinct subpopulations (i.e. CD24+CD38+, CD24+CD38- 

and CD24-CD38+). Next, cells were either left alone (used as a control) or incubated 

overnight with L. infantum amastigotes at a 3:1 parasites to cell ratio. Finally, IL-10 

production was quantified by ELISA. Results are expressed as means +/- SEM and P 

values are calculated by two-tailed Student’s t-test. 
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Figure 5. IL-10 secretion depends on p38, PI3K, Syk and calcium mobilization. 

Purified human B cells were either pretreated for 45 min with the vehicle (used as a 

control) or increasing concentrations of the listed specific inhibitors. Next, cells were 

incubated overnight with L. infantum amastigotes at a 3:1 parasite to cell ratio. Finally, IL-

10 production was quantified by ELISA. Results are expressed as means +/- SEM of the 

percentages of inhibition compared to the vehicle. Statistical significance was evaluated by 

two-tailed Student’s t-test (n=5 to 7). 

 

Figure 6. Conditioned medium from human B cells incubated with L. infantum 

amastigotes modulate CD4+ T-cell activation and proliferation. A) Purified human 

CD4+CD25- T cells were activated with plate-bound anti-CD3 and anti-CD28 antibodies in 

the presence of cell-free supernatants from B cells either left untreated (Control) or 

incubated overnight with L. infantum amastigotes at a 3:1 parasite to cell ratio. Seventy-two 

hours later, CD4+ T cells were analyzed for cell surface expression of CD25 and CD69 by 

flow cytometry. Dead cells were excluded by 7-AAD staining. The left panel displays one 

representative dot plot whereas the right panel depicts the results from 2 different 

CD4+CD25- T-cell donors incubated with cell-free supernatants from up to 7 different B-

cell donors. B) CD4+CD25- T cells were first labeled with CFSE and activated, as 

previously described. After 5 days, cell proliferation was assessed by CFSE dilution and 

dead cells were excluded by 7-AAD staining. One representative histogram is shown on the 

left. Proliferation index for experiments performed with 2 different CD4+CD25- T-cell 

donors incubated with cell-free supernatants from up to 7 different B-cell donors are shown 

on the right.  Statistical significance was evaluated by two-tailed Student’s t-test. 
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Figure 7. Parasite-mediated modulation of CD4+ T-cell functions is partially 

dependent on IL-10. CD4+CD25- T cells were activated for 72 h with plate-bound anti-

CD3 and anti-CD28 antibodies in the presence of cell-free supernatants from B cells either 

left untreated (Control) or incubated overnight with L. infantum amastigotes at a 3:1 

parasite to cell ratio. In some cases, cell-free supernatants from B cells incubated with 

parasites were treated with a soluble IL-10 receptor (1 µg/ml) before being used with 

activated CD4+CD25- T cells. During the last 5 h of incubation, cells were further 

stimulated with PMA (50 ng/ml) and ionomycin (1 µg/ml) and Golgiplug™ was added 

(1 µl per 1 x 106 cells). Finally, cells were fixed, permeabilized and stained for intracellular 

TNFα before being analyzed by flow cytometry. Dead cells were excluded by 7-AAD 

staining. Results are expressed as percentages of TNFα-positive cells multiplied by the 

mean fluorescence intensities (MFI). Data shown are the results from 2 different 

CD4+CD25- T-cell donors incubated with cell-free supernatants from up to 4 different B-

cell donors. Statistical significance was evaluated by two-tailed Student’s t-test. 
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Figure 2 
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Figure 4 
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Figure 5 
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6. Chapitre VI : Matériel et méthodes supplémentaires  

6.1 Culture de la lignée cellulaire 293T 

La lignée cellulaire 293T, provenant de tissu épithélial de rein humain, a été décongelée et 

amplifiée dans du milieu D-MEM High Glucose 1X (Invitrogen, Burlington, ON) 

supplémenté de 10 % de FBS, de la pénicilline (50 U/mL) et de la streptomycine 

(50 ug/mL). Lorsqu’une confluence de 50 à 75 % était atteinte, les cellules ont été 

détachées avec 5 mL de trypsine-EDTA 0.5 % (GIBCO, Burlington, ON) puis remises en 

culture dans un flacon de 75 cm2 à raison de  2 x 10
6 

cellules dans 10 mL de milieu de 

culture. 

 

6.2 Production virale par transfection de cellules 293T au phosphate de calcium  

Le vecteur plasmidique pNL4-3 code pour un virus complet à tropisme X4 (NIH AIDS 

Research and Reference Reagent Program). Les cellules 293T ont été mises en culture la 

veille de la transfection à une concentration de 7 x 10
6 

cellules dans 20 mL de milieu de 

culture dans un flasque de 175 cm2. La solution de transfection contenait 50 µg d'ADN 

plasmidique viral (pNL4-3), 125 µL de CaCl2 (2 M) et 825 µL d'H2O stérile puis 

additionnée de 1000 µL HBS IX (hepes buffer solution) pour favoriser la formation de 

cristaux dans un volume final de 2 mL. La solution de transfection a été ajoutée goutte par 

goutte aux cellules 293T qui ont été incubées à 37°C sous 5% de CO2 pendant 16 h. Par la 

suite, ces cellules ont été lavées avec du PBS 1X (phosphate buffered saline) et remises en 

incubation à 37°C sous 5 % de CO2 dans  20 mL de D-MEM complet pendant 24 h 

supplémentaires. Le surnageant contenant la production virale a été récolté puis filtré à 0,22 

µm. Le virus filtré a été ultracentrifugé à 28 000 g à 4°C pendant 45 minutes dans une 

ultracentrifugeuse (Optima L90-K, Beckman Coulter), puis resuspendu dans 2 mL de 

RPMI complet afin de le concentrer 10 fois. La production virale a été alors quantifiée 

grâce au test ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) dirigé contre la protéine p24 de 

la capside virale. 
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6.3 Quantification de la production et la réplication virale par ELISA p24  

La production virale a été quantifiée grâce à un ELISA p24 maison développé par notre 

laboratoire. En résumé, l'anticorps IgGl anti-p24 183.H12.5C (NIH AIDS Research and 

Reference Reagent Program, cat # 1513) a été ajouté (Barnstead International, modèle 

4625) à 4°C pendant 16 h à l'intérieur des puits d'une microplaque 96 puits (BD Falcon, cat 

# 353072). Par la suite, une étape de blocage de 60 minutes avec du PBS lX-0,05% Tween 

20 (Thermo Fisher, cat # BP337500)- 1% BSA (Bovine serum albumin) (Fitzgerald 

Industries, cat # 30-AB75) a été faite afin d’éviter l'adhésion non spécifique des antigènes 

aux sites inoccupés de la microplaque. Une courbe standard comprenant 7 dilutions de 

protéine p24 (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program) dans du PBS lX-

0,05% Tween 20- 1% BSA (31,25pg/ml, 62,5pg/ml, 125pg/ml, 250pg/ml, 500pg/ml, 

1000pg/ml et 2000pg/ml) ainsi que les dilutions en série de nos productions virales ou de 

nos échantillons ont été placées en présence de tampon de lyse (10% PBS 10X, 0,05% 

Tween 20-2,5% Triton X100 et 1% bleu de trypan) dans les puits de la microplaque et 

incubées 60 minutes avec agitation à température pièce. Par la suite, l'anticorps anti-p24 31-

90-25 biotinylé (ATCC, cat # HB-9725) a été ajouté aux puits pour une période de 60 

minutes avec agitation toujours à température pièce et l’HRP-streptavidine (horseradish 

peroxydase) (Fitzgerald, cat # 65R-S104PHRP) (1 :10000) a été ajoutée. Après 20 minutes 

d'attente, le substrat TMB-S (3,3', 5,5 '-tetramethylbenzidine substrate) (Neogen, cat # 

308177) a été ajouté. La réaction colorimétrique a été arrêtée par l'ajout d'acide 

phosphorique (0,5 M) et une lecture d'absorbance à 450 nm a été effectuée à l’aide d’un 

lecteur d'absorbance (Bio-Tek Instrument inc., modèle ELX 808). Des étapes de lavages 

automatisées au PBS lX-0,05% Tween ont été effectuées entre chaque étape jusqu’à l’étape 

de l’ajout du substrat TMB-S. 
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7. Chapitre VII: Résultats supplémentaires 

Mesure de la réplication virale dans les lymphocytes T CD4+ 

 

Les surnageants conditionnés de Leishmania infantum en coculture avec les cellules B 

diminuent la réplication du VIH-1 dans les Ly T CD4+ 

Afin de connaître l’effet des surnageants conditionnés  sur la réplication du VIH-1 dans les 

lymphocytes T CD4+, nous avons procédé à l’activation des LyT CD4+ à l’aide d’un 

cocktail d’anticorps dirigés contre le CD3 et le CD28, en présence des surnageants 

conditionnés de trois donneurs de cellules B avec ou sans les amastigotes de Leishmania 

infantum. Après 72 h, les LyT ont été infectés avec le VIH-1 (clone moléculaire NL4-3WT) 

pendant 2 heures, lavés à trois reprises avec du PBS 1X et resuspendus dans du RPMI 

complet. La réplication virale a été mesurée grâce à un ELISA p24 72 heures plus tard. Les 

résultats obtenus avec deux donneurs différents de LyT CD4+ montrent que la réplication 

virale diminue lorsque les cellules T sont mises en contact avec les surnageants de cellules 

B avec Leishmania. Pour le premier donneur (figure 8A), la réplication virale est passée 

d’une moyenne de 14 2800 à 9 0433 pg/mL (p=0.0052). Pour le donneur 2 (figure 8b) la 

réplication virale est passée d’une moyenne de 15 202 à 6 510 pg/mL (p=0.0557). 

 

Figure 6. Mesure de la réplication virale  du VIH-1 dans les 
LyTCD4+  

Quantification de la p24 en pg/mL associée au virus NL4-3 WT en présence de 

surnageants conditionnés de cellules B avec ou sans Leishmania. (A) Donneur # 1 

LyT CD4+ (p=0.0052). (B) Donneur # 2 LyT CD4+ (p= 0.0557). 

A B 
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8. Chapitre VIII : Discussion et perspective 

La réponse immunitaire à la suite d’une infection microbienne se caractérise par la 

sécrétion de plusieurs molécules inflammatoires, telles que le TNF-α, l’IL-1, l’IL-12 et 

l’IFN-α [119]. Ces cytokines sont produites par plusieurs types cellulaires dont les cellules 

dendritiques et les macrophages, des cellules de l’immunité innée formant une des 

premières lignes de défense du système immunitaire. 

S’ensuit alors l’activation des lymphocytes T et B au niveau des ganglions lymphatiques les 

plus proches du site d’infection. Ces cellules vont ensuite proliférer, se différencier et 

migrer au site de l’infection dans le but d’éliminer le pathogène impliqué. 

Toutefois, une fois l’infection maîtrisée, la réponse immunitaire doit revenir à un niveau 

basal afin d’éviter une inflammation chronique et des dommages tissulaires [109]. C’est 

pourquoi diverses cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10 et le TGF-β secrétées, 

entre autres, par les NK, les Tregs et par les Bregs sont nécessaires pour contrôler cette 

réponse immunitaire.  

Plusieurs pathogènes, tels que le parasite Leishmania, ont tiré avantage de ce phénomène de 

régulation de la réponse immunitaire pour pouvoir échapper au système immunitaire et se 

répliquer en toute tranquillité à travers plusieurs mécanismes. 

En effet, plusieurs études conduites sur des modèles animaux in vivo, ainsi que chez des 

patients atteints de leishmanioses, ont démontré le rôle de l’IL-10 dans la régulation de la 

réponse immunitaire contre Leishmania [78] et dans la viscéralisation du parasite [94, 95, 

127, 128]. De hautes concentrations d’IL-10 sont retrouvées chez les patients infectés par 

Leishmania et l’implication directe de cette cytokine dans la persistance du parasite a déjà 

été prouvée [108]. Cependant, le rôle joué par les cellules B dans ce phénomène reste 

encore mal défini. 

Dans la présente étude, nous nous sommes penchés, dans un premier temps, sur l’effet de 

l’exposition des amastigotes axéniques de la souche Leishmania infantum sur les 

lymphocytes B. Nous avons décidé de mener nos expériences sur les cellules B provenant 
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d’amygdales car très peu d’études ont été faites sur les ganglions, qui pourtant sont les 

premiers organes à être colonisés par les leishmanioses viscérales [129]. 

Pour y arriver, nous avons commencé par regarder si le parasite pouvait activer les cellules 

B en analysant l’expression de différents marqueurs d’activation (CD25, CD54, CD69, 

CD80, CD83 et CD86). Les résultats de la figure 1 montrent qu’il y a une augmentation de 

l’expression de tous les marqueurs d’activation analysés lorsque les cellules B sont 

exposées aux amastigotes. Cette augmentation a été mesurée grâce à l’intensité de 

fluorescence moyenne qui reflète la quantité de molécules présentes à la surface des 

cellules B. Nous avons pu voir que les amastigotes de Leishmania infantum induisent 

l’activation des Ly B, identifiés comme étant des cellules CD19+ en accord avec d’autres 

travaux [97, 130]. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à la cytokine IL-10, plus 

précisément à la capacité de Leishmania à induire les cellules B provenant d’amygdales à 

secréter cette cytokine. 

Les résultats montrés dans la figure 2 A mesurés en PCR en temps réel, montrent qu’il y a 

une augmentation dose-dépendante de l’expression des ARN Messagers (ARNm) codant 

pour la cytokine IL-10, lorsque les LyB sont exposés à Leishmania. Nous avons confirmé 

ces résultats à l’aide d’un kit ELISA commercial anti-IL-10, mesurant la présence de cette 

cytokine dans les surnageants que nous avons préparés. On peut voir dans la figure 2 B 

qu’il y a une augmentation significative de la sécrétion de l’IL-10 dans les surnageants de 

cellules B exposées à Leishmania infantum par rapport à notre contrôle comprenant 

seulement des cellules B.  

Cette sécrétion de l’IL-10 médiée par le parasite n’a pas été observée chez les parasites 

sous la forme promastigote ni chez les amastigotes tués au paraformaldéhyde (figure 2 D). 

Nous sommes donc en mesure de dire que c’est la forme amastigote (retrouvée dans les 

phagolysosomes des macrophages) qui est responsable de ce phénomène et que c’est par un 

processus actif que les amastigotes déclenche la production de l’IL-10 par les LyB. 

Ces résultats concordent avec ceux obtenus chez les patients infectés atteints de leishmanies 

où on a pu constater une augmentation de l’expression des ARNm codant pour l’IL-10 dans 

les tissus infectés, ainsi qu’une augmentation des niveaux d’IL-10 dans le sérum [79-81]. 
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Lorsque nous avons examiné l’expression des ARNm spécifiques à l’IL-10, on a pu 

observer une augmentation de l’expression de ces ARNm aussi bien chez les amastigotes, 

les promastigotes que chez les amastigotes tués au paraformaldéhyde. On peut alors penser 

que c’est au niveau de la traduction de la cytokine ou de sa sécrétion qu’il y a une 

restriction. Il serait intéressant de confirmer ces résultats en vérifiant si le contact du 

parasite aux cellules B est obligatoire pour la sécrétion de l’IL-10 et que celle-ci ne serait 

pas due à des facteurs solubles relâchés par le parasite induisant l’expression du gène 

codant pour l’IL-10. 

Le TGF-beta (Transforming growth factor), une cytokine anti-inflammatoire souvent 

associée à l’IL-10 [129, 131, 132], joue un rôle important dans la régulation et la 

modulation de la réponse immunitaire [133, 134]. Nous avons donc essayé de détecter la 

présence de cette cytokine dans les surnageants que nous avions préparés. Nous avons 

utilisé un kit commercial d’ELISA anti-TGF-β et avons procédé à une activation chimique 

de la cytokine en question avant de faire notre expérience. Les résultats obtenus étaient 

négatifs à deux reprises avec tous les surnageants utilisés, montrant ainsi que cette cytokine 

ne se retrouvait pas parmi les facteurs solubles de nos surnageants ou que la concentration 

de cette cytokine était en dessous de la limite de détection de la méthode utilisée. 

Par la suite, nous avons voulu vérifier la présence d’IL-6, une cytokine impliquée dans la 

phase aigüe de l’inflammation. Nous avons donc procédé à un ELISA anti-IL-6 et avons 

observé une augmentation significative de la sécrétion de cette cytokine avec des 

concentrations allant de 600 à 4 000 pg/mL dans les surnageants de cellules B exposées à 

Leishmania. Nos résultats vont de concert avec ceux obtenus par Bouaziz et collaborateurs, 

où il a été démontré que la stimulation de cellules B avec un agoniste du TLR-9 et un 

anticorps anti-Ig induisait la sécrétion de l’IL-10, de l’IL-6, de l’IL-12 de l’IFN-γ mais pas 

celle du TGF-β [135].  

Comme notre population totale de cellules B (CD19+) contenait autant des cellules 

mémoires, des cellules naïves que des cellules transitionnelles, on peut penser que 

différentes cellules B ont répondu à une même stimulation mais de manière différente, ce 
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qui expliquerait la présence de deux cytokines diamétralement opposées, à savoir l’IL-6 et 

l’IL-10. 

 

Puisque les facteurs solubles contenus dans les surnageants contiennent, entre autres, une 

cytokine immunorégulatrice, nous nous sommes intéressés à l’effet qu’auraient ces facteurs 

solubles sur les lymphocytes T CD4+, un type cellulaire très important pour la réponse 

immunitaire à médiation cellulaire et cible de choix pour le VIH-1. Ainsi, les cellules T 

CD4+ ont été soumises à une activation par l’ajout d’anti-CD3 et d’anti-CD28 pendant 72 

heures en présence du surnageant de cellules B, seules ou avec les amastigotes de 

Leishmania infantum, afin de mesurer l’expression de deux marqueurs d’activation, le 

CD25 et le CD69. Le CD25 représente la chaîne alpha du récepteur de l’IL-2, alors que le 

CD69 est un des premiers antigènes de surface à être exprimé après l’activation des 

lymphocytes T [136, 137]. La stimulation du complexe du récepteur de la cellule T via la 

chaîne CD3ε par l’anticorps anti-CD3 (OKT3) se traduit par l’activation de plusieurs voies 

de signalisation menant à la production de divers facteurs dont NF-κB, la MAP kinase et 

NFAT. La stimulation du CD28, quant à elle, induit l’activation de plusieurs voies de 

signalisation dont la cascade des MAP kinases (MAPK) médiée par la protéine G Rac 

[138]. L’activation de ces voies mène à l’augmentation de l’expression de divers gènes 

dont celui codant pour la cytokine IL-2 nécessaire à la survie et à la prolifération des 

lymphocytes T [139].  

Avant de procéder à nos expériences avec les lymphocytes T CD4+, une sélection positive 

anti-CD25 a été effectuée afin d’éliminer les lymphocytes Tregs, eux aussi capables de 

sécréter la cytokine anti-inflammatoire. Ainsi, nous nous sommes assurés que l’effet obtenu 

provenait bien des facteurs solubles contenus dans nos surnageants conditionnés. 

Les résultats de la figure 6 A montrent que lorsque les cellules T CD4+ sont exposées aux 

surnageants de cellules B en présence du parasite Leishmania infantum, on observe une 

diminution du pourcentage de cellules doublement positives pour les deux marqueurs 

d’activation (CD25 et CD69) comparativement à notre contrôle. Ceci signifie que les 
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facteurs solubles présents dans les surnageants conditionnés de LyB avec Leishmania 

baissent le niveau d’activation des LyT CD4+.  

Lorsque nous avons effectué un test de dilution du CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl 

ester), qui mesure la prolifération des cellules T CD4+, nous avons observé que les 

lymphocytes T CD4+ proliféraient moins lorsqu’exposés aux surnageants de cellules B avec 

Leishmania infantum (figure 6 B). Cette diminution a été mesurée grâce à l’index de 

prolifération qui représente le nombre de divisions sur le nombre de cellules en cours de 

division. 

Les résultats que nous avons obtenus concordent avec ceux retrouvés dans la littérature, où 

il a été démontré que les lymphocytes B régulent les lymphocytes T CD4+  à travers 

plusieurs mécanismes incluant des facteurs solubles comme l’IL-10 [97, 135] et que cette 

régulation se traduisait par une diminution de la prolifération des LyT [135]. Outre cela, il a 

déjà été démontré que l’IL-10 prévenait indirectement la prolifération des lymphocytes T 

antigène-spécifique en diminuant l’expression des molécules de CMH-II ou des molécules 

de costimulation des cellules présentatrices d’antigènes [78, 140-142].  

De façon surprenante, lorsque nous avons ajouté un récepteur soluble de l’IL-10 à nos 

surnageants conditionnés, nous n’avons pas observé une récupération de la prolifération 

cellulaire des LyT CD4+; contrairement aux résultats publiés par Bouaziz et collaborateurs 

qui ont rapporté que l’inhibition de la prolifération des cellules T CD4+ était causée en 

partie par la cytokine IL-10 sécrétée par les LyB, puisque son blocage a partiellement 

inversé l’effet inhibiteur [135]. Ceci impliquerait donc que, dans notre cas, c’est un facteur 

soluble autre que l’IL-10 qui serait responsable de la diminution de la prolifération des LyT 

CD4+, lorsqu’ils sont exposés aux surnageants de cellules B en présence de Leishmania. 

Finalement, pour clore cette section, nous avons mesuré l’expression du TNF-α 

intracellulaire, une cytokine sécrétée par les LyT après leur activation et reconnue pour son 

activité pro-inflammatoire [143-145]. De plus, il est connu que la signalisation via l’IL-10 

peut inhiber la production de TNF-α, ainsi que d’IFN-γ dans les macrophages [146]. Nous 

avons donc décidé de regarder de plus près l’effet des facteurs solubles contenus dans les 

surnageants conditionnés sur la production de cette cytokine. 
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Les résultats obtenus dans la figure 4 indiquent que, pour chacun de nos deux donneurs, il y 

a une diminution significative du TNF-α lorsque les cellules T CD4+ sont mises en contact 

avec les surnageants de cellules B exposées aux amastigotes. Cette fois-ci, lorsque nous 

avons ajouté le récepteur soluble de l’IL-10 aux cellules T exposées aux surnageants de 

cellules B avec Leishmania, nous avons obtenu une restauration partielle du TNF-α à un 

niveau comparable à celui de notre contrôle (figure 7). On peut donc en conclure que les 

facteurs solubles contenus dans nos surnageants conditionnés baissent le niveau de TNF-α 

et que cette diminution est en grande partie due à la cytokine IL-10. 

Globalement, ces résultats révèlent que les facteurs solubles contenus dans les surnageants 

de LyB en coculture avec Leishmania infantum, incluant l’IL-10 et l’IL-6, baissent 

l’activation des cellules T CD4+ en diminuant par le fait même leur prolifération ainsi que 

l’expression du TNF-α et ce malgré la présence de la cytokine pro-inflammatoire IL-6. Il 

est important de mentionner que l’IL-10 est partiellement impliquée dans la diminution de 

la production du TNF-α mais pas dans la diminution de la prolifération des Ly T CD4+. 

Dans un deuxième temps, nous avons voulu observer les effets de ces surnageants sur la 

réplication du VIH-1 dans les LyT CD4+. Comme les cellules T CD4+ activées sont les 

principales cellules cibles de ce virus et que ces mêmes cellules semblent être affectées par 

le parasite Leishmania infantum, nous avons décidé de regarder si les facteurs solubles 

contenus dans les surnageants conditionnés affecteraient la réplication virale du VIH-1. 

Les résultats de la figure 8, obtenus avec deux donneurs différents de LyT CD4+CD25-, 

montrent qu’il y a une diminution de la réplication virale lorsque les lymphocytes T sont 

exposés aux surnageants de cellules B en coculture avec les amastigotes de Leishmania, 

passant d’une moyenne de 14 2800 à 9 0433 pg/mL de p24 pour le premier donneur et 

d’une moyenne de 15 202 à 6 510 pg/mL de p24 pour le deuxième donneur. Ces résultats 

semblent logiques puisque, pour se répliquer, le VIH-1 a besoin de cellules T CD4+ 

activées qui, contrairement aux cellules quiescentes, ne présentent pas de blocage dans le 

cycle de vie du virus [147-150]. Effectivement, plusieurs études ont démontré que le virus 

de l’immunodéficience humaine n’infecte que très peu ou pas les cellules T CD4+ 

quiescentes. Divers facteurs en sont la cause comme la diminution de l’expression de 

récepteurs tels que le CCR5, le bas niveau de dNTP nécessaires à la transcription inverse et 
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la barrière physique formée par le cytosquelette [151, 152]. Or, les résultats présentés plus 

haut montraient qu’il y avait une diminution de l’activation des cellules T CD4+ ainsi 

qu’une diminution de leur prolifération à la suite de l’exposition aux surnageants 

d’amastigotes. On pouvait donc s’attendre à voir la quantité de p24 quantifiant la 

réplication du virus diminuer. 

Lorsqu’on regarde nos résultats de plus près, on peut remarquer que le donneur 2 a moins 

bien répondu à la diminution de la réplication virale comparativement au donneur 1 pour 

qui, la diminution de la réplication du VIH-1 était significative. Comme les donneurs de 

LyT CD4+ répondent différemment à l’activation cellulaire et à l’infection par le VIH-1, il 

serait important de refaire ces expériences avec plusieurs donneurs différents pour mieux 

voir la tendance. 

La diminution de la réplication du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4+ en présence de la 

cytokine IL-10, entre autres, reflète un peu les résultats obtenus avec les macrophages 

intestinaux qui sont restrictifs à la réplication du VIH. Cette restriction serait causée par les 

fortes concentrations d’IL-10 et du TGF-β retrouvées au niveau des intestins [153]. Dans 

une autre étude, il été démontré que lorsque les MDM (monocyte-derived macrophages) 

étaient exposés à l’IL-10, la réplication virale était diminuée, voire complètement inhibée. 

Selon les résultats, cette inhibition aurait lieu à un niveau post-traductionnel [154]. 

Toujours en accord avec les résultats que nous avons obtenus, une autre équipe a montré 

l’effet direct de la cytokine IL-10 dans la diminution de la réplication virale chez des 

femmes enceintes infectées par le VIH-1, ainsi que son effet inhibiteur sur la prolifération 

de lymphocytes T CD4+. Encore une fois, cet effet a été renversé par l’ajout d’un anticorps 

anti-IL-10 [155].  

D’un autre côté, il est connu que l’IL-10 augmente l’expression du CCR5 et des molécules 

de costimulation (CD80/86), augmentant ainsi la réplication virale et par le fait même la 

charge virale [155]. Cependant, on ne peut pas vraiment parler de contradictions avec nos 

résultats, puisque ces études ont été menées sur des macrophages et qu’en plus, dans notre 

cas, une souche virale de tropisme X4 (utilisant donc le CXCR4 comme récepteur) a été 

utilisée. Il serait tout de même intéressant de voir l’effet de nos facteurs solubles sur les 
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corécepteurs de nos cellules T CD4+. Il serait également intéressant de refaire nos 

expériences, en utilisant cette fois-ci une souche de tropisme R5. 

Fait curieux, les résultats que nous avons obtenus vont dans un sens opposé à ceux obtenus 

avec les macrophages et chez les patients infectés par les deux pathogènes. Toutes les 

données concernant la co-infection VIH-1/Leishmania parlent de synergisme entre les deux 

pathogènes. En effet, il est connu que cette co-infection a un grand impact sur les fonctions 

des macrophages, notamment sur la production de cytokines et sur la phagocytose [122]. 

Ainsi, en infectant les macrophages, le VIH-1 augmente la phagocytose de Leishmania par 

les macrophages [123, 124, 156, 157] et induit la production de cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF-α, l’IL-1α, l’IL-6 et l’IL-8, des cytokines qui favorisent 

grandement la réplication de Leishmania [158]. Réciproquement, Leishmania augmente la 

réplication virale en induisant la production du TNF-α et de l’IL-1α [118, 159]. En mettant 

nos résultats en contexte, on peut penser que l’effet synergique de la co-infection de 

Leishmania et du VIH-1 serait probablement plus grand s’il n’y avait pas une régulation de 

la réplication virale obtenue lors de l’infection de cellules T CD4+.  

En résumé, les cellules B ne sont infectées ni par le VIH-1 ni par Leishmania. Par contre, 

chacun des deux pathogènes affectent grandement les fonctions de l’autre en causant de 

nombreux déséquilibres dans le compartiment de cellules B. Voilà pourquoi nous nous 

sommes intéressés à ce type cellulaire, aux facteurs solubles qu’il sécrète après exposition 

au parasite Leishmania et, finalement, à l’effet de ces derniers sur les lymphocytes T CD4+, 

un des acteurs principaux de l’immunité cellulaire adaptative et la cible de choix pour le 

VIH-1. 

Il serait cependant intéressant d’investiguer plus en profondeur et d’essayer de trouver 

quelles autres cytokines sont impliquées dans la modulation des fonctions des lymphocytes 

T CD4+ et dans la diminution de la réplication virale dans ces mêmes cellules. Il serait 

également intéressant de voir si l’IL-10 est directement impliquée dans la diminution de la 

réplication virale en ajoutant, par exemple, un récepteur soluble de l’IL-10 aux cellules 

T CD4+ exposées aux surnageants conditionnés. Pour finir, nous aimerions également 

refaire nos expériences mais en commençant par infecter les lymphocytes T CD4+ avec une 
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souche virale toujours dans les mêmes conditions (10 ng/105 cellules pendant 72 heures) 

puis ajouter les surnageants conditionnés pendant 48 heure et mesurer la réplication virale à 

l’aide de la méthode ELISA dirigée contre la p24. Ces expériences permettront de simuler 

les cas d’infection au VIH-1 suivi d’une infection par un pathogène opportuniste. 
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9. Chapitre IX : Conclusions  

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire importante pour la régulation de la réponse 

immunitaire. Elle peut être secrétée par divers types cellulaires, dont les cellules B appelées 

alors Bregs. Ces dernières ont la capacité d’inhiber la production de cytokines pro-

inflammatoires, permettant ainsi la persistance de plusieurs pathogènes. C’est notamment le 

cas du parasite protozoaire Leishmania qui utilise ce mécanisme de régulation pour pouvoir 

échapper au système immunitaire. Ainsi, nous voulions savoir si les amastigotes de 

Leishmania infantum pouvaient activer les cellules B provenant d’amygdales. Nos résultats 

montrent que le parasite active les LyB et induit la sécrétion de plusieurs cytokines dont 

l’IL-10 et l’IL-6. Il est connu que l’IL-10 diminue la prolifération et qu’elle régule les 

fonctions de plusieurs cellules dont les LyT, les macrophages et les cellules dendritiques. 

Nos résultats ont révélé que des facteurs solubles contenus dans les surnageants 

conditionnés diminuaient l’activation des cellules T CD4+, leur prolifération et la 

production du TNF-α. Cependant, dans nos expériences, l’IL-10 ne semblait pas être 

responsable de la diminution de la prolifération des LyT CD4+ mais plutôt dans la 

diminution de la production du TNF-α, puisque la neutralisation de l’IL-10 a permis la 

récupération de la production du TNF-α intracellulaire. On peut donc supposer que la 

modulation des fonctions des LyT CD4+, exercée par les milieux conditionnés provenant de 

cellules B exposées à Leishmania, est due à un processus multifactoriel qui comprend 

l'IL-10.  

Finalement, lorsque nous avons mesuré la réplication du VIH-1, nous avons constaté que 

lorsque les cellules T étaient exposées aux surnageants conditionnés de cellules B traitées 

avec Leishmania, la réplication virale diminuait. Ces résultats ont permis de mettre en 

évidence une partie de la réponse immunitaire induite dans un organe lymphoïde secondaire 

très tôt après exposition aux amastigotes de Leishmania infantum et de connaitre l’effet de 

cette réponse sur la réplication virale dans le cas de co-infection au VIH-1. Cependant, il 

est important de mentionner que des cellules B provenant de la rate ou des échantillons 

cliniques de patients infectées par Leishmania auraient été un meilleur outil pour effectuer 

nos expériences. En effet Leishmania infantum colonisant les viscères, les amygdales ne 
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constituent pas l’organe par excellence pour la réplication du parasite. Les cellules B 

provenant d’amygdales restent toutefois un excellent moyen d’étude puisqu’il est connu 

que Leishmania infectent les organes lymphoïdes secondaires très tôt après l’infection vue 

la difficulté à avoir accès aux autres organes.  

 À travers ces résultats, nous avons pu constater que malgré le synergisme existant entre 

Leishmania et le VIH-1 dans les macrophages, la réponse immunitaire peut différer 

lorsqu’un autre type cellulaire est impliqué, comme nous avons pu le constater. .De plus, 

ces expériences miment une situation ayant lieu très tôt après l’infection et permettent de 

mieux comprendre la réponse immunitaire qui se développe à la suite de l’infection par les 

deux microorganismes. 
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