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RÉSUMÉ  

Introduction: Le diabète de type 1 (DT1) est une maladie autoimmune associée à un 

déséquilibre de la balance inflammation/réparation. Par ailleurs, la forme  bioactive de la 

vitamine D3, la 1,25(OH)2D3, a des effets immunomodulateurs sur les cellules immunitaires, 

innées et adaptatives, et sur la production de leurs cytokines respectives. Les objectifs de ce 

projet de thèse ont été d’évaluer l'effet ex vivo de la 1,25(OH)2D3 sur la production des 

cytokines proinflammatoires Th1/Th17 et anti-inflammatoires Th2/Treg, la production du 

monoxyde d’azote et l’activité de l’arginase, d’une part, et sur les niveaux d’activation STAT4 

(STAT4-p, Tyr693) et STAT6 (STAT6-p, Tyr641), au sein du monocyte, d’autre part, au 

début du DT1.  

Matériels et méthodes : Les essais ont été réalisés sur des cellules mononuclées du sang 

périphérique (PBMCs, peripheral blood mononuclear cells), et des monocytes isolés à partir 

du sang de patients volontaires atteints du DT1 récent, et de sujets contrôles.   

Résultats: Les taux de la production de l'IFN-γ, de l’IL-17 et du NO ont été significativement 

élevés au niveau des PBMCs des patients par rapport aux contrôles. Pareillement, les 

concentrations relatives de STAT4-p ont été significativement élevées au niveau des 

monocytes de patients comparés aux contrôles. A l'inverse, les taux de la production de   

l'IL-4, de l’IL-10 et de l’expression de STAT6-p ont été significativement diminués au niveau 

des cellules de patients par rapport aux contrôles. Par ailleurs, le traitement par la 

1,25(OH)2D3 a induit, d’une part, une augmentation significative des taux de la production de 

l'IL-4 et de l’IL-10, ainsi que de l'activité de l’arginase et des niveaux de phosphorylation de 

STAT6, et, d’autres part, une diminution des taux de la production de l'IFN-γ, de l’IL-17 et du 

NO, ainsi que des niveaux de phosphorylation de STAT4. Enfin, la 1,25(OH)2D3 a induit une 

augmentation de la balance Treg versus Th17, et une diminution des balances Th1 versus 

Th2, production du NO versus activité de l'arginase et STAT4-p versus STAT6-p. 

Conclusions: Les travaux de cette thèse suggèrent que la forme bioactive de la vitamine D3 

peut contrer l'activation des voies inflammatoires au début du DT1. Aussi, ses propriétés 

immunomodulatrices pourraient varier en fonction du profil cytokinique. D’un point de vue 

thérapeutique, la vitamine D3 peut éventuellement être proposée comme un adjuvant 

immunologique et anti-inflammatoire potentiels chez les sujets à risque de développer un 

DT1.  

 

Mots-clés: 1,25(OH)2D3, cytokines proinflammatoires et anti-inflammatoires, PBMCs, 

monocytes, STAT4-p et STAT6-p, diabète de type 1 
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Abstract 

 

Background: Type 1 diabetes (T1D) is associated with an imbalance between inflammation 

and repair. Recently, the biologically active form of vitamin D3, i.e. 1,25(OH)2D3, has been 

reported to have potent immunomodulatory effects on both innate and adaptive immune 

cells, as well as on the production of their specific cytokines. 

 

Methods: We examined the effect of 1,25(OH)2D3 on the production of proinflammatory 

Th1/Th17 and anti-inflammatory Th2/Treg related cytokines, as well as on the 

phosphorylation of monocyte-expressedSTAT4 and STAT6 at the recent-onset human T1D. 

 

Results: The levels of IFN-γ, IL-17 and nitric oxide (NO) production were significantly 

increased in PBMCs from patients compared to controls. Similarly, STAT4 tyrosine 

phosphorylation (p-STAT4, Tyr693) levels were significantly increased in monocytes from 

patients when compared to controls. Conversely, the levels of IL-4, IL-10 and p-STAT6 

(Tyr641) were significantly decreased in type 1 diabetic patients than in controls. Treatment 

with 1,25(OH)2D3 resulted in significant up-regulation of IL-4, IL-10, arginase activity, and 

pSTAT6 and down-regulation of IFN-γ, IL-17 and NO production levels, as well as p-STAT4. 

Additionally, 1,25(OH)2D3 significantly enhanced Tregto-Th17 ratio, and induced a significant 

decrease in Th1-to-Th2, NO production-to-arginase activity and p-STAT4-to-p-STAT6 ratios. 

 

Conclusions: Our study suggests that the biologically active form of vitamin D3 can reverse 

the activation of inflammatory pathways at the onset of T1D. Additionally, its 

immunomodulation properties may vary depending on the overall patterns of cytokines. From 

a therapeutic point of view, vitamin D3 may potentially be suggested as an immunological 

adjuvant and a potential anti-inflammatory agent in individuals at risk of T1D. 

 

Keywords: 1,25(OH)2D3, proinflammatory and anti-inflammatory cytokines, PBMCs, 

monocytes, p-STAT4 and p-STAT6, type 1 diabetes 
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 ملخص

من جهة  .و الإصلاح لتهابالإ وهو مرتبط بعدم التوازن بين  ول هو أحد أمراض المناعة الذاتية،داء السكري من النوع الأ :مقدمةال

و كذلك على نوعية  الفطرية والتكيفية،المناعية  قدرة على تعديل فيزيولوجية الخلايا (2D3(OH)1,25) 3 دأخرى، لفيتامين 

لتهابات على إنتاج السيتوكينات الموالية للإ 3D21,25(OH) الفيتامين تقييم تأثير إلى هذه الدراسة تهدف .التي تنتجن السيتوكينات

TH1/Th17 لتهابات والمضادة للإTH2/Treg ،إنتاج أكسيد النيتريك ونشاط الأرجيناز من جهة، وعلى مستويات تفعيل على 

STAT4 p)-STAT4، Tyr693) وp) STAT6-STAT6 ،Tyr641) فيرى، خأ جهة من حادية النواةالأخلايا على مستوي ال 

 .ولالداء السكري من النوع الأ  ةيبدا

 

لدم المحيطي اعزلها من  أن تم خلايا أحادية النواة بعدوالخلايا الأحادية للدم المحيطي  على أجريت التجارب :الوسائل و الطرق

  .لمتبرعين معافينول و السكري من النوع الأ داءاللمرضى مصابين ب

 

لدم لالخلايا الأحادية في  أكسيد النيتريك و )IL-1717 (-انترلوكين و IFN)-γ)غاما  الإنترفيرون من لك نتاجإ معدلتفاع رإ :النتائج

 المتفسفرة STAT4و كذلك التركيز النسبي ل. مقارنة مع الشواهد ولالأللمرضى الذين يعانون من داء السكري من النوع  المحيطي

النسبي  ركيزتالكذلك و  IL-10 و IL-4  تانترلوكينالا انتاج بينما معدل .للمرضى مقارنة مع الشواهدالنواة  على مستوي خلايا وحيدة

رتفاع في إنتاج إأدى إلى   2D3(OH)1,25فيتامينالالعلاج ب .المرضى مقارنة مع الشواهدالمتفسفرة كانت منخفظة عند  STAT6ل

IL-4،IL-10  ،STAT6 معدلات إنتاج  فيإلى انخفاض و نشاط الأرجيناز و في  المتفسفرةIFN-γ, IL-17  أكسيد النيتريك،و 

نخفاض في إإلى وTreg/Th17  نسبة رتفاع فيإأدت إلى  2D3(OH)1,25، فإن وعلاوة على ذلك .المتفسفرة STAT4بالإظافة الى 

 .متفسفرة/STAT6-متفسفرةSTAT4-الأرجيناز و نشاط /أكسيد النيتريك إنتاج ،Th1/Th2نسبة كل من 

 

الداء  ةيبدا في لتهابيةستجابات الإمنع تفعيل الإأن ي 2D3(OH)1,25 الفيتامين ل مرة في هذه الدراسة أنه بإمكانبينا لأو :ستنتاجاتالإ

لتهابات لدى الأشخاص كمساعد مناعي و كعامل مضاد للإ 3فيتامين دالمن جهة نظر علاجية، يمكن إقتراح . السكري من النوع الأول

 .ولاء السكري من النوع الأدب الاصابة الذين لديهم خطر

 

المضادة و  لتهاباتللإ الموالية السيتوكينات خلايا وحيدة النواة، ،المحيطي للدمالخلايا الأحادية ، 3دفيتامين  :المفتاحيةالكلمات 

 الأولداء السكري من النوع  ،STAT6و STAT4  ،لتهاباتللإ
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Introduction  

Le diabète de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune spécifique d’organe caractérisée 

par une carence absolue en insuline. Il est la conséquence d’une destruction progressive et 

sélective des cellules β pancréatiques. Depuis plusieurs décennies, l'incidence de cette 

maladie a augmenté dans le monde (Dabelea, 2009). Le DT1 est donc considéré comme un 

problème majeur de santé publique. 

Il a été rapporté que la destruction des cellules β pancréatiques est induite initialement par 

une infiltration des îlots de Langerhans par des cellules immunitaires innées, y compris les 

monocytes/macrophages (Yoon et Jun, 2005), conduisant à une activation des lymphocytes 

T autoréactifs, et une production excessive des cytokines proinflammatoires au niveau des 

nœuds lymphatiques du pancréas (PLN, pancreatic lymph nodes) (Aribi, 2011). 

Impliqué dans la signalisation intracellulaire mettant en jeu la protéine Janus Kinase (JAK), 

les transducteurs de signal et activateurs de transcription (STAT) peuvent être activés en 

réponse à des messagers de nature cytokinique, pro- ou anti-infammatoire.  Ainsi,  STAT4 

est nécessaire pour le développement des cellules inflammatoires faisant partie du profile 

Th1/M1, après stimulation par des cytokines proinflammatoires comme l’interféron-gamma 

(IFN-). ll est impliqué dans l’inhibition du développement des cellules T régulatrices. A 

l’inverse, STAT6 est sollicité par des cytokines anti-inflammatoires, entre autres 

l'interleukine-4 (IL-4), et joue un rôle important dans l’inhibition de l’induction de l’IFN-γ 

dépendante du STAT1 (Hiroi et al., 2013). 

De nombreux travaux ont mis l’accent sur l’implication de l’axe Th1-Th17 dans la pathogénie 

du DT1 (Honkanen et al., 2010 ; Yoon et Jun, 2005). Cependant, il a été montré que la 

régulation des balances Th1/Th2 et Th17/Treg en faveur des cellules Th2 et des Treg, 

respectivement, joue un rôle important dans la protection, voire même la prévention de cette 

maladie (Dromey et al., 2011 ; Ludvigsson et al., 2008).  

L’une des stratégies préventives les plus efficaces des maladies auto-immunes, impliquant le 

DT1, est la modulation immunitaire. Dans ce contexte, une attention particulière a été 

récemment donnée à la vitamine D3. 

La vitamine D, est une hormone synthétisée initialement au niveau de l’épiderme sous l’effet 

de certains rayons ultra-violets B (UVB). Elle peut également être obtenue directement à 

partir de l’alimentation. La vitamine D se présente sous deux types : la vitamine D2 d’origine 
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végétale, et la vitamine D3 d’origine animale, appelée également cholécalciferol. La 

conversion du 7 déhydrocholestérol en pré-vitamine D3, puis en vitamine D3 native conduit à 

la formation de la 25-hydroxyvitamine D3 (25(OH)D3), la forme de stockage de la vitamine D3 

(Holick, 2007). En revanche, la deuxième hydroxylation, au niveau rénale, est catalysée par 

l’enzyme 1 α-hydroxylase (VD3 1A hydroxylase) (cytochrome p450 27B1 ou CYP27B1) 

aboutissant à la formation de la 1,25-dihydroxyvitamine D3 [1,25(OH)2D3] ou calcitriol, la 

forme biologique active de la vitamine D3 (Schoindre et al., 2012). Le calcitriol exerce ensuite 

ses effets biologiques par une régulation transcriptionnelle directe des gènes cibles (Rachez 

et al., 2000). En se liant au récepteur nucléaire de la vitamine D (vitamin D receptor, VDR), 

qui formera un complexe avec le récepteur nucléaire  de  la  famille  des  récepteurs X des 

rétinoïdes (RXR, retinoid X receptor) VDR-9-cis-RXR, régulant ainsi la transcription des 

gènes cibles après sa fixation aux éléments de réponse à la vitamine D (Vitamin D response 

element, VDRE) (Zhang et al., 2012).  

A coté de son rôle classique dans la régulation du métabolisme phosphocalcique, plusieurs 

études ont rapporté les effets de la vitamine D3 sur la croissance et la différenciation de 

plusieurs types cellulaires, avec des effets immunomodulateurs remarquables (Nouari et al., 

2016 ; Deluca et Cantorna, 2001). En effet, les cellules immunitaires, incluant les 

lymphocytes T, les lymphocytes B, et les cellules présentatrices d’antigène (les 

macrophages et les cellules dendritiques), non seulement expriment le VDR, mais aussi la   

1 α-hydroxylase (Aranow, 2011). Aussi, il a été rapporté qu’un déficit en vitamine D3 

augmente le risque de développement d’un nombre important de maladies auto-immunes, 

notamment le DT1 (Hyppönen et al., 2001 ; Stene et al., 2000). 

Dans cette optique, ce projet de thèse de Doctorat a pour objectifs d’évaluer l'effet ex vivo de 

la 1,25(OH)2D3, au début du DT1, sur la production des cytokines proinflammatoires 

Th1/Th17 et anti-inflammatoires Th2/Treg, la production du monoxyde d’azote et l’activité de 

l’arginase, d’une part, et sur les niveaux d’activation STAT4 (STAT4-p, Tyr693) et STAT6 

(STAT6-p, Tyr641), au sein du monocyte, d’autre part.  
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Chapitre 1 
 
Revue de la littérature   

 

1. 1. Diabète de type 1  

1.1.1. Généralités 

1.1.1.1 Définition générale et classification 

 

 

 

 

 

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2014) définit le diabète comme une maladie 

chronique qui survient quand l'organisme n'utilise pas correctement l’insuline, et/ou quand 

cette dernière n’est pas produite convenablement par le pancréas. De ce fait, le diabète se 

caractérise par une hyperglycémie chronique. En 1997, l’ADA (American diabetes 

association), a proposé une classification des diabètes, en distinguant quatre types: le 

diabète de type 1 (anciennement appelé diabète insulino-dépendant ou DID), le diabète de 

type 2 (diabète non insulino-dépendant), le diabète gestationnel, et les autres diabètes 

spécifiques (Guillausseau, 1997). 

  

Le diabète de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune à part entière. Par définition, une 

pathologie auto-immune est caractérisée par une activité aberrante du système immunitaire 

à l’égard des composantes du soi. Ainsi, le DT1 se caractérise par un défaut de production 

d’insuline suite à une destruction sélective et progressive auto-immune des cellules β 

insulino-sécrétrices, localisées aux niveaux des îlots de Langerhans pancréatiques 

(Janeway, 2005). Comme toutes les maladies auto-immunes, le DT1 survient  sur un terrain 

génétique de susceptibilité. Cette maladie apparait généralement chez le sujet jeune et se 

développe plus rarement chez l’adulte (Maahs et al., 2010). 

 

1.1.1.2. Epidémiologie 

La Fédération Internationale du Diabète (FID, 2015) a estimé, à l’échelle mondiale, qu’en 

2015, 415 millions d’individus, vivaient avec le diabète, et qu’en 2040 ce nombre passera à 

642 millions selon la même source. Le DT1 représente 5 à 10 % des diabètes dans le 

monde. Depuis ces dernières années, une incidence croissante du DT1 à travers le monde a 

été rapportée par plusieurs données épidémiologiques (Kim et al., 2016 ; Spaans et al., 

2015). 

L’incidence du DT1 a été estimée à plus de 3,2 % par an dans le monde. Selon la FID (2015) 

le nombre d’enfants dans le monde atteints du DT1 était de 542,000 en 2015. 

http://www.idf.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26420382


Chapitre 1. Revue de la littérature 

 

 

5 
 

En Algérie, le diabète est devenu un problème de santé publique de plus en plus répondu. 

Selon la FID (2013), la prévalence nationale du diabète en Algérie en 2013 a été estimée à 

6,63 %. Selon les registres nationaux du DT1, l’incidence du DT1 en 2010 chez les jeunes 

de moins de 15 ans était de 17,44 /100000 enfants à Constantine. En 2011, elle était de 

26/100000 et de 22,8/100000 enfants à Oran et à Alger, respectivement (Comité d’experts 

en diabétologie, 2015). Au niveau de la région de Tlemcen, une prévalence du DT1 était 

estimée à 3.7 % (Zaoui et al., 2007). 

 

1.1.2. Immunopathologie du diabète de type 1 
 

Le DT1 est une pathologie multifactorielle. En effet, trois principaux facteurs sont impliqués 

dans l’apparition de la maladie: un facteur immunologique, à une absence de la tolérance 

naturelle du système immunitaire vis-à-vis des cellules β, qui est responsable du 

déclenchement d’une réponse auto-immune dirigée contre elle, des facteurs génétiques, et 

des facteurs environnementaux (Geenen et al., 2005) (Figure 1.1).  

 

 

Figure 1.1. Etiologie du diabète de type 1 (Yoon et Jun, 2005). CPA: cellule présentatrice 

d’antigène, CTL: lymphocyte T cytotoxique, IL: interleukine, LTh : lymphocyte T helper. NO: monoxyde d’azote, 
TNF: facteur de nécrose tumorale, CMH: complexe majeur d’histocompatibilité, TCR: récepteur de la cellule T. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoon%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16280652
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoon%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16280652
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1.1.2.1. Facteurs immunologiques 
 
Différentes études réalisées principalement sur des tissus pancréatiques et des échantillons 

de sérum, mais également sur des cellules mononucléées du sang périphérique obtenus à 

partir des patients atteints du DT1, ou de modele animal, ont contribué à la compréhension 

du processus pathologique du DT1 (Bingley, 2010 ; Willcox et al., 2009).  

 

Quasiment tous les travaux sur la pathogenèse du DT1 ont conclu que ce dernier résulte 

d'une destruction des cellules β par un processus auto-immun. Cette constatation était faite 

suite à l’observation de la présence d'une infiltration les îlots pancréatiques par des cellules 

inflammatoires (In't Veld, 2011; Willcox et al., 2009; Botazzo et al., 1974 ). En effet, l’insulite, 

considérée comme la caractéristique anatomique de la maladie, correspond à un infiltrat des 

îlots de Langerhans par des cellules mononucléées au sein du pancréas (Dubois-Laforgue, 

2007). Cet infiltrat cellulaire est principalement composé de cellules T CD8+, de 

macrophages, de lymphocytes T CD4+, de lymphocytes B, de cellules dendritiques et des 

plasmocytes (Seay et al., 2016 ; Willcox et al., 2009). 

 

D’après des études « autopsiques », différents aspects d’insulites ont été décrits: infiltrat       

péri-insulaire par des macrophages, infiltrat lymphocytaire péri-insulaire (péri-insulite) ou 

infiltrat pénétrant les îlots (insulite invasive). Tous ces infiltrats coexistent au sein d’un même 

pancréas (Hanninen et al., 1992). Des différences ont été remarquées entre le DT1 chez le 

modèle humain et le modèle animal. Par exemple, chez les souris NOD (non-obèse 

diabetic), le pancréas est infiltré autant par des lymphocytes T CD4+ que par des 

lymphocytes T CD8+ (Kida et al., 1998). Cependant, chez l’homme, l’infiltrat cellulaire 

pancréatique est principalement composé de lymphocytes T CD8+ (Itoh et al., 1993). 

 

L’absence d’une mise en place d’une tolérance centrale adéquate, une rupture de tolérance 

périphérique, ainsi que des anomalies immunologiques sont les principales causes du 

déclenchement de la maladie diabétique de type 1 (Willcox et al., 2009). 

 

1.1.2.1.1 Absence de tolérance centrale et/ou rupture de la tolérance périphérique  

 

L’origine de la réponse auto-immune vis-à-vis de la cellule β demeure un mystère. Il a été 

constaté que le développement d’une réponse auto-immune spécifique de la cellule β 

provient d’un dysfonctionnement thymique et absence d’une tolérance centrale vis-à-vis de 
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la population cellulaire β pancréatique pendant le développement des lymphocytes T au 

niveau du thymus (Geenen et al., 2000; Liston et al., 2003). Selon l’équipe de Like (1982),  

une thymectomie néonatale peut prévenir le développement du DT1, et qu’une greffe du 

thymus peut générer une insulite chez la souris NOD receveuse (Georgiou et Mandel, 1995).  

Aussi, Liston et al., (2004), ont observé chez les souris NOD que le gène Bim, un médiateur 

de l’apoptose, n’est pas adéquatement induit par les thymocytes (Liston et al., 2004). Ainsi, 

les thymocytes des souris NOD peuvent échapper au contrôle pendant les étapes de 

sélection mises en place dans le thymus, ce qui favorise l’export des lymphocytes T 

autoréactifs vers la périphérie. Ces dernières doivent être éliminés par des mécanismes   

extra-thymiques. En effet, en périphérie, ces lymphocytes T vont reconnaitre des antigènes 

présentés par des cellules présentatrices d’antigènes (CPAs) grâce à leurs molécules du 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), mais aussi avec l’intervention des molécules de 

costimulation. Ces derniers jouent un rôle régulateur crucial dans la tolérance périphérique 

(Collins et al., 2005). la molécule CTLA-4, exprimée par le lymphocyte T activé entre en 

compétition avec le CD28 pour la molecule B7. Chez les souris NOD, une altération dans la 

signalisation via le PD-1 (programmed cell death 1) a été constatée (Yadav et al., 2009). 

 

Malgré la tolérance par les molécules de costimulation, les lymphocytes T autoréactifs 

peuvent parfois s’activer en périphérie. C’est à ce niveau qu’une sous-population 

lymphocytaire T, appelée T régulateurs (Treg), joue un rôle capital dans l’inactivation des 

lymphocytes T autoréactifs à la périphérie; phénomène impliqué dans la tolérance 

périphérique. De nombreux arguments ont montré que la pathogénèse du DT1 est associé à 

un déficit fonctionnel et quantitatif des cellules Treg (Visperas et Vignali, 2016 ; Tan et al., 

2014 ; Sgouroudis et al., 2011). 

 

1.1.2.1.2. Anomalies immunologiques et auto-immunité cellulaire 

1.1.2.1.2.1.  Les lymphocytes T  

La réponse immunitaire mise en place lors du développement du DT1 est médiée 

principalement par les cellules mononucléées. Parmi ces cellules, les lymphocytes T jouent 

un rôle prépondérant dans l’auto-immunité diabétique aussi bien chez l’homme que l’animal 

(Lehuen et al., 2010). Aussi, une résistance au développement du DT1 a été constatée, chez 

les Rats Bio Breeding (BB) et les souris NOD, suite à une thymectomie néonatale (Groen et 

al., 2003). De plus, Il a été montré que l’injection des lymphocytes T isolés à partir de la rate 

des souris diabétiques à des souris non atteintes induit un DT1 chez 100 % des souris 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Visperas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27815439
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vignali%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27815439
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receveuses (Wicker et al., 1986). D’un autre côté, l’injection d’anticorps monoclonaux       

anti-CD3, anti-CD4 ou anti-CD8 à des souris NOD, peut prévenir le développement de la 

maladie (Dubois-Laforgue, 2007). Ce sont essentiellement les lymphocytes T CD4+ et les 

lymphocytes T CD8+ qui sont les agents effecteurs de la destruction des cellules β 

(DiLorenzo et al., 2007) (Figure 1.1). 

 

Plusieurs mécanismes de destruction des cellules β pancréatiques par les lymphocytes T ont 

été décrits. D’une part, les lymphocytes T helper (Th) autoréactifs jouent un rôle primordial 

durant tout le processus de destruction des cellules β en secrétant des cytokines ayant des 

propriétés toxiques provoquant des dommages aux cellules β pancréatiques (Amrani et al., 

2000), mais aussi en recrutant des lymphocytes T cytotoxiques (CTL, Cytotoxic T cell) 

(McGregor et al., 2004). Les lymphocytes Th de type 1 (Th1) produisent de l’IL-2 et de l'IFN-

γ, ce qui induit l’activation des cellules immunitaires infiltrées, principalement les CTLs 

autoréactifs et les macrophages, provoquant la destruction des cellules β suite à la sécrétion 

des cytokines proinflammatoires, des molécules cytotoxiques telles que les perforines et les 

granzymes, des radicaux libres, et par des interactions Fas-FasL (Aribi, 2011). 

D’autre part, les cellules T CD8+ jouent un rôle néfaste lors de l’initiation de la destruction 

des cellules β (Wang et al., 1996). En effet, selon l’équipe de Graser (2000), le 

développement du DT1 peut s’initier en présence des cellules T CD8+ et en absence totale 

des lymphocytes T CD4+ chez les souris NOD. L’action cytotoxique des lymphocytes T CD8+ 

s’exerce par différentes voies provoquant l’apoptose de la cellule cible, principalement via la 

sécrétion des perforines et des granzymes, la production du TNF-α (Tumor Necrosis Factor-

alpha), ou en exprimant le ligand FasL qui interagira avec le récepteur Fas exprimé par la 

cellule cible (Dubois-Laforgue, 2007) (Figure1.1). 

Les cellules Th et les CTLs peuvent également agir en synergie en secrétant des cytokines, 

telle que l’IFN-γ, qui stimulent la production des chemiokines par les cellules β, ce qui 

favorise le recrutement des cellules mononucléées et inflammatoires, et l’expression des 

récepteurs Fas par les cellules β, initiant par conséquent  le processus apoptotique (Eizirik et 

al., 2009). 

 

1.1.2.1.2.2. Les lymphocytes B 

Le rôle des lymphocytes B dans l’initiation et le développement du DT1 est très discuté. 

Selon Pescovitz et al. (2009), les fonctions des cellules β sont préservées chez les patients 

https://en.wikipedia.org/wiki/Cytotoxic_T_cell
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8765018
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diagnostiqués suite à une injection d’anti-CD20. De plus, il a été montré que le rôle des 

lymphocytes B dans la pathogénèse du DT1 ne dépend pas de la production                 

d’auto-anticorps. Il a été constaté, d’un côté, qu’il n’était pas possible d’induire le DT1 chez 

une souris déficiente en lymphocytes B qu’avec un transfert d’auto-anticorps provenant 

d’une souris NOD diabétique (Serreze et al., 1998). D’un autre côté, l’absence de 

l’expression des molécules du CMH II à la surface des lymphocytes B peut prévenir le DT1 

(Noorchashm et al., 1999), mais aussi, il s’est avéré qu’une souris NOD transgénique, chez 

laquelle les lymphocytes B sont inaptes à produire des anticorps, peut développer une 

insulite (Wong et al., 2004). Ces arguments sont en faveur de l’implication des lymphocytes 

B dans la pathogénèse du DT1 possible via l’activation des lymphocytes T, et en produisant 

des cytokines associées à l’inflammation et non pas par la production des anticorps (O’Neill 

et al., 2009). Le DT1 se manifeste généralement quelques mois, voir quelques années, 

après le début de la destruction des îlots pancréatiques. Au cours de la période préclinique, 

des anticorps, marqueurs de la réponse immunitaire humorale, dirigés contre les antigènes 

des cellules β pancréatiques sont détectés, et sont considérés comme les meilleurs 

marqueurs prédictifs de la pathologie diabétique de type 1 (Côrte-Real et al., 2009). Les 

auto-anticorps jusqu’à présent mis en évidence comme des marqueurs potentiels sont: les 

auto-anticorps anti-cellulaires des îlots, les auto-anticorps anti-insuline, les auto-anticorps                       

anti-décarboxylase de l’acide glutamique, les auto-anticorps anti-tyrosine phosphatase, et les 

auto-anticorps anti-transporteur 8 du Zinc.   

 

Auto-anticorps anti-cellulaires des îlots  

Les auto-anticorps anti-cellulaires des îlots (ICA, islet cell antibody), sont les premiers    

auto-anticorps spécifiques du DT1 (Bottazzo et al., 1974). Ils peuvent apparaître 10 ans 

avant que les signes cliniques du DT1 apparaissent (Riley et al., 1990). Une forte 

concentration en ICAs est associée à un risque diabétogène élevé (Mire-Sluis et al., 2000). 

Ces auto-anticorps sont présents chez 80 % des patients nouvellement diagnostiqués pour 

un DT1 (Gilliam et al., 2004). 

 

Auto-anticorps anti-insuline  

Des fortes concentrations des auto-anticorps anti-Insuline (IAAs, insulin autoantibodies) sont 

détectées essentiellement dans la phase pré-diabétique, ainsi que lors d’un DT1 

nouvellement diagnostiqué (Palmer et al., 1983). A distinguer par rapport à ceux dirigés 

contre l’insuline exogène (IAs, insulin antibodies) qui apparaissent suite à l’insulinothérapie. 
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La raison pour laquelle il est parfois difficile de savoir la concentration réelle des IAAs chez 

les patients DT1 traités (Gilliam et al., 2004). 

 

Auto-anticorps anti-décarboxylase de l’acide glutamique  

Le GAD67 et GAD65 sont exprimés par les cellules nerveuses et par les îlots pancréatiques, 

respectivement (Dubois-Laforgue, 2007). Des auto-anticorps dirigés contre la GAD65 (Anti-

GAD) ont été décrits chez 70 % à 80 % des patients pré-diabétiques et des patients 

nouvellement diagnostiqués pour un DT1 (Kulmala et al., 1998). Cependant, ces auto-

anticorps ne sont pas vraiment spécifiques du DT1, et peuvent être détectés chez des 

patients atteints d’un diabète de type 2 (DT2) (Hagopian et al., 1993), mais également dans 

d’autres maladies auto-immunes (Davenport et al., 1998). 

 

Auto-anticorps anti-tyrosine phosphatase  

La tyrosine phosphatase IA-2 est une protéine transmembranaire de 37-40 kDa, exprimée au 

niveau du système nerveux central et au niveau des les cellules β des îlots pancréatiques. Il 

a été suggéré que 70 % des patients présentant un DT1 de découverte récente présentent 

des auto-anticorps anti-IA-2 (Dubois-Laforgue, 2007). 

 

Auto-anticorps anti-transporteur 8 du Zinc (ZnT8)  

Un nouveau marqueur du DT1 a été mis en évidence; le transporteur de zinc spécifique des 

cellules β humaines (ZnT8). Ce dernier est exprimé par les îlots pancréatiques. En effet, des 

auto-anticorps anti-ZnT8 étaient détectés chez des patients diabétiques type 1 nouvellement 

diagnostiqués (Yang et al., 2010). 

 

La présence de ces auto-anticorps est une caractéristique clé qui permet de distinguer le 

DT1 d’un DT2. En effet, il s’est avéré que plus de 90 % des patients nouvellement 

diagnostiqués d’un DT1 ont un ou plusieurs de ces auto-anticorps (Bingley, 2010). 

 

 

1.1.2.1.2.3. Implication des autres cellules du système immunitaire 

Des cellules de l’immunité innée participent essentiellement à l’initiation du processus    

auto-immun (Aribi, 2011). En effet, différents travaux ont mis l’accent sur l’implication des 

cellules de l’immunité innée dans le DT1, telles que les monocytes, les macrophages et les 

cellules dendritiques (Lehuen et al., 2010). 
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Cellules dendritiques  

Les cellules dendritiques (DC) ont pour fonction principale le maintien de la tolérance du soi. 

Elles sont considérées comme les meilleures cellules présentatrices de l’antigène. Sous 

certains conditions, elles pourront déclencher une réponse auto-immune suite à une 

altération de la présentation de l’antigène (Lehuen et al., 2010). Leurs rôles dans la 

pathogenèse du DT1 est souvent lié à leur capacité à capturer les auto-antigènes libérés par 

les cellules β suite à leurs mort pour les présenter au lymphocytes T naïfs au niveau des 

ganglions lymphatiques (Turley et al., 2003) (Figure 1.1). Aussi, il a été constaté chez la 

souris NOD que les cellules dendritiques secrètent excessivement de l’IL-12, expriment 

fortement les molécules de costimulation, et ont une grande capacité à activer les 

lymphocytes T (Poligone et al., 2002 ; Steptoe et al., 2002). 

 

Macrophages 

Les macrophages, l’une des cellules de l’immunité innée, sont essentiellement impliqués 

dans les mécanismes de l’inflammation (Lawrence et al., 2005). Plusieurs données sont en 

faveur de l’implication des macrophages dans le DT1 (Yang, 2008 ; Calderon et al., 2006). A 

côté des lymphocytes T CD4+ et des lymphocytes T CD8+, Il sont impliqués dans la 

destruction proprement-dite des cellules β pancréatiques (Turley et al., 2003), et  jouent un 

rôle clé dans le développement d’une réponse immune à médiation cellulaire, notamment 

dans l’activation des lymphocytes T cytotoxiques (Yoon et Jun, 2001). Leurs fonctions dans 

la pathogénèse du DT1 peuvent être également dûes à leurs activités cytotoxiques à l’égard 

des cellules β pancréatiques en secrétant des cytokines, principalement  le TNF et l’IL-1β 

(Arnush et al., 1998;  Dahlen et al., 1998) (Figure 1.1). Par ailleurs, des travaux suggèrent 

que la production des molécules CCL2 (CC-chemokine ligand 2) et CCL1 par les cellules β 

pancréatiques et les lymphocytes T CD4+, respectivement, induit le recrutement des 

macrophages vers les îlots pancréatiques (Martin et al., 2008 ; Cantor et Haskins, 2007). Par 

conséquent, les macrophages sont considérés comme l’unes des principales cellules qui 

infiltrent les îlots pancréatiques (Arnush et al., 1998 ; Dahlén et al., 1998). Fait intéressant, 

en réponse à l’IFN-γ, les macrophages secrètent de grandes quantités du TNF et d’IL-1β, 

après être activés. Ce dernier provoque l’apoptose des cellules β qui expriment le récepteur 

de l’IL-1β  (Lehuen et al., 2010).  

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poligone%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11751962
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Cellules natural killer (NK) 

Les cellules NK sont impliquées dans les réponses antivirales et dans la lyse des cellules 

tumorales et des cellules infectées. Ces cellules jouent un rôle important dans le 

développement du DT1 d’une façon directe ou indirecte (Lehuen et al., 2010). Des travaux 

récents ont révélé la détection des cellules NK au niveau du pancréas des patients atteints 

du T1D (Brauner et al., 2010). Aussi, il a été montré que les cellules NK isolées à partir du 

pancréas et des ganglions lymphatiques du pancréas (PLN, pancreatic lymph nodes) des 

souris NOD, sont excessivement activées, prolifèrent rapidement, et produisent de l’IFN-γ en 

grande quantité (Gur et al., 2010). Elles expriment aussi fortement le CD25, le CD69, le PD1 

et le récepteur des cellules tueuses G1 lectine-like (KLRG1, Kiler cell lectin-like receptor 

subfamily G member 1) (Brauner et al., 2010). 

 

1.1.2.1.2.4. Implication des cytokines, molécules d’adhésion, molécules de 

costimulation et de signalisation cellulaire 

 

L’étape déterminante de la pathogénie du DT1 est la migration des cellules mononucléées 

vers les îlots pancréatiques. Au cours de cet événement, les molécules d’adhésion 

(sélectines et intégrines), jouent un rôle important dans l’extravasation des cellules vers les 

sites inflammatoires. D’après Yang et al (1996), un traitement des souris NOD par des 

anticorps dirigés contre ces molécules prévient le développement de l’insulite, et par 

conséquent le DT1. 

 

Une autre étape critique dans le processus pathogénique du DT1 est la reconnaissance des 

auto-antigènes pancréatiques par le récepteur des cellules T (TCR, T cell receptor) (Bach, 

2002a). Les lymphocytes Th sont activés suite à l’interaction du TCR avec le complexe 

peptide pancréatique-CMH II exprimé par les DC au niveau des PLNs. D’un autre côté, les 

CTLs sont activées suite aux interactions de leurs TCR avec les auto-antigènes 

pancréatiques, présentés par les molécules du CMH I au niveau des cellules pancréatiques 

(Aribi, 2011). 

Le mécanisme destructeur mis en place lors du DT1 semble être initié principalement par 

une production excessive des cytokines proinflammatoires (Chatzigeorgiou et al., 2010). Ces 

cytokines interviennent essentiellement dans l’expression des molécules d’adhésion, le 

recrutement et l’activation des cellules inflammatoires (Dubois-Laforgue, 2007). En effet, les 
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lymphocytes T CD8+ et les macrophages infiltrés sont activés par certains cytokines 

notamment l’IL-2, le TNF-β et l’IFN-γ produites par les lymphocytes Th1 activés (Aribi, 2011). 

Les cellules inflammatoires impliquées dans l’insulite produisent l’IL-1β, l’IFN-γ, le TNF-α et 

le TNF-β qui peuvent endommager les cellules β (Campbell et al., 1998). Ces cytokines 

semblent être également impliquées dans l’augmentation de la production des radicaux 

libres par les cellules inflammatoires (Kolb et Kolb-Bachofen, 1992). 

 

Les molécules toxiques, telles que le peroxyde d’hydrogène, le monoxyde d’azote, les 

granzymes et les perforines ; les interactions Fas-FasL (CD95-CD95L) (Mukherjee et 

DiLorenzo, 2010), et les cytokines proinflammatoires essentiellement l’IL-1β (Aribi et al., 

2007), le TNF-α (Lee et al., 2005), l’IL-6 (Kristiansen et Mandrup-Poulsen, 2005), le TNF-β, 

l’IFN-γ, l’IL-18 (Szeszko et al., 2006), l’IL-12 (Giulietti et al., 2004) ,et l’IL-8 (Erbagci et al., 

2001), sont fortement impliquées dans le processus destructeur des cellules β 

pancréatiques.  

 

Par ailleurs, les molécules d’adhésion et de costimulation sont impliquées dans la 

prolifération des lymphocytes T autoréactifs au niveau des PLNs. Le CD28-B7, CD40-CD40L 

(CD154) et NKG2D (natural-killer group 2 member D) -RAE-1 (retinoic acid early transcript 1)  

sont les trois principales voies de costimulation chez la souris NOD (Bour-Jordan et al., 

2004). Il a été montré que suite au traitement avec les anticorps anti-B7.2, l’apparition du 

DT1 peut être inhibée (Lenschow et al., 1995). Aussi, l’activation des lymphocytes T au 

niveau des PLNs, chez la souris NOD, peut être inhibée suite au blocage de la voie      

CD40-CD40L avec un traitement d’anticorps neutralisant anti-CD40L (Green et al., 2000).   

En outre, Ogasawara et ses collaborateurs (2004) ont montré qu’un traitement des souris 

NOD avec des anticorps anti-NKG2D peut prévenir le DT1, car la molécule NKG2D est 

exprimée par les lymphocytes T CD8+ activés ayant infiltré les tissus pancréatiques. 

 

1.1.2.2. Facteurs génétiques  

 

De nombreuses études ont permis de mettre en évidence différentes zones du génome 

impliquées dans la susceptibilité du DT1. En effet, dix-huit loci génétiques dénommés 

antérieurement loci IDDM (insulin-dependent diabetes mellitus) (IDDM1 à IDDM18) ont été 

identifiés dans la susceptibilité du DT1 (Redondo et Eisenbarth, 2002 ; Todd, 1995). 
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La région HLA (Human Leucocyte Antigen) est considérée comme la région génétique de 

plus forte susceptibilité au DT1 (Aribi et al., 2004) (Figure 1.2). En effet, elle contribue à 50 % 

au risque génétique du DT1 (Wen et al., 2000). Les molécules HLA principalement 

incriminées dans la pathogenèse de la maladie sont HLA-DR (DRA-DRB1 (*0301) (=DR3) et 

DRA-DRB1 (*0401) (=DR4) et HLA-DQ (DQA1 (*0501)-DQB1 (*0201) (=DQ2), DQA1 

(*0301)-DQB1(*0302) (=DQ8) (Honeyman et al., 1997). 

Figure 1.2. Organisation des gènes HLA sur le chromosome 6 et susceptibilité au 

diabète de type 1 (Mehers et Gillespie, 2008). HLA : Human Leucocyte Antigen. 

 

« Eléments variables du gène de l’insuline » (VNTR, variable number of tandem repeat) est 

identifié comme un gène de susceptibilité au DT1. Il correspond au IDDM2 (Bennett et al., 

1996), et contribue pour 10 % à la susceptibilité génétique au DT1 (Dubois-Laforgue, 2007). 

Ce gène est situé sur le chromosome 11p15, en 5' du gène de l'insuline en amont des gènes 

IGF2 (Insulin-like growth factor-2) et INS (Insulin) et contrôlerait leurs expression (Pérez De 

Nanclares et al., 2003). On distingue les allèles VNTR de classe I, souvent associés à une 

susceptibilité au DT1, intermédiaire de classe II et long de classe III. Ces derniers confèrent 

plutôt une protection vis-à-vis du DT1 (Geenen et al., 2005). En effet, une corrélation positive 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mehers%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19088009
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gillespie%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19088009
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entre des niveaux élevés des transcrits de INS dans le thymus du fœtus humain et la 

présence d’allèles VNTR de classe III a été montrées (Pugliese et Miceli, 2002). 

D’autres gènes de prédisposition ont été également identifiés, comme le gène codant pour le 

récepteur de IGF1 (Beyerlein et al., 2014), et celui qui code pour la molécule CTLA-4 

(cytotoxic T lymphocyte antigen-4) (Arafa et al., 2015), correspondant aux IDDM3 et 

IDDM12, respectivement. 

 

1.1.2.3. Facteurs environnementaux  

 

L’augmentation fulgurante de l’incidence du DT1 et les caractéristiques épidémiologiques de 

cette maladie ne peuvent être expliquées par des facteurs génétiques exclusivement, aussi 

des facteurs environnementaux jouent également un rôle important dans son processus de 

développement.  

 

Depuis longtemps, les agents infectieux ont été incriminés dans le déclenchement ou le 

déroulement de la réponse auto-immune conduisant au DT, en particulier les virus (Dubois-

Laforgue, 2007). Ainsi, il a été démontré que le virus Coxsackie B4 (CVB4) joue un rôle 

essentiel dans l’infection des cellules β pancréatiques, il induit la libération des                 

auto-antigènes spécifiques conduisant à l’activation des cellules T autoréactives (Geenen et 

al., 2005). D’autres virus ont été répertoriés dans la liste des facteurs, à savoir le 

Cytomégalovirus, le virus de la rubéole et le virus d’Epstein Barr (Jaeckel et al., 2002). 

Cependant, un effet protecteur vis-à-vis du développement de la maladie par des agents 

infectieux a été suggéré (Bach, 2002b). A titre d’exemple, il a été observé que l’infection par 

Salmonella thyphimurium prévient l’apparition du DT1 chez la souris NOD (Raine et al., 

2006). 

Aussi, un impact de l’alimentation dans l’apparition du DT1 a été bien élucidé. Un lien entre 

l’introduction précoce de lait de vache à l’alimentation des enfants et le risque de développer 

le DT1 a été suggéré suite à plusieurs travaux. Il a été montré que des enfants nourris au lait 

de vache sont plus susceptible à développer un DT1, notamment chez les enfants porteurs 

des haplotypes HLA DR3/DR4 de susceptibilité au DT1, que ceux nourris au lait maternel 

(Virtanen et al., 2000). Des protéines allergènes structurellement similaires à des protéines 

produites par les cellules d’îlots de Langerhans sont retrouvées dans le lait des bovins, 

favorisant le risque de réactivité croisée (Cavallo et al., 1996). Cela serait dû à une 

homologie entre un peptide de la sérum albumine bovine (SAB), baptisé ABBOS, et une 
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protéine insulaire de 69 KDa (Norris et Pietropaolo, 1999). Néanmoins, d’autres études 

réalisées chez les nouveaux-nés à risque n'ont pas montré d'association entre les modalités 

d'allaitement et l'apparition du DT1 (Couper et al., 1999). Fait intéressant, les nitrates 

présents dans l’eau de consommation (Muntoni et al., 2006), et le gluten (Fuchtenbusch et 

al., 2004), sont également soupçonnés de favoriser le développement du DT1. 

 

1.2. Populations lymphocytaires T helper  

Le système immunitaire a pour fonctions de tolérer les auto-antigènes, de reconnaître les 

antigènes étrangers et les éliminer. Ce système complexe est formé d’organes lymphoïdes, 

de cellules et de molécules. Les cellules immunitaires sont principalement constituées de 

lymphocytes, notamment les lymphocytes T et des lymphocytes B. Ces deux types 

cellulaires constituent la charpente de l’immunité spécifique. 

 

Les lymphocytes T conventionnels (Tαβ) sont formés de lymphocytes T CD4+ et de 

lymphocytes T CD8+. Ces derniers sont principalement impliqués dans l’élimination des 

antigènes intracellulaires. Les lymphocytes T CD4+, une population hétérogène de cellules T 

auxiliaires (T helper, Th)  sont considérés comme les acteurs clés dans l’orchestration d’une 

réponse immunitaire dirigée spécifiquement contre un pathogène, en exerçant différentes 

fonctions allant de l'activation des cellules du système immunitaire inné, des lymphocytes T 

cytotoxiques, des lymphocytes B, et jusqu’à la régulation de la réponse immunitaire 

adaptative (O'Garra, 1998). Après leur activation, les lymphocytes Th se différencient en 

sous-populations lymphocytaires, chacune exerce des fonctions spécifiques, en sécrétant 

des cytokines spécifiques distinctes. 

 

1.2.1. Développement des lymphocytes Tαβ 

 

Les précurseurs des lymphocytes T, appelés Early  Thymic  Progenitor  (ETP), dérivant 

d'une cellule souche hématopoïétique lymphoïde commune, quittent la moelle osseuse afin 

d’atteindre le thymus (Figure 1.3), un organe lymphoïde primaire où ces cellules trouveront le 

microenvironnement adéquat pour acquérir leurs maturations et devenir des lymphocytes T 

fonctionnelles (Luckheeram et al., 2012).  

 

Une fois dans le thymus, les cellules ETP sont appelées thymocytes double négatifs CD4-

CD8- (DN), correspondent aux thymocytes les plus immatures, et vont migrer depuis la 
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jonction cortico-médullaire vers la région sous-capsulaire du cortex thymique  

(Lind et al., 2001) (Figure 1.3). 

 

 
Figure 1.3. Schéma d'organisation générale d'un lobule thymique (Berrih-Aknin et 
Bruno Eymard, 1999). Le thymus est constitué de plusieurs lobules dont chacun comporte deux zones bien 

déterminées : le cortex (périphérique) qui contient des thymocytes immatures (en violet) en forte densité, des 
cellules épithéliales corticales (en jaune) et des macrophages (en rouge) ; et la medulla (centrale) qui comporte 
des thymocytes plus matures, des cellules dendritiques (en vert), des cellules épithéliales médullaires (en bleu) et 
des macrophages. 

 

Au niveau du cortex, selon l’expression des marqueurs de surface CD44 et CD25, les 

thymocytes DN vont subir quatre principales étapes de maturation passant du stade DN1 

jusqu’au stade DN4 (Berrih-Aknin et Bruno Eymard, 1999) (Figure 1.4). Le réarrangement 

des gènes codant la chaîne β du TCR se fait lorsque le thymocyte est entre le stade DN2 et 

DN3 sous le contrôle des protéines RAG1 (Recombination-Activating Genes 1) et RAG2 

(Mombaerts et al., 1992; Shinkai et al., 1993).  

 

Au stade DN3, le complexe pré-TCR-αβ est formé suite à l’appareillage de la chaine β, 

conformément réarrangée, avec une chaîne de substitution pTα (pré-T-cell-α) qui assure sa 

stabilisation (Saint-Ruf et al., 1994). Le réarrangement du locus de la chaine α se fait dans le 

stade DN4, et les thymocytes commencent enfin à exprimer le CD8 et le CD4 pour former  

des thymocytes double positifs CD4+CD8+ (DP). Ces derniers représentent 80 à 90 % des 

thymocytes présents dans le thymus (Sebzda et al., 1999). 
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Figure 1.4. Schéma simplifié du développement des lymphocytes T αβ dans le thymus 

(Sebzda et al., 1999). DN: Double Négatif, ETP: Early  Thymic  Progenitor, TCR : Récepteur de la cellule T. 

Après la formation complète du TCR, constitué de chaînes αβ, les lymphocytes T générés 

doivent être aptes à reconnaitre les antigènes pathogènes et les éliminer, sans s’activer à 

l’égard des composantes naturelles du soi. Pour cela, les bons thymocytes doivent être 

sélectionnés par des mécanismes de sélection au niveau du thymus, ce processus est 

appelé la tolérance centrale (Klein et al., 2009). En effet, au cours de ce processus, les 

thymocytes DP vont entrer en contact avec des cellules présentatrices d'antigène thymiques 

(Klein et al., 2009). Ainsi au niveau du cortex, les thymocytes DP vont subir une première 

sélection; une sélection positive  (Benoist et Mathis, 1989), où seuls ceux capables de 

reconnaitre des peptides présentés sur les molécules du CMH par les cellules épithéliales 

thymiques du cortex (cTEC), (Figure 1.3), sont positivement sélectionnés (Nakagawa et al., 

1998). Ces derniers se dirigent ensuite vers la medulla thymique pour y subir une deuxième 

sélection; une sélection négative (Witt et al., 2005). A ce niveau, les cellules dendritiques 

ainsi que les cellules épithéliales thymiques de la medulla (mTEC), (Figure 1.3), vont leurs 

présenter, sur leurs molécules du CMH, des antigènes dérivés du soi qu’ils peuvent 

reconnaitre par la suite à la périphérie. Afin de limiter l’export des lymphocytes T 

autoréactifs, les thymocytes qui ont une trop forte affinité pour les complexes CMH-peptides 

du soi sont éliminés, et les autres deviennent des lymphocytes T matures simples 
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positifs CD4+ ou CD8+, et sortent enfin du thymus pour rejoindre les organes lymphoïdes 

secondaires (Klein et al., 2009).   

Toutefois, même avec le strict contrôle suite à la sélection thymique, des lymphocytes T 

autoréactifs se retrouvent parfois à la périphérie. Ces derniers doivent être éliminés par des 

mécanismes de tolérance en périphérie (Walker et Abbas, 2002), principalement suite à 

l’intervention des lymphocytes Treg (tolérance périphérique). 

 

1.2.2. Activation, différentiation et polarisation des lymphocytes T helper  

 

Au niveau des organes lymphoïdes secondaires, l’interaction lymphocyte Th-cellule 

dendritique joue un rôle clé dans le déroulement et l’articulation de la réponse immunitaire 

adaptative. En effet, l’engagement du TCR, exprimé par le lymphocyte Th, avec le complexe 

CMH/peptide spécifique, au niveau de la cellule dendritique, conduit à l’activation du 

lymphocyte Th suite au recrutement de nombreuses molécules de surfaces et de 

signalisation. La zone de contact entre ces deux cellules est appelée: synapse 

immunologique; un terme utilisé pour la première fois en 1984 par Norcross (Norcross, 

1984).  

L’activation des lymphocytes Th est suivie par leur prolifération et différentiation en cellules 

Th effectrices parmi lesquelles différents lignages sont bien décrits; les lymphocytes T 

auxiliaires 1 (Th1), les lymphocytes T auxiliaires 2 (Th2), les lymphocytes T auxiliaires 17 

(Th17) (Luckheeram et al., 2012). Chaque lignage a des fonctions spécifiques, et la 

différenciation vers un clone spécifique dépend principalement du microenvironnement 

cytokinique présent lors de l’initiation de la réponse immune (Romagnani, 1992) (Figure 1.5). 

 

1.2.2.1. Lymphocytes Th1: différentiation et fonctions 

 

Le développement des clones Th1 est contrôlé par une cytokine clé produite par les cellules 

dendritiques et les macrophages suite à une stimulation par des produits viraux, des 

bactéries intracellulaires, ainsi que par des protozoaires; il s’agit de l’IL-12 (Trinchieri, 1993) 

(figure 1.5). 

L’IL-12 est une molécule composée de deux sous-unités reliées par un pont disulfure; la p40, 

dont la synthèse est inductible par les cellules lymphoïdes, et la p35, exprimée de façon 

constitutive par plusieurs types de cellules (Trinchieri et al., 2003). La différenciation des Th1 

dépend également d’une autre cytokine ; l’IFN-γ (Zhu et Paul, 2008). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18725574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18725574
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La réponse initiale à l’IL-12 induit l’activation du facteur STAT4 (Signal Transducers and 

Activators of Transcription 4), entrainant une faible expression de l’IFN-γ. L’interaction de 

cette dernière avec son récepteur, exprimé par la même cellule productrice ou voisine, active 

un autre facteur de transcription STAT1, qui induit l’expression du T-bet (T box expressed in 

T cells), considéré comme le facteur majeur de transcription des lymphocytes Th1 

(Thierfelder et al., 1996). L’expression du T-bet, amplifie, d’une part, la transcription du gène 

de l’IFN-γ, conduisant à la synthèse de quantités importantes d’IFN-γ, et favorise, d’autre 

part, l’expression de la chaîne β2 du récepteur à l’IL-12 par le lymphocyte T, désormais 

polarisé en lymphocyte Th1, potentialisant ainsi l’effet de l’IL-12 (Amsen et al., 2009; 

Annunziato et Romagnani, 2009 ; Szabo et al., 1997). 

 

 

 
Figure 1.5. Différentiation et polarisation des profils lymphocytaires T helper (DuPage 
et Bluestone, 2016 ; Swain et al., 2012). Suite à la reconnaissance d'un antigène spécifique présenté 

par une cellule présentatrice d'antigène, les lymphocytes T CD4
+
 peuvent être polarisés en sous-ensembles de 

cellules T helper effectrices distinctes capable d’orchestrer les réponses immunitaires. La différenciation des 
lymphocytes T CD4

+
 est contrôlée principalement par des facteurs de transcription, dont l'expression est 

déterminée essentiellement par des cytokines. Chaque sous-ensemble de lymphocyte T helper se caractérise par 
un profil cytokinique et par des fonctions bien distinctes. Cellule Treg: cellule T régulatrice, FOXP3: forkhead box 
transcription factor p3, GATA3: GATA-binding protein 3, IFN-γ: interferon-gamma, IL: interleukin, ROR: Retinoid-
related orphan receptor, STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription, TCR: T cell receptor,       
TGF-β: Trasforming Growth Factor-β, Th: T helper.   

 

http://www.nature.com/nri/journal/v16/n3/fig_tab/nri.2015.18_F1.html#auth-1
http://www.nature.com/nri/journal/v16/n3/fig_tab/nri.2015.18_F1.html#auth-2
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L’IL-18 favorise également la différenciation Th1 induite par l’IL-12. Cependant, cette 

cytokine est incapable de diriger à elle seule leur développement. En effet, il a été rapporté 

antérieurement (Robinson et al., 1997), que l’IL-18 agit après l’induction de la polarisation 

Th1 par l’IL-12 en favorisant la synthèse d’IFN-γ par les cellules Th1.  

 

D’autres facteurs semblent également favoriser la différenciation des clones Th1, tels que 

Runx1 (Runt-related transcription factor 1) et Runx3 (Kohu et al., 2009; Komine et al., 2003),  

l’Eomesodermin (Eomes), qui est, à côté du T-bet, un membre de la famille T-box 

(Luckheeram et al., 2012). Les principaux marqueurs de surfaces exprimés par les 

lymphocytes Th1 sont la chaîne β du récepteur de l’IL-12 (Szabo et al., 1997), et celle de 

l’IFN-γ (Bach et al., 1995), le récepteur de l’IL-18 (Xu et al., 1998), ainsi que les récepteurs 

des chemiokines CXCR3 et CCR5 (Bonnechi et al., 1998 ; Loetscher et al., 1998). 

  

Les cellules Th1 orientent les réponses immunes à médiation cellulaire, ordonnant la 

destruction des pathogènes intracellulaires et stimulent une commutation de classe vers la 

production d’immunoglobuline G1 (IgG1), d’IgG2 et d’IgG3 (Annunziato et Romagnani, 

2009 ; Mosmann et Coffman, 1989). Les cytokines secrétées par les lymphocytes Th1, 

principalement l’IFN-γ et IL-2, sont impliquées dans l’activation, la prolifération et la 

différenciation des lymphocytes T CD8+ en lymphocytes T cytotoxiques (Gattinoni et al., 

2005 ; Sad et al., 1995). L’IFN-γ, une cytokine proiflammatoire, peut également activer les 

macrophages et augmenter leur activité antimicrobienne (Mosmann et Coffman, 

1989b ; Murray el al., 1985). Ce qui implique que les réponses Th1 sont souvent associées à 

des phénomènes inflammatoires, notamment la réaction d’hypersensibilité. Aussi, les 

lymphocytes Th1 sont fortement impliqués dans la génération des pathologies auto-immunes 

et dans d’autres désordres inflammatoires qui sont souvent médiés par les réponses 

immunes à médiation cellulaire (Martin et Moscat, 2012). 

 

1.2.2.2. Lymphocytes Th2 : différenciation et fonctions 

 

La différenciation des clones Th2 dépend principalement de l’IL-4 (Swain et al., 1990). En 

effet, un défaut majeur de la génération des réponses Th2 en réponse à de nombreux stimuli 

a été constaté au niveau des souris invalidées pour le gène de l’IL-4 (Kuhn et al., 1991).  

 

En réponse à l’IL-4, la protéine STAT6 est activée, ce qui induit l’expression du GATA3 

(GATA-binding protein 3), considéré comme le facteur de transcription spécifique des 
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lymphocytes Th2, et favorise l’expression du gène de l’IL-4 (Ansel et al., 2006 ; Zhu et al., 

2001). Plus particulièrement le GATA3 est indispensable pour la différenciation des clones 

Th2 en favorisant la production des cytokines de type Th2, comme l’IL-5, l’IL-13 et 

principalement l’IL-4 (Amsen et al., 2009). STAT6 est impliquée dans la surexpression du 

gène de l’IL-4 en augmentant l’expression du facteur de transcription c-Maf (cellular 

muscular aponeurotic fibrosarcoma) (Ansel et al., 2006 ; Kim et al., 1999). Ce dernier est un 

membre de la famille de la protéine activatrice 1 (AP1, Activator protein 1), et son expression 

est restreinte aux cellules Th2. D’après Ho et al. (1998), une surexpression du c-Maf chez la 

souris induit une augmentation de la réponse immune Th2. Son déficit provoque une 

diminution de la production d’IL-4 (Kim et al., 1999). 

 

Le growth factor independent-1 (Gfi-1), un répresseur de transcription qui joue un rôle 

important dans la prolifération cellulaire et l’inhibition de l’apoptose, est impliqué dans la 

différenciation de plusieurs cellules hématopoïétiques (Suzuki et al, 2016), et est également 

impliqué dans le processus de différenciation des cellules Th2 induit par IL-4/STAT6 (Zhu et 

al., 2002). Selon Shinnakasu et al. (2008), le facteur Gfi-1 joue un rôle dans la stabilisation 

de l’expression du GATA3. Par ailleurs, la production de l’IL-4 par les lymphocytes Th est 

également induite suite à l’activation du STAT5 en réponse à l’IL-2 (Cote-Sierra et al., 2004). 

Par conséquent, l’IL-2, à côté de l’IL-4, joue aussi un rôle primordial dans la différentiation 

des lymphocytes Th2. 

 

Les cellules Th2 expriment à leurs surface les récepteurs aux chemiokines CCR3 et CCR4 

(Mai et al., 2010), et CCR8 (D'Ambrosio et al., 1998). Elles secrètent principalement l’IL-4, 

l’IL-5, l’IL-9, l’IL-13, et jouent un rôle primordial dans l’induction des réponses immunitaires à 

médiation humorale, dirigeant ainsi l’élimination des pathogènes extracellulaires tels que les 

parasites (Sokol et al., 2009; Del Prete, 1992). Les lymphocytes Th2 stimulent la 

commutation isotypique des lymphocytes B pour la production d’IgE. Par conséquent, ils 

sont souvent associés au développement des allergies (Stavnezer,  1996). Les cellules Th2 

favorisent également la production d’IgG de type 4 (Annunziato et Romagnani, 2009). 

 

L’IL-4, la principale cytokine produite par les clones Th2, induit l’expression du récepteur de 

haute affinité pour l’IgE (FcɛRII) par les mastocytes et les basophiles, ainsi que le récepteur 

de faible affinité pour IgE (FcɛRI) par les macrophages et les lymphocytes B, et par 

conséquent la libération de l’histamine et de la sérotonine (Steinke et Borish, 2001). Cette 

cytokine induit également une diminution des médiateurs inflammatoires comme l’IL-6, le 
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facteur de croissance des granulocytes et macrophages (GM-CSF, Granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor), et la molécule d'adhésion des cellules vasculaires 1 (VCAM-1, 

vascular cell adhesion molecule 1) (Doucet et al., 1998).  

L’IL-5, quant à elle, joue un rôle clé dans l’activation et le recrutement des éosinophiles. En 

effet, ces dernièrs expriment fortement le récepteur de l’IL-5 (Rothenberg et Hogan, 2006). 

L’IL-9 est impliqué dans l’activation des lymphocytes B, des mastocytes et des éosinophiles, 

et est associé souvent aux allergies respiratoires, vu son implication dans la libération des 

facteurs chemiottractant et la sécrétion excessive du mucus (Little et al., 2001). 

 

1.2.2.3. Contre-régulation réciproque des réponses Th1/Th2 

  

Une contre-régulation réciproque entre les réponses Th1 et Th2 existe. Tant que le profil Th2 

est activé, le profil Th1 est inhibé, et vice versa; un véritable cercle vicieux !. En effet, le 

développement de la lignée Th1 est inhibé suite à l’inhibition de la production d’IL-12 

essentiellement par l’IL-4 produit par les clones Th2 (Koch et al., 1996); alors que le 

développement des cellules Th2 est inhibé par l’IFN-γ secrété par les cellules Th1 (Fitch et 

al., 1993) (Figure 1.6). 

 

Figure 1.6. La contre-régulation réciproque des réponses Th1/Th2  (Zhu et Paul, 2008). 
GATA3: GATA-binding protein 3, Gfi1: Growth factor independent-1, IFN-γ: interferon-gamma, IL: interleukin, IL-
R: interleukin receptor. Runx3: Runt-related transcription factor 3, STAT: Signal Transducers and Activators of 
Transcription, T-bet: T-box-expressed in T-cells.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18725574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18725574
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De plus, les facteurs de transcription spécifiques impliqués dans la différenciation des clones 

Th1/Th2 jouent un rôle important dans cette régulation réciproque.  En effet, les facteurs de 

transcription impliqués dans la différenciation des clones Th1 inhibe la différenciation Th2 

comme Runx3 qui réprime la transcription de l’IL-4 (Kohu et al., 2009 ; Zhu et Paul, 2008), et 

T-bet qui diminue l’expression du GATA-3 (Hwang et al., 2005). Ce dernier, impliqué dans la 

différenciation de la lignée Th2, inhibe à son tour l’activation du STAT4 et l’expression du 

récepteur β de l’IL-12 (Usui et al., 2003). L’expression du T-bet et la production de l’IFN-γ 

sont inhibés par STAT5 (Zhu et Paul, 2008) et Gfi-1 (Suzuki et al., 2016), respectivement 

(Figure 1.6). 

 

1.2.2.4. Lymphocytes Th17 : différenciation et fonctions 

 

La différentiation du lymphocyte Th naïf (Th0) en Th17 est induite principalement par le 

facteur TGF-β (Trasforming Growth Factor-β) et l’IL-6 (Weaver et al., 2007), suite à 

l’activation des facteurs de transcription RORγt (Retinoid-related orphan receptor gamma t) 

et STAT3. Ce qui induit la production d’IL-17A, d’IL-17F et d’IL-22 ; des cytokines de type 

Th17 (Jetten, 2009) (Figure 1.7). 

 

A côté du RORγt et STAT3, différents autres facteurs de transcription sont impliqués dans la 

différenciation des clones Th17, tels que le RORα, appelé également ; NR1F1 (nuclear 

receptor subfamily 1) ou RORA (Jetten et al., 2009), qui est un facteur de transcription 

appartenant à la famille ROR. En synergie avec RORγt, RORα peut améliorer la 

différenciation des Th17 (Chi et al., 2016). En inhibant le STAT1, qui régule négativement le 

développement des clones Th17, le récepteur « d'hydrocarbures » aromatiques (AHR, aryl 

hydrocarbon receptor), un autre facteur de transcription, joue un rôle dans le développement 

des clones Th17 (Kimura et al., 2008; Veldhoen et al., 2008). 

 

Au cours de la différenciation des lignées Th1 et Th2, l’IFN-γ et l’IL-4 assurent la  

différenciation, ainsi que l’amplification de ces lignées, respectivement. Cependant, l’IL-17 

produit par les clones Th17 différenciés ne peut pas assurer l’amplification de la lignée Th17. 

L’amplification et le maintien de cette lignée dépendent de l’IL-21 et de l’IL-23, 

respectivement (Veldhoen et al., 2006 ; Langrish et al., 2005). En présence de l’IL-6, le   

TGF-β induit la production de l’IL-21 et l’expression du l’IL-23R (Zhou et al., 2007; Veldhoen 

et al., 2006). La sécrétion de l’IL-17 et de l’IL-21 est par la suite améliorée par l’IL-21 qui agit 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18725574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18725574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18725574
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18725574
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en boucle autocrine (Nurieva et al., 2007) (Figure 1.7). La polarisation des LT naïfs en Th17 

est inhibée principalement par l’IL-27 et l’IFN-γ (McGeachy et Cua, 2007).  

 

 
 

Figure 1.7. Différenciation et maintien de la lignée Th17 (Jetten, 2009). Foxp3: Forkhead box 

transcription factor p3, IL: Interleukin, IL-R: interleukin Receptor, LTh: T helper Lymphocyte, ROR: Retinoid-
related orphan receptor, STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription. TGF-β: Trasforming Growth 
Factor-β.  

  

En 2005, la description d’une lignée comme une nouvelle population lymphocytaire T CD4 a 

bouleversé la dualité Th1/Th2.  Harrington et al. (2005), semblent être les premiers à utiliser 

le terme Th17 plutôt que  « Cellules T CD4 productrices de l’IL-17 ». Cette sous-population, 

sécrétrice d’IL-17A, d’IL-17F, d’IL-21 et d’IL-22, est décrite comme une population 

interagissant avec l’immunité innée et adaptative, cellulaire et humorale (Harrington et al., 

2005), et est impliquée généralement dans les réponses immunitaires anti-infectieuses, 

principalement dans les réponses antifongiques (Annunziato et al., 2007).  

 



Chapitre 1. Revue de la littérature 

 

 

26 
 

En effet, les lymphocytes Th17 jouent un rôle dans la destruction des pathogènes 

qui sont résistants aux réponses immunes prodiguées par les  lymphocytes Th1 et Th2 et qui 

nécessitent une forte réponse  inflammatoire. 

 

Partageant le même récepteur (IL17RA), l’IL-17A et l’IL-17F ont des fonctions semblables 

(Gaffen, 2009), Ils sont largement impliqués dans les réponses inflammatoires à cause de la 

présence de leurs récepteurs dans différents tissus, tels que l’intestin et la peau 

(Luckheeram et al., 2012), stimulent l’expression des chemiokines CXCL1 et CXCL8, ainsi 

que plusieurs cytokines telles que le TNF-α, l’IL-1β, l’IL-6, le GM-CSF et le facteur de 

croissance des granulocytes (G-CSF, Granulocyte Colony Stimulating Factor), en agissant 

sur différentes cellules comme les cellules  épithéliales,  endothéliales,  fibroblastes et 

les macrophages (Awane et al., 1999 ; Jovanovic et al., 1998). Hormis son rôle essentiel 

dans l’amplification du Th17, l’IL-21 induit la différenciation des lymphocytes B en 

plasmocytes et active les lymphocytes T ainsi que les cellules NK (Leonard et Spolski, 

2005). L’IL-22 joue un rôle dans les réponses immunes contre les bactéries au niveau des 

muqueuses en induisant la production des peptides antimicrobiens (Aujla et al., 2008). 

 

1.2.2.5. Lymphocytes T régulateurs : différenciations et fonctions 

Selon leur mode de génération, les lymphocytes Treg sont divisés en lymphocytes Treg 

naturels (nTreg), générés naturellement dans le thymus, et les lymphocytes Treg induits 

(iTreg), convertis en Treg lors de l'activation dans la périphérie (Wing et Sakaguchi, 2010) 

(Figure 1.8).  

 

Les cellules nTreg, représentent environ 10 % de la population totale des lymphocytes T 

CD4+ (Broere et al., 2011), proviennent des lymphocytes T CD4 naïfs qui auraient  

échappés à la sélection négative au niveau du thymus (Fontenot et al., 2005). Ces cellules 

expriment de façon constitutive le facteur de transcription Foxp3 (forkhead box transcription 

factor p3) qui est considéré comme un facteur de transcription clé dans la différenciation des 

Treg, ainsi  que le CD25, la sous-unité α du récepteur de haute affinité à l’IL-2 (Fehervari et 

Sakaguchi, 2006), et expriment faiblement  le CD127 (Seddiki et al., 2006). Cette sous-

population exprime également  le OX40 (CD134), la L-selectin (CD62L) et la CTLA-4 

(CD152) (Jonuleit et Schmitt, 2003). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jonuleit%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14662827
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmitt%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14662827
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Figure 1.8. Développement des lymphocytes T régulateurs (Gitelman et Bluestone,  
2016 ; Lourenço et La Cava, 2011). Les cellules nTreg sont produites au niveau du thymus, les iTreg 

par contre se développent à partir des LTh naïfs en périphérie. Trois sous types de Treg induits ont été décrits ; 
les iTreg FOXP3

+
, les cellules Tr1 et les cellules Th3.  CD: Cluster de différenciation, CMH II : Complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe II, Foxp3 : Forkhead box transcription factor p3. iTreg : Lymphocyte T régulateur 
induit, LTh : lymphocytes T helper, nTreg : lymphocyte T régulateur naturel, TCR : Récepteur de la cellule T. 

 

Les cellules iTreg ont quasiment les mêmes caractéristiques que les nTreg sur le plan de 

l’expression de marqueurs (Luckheeram et al., 2012). Trois sous types de iTreg ont été 

identifiées ; les cellules Tr1 (Type 1 regulatory T cells), productrices de l’IL-10, les cellules 

Th3 productrices du facteur TGF-β, et les cellules iTreg FOXP3+ (Lourenço et La Cava, 

2011). Les iTreg se développent, en périphérie à partir des cellules T CD4+ naïves dans un 

milieu cytokinique approprié ; principalement en présence du TGF-β (Chen et al., 2003), et 

d’IL-10 (Roncarolo et al., 2001), et leurs expansion dépend essentiellement de l’IL-4 et de 

l’IL-10 (Weiner, et al., 2001). En effet, le TGF-β induit non seulement la différenciation en 

Th17 en favorisant l’expression des facteurs de transcription RORγt mais aussi la 

polarisation en lymphocytes iTreg suite à l’induction de l’expression du Foxp3 (Chen et al., 

2003). Cette différenciation cellulaire des iTreg dépend de l’activation du STAT5 qui assure 

le maintien de l’expression du Foxp3 (Zorn, 2006).  

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Cluster_de_diff%C3%A9renciation
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21840222
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D’autres facteurs de transcription sont impliqués dans la différenciation des iTregs. En effet, 

le TGF-β favorise également l’activation du Smad 2 et Smad3 (Takimoto et al., 2010). 

Les lymphocytes Treg ont pour principales fonctions le maintien de la tolérance immunitaire 

périphérique, ainsi que l’atténuation des réponses immunes exagérées, et par conséquent, 

ils jouent un rôle essentiel dans la prévention des  maladies  auto-immunes (Sakaguchi et 

al., 2006). Le mécanisme exact par lequel cette sous-population lymphocytaire exerce ses 

fonctions n’est pas complètement élucidé. Cependant, son profil de sécrétion cytokinique 

semble jouer un rôle crucial (Broere et al., 2011).  

 

Les lymphocytes Treg agissent sur leurs cellules cibles, un grand nombre de cellules 

immunitaires,  directement par contact cellule-cellule (nTreg) via des molécules inhibitrices 

comme la CTLA-4 (Broere et al., 2011), ou en produisant des cytokines anti-

inflammatoires/régulatrices (iTreg), principalement l’IL-10, l’IL-35 et le TGF-β (Gitelman et 

Bluestone, 2016) (figure 1.8). En effet, ce dernier peut provoquer l’inhibition des fonctions 

effectrices des lymphocytes T CD8+ ainsi que ceux des cellules Th1 (Li et al., 2007 ; 

Von Boehmer, 2005). 

 

 L’IL-10, quand à elle, est impliquée dans la diminution de la production de l’IL-2, l’IL-5 et du 

TNF-α (Ouyang et al., 2011). Aussi, le TGF-β et l’IL-10 sont capables de limiter la production 

des IgE, atténuant ainsi les allergies (Jutel et Akdis, 2008). Par ailleurs, les lymphocytes 

Treg peuvent agir indirectement sur les lymphocytes T et réguler leurs activation via la 

modulation de l’état d’activation des CPAs, et cela en inhibant l’expression des molécules de 

costimulation (Broere et al., 2011). Aussi, les cellules Treg possèdent une 

activité cytotoxique en produisant des perforines/granzymes, provoquant ainsi la lyse de 

plusieurs cellules telles que les lymphocytes B et les monocytes (Zhao et al., 2006; 

Grossman et al., 2004). 

 

En inhibant les réponses immunitaires à médiation cellulaire, et par conséquent des cellules 

cytotoxiques nécessaires à l’éradication des cellules tumorales (Nishikawa, 2010), les 

cellules Treg sont également impliquées dans le développement des infections chroniques et 

des cancers (Chatila, 2005). Il a été montré également que les lymphocytes Treg sont 

impliqués dans la prévention des maladies auto-immunes (Okubo et al., 2016 ; Miyara et al., 

2014), des réponses inflammatoires, ainsi que dans les rejets des greffes (Schmidt  et  al.,  

2012).  
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1.2.3. Déséquilibre des balances immunologiques au cours du diabète du type 1  

 

Pour que l’organisme puisse répondre de manière adaptée aux différentes situations aux 

quelles il est confronté, il est capital de maintenir le meilleur équilibre possible des balances 

immunitaires, notamment les balances Th1/Th2 et Th17/Treg.  

 

1.2.3.1. Déséquilibre de la balance Th1/Th2 

 

Un déséquilibre de la balance Th1/Th2 dû à un dysfonctionnement immunitaire, provoqué 

par différents facteurs physiques et chimiques (Thorvaldson et al., 2005), est souvent lié au 

déclenchement de plusieurs pathologies. Les maladies allergiques figurent parmi les 

problèmes majeurs actuels de santé publique. Elles sont souvent associées à un 

déséquilibre de la balance immunitaire Th1/Th2 en faveur de Th2. Lors des maladies auto-

immunes, l’équilibre de cette balance est fréquemment rompu en faveur de Th1.  

Fait intéressant, l’un des mécanismes impliqués dans la pathogenèse du DT1 est la perte 

d’équilibre de la balance Th1/Th2. Divers arguments plaident pour l’implication d’une 

réponse immunitaire exacerbée de type Th1 (Walker et Herrath, 2016 ; Yoon et Jun, 2005 ; 

Overbergh et al., 2000). Alors, les cytokines de type Th2 semblent avoir un effet plutôt 

protecteur contre la destruction des cellules β (Ko et al., 2001; Suarez-Pinzon et Rabinovitch, 

2001). Healey et son équipe (1995), ont montré qu’un transfert de cellules Th chez la souris 

NOD induit une péri-insulite non destructrice lorsqu’elles sont de type Th2 et une insulite 

destructrice lorsqu’elles sont de type Th1. De ce fait, la modulation des réponses Th, en 

régulant particulièrement les cytokines Th1 tout en favorisant le développement de cellules 

Th2, est un point clé dans la modulation de la réponse auto-immune au cours du DT1. 

 

1.2.3.2. Déséquilibre de la balance Th17/Treg 

Un déséquilibre de la balance Th17/Treg, en faveur de Th17, a été observé au cours de 

plusieurs pathologies auto-immunes. Cependant, la découverte de l’IL-23, principale cytokine 

régulant positivement le profil Th17, est une molécule qui partage la p40 comme sous unité 

avec l’IL-12, ce qui a remis en question l’implication de l’IL-12, et par extrapolation Th1, dans 

certaines maladies. Il s’est avéré que l’action proinflammatoire qui leur avait été attribuée 

pouvait être celle des Th17. En effet, les cellules Th17 ont été récemment impliquées dans 

l’immunopathogénie de certaines formes d'auto-immunité que l'on croyait être Th1, telle que 
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la sclérose en plaques et son modèle murin, l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale 

(Cua et al., 2003). Les cellules Th17 sont associées au développement d’autres pathologies 

auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoïde (Miossec, 2009), le lupus érythémateux 

systémique (Eisenstein et Williams, 2009), et le DT1 chez l’homme, comme chez la souris 

NOD et le rat BB (Yangyang et al., 2015 ; Honkanen et al., 2010; Van den Brandt et al., 

2010).  

 

Des faibles taux des cellules Treg, notamment les nTreg, ont été révélés chez la souris NOD 

et chez les patients atteints du DT1 (Aribi, 2011). La régulation de la balance Th17/Treg en 

faveur des cellules Treg joue un rôle important dans la protection/prévention de la maladie. 

En effet ; Il a été suggéré que le processus inflammatoire au niveau des cellules β 

pancréatiques induit par un infiltrat lymphocytaire peut être réduit en inhibant les cellules 

Th17, suivi de l’accumulation des lymphocytes Treg aux niveaux des îlots pancréatiques 

(Honkanen et al., 2010). Il a été récemment suggéré que les cellules Treg pourraient 

prévenir le développement du DT1 (Okubo et al., 2016). 

 

1.3. Monocytes/macrophages 

 

1.3.1. Origine et différenciation  

Les monocytes/macrophages ont pour origine les cellules souches hématopoïétiques 

pluripotentes qui se différencient en précurseurs myéloïdes, donnant par la suite les 

granulocytes et la lignée des monocytes. Une fois ces derniers formés, ils quitteront la 

moelle osseuse pour aller dans la circulation sanguine  (Auffray et al., 2009).  Chez l’homme, 

les monocytes représentent environ 10 % des leucocytes du sang circulant (Auffray et al., 

2009). Après un à trois jours, ils traversent par diapédèse la barrière endothéliale et 

pénètrent les différents tissus de l’organisme où ils se différencient en macrophages (Auffray 

et al., 2009 ; Wiktor-Jedrzejczak et Gordon, 1996), ou en cellules dendritiques. 

Les monocytes/macrophages jouent un rôle clé dans la réponse immune innée et sont 

considérés comme les principaux acteurs de l’inflammation. En effectuant la phagocytose 

puis la présentation antigénique, les macrophages interviennent principalement à l’interface 

entre l’immunité innée et adaptative, et représentent les cellules effectrices dans l’initiation 

de la réponse immune innée ; tandis que les monocytes sont considérés comme le réservoir 

cellulaire. En effet, ils sont les précurseurs des macrophages résidents, retrouvés dans les 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1762420704001012
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1762420704001012
https://www.hindawi.com/20548679/
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différents tissus, et des cellules dendritiques myéloïdes (Gordon et Taylor, 2005) (Figure 

1.9). 

 

Figure 1.9 Origine, différenciation et hétérogénécité des monocytes-macrophages 
(Liaskou et al., 2012). Les monocytes dérivent de la moelle osseuse où ils se développent à partir des 

cellules souches hématopoïétiques via plusieurs étapes de différenciation. Une fois formés, ces monocytes sont 
libérés dans la circulation sanguine où ils représentent une population hétérogène dont trois principaux           
sous-types ont été décrits. Ces monocytes du sang périphérique sont ensuite recrutés dans les tissus où ils se 
différencient en cellules dendritiques ou en macrophages tissulaires. Deux types de macrophages ont été décrits; 
les macrophages classiquement activés (M1), qui se développent en réponse au TNF-α, IFN-γ et au LPS, et ils 
produisent des cytokines pro-inflammatoires, et les macrophages alternativement activés (M2) qui peuvent se 
développer en réponse à l'IL-4 et l'IL-13 et sont sécrétrices de l'IL-10. IFN: Interferon.  IL: Interleukine, LPS: 
lipopolyssacharides, TNF: Facteur de nécrose tumorale. 

 

1.3.2. Hétérogénécité et fonctions des monocytes  

Grace aux nouvelles technologies, les monocytes sont mieux caractérisés et de nouvelles 

sous-populations ont été mises en évidence. En se basant sur l’expression différentielle des 

marqueurs de surface CD14 et CD16, trois sous-populations de monocytes circulants 

humains ont été décrites (Mukherjee et al., 2015). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liaskou%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22933833
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« Monocytes classiques » (CD14++ CD16-) ; représentent 85 % des monocytes circulants, 

expriment fortement le récepteur CCR2 et faiblement le récepteur CX3CR1 (Yang et al., 

2014 ; Gordon et Taylor, 2005). Aussi, ces cellules expriment de faibles niveaux de  

molécules de costimulation et des récepteur de type Toll (TLR, Toll-Like Receptor), ont une 

grande capacité phagocytaire et produisent de l’IL-10 et du TNF-α en réponse au 

Lipopolysaccharide (LPS) (Cros et al, 2010).  

Le second sous-ensemble, appelé « monocytes non-classiques » (CD14+ CD16++), 

représentent 10 % des monocytes circulants (Wong et al., 2012). Contrairement au 

précédentes cellules (CD14++ CD16-), ces monocytes expriment faiblement le récepteur 

CCR2, fortement le récepteur CXCR1  (Yang et al., 2014), et les molécules CD80 et CD86 

(Mukherjee et al., 2015). En réponse au LPS, ces cellules produisent des cytokines en 

faibles quantités, comme le TNF-α, l’IL-1β, l’IL-8, et l’IL-6 (Wong et al., 2012). 

 

Enfin, le troisième sous-type « monocytes intermédiaires » (CD14++ CD16+), représentent 

5 % des monocytes circulants. Ces cellules expriment les récepteurs CCR2 et CCR5. Ce 

dernier est le récepteur pour la protéine macrophage inflammatory protein-1α (MIP-1α), et au 

CCL5 (appelé également RANTES, regulated on activation normal T cell expressed and 

secreted). Ces monocytes expriment fortement le CD80, le CD86 et HLA-DR et sont, par 

conséquent, dotés de fonctions inflammatoires et sont fortement impliqués dans la 

présentation antigénique et l’activation des lymphocytes T (Wong et al., 2012). Suite à une 

stimulation par le LPS, ces monocytes sécrètent de l’IL-1β, du TNF-α et de l’IL-6 (Rossol et 

al., 2012).  

 

1.3.3. Hétérogénécité et fonctions des macrophages  

Les macrophages jouent un rôle clé dans le système immunitaire, à la fois en tant que 

cellules effectrices et antimicrobiennes, mais aussi comme des cellules immuno-régulatrices, 

qui induisent, suppriment et modulent les réponses immunitaires adaptatives (Rath et al., 

2014). L’environnement cytokinique, produit par les lymphocytes T lors d’une réponse 

immune acquise, a pour conséquence la polarisation des macrophages en phénotypes M1 et 

M2, reflétant respectivement les phénotypes Th1 et Th2.  

Les macrophages M1, dont leurs activation est définie comme une activation classique, 

sont induits principalement par les cytokines de type Th1, essentiellement l’IFN-γ, et d’autres 

cytokines et facteurs de croissance comme le GM-CSF et le TFN-α, ainsi qu’en réponse à un 

stimulus microbien, tel que le LPS (Mosser et Edwards, 2008). Au niveau de ces 
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macrophages, l’IFN-γ active principalement le STAT1, en agissant principalement via la voie 

Jak-STAT (Janus kinase/Signal transducer and activator of transcription). Pour une meilleure 

activation classique des macrophages,  l’IFN- agit en synergie avec des ligands activateurs 

comme les ligands des TLRs. 

Les macrophages M2, dont l’activation est définie comme une activation alternative, sont 

induits par les cytokines de type Th2 (Gordon et Taylor, 2005), et sont considérés comme  

des macrophages de réparation nécessaires au retour de l’homéostasie tissulaire, mais 

aussi comme des cellules anti-inflammatoires, des « extincteurs » de l’activation M1 (Mosser 

et Edwards, 2008). Cependant, en fonction des signaux inducteurs, trois différents profils 

d’activation de M2 ont été décrits ; les macrophages M2a qui sont induits par l'IL-4 ou l’IL-13, 

les  M2b induits par les complexes immuns et par des ligands des TLRs, et les M2c polarisés 

par l’IL-10 (Mantovani et al., 2004). Ces macrophages alternativement activés sont impliqués 

dans l’activation des lymphocytes Th2 et principalement dans les mécanismes 

d’immunorégulation (Mantovani et al., 2004).  

Les principaux caractéristiques des macrophages M1 et M2 sont décrits dans le tableau 1.1. 

 

Tableau 1.1. Caractéristiques des macrophages M1 et M2 (Isidro et Appleyard, 2016)  

 Macrophage M1 Macrophage M2 

Stimuli IFN-, LPS, IFN- + LPS IL-4, IL-13, IL-10 

Phénotype Proinflammatoire Anti-inflammatoire 

Produits/Marqueurs IFN-α, IL-1β, IL-6, IL-12, 

IL-23, CXCL10, STAT1-p  

IL-10, TGF-β, CCL17, CCL22, 

CD136, CD206, STAT3/6-p 

Activité phagocytaire Forte Faible 

Présentation antigénique Forte Faible 

Métabolisme de l’arginine iNOS (ou NOS2): 

Arginine —>NO 

Arginase:  

Arginine —>Ornithine 

Activité antibactérienne Forte Faible 
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1.3.4. Monoxyde d’azote  

 

Le monoxyde d’azote, ou oxyde nitrique (NO), est une molécule de signalisation générée à 

partir de la L-Arginine, acide aminé semi-essentiel, et d‘oxygène moléculaire (O2) par une 

enzyme appelée ; la NO Synthase (NOS) (Alderton et al., 2001). 

Au cours de la réaction enzymatique (figure 1.10), dans laquelle la L-arginine est utilisée 

comme substrat, l’enzyme utilise du NAD(P)H (Nicotinamide Adénine Dinucléotide 

Phosphate), la FAD (Flavine Adénine Dinucléotide), la FMN (Flavine MonoNucléotide), la 

BH4 (tétrahydrobioptérine), et de l’O2 comme cofacteurs.  

 

 

Figure 1.10. La voie métabolique conduisant à la formation du monoxyde d’azote 
(Calabrese et al., 2007). En présence de l’oxygène, NADPH et les cofacteurs (FMN, FAD, BH4 et l’hème), 

la NO synthase oxyde la L-arginine en citrulline et NO. BH4: Tetrahydrobiopterin, FAD: Flavin adenine 
dinucleotide, FMN: Flavin mononucleotide, NADP: Nicotinamide-adenine- dinucleotide phosphate, NO: nitric 
oxide, NOS: nitric oxide synthase.  

 

L’enzyme NO synthase (NOS, nitric oxide synthase) est une protéine homodimérique, 

chaque monomère constitué de deux domaines: N-terminal, d’activité oxygénase, est le site 

de liaison de BH4 et de l’hème, et le domaine C-terminal portant une activité réductase, site 

de liaison du FMN, FAD, et du NADPH (Alderton et al., 2001). Les deux domaines sont reliés 

par un site central qui lie la calmoduline et stabilisés par un pont qui contient un atome de 

zinc (Crane et al., 1999) (Figure 1. 11). 

Trois isoformes de NOS existent:  

 

La nNOS, la NO Synthase neuronale, ou NOS1, mise en évidence dans les neurones en 

1990 par Bredt et Snyder (Bredt et Snyder, 1990), Le NO, appelé autrement EDRF 
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(Endothelium-derived relaxing factor) (Toda et Okamura, 1990), produit par cette enzyme 

agit comme un neurotransmetteur et assure principalement la vasodilatation, et est un 

médiateur de la relaxation du muscle lisse bronchique (Duncan et Heales, 2005 ; Belvisi et 

al., 1992).  

L’iNOS, la NO Synthase inductible, ou NOS2, isolée pour la première fois dans les 

macrophages stimulés par le LPS et l’IFN- (Xie et al., 1992). L’augmentation de son 

expression est favorisée principalement par des cytokines proinflammatoires, alors que 

d'autres cytokines, par exemple IL-4, IL-10, et le TGF-β,  inhibent la transcription du gène 

iNOS (Modolell et al., 1995). La voie NF-κB et la voie JAK/STAT sont les principales voies 

qui mènent à l’induction de l'ARNm (acide ribonucléique messager) de l’iNOS (Rao, 2000). 

En effet, l'IFN- par exemple, active la voix JAK/STAT qui mène à la synthèse du facteur de 

transcription interferon response factor (IRF-1) stimulant à son tour la transcription de l’iNOS. 

Cette enzyme peut aussi être induite dans plusieurs tissus, tels le tissu adipeux et le muscle 

(Rao, 2000 ; Kapur et al., 1997).  

 

 
Figure 1.11. Structure moléculaire de la NO Synthase (Gielis et al., 2011). BH4: 

tetrahydrobiopterin, FAD: flavin adenine dinucleotide, FMN: flavin mononucleotide, H: hydrogène, NADP: 
nicotinamide-adenine-dinucleotide phosphate, NO: Nitric oxide, NOS: Nitric oxide synthase.  

 

Le NO est généré par l’iNOS en fortes concentrations au niveau des cellules inflammatoires, 

principalement les macrophages, en réponse à des cellules tumorales ou à des pathogènes, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Toda%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2165993
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okamura%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2165993
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_ribonucl%C3%A9ique


Chapitre 1. Revue de la littérature 

 

 

36 
 

et agit comme une molécule cytotoxique sur les microorganismes, assurant une protection 

contre les infections, essentiellement parasitaires (Ascenzi et al., 2003). Le NO peut toutefois 

aussi favoriser le développement de plusieurs maladies comme certaines formes 

d'inflammations. En effet, l’expression de l’iNOS était décrite dans plusieurs maladies 

inflammatoires chroniques et auto-immunes, comme au niveau des macrophages au cours 

de la sclérose multiple (DeGroot et al., 1997), ainsi qu’au cours de la maladie de Crohn 

(Singer et al., 1996).  

La eNOS, la NO Synthase endothéliale, ou NOS3, identifiée au niveau des cellules 

endothéliales vasculaires (Kobzik et al., 1994). Le NO produit par l’eNOS exerce ses 

fonctions au niveau du système vasculaire (Waldman et Murad, 1988), inhibe l'agrégation 

ainsi que l’adhésion des plaquettes et réduit l’adhérence des leucocytes à l’endothelium 

(Viaro et al., 2000). 

 

Du fait de leurs expression principalement à l‘état de base de la cellule, la NOS1 et la NOS3 

sont regroupées dans un seul groupe, sous le terme de NOS constitutives (cNOS), et 

produisent un faible taux de NO. Cependant, l’expression de l’iNOS est induite en réponse à 

des stimuli inflammatoires, générant une grande quantité de NO (Haviarová et al., 2011). 

Néanmoins, il a été montré que les trois isoformes de NOS peuvent être exprimés par les 

cellules des voies aériennes et du parenchyme pulmonaire (Ricciardolo et al., 2004). Donc, 

afin d’éviter toute confusion, il est préférable de classer les NOS en NOS1, NOS2 et NOS3. 

 

1.3.5. La balance iNOS/ arginase 

L’utilisation de la L-arginine est le résultat d’une compétition entre les NOS et un autre 

système enzymatique: les arginases. En effet, la L-arginine peut également être métabolisée 

par les arginases en urée et L-ornithine, précurseur des polyamines et de la proline qui 

favorisent la prolifération et la réparation tissulaire (Morris, 2002).  

 

L’utilisation de la L–arginine comme substrat commun par l’une ou l’autre aura des effets 

différents voire opposés. L'expression de l’iNOS est contrôlée par la disponibilité de l'arginine 

(Lee et al., 2003), qui peut être limitée par l’arginase, régulant ainsi la synthèse du NO. En 

effet, suite à l’induction de l’arginase au niveau du macrophage par l’IL-4 et l’IL-13, la 

production du NO diminue (El-Gayar et al., 2003 ; Rutschman et al., 2001). De même, 
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l’activité des NOS peut être inhibée par les polyamines produits par les arginases (Szabo et 

al., 1994).  

 

Il est bien établi aujourd’hui que le métabolisme de la L-arginine joue un rôle capital dans la 

polarisation des macrophages M1/M2. En effet, les macrophages M1 expriment l’iNOS, 

tandis que les macrophages M2 sont caractérisés par l'expression de l’arginase (Isidro et 

Appleyard, 2016). Au niveau du macrophage, en réponse au stimuli microbien via le TLR et 

au cytokines de type Th1, l’expression de l’iNOS est induite, favorisant la polarisation du 

macrophage vers un profil M1 (Ochoa et al., 2001 ; Rutschman et al., 2001). Cependant, le 

profil M2 est favorisé suite à l’induction de l’expression de l’arginase par les cytokines de 

type Th2,  (Rath et al., 2014 ; Mosser et Edwards, 2008 ; Ochoa et al., 2001) (Figure 1.12).  

 

 

 

Figure 1.12. Le catabolisme de la L-arginine au niveau des macrophages M1 et M2 
(Muraille et al., 2014 ; Gordon, 2003). L’IL-4, l’IL-10 et l’IL-13 stimulent la division cellulaire et la 

synthèse du collagène suite à la conversion de la L-arginine en L-ornithine par l’arginase. Cependant, l’IFN- 
augmente l’activité de la NOS inductible favorisant la production du NO et par conséquent inhibe l’expression  de 
l’arginase. IFN: Interféron, IL: interleukine, M1: Macrophage classiquement activé/proinflammatoire, M2: 
Macrophage alternativement activé/réparateur, NADP: Nicotinamide-Adenine- Dinucleotide Phosphate, NO: Nitric 
oxide, TNF: Facteur de Nécrose Tumorale.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rath%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25386178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muraille%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25505468
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1.4. Vitamine D 

 

1.4.1. Structure, origine et synthèse de la vitamine D 

 

La vitamine D, identifiée pour la première fois en 1992 par McCollum et al. (1922), comme 

une substance préventive du rachitisme, est une hormone liposoluble avec une structure 

moléculaire de stéroïde. Elle existe sous diverses formes différant entre elles par le degré 

d’hydroxylation (Yamshchikov et al., 2009) (Figue 1.13). 

 

 
 

Figure 1.13. Différences structurelles entre vitamine D3 et D2 et leurs métabolites 

(Gaillard et Desbène, 2013). 

 

La vitamine D peut être soit d'origine exogène, soit d’origine endogène.  

 

La vitamine D exogène est représentée par les sources alimentairessous deux formes :   

La vitamine D2, ou ergocalciférol, d’origine végétale qui provient de l’irradiation par les  

rayons UVB d’un précurseur l’ergostérol. Elle est présente principalement dans les 

champignons. 

La vitamine D3, ou cholécalciférol, d’origine animale, qui est retrouvée essentiellement dans 

les poissons gras, les produits laitiers, et le jaune d'œuf (Holick, 2007).  

 

Le tableau 1.2 représente les aliments qui sont considérés comme une source de la   

vitamine D. 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0923253212001822
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Tableau 1.2. Les principales sources alimentaires de la vitamine D (1 µg = 40 UI) 

(Souberbielle, 2013). 

Vitamine D Aliments Quantité  

Vitamine D2 Les champignons  20-25 µg (800-1000 UI) pour 100 g 

 

 

 

Vitamine D3 

Huile de foie de morue 500 µg (20000 UI) pour 100 mL 

Saumon d’élevage  7-10 µg (280-400 UI) pour 100 g 

Sardines à l’huile  7,5 µg (300 UI) pour 100 g 

Huîtres  10 µg (400 UI) pour 100 g 

Truite  5 µg (200  UI) pour 100 g 

Sole 2 µg (80 UI) pour 100 g 

Jaune d’œuf 2-3 µg (80-120 UI)  pour 100 g 

Foie de veau 0,5 µg (20 UI) pour 100 g 

Laitages ou céréales 
enrichis en vitamine D 

1,25 µg (50 UI) pour 100 mL ou 100 g  

  

La vitamine D endogène est contrairement aux autres vitamines, la principale source de 

vitamine D non alimentaire, dont la synthèse cutanée est considérée comme la source la 

plus essentielle. La vitamine D3 est synthétisée par la couche profonde de l’épiderme à partir 

d’un précurseur, le 7-déshydrocholestérol, qui, sous l’action des rayons UVB de basse 

longueur d’onde comprise entre 290 et 315 nm, permet la synthèse de la pré-vitamine D qui 

s’isomérise ensuite spontanément en vitamine D3 (Cholécalciférol) (Holick, 2006 ; Lips, 

2006). Cependant, une multitude de facteurs influent sur le processus de production 

endogène de la vitamine D, tels que la pigmentation de la peau, l'utilisation d'écran solaire 

(Webb, 2006 ; Holick, 1994), la saison, les protections vestimentaires (Wagner et al., 2008), 

et l’âge. Il a été rapporté que la concentration cutanée en 7-déshydrocholestérol diminue 

avec l’âge, et qu’une personne âgée de 20 ans synthétise 4 fois plus de vitamine D à travers 

l’épiderme qu’une personne de 70 ans (Holick, 2006). 

 

1.4.2. Métabolisme de la vitamine D  

 

Afin que la vitamine D devienne pleinement active, elle doit subir deux transformations. Une 

fois au niveau sanguin, la vitamine D apportée par l’alimentation (vitamine D2 ou D3) après 
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son absorption par l’intestin grêle ou produite par la peau (vitamine D3), est transportée par 

une protéine porteuse appelée DBP (vitamin D-binding protein), une α2-globuline synthétisée 

par le foie (Speeckaert, et al., 2006), puis captée au niveau hépatique pour y subir une 

hydroxylation sur le carbone 25 par l’enzyme 25-hydroxylase, appelée également le CYP2R1 

(Bouillon et al., 2008), aboutissant à la formation de la 25-hydroxyvitamine D (25(OH)D) ou 

calcidiol, ayant une demi-vie de l’ordre de deux à quatre semaines, et dont la concentration 

sérique représente le statut vitaminique D d’un individu (Souberbielle et al., 2008). Sous 

l’action de la 1 α-hydroxylase (1 α-OHase), enzyme située dans la membrane interne des 

mitochondries et qui appartient à la famille des cytochromes P450, également appelée 

cytochrome P450 27B1 ou CYP27B1 (Schuster, 2011), la 25(OH)D est de nouveau 

hydroxylée en position 1, classiquement dans les cellules du tubule proximal rénal, formant 

ainsi le métabolite actif de la vitamine D, appelé calcitriol ou 1,25 dihydroxyvitamine D 

(1,25(OH)2D) avec une courte demi-vie d’environ quatre heures (Lips, 2006) (Figure 1. 14). 

 

 

Figure 1.14. Métabolisme de la vitamine D (Deeb et al., 2007). 1 α-OHase: 1 alpha hydroxylase, 

25-OHase: 25-hydroxylase, DBP: Vitamin D binding protein, Vit D: Vitamine D,  UVB: Ultra-Violet B. 
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1.4.3. Régulation du métabolisme de la vitamine D 

 

Il existe des mécanismes protecteurs vis-à-vis d’une production excessive de la vitamine D. 

En effet, contrairement à l’hydroxylation hépatique, qui est très peu régulée, l’hydroxylation 

rénale est un processus strictement contrôlé par les hormones du métabolisme 

phosphocalcique. La stimulation de la 1 α-hydroxylase est essentiellement assurée par 

l’hormone parathyroïdienne ou parathormone (PTH, Parathyroïd hormone) libérée par les 

glandes parathyroïdes lors d’une hypocalcémie, suite à une faible concentration sanguine en 

ions calciques (Ca2
+) et phosphates (PO4

3-) (Souberbielle et al., 2008 ; Holick, 2006). En 

revanche, le facteur de croissance du fibroblaste 23 (FGF23, fibroblast growth factor 23), 

induit une inhibition de la 1 α-hydroxylase et de l’expression de la PTH (Armbrecht et al., 

2003). 

 Il existe aussi un rétrocontrôle de la 1,25(OH)2D3 sur sa propre synthèse et son catabolisme. 

En effet, la 24-hydroxylase (CYP24A1) est une enzyme impliquée dans le catabolisme du 

1,25(OH)2D. Elle convertis la 1,25(OH)2D3, de même que la 25(OH)2D3, en composé inactif, 

qui sera excrété ensuite par la bile (Holick, 2007). Cette enzyme est stimulée par la 

1,25(OH)2D3 en excès, et est capable d’inhiber la production de la PTH (Levy-Weil, 2010). 

Par conséquent, la concentration circulante en 1,25(OH)2D3 dépend de l’importance de son 

catabolisme. Des taux sériques très élevés de 1,25(OH)2D3 étaient révélés chez des souris 

dépourvues du gène codant pour la CYP24A1 (Masuda et al., 2005). Selon l’équipe de 

Holick (2007), une hypercalcémie néonatale sévère était provoquée suite à des mutations 

inactivatrices du gène codant pour l’enzyme CYP24A1. 

 

1.4.4. Mode d’action de la vitamine D 

Le calcitriol, après être transporté via la circulation sanguine jusqu’aux tissus cibles où il se 

lie à un récepteur cytosolique appelé VDR (vitamin D receptor), qui représente l’un des  

membres de la superfamille des récepteurs nucléaires des stéroïdes (Schoindre et al., 

2012a). L’association au VDR assure ses fonctions biologiques par une régulation 

transcriptionnelle directe des gènes cibles. En effet, le complexe calcitriol-VDR se dirige vers 

le noyau de la cellule, où il se fixe à une autre protéine, le récepteur RXR, formant un 

complexe (RXR-VDR-1,25(OH)2D3) qui se lie ensuite à des sites spécifiques sur l’ADN (acide 

désoxyribonucléique), appelés éléments de réponse à la vitamine D (VDRE, vitamin D 

response element), régulant ainsi la transcription des gènes cibles (Zhang et al., 2012). 
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1.4.5. Fonctions biologiques de la vitamine D 

 

Le calcitriol exerce plusieurs fonctions biologiques; principalement, le maintien 

d’homéostasie phosphocalcique qui est considéré comme effet classique nécessaire pour 

une minéralisation osseuse adéquate. Il exerce aussi d’autres fonctions non classiques, 

notamment la modulation des réponses immunes.  

 
1.4.5.1. Fonctions classiques de la vitamine D  
 
Une coordination de différents tissus et organes, à savoir l’intestin (site d’absorption), l’os 

(site de stockage) et le rein (site de sécrétion), est essentielle pour avoir une normocalcémie 

et une normophosphatémie capables de maintenir certaines fonctions physiologiques 

(Lieben et al., 2011). 

Au niveau intestinal, la vitamine D induit la synthèse de plusieurs protéines impliquées dans 

l’absorption du calcium telles que la protéine TRPV6 (transient receptor potential cation 

channel, family V, member 6), qui crée un canal calcique au niveau de la bordure en brosse 

apicale de l’entérocyte, permettant  l’entrée du calcium dans la cellule (Hoenderop et al., 

2005),  et la calbindine qui transporte le calcium dans la cellule intestinale (Hoenderop et al., 

2005). En parallèle, l’entrée des phosphates dans l’entérocyte est favorisée suite à 

l’induction de la production de la protéine NPT2b (type II sodium-dependent phosphate 

transporter), un co-transporteur sodium-phosphate, par la vitamine D (White et al., 1998). 

 

Au niveau osseux, le calcitriol active la résorption osseuse en cas d’une baisse du taux du 

calcium et du phosphate dans le sang (Lieben et al., 2011). Au niveau des ostéoblastes, la 

1,25(OH)2D3 favorise la surexpression d’une molécule stimulatrice de la résorption osseuse 

par les ostéoclastes appelée RANKL (receptor activator of nuclear facteur κB Ligand) 

(Jurutka et al., 2007). La fixation de ce dernier à son récepteur, exprimé par les                

pré-ostéoclastes, entrainera la transformation du pré-ostéoclaste en ostéoclaste, favorisant 

la libération du calcium et du phosphate (Khosla, 2001).  

 

Au niveau rénal, à côté de son effet dans le rétrocontrôle négatif sur sa propre production et 

l’accélération de son catabolisme, le calcitriol augmente la réabsorption du calcium dans le 

tube contourné distal et du tubule connecteur en augmentant l’expression de la protéine 

TRPV5 (Transient Receptor Potential channel Vanilloid subtype 5), qui est indispensable à la 

réabsorption du calcium (Van de Graaf et al., 2006 ; Dusso et al., 2005). 

 



Chapitre 1. Revue de la littérature 

 

 

43 
 

1.4.5.2. Fonctions non classiques de la vitamine D 

Parallèlement à son rôle bien établi dans la régulation de l’homéostasie phosphocalcique, la 

vitamine D a d’autres fonctions physiologiques. Elle est essentiellement impliquée dans le 

contrôle de la différenciation de nombreux types cellulaires (Van Etten et Mathieu, 2005), 

l’apoptose, l’angiogénèse et l’immunomodulation (Adams et Hewison, 2010 ; Holick et 

Garabedian, 2006). La vitamine D peut agir sur toute une série de tissus, non impliqués dans 

l'homéostasie du calcium, qui expriment le VDR. Aussi, une production extra-rénale de la 

1,25(OH)2D3 par la 1 α-hydroxylase, susceptible d’agir de manière autocrine et paracrine 

(Holick, 2007), était décrite au niveau de plusieurs types de cellules principalement les 

ostéoblastes, les cellules placentaires et les macrophages (Holick et Garabedian, 2006).  

Le tableau 1.3 présente l’expression tissulaire du VDR et de la 1 α-hydroxylase. 

 

Tableau 1.3. Expression du recepteur de la vitamine D (VDR) et de la 1 α-hydroxylase 

aux niveaux des organes, des tissus et des cellules (Lorenc et al., 2012). 

 

Expression du VDR 

Tissus adipeux Gros intestin Cerveau 

Tissus osseux Peau Glande pituitaire 

Tissus cartilagineux Cellules β pancréatiques Glande parathyroïde 

Muscle cardiaque Rein Thymus 

Intestin grêle Foie fœtale Glande thyroïde 

Estomac Poumon Glande mammaire 

Placenta Rétine Ostéoblastes 

Utérus Moelle osseuse Lymphocytes T et B 

Expression de la 1 α-hydroxylase 

Gros Intestin Cellule dendritique Cellule endothéliale 

Cerveau Glande mammaire Glande parathyroïde 

Placenta Prostate Kératinocytes 

îlots pancréatiques Macrophages  
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1.4.6. Vitamine D et système immunitaire 

 

Plusieurs données plaident en faveur de l’implication de la vitamine D dans la modulation 

des deux composantes qui revêtent les défenses immunitaires: l’immunité innée et 

l’immunité adaptative. Quasiment toutes les cellules immunitaires, notamment les 

lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes T CD8+, les neutrophiles, les cellules présentatrices 

d’antigènes (macrophages et cellules dendritiques) expriment le VDR. De ce fait, le calcitriol 

peut agir sur toutes ces cellules. 

 

1.4.6.1. Rôle de la vitamine D dans l’immunité innée 

 

Les principales cellules de l’immunité innée, en particulier les monocytes/macrophages, 

expriment non seulement le VDR, mais aussi l’enzyme d'hydroxylation nécessaire à 

l’activation de la vitamine D, la 1 α-hydroxylase, ce qui leur permet d’utiliser directement la 

vitamine D circulante, qui, ainsi activée, peut induire une réponse antimicrobienne par un 

mode d’action intracrine ou paracrine. A ce niveau la 1,25(OH)2D3 représente un lien 

essentiel entre l'activation du TLR, exprimé par le macrophage, et la réponse antibactérienne 

à une infection par l’induction des gènes codant pour des peptides antibactériens, comme 

les cathelecidines (Adorini et Penna, 2008), et les défensines (Mathieu, 2011) (Figure 1.15). 

 

La vitamine D induit également la différenciation des macrophages, favorise leurs capacités 

de chimiotactisme et augmente leur capacité phagocytaire (Mathieu, 2011).  Aussi, dans les 

macrophages, l’enzyme iNOS est inhibée par la 1,25 dihydroxyvitamine D3 entraînant une 

diminution du NO (Bouvard et al., 2010). Plusieurs études ont rapporté les effets de la 

vitamine D sur les macrophages, tels que l’activation des gènes des cathelecidines et des 

défensines lors d’une infection par Mycobacterium Tuberculosis (Coussens et al., 2009 ; Yuk 

et al., 2009).  

 

Par ailleurs, un déficit en vitamine D3 a été associé, par plusieurs études épidémiologiques, à 

la fréquence ou à la gravité de certaines infections aiguës, dans lesquelles l’activation de 

l’immunité innée joue un rôle essentiel. Sadeghi et al. (2006), ont rapporté qu’un déficit en 

vitamine D3 peut favoriser les infections à Staphylococcus aureus. Il est probable que la 

supplémentation en vitamine D3 puisse contribuer à réduire les conséquences de 

l’immunopathologie induite par la persistance d’un agent pathogène.  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adorini%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18594491
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Penna%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18594491


Chapitre 1. Revue de la littérature 

 

 

45 
 

1.4.6.2. Rôle de la vitamine D dans l’immunité adaptative 

 

Contrairement à son effet sur l’immunité innée, l’action immunomodulatrice de la vitamine D 

sur les principaux acteurs cellulaires de l’immunité adaptative est globalement suppressive 

(Figure 1.15).   

 

Figure 1.15. Les effets immunomodulateurs de la 1,25(OH)2D3 (Mathieu, 2011 ; 
Schwalfenberg, 2011). La 1,25(OH)2D3, d’une part, stimule la réponse immunitaire innée en augmentant 

l’activité phagocytaire et la production des protéines antimicrobiennes, et, d’autre part, module l'immunité 
adaptative. La 1,25(OH)2D3 inhibe l'expression des molécules de costimulation (CD40 , CD80, CD86) et du CMHII 
à la surface des cellules dendritiques, et inhibe la production des cytokines, telles que l’IL-12. Par conséquent, la 
1,25(OH)2D3 oriente indirectement la polarisation des LTh vers un profile anti-inflammatoireTh2/Treg. En outre, la 
1,25(OH)2D3 peut agir directement sur les LT, en inhibant la production des cytokines Th1 (IL-2 et IFN-γ) et Th17 
(IL-17), en stimulant la sécrétion des cytokine Th2 (IL-4) et en favorisant le développement des Treg. 1 αOHase: 
1 alpha-hydroxylase, CTL: Lymphocyte T cytotoxique, IFN: Interféron, IL: Interleukine, LTh: Lymphocyte T helper, 
TNF: facteur de nécrose tumorale, PAMP: Motif moléculaire associé au pathogène, RXR : Récepteur du rétinoïde 
X, TLR: Récepteur de type Toll, Treg : lymphocyte T régulateur, VDR : Récepteur de la vitamine D, VDRE: 
Elément de réponse à la vitamine D. 
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Les cellules dendritiques sont des cellules cibles clés pour le calcitriol. L’activation intracrine 

et paracrine de la vitamine D au niveau des cellules dendritiques inhibe leur production de 

l’IL-12 et de l’IL-23 (Schoindre et al., 2012a), et diminue leurs propriétés fonctionnelles, 

notamment la présentation antigénique, en inhibant leur maturation et en diminuant 

l’expression des molécules de costimulation, à savoir le CD80/CD86, ainsi que les molécules 

du CMH de classe II (Mathieu, 2011; Mora et al., 2008). 

 

Par le biais de son action sur les cellules dendritiques, et/ou par une action directe, le 

calcitriol joue un rôle dans l’orientation de la réponse lymphocytaire Th en inhibant les 

réponses Th1 et Th17, tout en favorisant les réponses Th2 et Treg (Lang, 2013) (Figure 

1.15). En effet, la 1,25 dihydroxyvitamine D3 agit directement sur les lymphocytes Th, 

essentiellement en diminuant leur activation et leur prolifération. Elle induit à la fois une 

inhibition de la production des cytokines proinflammatoires comme l’IL-12 et l’IFN-γ, 

cytokines effectrices des réponses Th1, le TNF-α, l’IL-1 et l’IL-2, de même que celles des 

réponses Th17, à savoir l’IL-6, l’IL-23, l’IL-17A, l’IL-17F et l’IL-22 (Bouvard et al., 2010). Elle 

induit également une augmentation des taux des cytokines anti-inflammatoires, notamment 

l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13, cytokines effectrices des réponses Th2, ainsi que l’IL-10 et le          

TGF-β qui sont considérées principalement comme des cytokines effectrices des réponses 

Treg (Mathieu, 2011).  

 

Par ailleurs, via la modulation des lymphocytes Th, la 1,25(OH)2D3 limite l’activation et la 

prolifération des lymphocytes B au cours de la réponse immune et module la production des 

anticorps (Lang, 2013). Aussi, il a été suggéré que le calcitriol peut agir directement sur les 

lymphocytes B, induit leur apoptose et inhibe leur prolifération, la génération des 

lymphocytes B mémoires et des plasmocytes, ainsi que la production des immunoglobulines 

(Chen et al., 2007). 

 

 

1.4.7. Vitamine D et diabète de type 1 

 

« Le déficit en vitamine D3 est un facteur de risque dans l’apparition des maladies            

auto-immunes » ; une hypothèse qui semble être soutenue par la relation entre la vitamine 

D3 et les lymphocytes,  essentiellement par l’effet inhibiteur de la vitamine D3 sur la 

production des cytokines de type Th1/Th17, et plutôt inducteur de celles des Th2/Treg 

(Cantorna et Waddell, 2014 ; Peelen et al., 2011). En effet, l’implication du déficit en vitamine 
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D3 dans plusieurs maladies auto-immunes a été largement suspectée, particulièrement 

celles dont la prévalence suit un gradient nord-sud dans les études épidémiologiques, 

notamment la sclérose en plaque et le DT1 (Ponsonby et al., 2002). 

 

Des preuves irréfutables provenant de données épidémiologiques, des études in vitro, et 

d’autres réalisées sur le modèle animal, suggèrent une forte association entre la vitamine D3 

et le DT1, telles qu’une une faible concentration en 25(OH)D3 chez des patients atteints du 

DT1 comparé à des sujets contrôles a été constatée (Li et al., 2014), et l’existence d’une 

corrélation inverse entre l’incidence du DT1 et le nombre d’heures d’ensoleillement et la 

température moyenne (Schoindre et al., 2012b). De ce fait, le rôle de la vitamine D dans la 

prévention et/ou le traitement du diabète auto-immun est de mieux en mieux documenté. 

L’effet de la vitamine D3 sur le développement du DT1 chez les enfants a été étudié. Il a été 

suggéré que la consommation de la vitamine D3, en forme d’huile de foie de morue par les 

femmes pendant la grossesse, était associée à un moindre risque d’apparition du DT1 chez 

leurs enfants (Stene et al., 2000), ce qui est en concordance avec les résultats de l’équipe 

de Fronczak (2003), ayant révélé une corrélation entre l’apport alimentaire en vitamine D3 

chez les femmes enceintes avec des faibles concentrations en auto-anticorps anti-îlots chez 

leurs enfants.  

Par ailleurs, Il a été suggéré qu’une supplémentation en vitamine D3 chez les nourrissons 

pourrait avoir un effet protecteur du développement du DT1 (Zipitis et Akobeng, 2008). Il a 

été montré que le risque de développer un DT1 était réduit à 33 % chez les enfants 

supplémentés en vitamine D3 comparativement aux enfants non-supplémentés (Danescu et 

al., 2009). Cet effet réducteur peut être dû aux effets immunomodulateurs de la vitamine D3 

sur le processus auto-immun responsable de la destruction des cellules β pancréatiques 

(Danescu et al., 2009). 

Dans ce contexte, et vu l’expression du VDR et de la 1 α-hydroxylase par les 

monocytes/macrophages, les cellules dendritiques et par de nombreuses cellules, le calcitriol 

peut être considéré comme un messager avec différents effets physiologiques sur les 

cellules immunitaires, et peut avoir donc des effets thérapeutiques et /ou même préventifs de 

cette maladie auto-immune (Danescu et al., 2009). Nombre de travaux réalisés 

essentiellement sur le modèle animal ont suggéré que la vitamine D3 peut moduler la 

pathogenèse du DT1 (Giulietti et al., 2004 ; Mathieu et al., 1995). A côté des travaux réalisés 

sur les souris NOD, un modèle animal qui développe spontanément le DT1, ayant constaté 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zipitis%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18339654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akobeng%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18339654
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qu’une supplémentation par le calcitriol peut significativement réduire l’incidence du DT1 

(Mathieu et al., 1994).  

L’équipe de Gregori (2002), a montré que le calcitriol peut diminuer la réponse inflammatoire 

au niveau des îlots pancréatiques. Aussi, d’autres études ont révélé un effet inhibiteur du 

calcitriol sur la production des agents inflammatoires impliqués dans le mécanisme de 

destruction des cellules β (Mathieu et Gysemans, 2006). Par conséquent, le mécanisme de 

protection par la 1,25(OH)2D3 au cours du DT1 semble être dû à une modulation de la 

réponse immune qu’il s’agit plus exactement d’une déviation de la réponse immune vers un 

phénotype anti-inflammatoire (Mathieu et Gysemans, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 1. Revue de la littérature 

 

 

49 
 

1.5. Problématique et objectifs 

 

1.5.1. Problématique 

Le diabète de type 1, est une maladie auto-immune dans laquelle les cellules β des îlots de 

Langerhans sont sélectivement et progressivement détruites par les cellules mononucléées 

et les lymphocytes T autoréactifs. Il a été démontré que la dérégulation de la balance 

immunitaire en faveur du profil inflammatoire joue un rôle important dans le processus 

autodestructif des cellules β pancréatiques. Par ailleurs, il y a eu ces dernières années un 

effort considérable pour comprendre les rôles possibles de la vitamine D3, y compris son rôle 

dans le système immunitaire et, en particulier, sur les cellules T. En effet, les récepteurs de 

la vitamine D se trouvent en concentration importante dans les lymphocytes T et les 

populations des macrophages. Dans cette optique, nous avons évalué le rôle de la vitamine 

D3 active (1,25(OH)2D3) sur les balances immunitaires au début du DT1.  

 

1.5.2. Objectifs   

1. Evaluer l’effet de la vitamine D3 sur les balances; Th1/Th2, Th17/Treg, la production du 

NO/activité de l’arginase et le niveau d’activation des cellules mononucléées isolées à partir 

du sang périphérique d’enfants diabétiques de type 1. 

2. Etudier l’effet de la vitamine D3 sur l’activation des voies de signalisation STAT4/Tbet et 

STAT6/GATA3 au niveau des monocytes au début du DT.  

 

1.5.3. But  

Montrer que la vitamine D3 pourrait avoir un rôle immunomodulateur au début du DT1. 
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Chapitre 2 

 

La 1,25-dihydroxyvitamine D3 régule négativement la production des cytokines 

proinflammatoires et du monoxyde d’azote et augmente la phosphorylation des 

STAT6 exprimés par les monocytes au début du diabète de type 1,             

“1,25-dihydroxyvitamin D3 down-modulates the production of proinflammatory 

cytokines and nitric oxide and enhances the phosphorylation of monocyte-

expressed STAT6 at the recent-onset type 1 diabetes” 
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2.1. Matériels et méthodes  

 

2.1.1. Conception de l'étude  

Les expériences ont été réalisées sur des cellules mononucléées du sang périphérique 

(PBMC, Peripheral Blood Mononuclear Cells), des monocytes et des lysats cellulaires. Les 

PBMCs des patients atteints du DT1 et des sujets contrôles ont été isolées à partir du sang 

périphérique par une centrifugation sur gradient de densité. L'effet de la 1,25(OH)2D3 sur la 

production des cytokines proinflammatoires Th1-Th17 et des cytokines anti-inflammatoires 

Th2-Treg, et sur la production du NO ont été évalués dans les surnageants de cultures de 

PBMCs. Les lysats cellulaires ont été utilisés pour la mesure de l’activité de l’arginase. Les 

monocytes ont été enrichis à partir des PBMCs par une sélection négative, et ont été utilisés 

pour évaluer l’effet de la 1,25(OH)2D3 sur la phosphorylation des STAT4 et des STAT6 

(Figure 2.1).   

 

Figure 2.1. Organigramme de l’étude. 
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2.1.2.  Echantillons cellulaires  

Quatre patients nouvellement diagnostiqués avec un DT1 et quatre témoins sains, appariés 

en fonction de l'âge, du sexe, et de l’indice de masse corporelle, qui répondaient aux critères 

d’admissibilité ont été recrutés dans cette étude, selon les règles d’éthique et les bonnes 

pratiques, conformément aux déclarations d’Helsinki. Ainsi, tous les jeunes adultes, patients 

et contrôles, ou les parents des enfants recrutés ont signé un consentement éclairé. 

Les critères d'inclusion étaient des adolescents atteints du DT1 (l’âge ≤ 22 ans) avec une 

durée de maladie de moins de 18 mois (apparition récente). Les critères d'exclusion ont été 

essentiellement l’association de la maladie avec d’autres pathologies auto-immunes, 

l'infection, l'inflammation, et tous les autres facteurs qui pourraient interférer avec le 

processus inflammatoire comme l'obésité, le tabagisme et la consommation d'alcool. Le 

tableau 2.1 présente les principales caractéristiques des patients recrutés dans cette étude. 

Tableau 2.1. Les principales caractéristiques des sujets volontaires atteints du diabète 

de type 1 

 Genre Âge 

(Mois) 

Âge du 

diagnostique 

(Mois) 

Durée du DT1 

(Mois) 

Indice de masse 

corporelle (Kg/m2) 

Volontaire 

1 

Féminin 98 84 14 21,43 

Volontaire 

2 

Masculin 133 117 16 20,18 

Volontaire 

3 

Masculin 155 142 13 21,41 

Volontaire 

4 

Masculin 254 243 11 20,09 

 

Les  PBMCs ont été isolées à partir du sang veineux frais des patients diabétiques de type 1 

et des sujets sains, récupéré dans des tubes héparinés (BD, Belliver Industrial Estate, UK).  

Un diluât a été obtenu en mélangeant un volume égal de sang total (patients et sujets sains) 

et de milieu de culture RPMI 1640 (Sigma Chemical 16 Co., St. Louis, USA), enrichis par 

l’addition de 2 mM de L-glutamine, 1 mM de pyruvate de sodium, 50 µg/mL de gentamycine 

et 10 % du sérum de veau fœtal (SVF). La suspension cellulaire a été déposée sur un    
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demi-volume d’Histopaque-1077 (Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA), afin de réaliser une 

centrifugation sur gradient de densité. Les PBMCs récupérées à l’interface du milieu ficoll ont 

été lavées deux fois, et la viabilité des cellules a été estimée par la coloration au bleu trypan 

(TBET, trypan blue exclusion test) (Richardson et Fedoroff, 1997). 

 

2.1.3. Mise en culture des PBMCs 

Les PBMCs préparées ont été mises en culture, à une concentration égale à 106 cellules/mL, 

dans des microplaques de culture à 96 puits à fond rond en trois à six répétitions. Les 

PBMCs ont été simulées par la phytohaemagglutinine (PHA) à raison de 5 µg/mL (Prabhakar 

et al., 2004), puis incubées en présence et en absence de 10-7 M de la 1,25(OH)2D3 (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, USA) (Jeffery et al., 2009). Après 24 heures d’incubation à 37°C 

dans une atmosphère humide contenant 5 % de CO2,  les cellules et les surnageants 

recueillis ont été conservés à -80°C pour des dosages ultérieurs. 

 

2.1.4. Dosage immuno-enzymatique des cytokines 

Le taux de production de l’IFN-, de l’IL-4, de l’IL-10 et de l’IL-17, au niveau des surnageants 

de cultures de PBMCs ont été évalués par une technique immuno-enzymatique ELISA 

(Enzyme-linked immunosorbent assay) quantitative de type sandwich, selon les instructions 

préconisés par le kit commercial (Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA). 

Brièvement, les standards et les surnageants de cultures ont été incubés sous agitation 

pendant 2 heures et demi avec des premiers anticorps (anti-cytokines) qui tapissent les puits 

d’une microplaque de microtitration à raison de 100 µL pour chaque cytokine. Après 

plusieurs lavages, 100 µL d’anticorps biotinylé ont été ajoutés à tous les puits. Suite à une 

heure d’incubation, 100 µL de streptavidine couplé à la peroxydase ont été ajoutés aux 

différents puits.  

Une révélation de l’activité enzymatique a été réalisée après 45 minutes. Le 

tétraméthylbenzidine (TMB) a été utilisé comme le substrat de la réaction enzymatique à 

raison de 50 µL par puits. Après 30 minutes d’incubation à l’obscurité, la réaction a été 

arrêtée avec une solution d’acide sulfurique (50 µL). Enfin, l’intensité de la coloration 

apparue, proportionnelle à la quantité de cytokines présentes, a été immédiatement lue à 

450 nm par un lecteur de microplaques ELISA  (Biochrom Anthos 2020, Cambridge, UK). 
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Les limites de détection (LOD) étaient de 15 pg/mL pour l’IFN-, 5 pg/mL pour l’IL-4, 1 pg/mL 

pour l’IL-10 et 80 pg/mL pour l’IL-17.  

2.1.5. Dosage du monoxyde d’azote   

la production du NO au niveau des surnageants de culture des PBMCs, incubées pendant 

24 heures, a été estimée en quantifiant l’accumulation des métabolites oxydatives (NOx, 

nitrites et nitrates), par une réaction colorimétrique en utilisant le réactif de Griess, l’acide 

trichloracétique (TCA), et le chloride de Vanadium III, comme décrit précédemment (Guevara 

et al., 1998).  

Les concentrations des NOx ont été déterminées par une courbe d’étalonnage établie de    

0-150 µmol/L de nitrite de sodium après une lecture de l’absorbance à 540 nm.  

 

2.1.6. Dosage de l’activité de l’arginase 

Les culôts cellulaires, récupérés immédiatement par une centrifugation des cultures 

cellulaires de PBMCs après incubations, ont été utilisés pour l’estimation de l’activité de 

l’arginase en utilisant une méthode spectrophotométrique basée sur la détermination du taux 

de l’urée produit après l’ajout de la L-arginine, comme décrit précédemment (Rouzaut et al., 

1999).  

Brièvement, les cellules ont été lysées avec le Triton X-100 à 10 % et incubées sous 

agitation pendant 30 minutes. Un mélange de Tris-HCl et de MnCl2 a été ajouté et le tout a 

été incubé pendant 10 minutes à 56°C afin d’activer l’enzyme. La réaction d’hydrolyse a 

commencé après l’addition d’un volume égal d’une solution d’arginine (0,5 M) au lysat activé, 

le tout a été ensuite incubé à 37°C pendant 1 heure. Afin de stopper la réaction 

enzymatique, 400 µL d’un mélange d’acides ont été ajoutés et la concentration de l’urée 

généré par l’arginase a été déterminée, suite à la lecture de l’intensité de la coloration 

apparue à 600 nm, en utilisant un kit commercial (UREA/BUN-COLOR, BioSystems, S.A. 

Costa Brava 30, Barcelonna Spain). Enfin, l’activité de l’arginase a été exprimée en           

mU urée/mg de protéines/1 heure. 

 

2.1.7. Préparation des monocytes  

Les monocytes ont été séparés à partir des PBMCs, récupérées à partir du sang total des 

patients diabétiques de type 1 et des sujets contrôles, par une sélection négative en utilisant 
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le Kit Human Monocyte Enrichment EasySep (StemCell Technologies, Vancouver, Canada), 

selon les instructions du fabricant.  

7x107 de PBMCs ont été mises en suspension dans du PBS (phosphate buffered saline) 

avec 1 mM d’EDTA (Ethylene diamine tetraacetic acid), et 2 % de SVF, puis incubées à    

02-08°C pendant 10 minutes avec un cocktail d'anticorps d’enrichissement (50 µL/mL).  

50 µL/mL de particules magnétiques ont été ajoutées ensuite à la suspension, puis le tout a 

été incubé pendant 5 minutes. Enfin, les monocytes ont été récupérés à partir de la fraction 

négative par une centrifugation à 400 x g pendant 10 minutes, et la viabilité cellulaire a été 

évaluée par une TBET. 

 

2.1.8. Dosage des STAT4 et STAT6 phosphorylés  

Les concentrations relatives des STAT4 (Tyr693) et des STAT6 (Tyr641) phosphorylés, au 

niveau des cultures des monocytes traités et non traités par la 1,25(OH)2D3, ont été mesurés 

par une ELISA qualitative avec des kits commerciaux respectifs, selon les instructions du 

fabricant (Abcam, Germany). 

Les monocytes préparés ont été repris dans du RPMI 1640 supplémenté avec 2 Mm de      

L-glutamine, 50 µg/mL de gentamycine et 10 % de SVF à une concentration de              

5x105 cellule/mL, et mis dans une microplaque de culture à 96 puits à fond plat et incubés à 

37°C pendant 4 heures dans une atmosphère humide à 5 % de CO2 (Yang et al., 2012). 

Après incubation, les monocytes adhérés ont été stimulés par 100 ng/mL de LPS (Laverny et 

al., 2010), et supplémentés avec l’IFN- (10 ng/mL) et l’IL-4 (10 ng/mL) pour le dosage des 

STAT4 et des STAT6 phosphorylés (STAT4-p et STAT6-p), respectivement (Frucht et al., 

2000; Wurster et al., 2000). Toutes les cultures ont été réalisées en présence et en absence 

de 10-7 M de la 1,25(OH)2D3 (Yang et al., 2012). 

Après 30 minutes d’incubation à 37°C et à 5 % de CO2, les puits ont été lavés avec le 

tampon de lavage (A), et 100 µL de formaldéhyde ont été ajoutés aux différents puits. Après 

20 minutes d’incubation à température ambiante, 200 µL de solution Quenching ont été 

ajoutés à chaque puits et incubés pendant 20 minutes à température ambiante. Suite à 

l’ajout de 100 µL de la solution de blocage et d’une heure d’incubation, les puits ont été lavés 

avec le tampon de lavage (B), et 50 µL du premier anticorps anti-phospho-STAT4 (Tyr693) 

et anti-phospho-STAT6 (Tyr641) ont été ajoutés aux puits appropriés et incubés pendant 2 



Chapitre 2. La 1,25-dihydroxyvitamine D3 régule négativement la production des 

cytokines proinflammatoires et du monoxyde d’azote et augmente la phosphorylation 

des STAT6 exprimés par les monocytes au début du diabète de type 1 

 

 

57 
 

heures à température ambiante. 50 µL du deuxième anticorps couplé à la peroxydase de 

raifort (HRP, horseradish peroxidase) ont été ensuite ajoutés aux puits appropriés.  

Après une heure d’incubation, l’activité enzymatique a été révélée par l’addition du TMB à 

raison de 100 µL par puits, suivi de 30 minutes d’incubation à l’obscurité. Afin d’arrêter la 

réaction chromogène, 50 µL d’acide phosphorique (solution stop) ont été ajoutés, et au final, 

l’absorbance a été immédiatement lue à 450 nm par un lecteur de plaque d’ELISA. 

 

2.1.9. Analyses statistiques des données 

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel SPSS software version 16.0 

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Les données ont été présentées sous forme de             

valeurs ± erreur standard de la moyenne. La normalité a été vérifiée avant les tests 

statistiques. La comparaison entre les moyennes a été réalisée en utilisant des tests non 

paramétriques ; le test Kruskal-Wallis (K-W) et le test Mann-Whitney U, pour la recherche 

des différences entre les différents groupes et entre deux groupes, respectivement. Une 

signification statistique a été constatée lorsque la valeur de p a été inferieur à 0,05. 
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2.2.  Résultats 

Dans la présente étude, nous avons évalué en ex vivo le rôle immunomodulateur de la forme 

bioactive de la vitamine D3 (1,25(OH)2D3) sur la production des cytokines proinflammatoires 

Th1-Th17 et anti-inflammatoires Th2-Treg et sur les niveaux de phosphorylation des STAT4 

et des STAT6 au début du DT1. Les expériences ont été effectuées sur des PBMCs et des 

monocytes des patients atteints du DT1 et des sujets contrôles stimulés et mis en culture en 

présence et en absence de la 1,25(OH)2D3.  

L’effet modulateur de la vitamine D3 sur la production du NO au début du DT1 a été évalué 

au niveau des cultures de PBMCs. En se basant sur leurs profils de sécrétion cytokinique 

respectifs, les ratios Th1/Th2 et Treg/Th17 ont été estimés à partir des ratios IFN-/IL-4 et     

IL-10/IL-17, respectivement. Enfin, l’effet de la forme bioactive de la vitamine D3 sur la 

production des cytokines proinflammatoires combinées (PICs) Th1/Th17 et anti-

inflammatoires combinées (AICs) Th2/Treg a été évalué.  

 

2.2.1. Effet de la 1,25(OH)2D3 sur la production des cytokines Th1 et Th2  

Les concentrations de l’IFN- et de l’IL-4 ont été déterminées dans les surnageants de 

cultures de PBMCs. Les résultats obtenus, présentés sur la figure 2.2, montrent des niveaux 

significativement élevés de l’IFN- au niveau des surnageants de cultures de PBMCs des 

patients diabétiques par rapport aux concentrations observées dans les cultures des sujets 

contrôles. Cependant, les concentrations des IL-4 ont été significativement diminuées au 

sein des cultures des patients par rapport à celles des témoins (pour les deux groupes, p < 

0,05 par le test de Mann-Whitney U).  

Suite au traitement par la 1,25(OH)2D3, nous avons constaté une augmentation significative 

de la production de l’IFN- et une diminution significative des concentrations de l’IL-4 

produites par les PBMCs des sujets non diabétiques comparées à celles des cultures non 

traitées (pour les deux comparaisons, p < 0,05 par le test de Mann-Whitney U). Nous avons 

observé que le traitement des PBMCs des patients atteints du DT1 par la 1,25(OH)2D3 a 

induit une diminution significative des concentrations de l’IFN- et une augmentation 

significative des teneurs en IL-4 par rapport à celles des PBMCs des patients non traités      

(p = 0,006 et p = 0,021 par le test Mann-Whitney U).  

 



Chapitre 2. La 1,25-dihydroxyvitamine D3 régule négativement la production des 

cytokines proinflammatoires et du monoxyde d’azote et augmente la phosphorylation 

des STAT6 exprimés par les monocytes au début du diabète de type 1 

 

 

59 
 

Pour les deux cytokines, en utilisant le test de Kruskal-Wallis, la valeur de p a été de 0,008 

pour l’IFN-, et de 0,009 pour l'IL-4.  

 

 

 

Figure 2.2 Effet de la 1 α,25(OH)2D3 sur la production de l’IFN- et de l’IL-4 par les 
PBMCs des patients atteints du DT1 et des sujets contrôles. IL: interleukine, IFN: interféron,   

K-W: test de Kruskal-Wallis, PBMCs: cellules mononucléées du sang périphérique, T1D: diabètes de type 1, 
Co/VD3-: PBMCs des sujets contrôles non traitées par la 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs des sujets contrôles 
traitées par la 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: PBMCs des patients diabétiques de type 1 non traitées par la 
1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: PBMCs des patients diabétiques de type 1 traitées par la 1,25(OH)2D3.**p< 0.01 par le 
test de Kruskal-Wallis. Les différences statistiques mises en évidence entre les différents groupes sont données 
comme suit par le test de Mann-Whitney U: IFN- γ; Co/VD3- vs. Co/VD3+ ou Co/VD3- vs. T1D/VD3- ou Co/VD3+ 
vs. T1D/VD3- ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ p < 0.05, T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p = 0.006, IL-4; Co/VD3-vs. 
Co/VD3+ ou Co/VD3- vs. T1D/VD3- ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ ou T1D/VD3- vs.T1D/VD3+, p < 0.05 
 

2.2.2. Effet de la 1,25(OH)2D3 sur la production des cytokines Th17 et Treg 

Au regard des résultats présentés sur la figure 2.3, la production de l’IL-10 par les PBMCs 

des patients diabétiques a été significativement diminuée par rapport à celle des contrôles. 

Cependant, les concentrations de l’IL-17 ont été significativement plus élevées au niveau 

des cultures de patients diabétiques comparées aux cultures des témoins (pour les deux 

comparaisons, p < 0,05 par le test de Mann-Whitney U).  
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Figure 2.3. Effet de la 1 α,25(OH)2D3 sur la production de l’IL-10 et de l’IL-17 par les 
PBMCs des patients atteints du DT1 et des sujets contrôles. IL: interleukine, K-W: test de 

Kruskal-Wallis, PBMCs: cellules mononucléées du sang périphérique, T1D: diabètes de type 1, Co/VD3-: PBMCs 
des sujets contrôles non traitées par la 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs des sujets contrôles traitées par la 
1,25(OH)2D3, T1D/VD3: PBMCs des patients diabétiques de type 1 non traitées par la 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: 
PBMCs des patients diabétiques de type 1 traitées par la 1,25(OH)2D3.**p< 0.01 par le test de Kruskal-Wallis.  
Les différences statistiques mises en évidence entre les différents groupes sont données comme suit par le test 
de Mann-Whitney U: IL-10; Co/VD3- vs. Co/VD3+, p < 0.01, Co/VD3- vs. T1D/VD3- ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3- ou 
Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ ou T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05, IL-17; Co/VD3- vs. Co/VD3+, p < 0.01, Co/VD3- 
vs. T1D/VD3- ou Co/VD3- vs. T1D/VD3+ ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3- ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3+, p < 0.05, 
T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.01. 

 

Une diminution significative de la production de l’IL-10 ainsi que celle de l’IL-17 a été 

constatée dans les cultures de PBMCs des sujets contrôles traitées par 1,25(OH)2D3 par 

rapport à celles des cultures non traitées (pour les deux comparaisons, p < 0,01 par le test 

de Mann-Whitney U). Par ailleurs, nous avons constaté une augmentation significative des 

teneurs d’IL-10 et une diminution des taux de production de l’IL-17 au niveau des cultures de 

PBMCs des patients diabétiques traitées par la 1,25(OH)2D3 par rapport aux cultures non 

traitées (p < 0 ,05 et p < 0,01 par le test de Mann-Whitney U).  

Pour toutes les comparaisons, p < 0,01 en utilisant le test de Kruskal-Wallis.  

 

2.2.3  Effet de la 1,25(OH)2D3 sur la production du monoxyde d’azote et sur l’activité de 

l’arginase  

Le dosage du monoxyde d’azote, effectué sur les surnageants de cultures, ainsi que 

l’estimation de l’activité de l’arginase, au sein des lysats cellulaires, nous ont permis d’obtenir 

les résultats présentés sur la figure 2.4. 
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Figure 2.4. Effet de la 1 α,25(OH)2D3 sur la production du monoxyde d’azote et sur 
l’activité de l’arginase au niveau des PBMCs des patients atteints du DT1 et des sujets 
contrôles. NO: monoxyde d’azote, K-W: test de Kruskal-Wallis, PBMCs: cellules mononucléées du sang 

périphérique, T1D: diabètes de type 1, Co/VD3-: PBMCs des sujets contrôles non traitées par la 1,25(OH)2D3, 
Co/VD3+: PBMCs des sujets contrôles traitées par la 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: PBMCs des patients diabétiques 
de type 1 non traitées par la 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: PBMCs des patients diabétiques de type 1 traitées par la 
1,25(OH)2D3.**p< 0.01 par le test de Kruskal-Wallis. Les différences statistiques mises en évidence entre les 
différents groupes sont données comme suit par le test de Mann-Whitney U: production du NO; Co/VD3- vs. 
Co/VD3+ p < 0.01, Co/VD3-vs. T1D/VD3- ou Co/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05, Co/VD3+ vs. T1D/VD3- ou 
T1D/VD3-vs. T1D/VD3+, p< 0.01. Activité de l’arginase; Co/VD3- vs. Co/VD3+ ou Co/VD3- vs.T1D/VD3+ ou 
Co/VD3+ vs. T1D/VD3-, p < 0.01,  T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05. 

 

Une différence significative a été constatée au niveau des concentrations du NO produites 

par les PBMCs des patients diabétiques de type 1 par rapport aux contrôles. En effet, les 

concentrations du NO produites par les PBMCs des patients ont été significativement plus 

élevées par rapport à celles produites par les PBMCs des sujets contrôles. Cependant, nous 

avons observé qu’il n’y avait pas de différence significative dans les niveaux de l’activité de 

l’arginase entre les deux groupes (p = 0,047 et p = 0,465, respectivement, par le test de 

Mann-Whitney U). 

Toutefois, le traitement des cultures par la 1,25(OH)2D3 a induit une diminution significative 

des taux de production du NO et une augmentation significative de l’activité de l’arginase au 

sein des PBMCs des patients diabétiques et des sujets contrôles par rapport aux cultures 

non traitées (pour le groupe contrôle; la production du NO ou l’activité de l’arginase, p< 0,01, 

pour le groupe de patients; la production du NO, p < 0,01, activité de l’arginase, p < 0,05, par 

le test Mann-Whitney U).  
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Pour toutes les comparaisons, p < 0,01 par le test de Kruskal-Wallis. 

 

2.2.4. Effet de la 1,25(OH)2D3 sur les ratios Th1/Th2, Treg/Th17 et production du 

NO/activité de l’arginase 

Nous avons évalué l’effet de la 1,25(OH)2D3 sur les ratios Th1/Th2, Treg/Th17 et la 

production du NO/activité de l’arginase au début du DT1. En se basant sur leurs profils de 

sécrétion cytokinique respectifs, les ratios Th1/Th2 et Treg/Th17 ont été estimés à partir des 

ratios IFN-/IL-4 et IL-10/IL-17, respectivement. 

Nous avons constaté, figures 2.5, qu’en absence de la 1,25(OH)2D3, le ratio Th1/Th2 a été 

significativement plus élevé au niveau des PBMCs des patients diabétiques par rapport aux 

cultures des sujets contrôles. Inversement, le ratio Treg/Th17 a été significativement diminué 

(pour les deux comparaisons, p < 0,05, par le test de Mann-Whitney U) (figure 2.6).  

 

 

 
Figure 2.5. Effet de la 1 α,25(OH)2D3 sur le ratios Th1/Th2 au niveau des PBMCs des 
patients atteints du DT1 et des sujets contrôles. K-W: test de Kruskal-Wallis, PBMCs: cellules 

mononucléées du sang périphérique, T1D: diabètes de type 1, Th: cellule T helper, Co/VD3-: PBMCs des sujets 
contrôles non traitées par la 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs des sujets contrôles traitées par la 1,25(OH)2D3, 
T1D/VD3-: PBMCs des patients diabétiques de type 1 non traitées par la 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: PBMCs des 
patients diabétiques de type 1 traitées par la 1,25(OH)2D3.**p< 0.01 par le test de Kruskal-Wallis. Les différences 
statistiques mises en évidence entre les différents groupes sont données comme suit par le test de Mann-
Whitney U: Co/VD3- vs. Co/VD3+ ou Co/VD3- vs. T1D/VD3- ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ ou T1D/VD3- vs. 
T1D/VD3+, p < 0.05. 
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Figure 2.6. Effet de la 1 α,25(OH)2D3 sur le ratios Treg/Th17 au niveau des PBMCs des 

patients atteints du DT1 et des sujets contrôles. K-W: test de Kruskal-Wallis, PBMCs: cellules 

mononucléées du sang périphérique, T1D: diabètes de type 1, Th: cellule T helper, Treg: T régulateur, Co/VD3-: 

PBMCs des sujets contrôles non traitées par la 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs des sujets contrôles traitées par 

la 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: PBMCs des patients diabétiques de type 1 non traitées par la 1,25(OH)2D3; 

T1D/VD3+: PBMCs des patients diabétiques de type 1 traitées par la 1,25(OH)2D3.**p<0.01par le test de Kruskal-

Wallis. Les différences statistiques mises en évidence entre les différents groupes sont données comme suit par 

le test de Mann-Whitney U: Co/VD3- vs. Co/VD3+ ou Co/VD3- vs. T1D/VD3- ou Co/VD3- vs. T1D/VD3+ ou 

Co/VD3+ vs. T1D/VD3- ou Co/VD3+vs. T1D/VD3+ ou T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05. 

 

Le traitement des PBMCs des sujets contrôles par la 1,25(OH)2D3 a induit une augmentation 

significative du ratio Th1/Th2 et une diminution significative du ratio Treg/Th17 par rapport 

aux cultures non traitées (pour les deux groupes, p< 0,05 , par le test Mann-Whitney U). A 

l’inverse, la 1,25(OH)2D3 a conduit à une diminution significative du ratio Th1/Th2 et une 

augmentation significative du ratio Treg/Th17 dans les cultures de PBMCs des patients 

diabétiques en comparaison à ceux des patients non traités (p< 0.05 et p< 0.01 

respectivement, par le test de Mann-Whitney U).  

En utilisant le test de Kruskal-Wallis, les valeurs de p ont été de 0,006 pour le ratio Th1/Th2 

et de 0,003 pour le ratio Treg/Th17.  

Comme le montre la figure 2.7, le ratio production du NO/activité de l’arginase a été plus 

élevé au niveau des PBMCs des patients diabétiques en comparaison à celui des contrôles, 

mais la différence n’a pas été significative (p = 0.117). De même, le ratio production du 

NO/activité de l’arginase au sein des cultures des contrôles a été significativement diminué 

en présence de la vitamine D3 active en comparaison aux cultures de sujets contrôles non 
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traitées (p = 0,009, par le test de Mann-Whitney U). Aussi, le traitement des PBMCs des 

patients diabétiques par la 1,25(OH)2D3 a induit une diminution significative du ratio 

production du NO/activité de l’arginase par rapport aux cultures PBMCs des patients non 

traitées (p< 0.01, par le test de Mann-Whitney U).  

En utilisant le test de Kruskal-Wallis pour la comparaison entre les différents groupes, la 

valeur de p a été de 0,002.  

 

 
Figure 2.7. Effet de la 1 α,25(OH)2D3 sur le ratios production du NO/activité de 
l’arginase au niveau des PBMCs des patients atteints du DT1 et des sujets contrôles.  
K-W: test de Kruskal-Wallis, NO : Monoxyde d’azote, PBMCs: cellules mononucléées du sang périphérique, T1D: 
diabètes de type 1, Co/VD3-: PBMCs des sujets contrôles non traitées par la 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs des 
sujets contrôles traitées par la 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: PBMCs des patients diabétiques de type 1 non traitées 
par la 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: PBMCs des patients diabétiques de type 1 traitées par la 1,25(OH)2D3.**p< 0.01 
par le test de Kruskal-Wallis. Les différences statistiques mises en évidence entre les différents groupes sont 
données comme suit par le test de Mann-Whitney U: Co/VD3-vs. Co/VD3+ ou Co/VD3- vs. T1D/VD3+ ou 
Co/VD3+ vs. T1D/VD3- ou T1D/VD3- vs.T1D/VD3+, p < 0.01. 
 

2.2.5. Effet de la 1,25(OH)2D3 sur l’expression des STAT4-p et STAT6-p au niveau des 

monocytes en réponse au LPS/IFN- et au LPS/IL-4 respectivement 

Afin d’évaluer l’effet de la 1,25(OH)2D3 sur les niveaux de phosphorylation relatives des 

STAT4 (Tyr 693) et des STAT6 (Tyr 641) au sein des monocytes des patients atteints du 

DT1, un dosage qualitatif des STAT phosphorylés (STAT-p) a été réalisé par une ELISA au 

niveau des monocytes du sang périphérique des patients atteints du DT1 et des sujets 
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contrôles stimulés par le LPS et supplémentés avec l’IFN- ou avec l’IL-4 en présence et en 

absence de la 1,25(OH)2D3.  

Comme le montre la figure 2.8, les concentrations relatives des STAT4 phosphorylés 

(STAT4-p) ont été significativement plus élevées au sein des monocytes des patients par 

rapport aux sujets contrôles. Cependant, les taux relatifs des STAT6 phosphorylés (STAT6-

p) dans des monocytes des patients ont été significativement diminués par rapport à celles 

des contrôles (pour les deux groupes, p < 0,01 par le test Mann-Whitney U).  

 

 

Figure 2. 8. Effet de la 1 α,25(OH)2D3 sur la phosphorylation des STAT4 et STAT6 au 
sein des monocytes des patients atteints du DT1 et des sujets contrôles. K-W: test de 

Kruskal-Wallis, PBMCs: cellules mononucléées du sang périphérique, STAT: transducteur de signal et activateur 
de la transcription, p-STAT: STAT phosphorylé, T1D: diabètes de type 1, Co/VD3-: monocytes des sujets 
contrôles non traités par la 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: monocytes des sujets contrôles traités par la 1,25(OH)2D3, 
T1D/VD3-: monocytes des patients diabétiques de type 1 non traités par la 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: monocytes 
des patients diabétiques de type 1 traités par la 1,25(OH)2D3.**p< 0.01 par le test de Kruskal-Wallis. Les 
différences statistiques mises en évidence entre les différents groupes sont données comme suit par le test de 
Mann-Whitney U: p -STAT4; Co/VD3- vs. Co/VD3+ ou Co/VD3- vs. T1D/VD3-, p < 0.01, Co/VD3-vs. T1D/VD3+, p 
< 0.05, Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ ou T1D/VD3- vs. T1D/VD3+ p < 0.01. p-STAT6; Co/VD3- vs. Co/VD3+, p < 0.01, 
Co/VD3- vs. T1D/VD3-, p < 0.05, Co/VD3-vs. T1D/VD3+ ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3- ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3+, p 
< 0.01, T1D/VD3-vs. T1D/VD3+, p < 0.05. 

 

Aussi, nous avons constaté que le traitement des monocytes des sujets contrôles par la 

1,25(OH)2D3 a induit une augmentation significative des taux relatifs des STAT4-p et une 

diminution significative des niveaux de STAT6-p en comparaison aux monocytes non traités 

par la 1,25(OH)2D3 (pour les deux groupes, p < 0,01 par le test Mann-Whitney U).  
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Toutefois, nos résultats ont montré qu’après traitement des cultures de monocytes des 

patients diabétiques par la 1,25(OH)2D3, les niveaux relatifs des STAT4-p ont été 

significativement diminués et ceux des STAT6-p ont été significativement augmentés au sein  

des monocytes des patients en comparaison à ceux non traités (p = 0,009 et p = 0,036, 

respectivement, par le test de Mann-Whitney U).  

Pour la comparaison entre les différents groupes, p< 0,01 par le test de Kruskal-Wallis.  

 

2.2.6. Effet de la 1,25(OH)2D3 sur le ratio STAT4-p/STAT6-p  

Nous avons constaté, figure 2.9, que le ratio STAT4-p/STAT6-p a été significativement plus 

élevé au sein des monocytes des patients diabétiques en comparaison à celui des contrôles 

(p < 0,01, par le test Mann-Whitney U).  

 

 

 

Figure 2.9. Effet de la 1 α,25(OH)2D3 sur le ratios STAT4-p/STAT6-p au niveau des 
monocytes des patients atteints du DT1 et des sujets contrôles.  K-W: test de Kruskal-Wallis, 

STAT: transducteur de signal et activateur de la transcription, p-STAT:  STAT phosphorylé, T1D: diabètes de type 
1, Co/VD3-: monocytes des sujets contrôles non traitées par la 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: monocytes des sujets 
contrôles traités par la 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: monocytes des patients diabétiques de type 1 non traités par la 
1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: monocytes des patients diabétiques de type 1 traités par la 1,25(OH)2D3.**p< 0.01 par le 
test de Kruskal-Wallis. Les différences statistiques mises en évidence entre les différents groupes sont données 
comme suit par le test de Mann-Whitney U: Co/VD3- vs. Co/VD3+ ou Co/VD3- vs. T1D/VD3- ou Co/VD3- vs. 
T1D/VD3+ ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3-ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ ou T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.01. 

 

Le traitement des monocytes des sujets contrôles par la 1,25(OH)2D3 a induit une 

augmentation significative du ratio STAT4–p/STAT6-p. A l'inverse, la 1,25(OH)2D3 a 
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provoqué une diminution significative du ratio STAT4-p/STAT6-p au sein des monocytes des 

patients (pour les deux groupes, p < 0,01, par le test de Mann-Whitney U).  

Pour la comparaison entre les quatre groupes, p < 0,001 par le test Kruskal-Wallis  

 

2.2.7. Effet de la 1,25(OH)2D3 sur la production des cytokines proinflammatoires 

combinées (PICs) Th1/Th17 et anti-inflammatoires combinées (AICs) Th2/Treg, et sur 

le ratio PICs/AICs 

Comme le montre la figure 2.10, les taux de production des PICs (IFN- + IL-17) ont été 

significativement plus élevés au sein des PBMCs des patients par rapport aux contrôles, 

tandis que les concentrations des AICs (IL-4 + IL-10) ont été significativement diminuées 

(pour les deux comparaisons, p < 0,05, par le test de Mann-Whitney U).  

 

 

Figure 2.10. Effet de la 1 α,25(OH)2D3 sur la production des PICs et des AICs par les 
PBMCs des patients atteints du DT1 et des sujets contrôles. AICs: cytokines anti-

inflammatoires (IL-4 + IL-10), PICs: cytokines proinflammatoires (IFN- + IL-17),  IL: Interleukine, IFN: Interféron, 
Th: cellule T helper, Treg: T régulateur, K-W: test de Kruskal-Wallis, PBMCs: cellules mononucléées du sang 
périphérique, T1D: diabètes de type 1, Co/VD3-: PBMCs des sujets contrôles non traitées par la 1,25(OH)2D3, 
Co/VD3+: PBMCs des sujets contrôles traitées par la 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: PBMCs des patients diabétiques 
de type 1 non traitées par la 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: PBMCs des patients diabétiques de type 1 traitées par la 
1,25(OH)2D3.**p< 0.01 par le test de Kruskal-Wallis. Les différences statistiques mises en évidence entre les 
différents groupes sont données comme suit par le test de Mann-Whitney U: PICs; Co/VD3- vs. T1D/VD3- ou 
Co/VD3- vs. T1D/VD3+ ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3- ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ ou T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 
0.05. AICs; Co/VD3- vs. Co/VD3+ ou Co/VD3- vs. T1D/VD3- ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3- ou Co/VD3+ vs. 
T1D/VD3+ ou T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05. 
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Le traitement des PBMCs des sujets contrôles par la 1,25(OH)2D3 a induit une diminution 

significative des niveaux de production des AICs par rapport aux cultures des contrôles non 

traitées (pour AICs, p < 0.05 par le test de Mann-Whitney U). De même, la 1,25(OH)2D3 a 

provoqué une diminution significative des concentrations des PICs et une augmentation 

significative des taux de production des AICs au niveau des PBMCs des patients diabétiques 

de type 1 en comparaison aux cultures des patients non traitées (pour PICs et AICs, la 

valeur de p était inferieure à 0.05).  

Par ailleurs, comme le montre la figure 2.11, le ratio PICs/AICs a été significativement plus 

élevé dans les cultures des patients par rapport aux contrôles (p < 0.05 par le test de Mann-

Whitney U test). Aussi, suite au traitement par la 1,25(OH)2D3, le ratio PICs/AICs a été 

significativement augmenté au sein des cultures des sujets contrôles, et a été 

significativement diminué au sein des cultures des patients diabétiques par rapport aux 

cultures non traitées (pour les deux groupes, p < 0.05 par le test de Mann-Whitney U).  

Pour la comparaison entre les différents groupes, p < 0,01 par le test Kruskal-Wallis.  

 

 

Figure 2.11. Effet de la 1 α,25(OH)2D3 sur le ratio PICs/AICs au niveau des PBMCs des 

patients atteints du DT1 et des sujets contrôles. AICs: cytokines anti-inflammatoires   (IL-4+ IL-10), 

PICs: cytokines proinflammatoires (IFN- + IL-17), IL: Interleukine, IFN: Interféron, Th:  cellule T helper, Treg: T 

régulateur, K-W: test de Kruskal-Wallis, PBMCs: cellules mononucléées du sang périphérique, T1D: diabètes de 

type 1, Co/VD3-: PBMCs des sujets contrôles non traitées par la 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs des sujets 

contrôles traitées par la 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: PBMCs des patients diabétiques de type 1 non traitées par la 

1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: PBMCs des patients diabétiques de type 1 traitées par la 1,25(OH)2D3.**p< 0.01 par le 

test de Kruskal-Wallis. Les différences statistiques mises en évidence entre les différents groupes sont données 

comme suit par le test de Mann-Whitney U: Co/VD3- vs. Co/VD3+ ou Co/VD3- vs. T1D/VD3- ou Co/VD3- vs. 

T1D/VD3+ ou Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ ou T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05. 
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2.3. Discussion  

 

Le  DT1 résulte de la destruction des cellules β pancréatiques suite à leur exposition à des 

produits inflammatoires, y compris les cytokines et les radicaux libres, et/ou après leur 

contact direct avec les lymphocytes T autoréactifs et les macrophages. Il a été suggéré que 

les cytokines proinflammatoires de type Th1 pourraient jouer un rôle crucial dans la réponse 

immunitaire conduisant à la lyse des cellules β pancréatiques. Cependant, le développement 

du DT1 est généralement associé à un défaut d’immunorégulation (Mathis et Benoist, 2004). 

Par ailleurs, la différenciation des cellules T CD4+ en lymphocytes T effecteurs dépend non 

seulement des cytokines présentes dans le microenvironnement mais aussi des facteurs de 

transcription spécifiques et des signaux de costimulation (Moser et Murphy, 2000). Aussi, 

d’autres facteurs sont autant impliqués tels que la vitamine D3. 

La modulation de la réponse immunitaire, une des stratégies de prévention du DT1, est l’une 

des propriétés de la vitamine D3. Plusieurs effets protecteurs de la destruction des cellules β 

pancréatiques par la forme bioactive de la vitamine D3 ont été décrits, comme la diminution 

de l’expression des molécules du CMH de classe I (Hahn et al., 1997), et l’inhibition de 

l’expression des molécules Fas, également connues sous le nom de Apo-1 ou encore CD95, 

et qui sont impliquées dans l’apoptose des cellules β pancréatiques (Riachy et al., 2006). 

Néanmoins, les principales propriétés anti-inflammatoires et immuorégulatrices de la 

vitamine D3 semblent être médier par son contrôle sur la production des cytokines.  

L’effet protecteur de la vitamine D3 au cours du DT1 a été estimé dans le modèle animal en 

utilisant des ligands synthétiques du VDR. Il a été précédemment montré, chez les souris 

NOD, que l’analogue de la vitamine D3 ; « 1,25-dihydroxy-16,23Z-diène-26,27-hexafluoro-19-

nor » (BXL-219, RO-26-2198), qui est impliqué dans la modulation de la réponse immune en 

agissant sur les CPAs et les cellules T (Pedullà et al., 2007), et l’inhibition de la maturation 

des cellules dendritiques, est capable de diminuer la production d'IL-12 et de l’IFN- en 

réponse au LPS, et de favoriser l’augmentation du nombre des lymphocytes T régulateurs au 

sein des ganglions lymphatiques pancréatiques (Gregori et al., 2002), mais aussi à induire 

une diminution de la production des chemiokines proinflammatoires par les cellules des îlots 

pancréatiques, bloquant ainsi de manière sélective l’infiltration des cellules Th1 au niveau du 

pancréas. Le BXL-219 peut également augmenter l’expression du IkBα (nuclear factor of 
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kappa light-chain polypeptide gene in B cells inhibitor) au niveau des cellules pancréatiques, 

diminuant ainsi la production du facteur nucléaire kappa B (NFκB) (Giarratana et al., 2004).  

 

2.3.1. Effet de la 1,25(OH)2D3 la production des cytokines Th1 et Th2  

La différenciation des précurseurs des cellules T auxiliaires naïves (Thp) en lymphocytes 

Th1 ou en cellules Th2 dépend du microenvironnement cytokinique local. Au cours de ce 

travail, nos résultats ont dévoilé une augmentation des taux de production de l’IFN-, 

cytokine de type Th1, produites par les PBMCs des patients atteints du DT1. Ces résultats 

concordent avec des études antérieures constatant une production accrue des cytokines de 

type Th1 produites par des PBMCs des patients atteints du DT1 (Rabinovitch et Suarez-

Pinzon, 2007 ; Karlsson Faresjö et al., 2004). Le rôle pathogène des cytokines Th1 produites 

par les PBMCs au cours du DT1 a été largement décrit. Ainsi, ces cytokines peuvent 

influencer l'activation des macrophages et des cellules cytotoxiques qui sont fortement 

impliquées dans la destruction auto-immune des cellules β pancréatiques.  

Par ailleurs, nous avons observé une diminution de la production de l'IL-4 par les PBMCs 

des patients atteints du DT1, conformément rapportés par plusieurs auteurs montrant de 

faibles niveaux de production des cytokines de type Th2 par des PBMCs des patients 

atteints du DT1 (Rapoport et al., 2005). Aussi, nous avons montré l’augmentation du ratio 

Th1/Th2, évalué par rapport au ratio IFN-/IL-4, au niveau des PBMC des patients. Dans ce 

contexte, une corrélation entre l’insulite destructrice et un ratio IFN-/IL-4 élevé a été 

précédemment rapportée (Kolb, 1997).  

Nos résultats obtenus suite au traitement de nos cultures de PBMCs des patients 

diabétiques par la 1,25(OH)2D3 ont révélé une diminution significative de la production de 

l’IFN- et du ratio Th1/Th2, et une augmentation significative des taux de production de l’IL-4. 

Ces résultats corrèlent avec d’autres études suggérant que la 1,25(OH)2D3 peut inhiber la 

transcription des gènes des cytokines de types Th1 (IL-2 et IFN-) ou/et ceux impliqués dans 

la différentiation des clônes Th1 constatant un effet inhibiteur de la 1,25(OH)2D3 sur la 

différenciation des cellule Th1, tout en favorisant le développement de cellules Th2 

sécrétrices de l’IL-4 (Gauzzi et al., 2005). Par ailleurs, des études expérimentales réalisées 

sur des souris NOD ont montré que la 1,25(OH)2D3 diminue localement la sécrétion de    

l'IFN- et favorise la production de l'IL-4 (Busta et al., 2011). Nous suggérons que la forme 

bioactive de la vitamine D3 peut moduler les réponses immunitaires Th1 et Th2 au début du 

DT1. 
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2.3.2. Effet de la 1,25(OH)2D3 sur la production des cytokines Th17 et Treg 

Les lymphocytes T régulateurs jouent un rôle capital dans le maintien de la tolérance 

immunologique périphérique et la prévention de l'auto-immunité. Il a été rapporté que l'IL-10 

est l'une des principales cytokines anti-inflammatoires nécessaires à la régulation de 

l'activation d'autres cellules immunitaires en limitant la production des cytokines 

proinflammatoires, comme l’IFN- (Moore et al., 1993). 

Contrairement à l'IL-10, l’IL-17, produite par les cellules T CD4+ Th17, est impliquée dans la 

pathogenèse de plusieurs maladies auto-immunes, comme le DT1 (Honkanen et al., 2010). 

Aussi, il a été récemment montré que les cellules T et les monocytes provenant de patients 

atteints du DT1 produisent des niveaux élevés d'IL-17 (Marwaha et al., 2010). Des études 

supplémentaires, réalisées sur le modèle du DT1 induit par de multiples faibles doses de 

streptozotocine (MLD-STZ, multiple low dose streptozotocine), ont révélé une augmentation 

de la production de l'IL-17 et une diminution de celle de l'IL-10 (Singh et al., 2015). Ces 

données sont en accord avec nos résultats obtenus. 

D'autre part, nous avons constaté que la 1,25(OH)2D3 a inhibé la production de l'IL-17, a 

stimulé celle de l'IL-10, et a induit l’augmentation du ratio Treg/Th17 au sein des cultures de 

PBMCs des patients atteints du DT1. Nos résultats corroborent des données récentes 

suggérant que la 1,25(OH)2D3 peut agir directement sur les cellules T, favorise la sécrétion 

de l'IL-10 et inhibe la production des cytokines proinflammatoires, comme l'IL-17 (Chambers 

et Hawrylowicz, 2011 ; Jeffery et al., 2009), et l'IFN- (Adorini et Penna, 2008). A notre 

connaissance, il n'y a aucune d'étude similaire portant sur le DT1 permettant de faire une 

comparaison directe avec nos résultats. 

 

2.3.3. Effet de la 1,25(OH)2D3 sur la production du monoxyde d’azote et l’activité de 

l’arginase  

Le monoxyde d’azote (NO), une molécule de signalisation qui joue un rôle important dans les 

réponses immunitaires innées, est synthétisé à partir de l’acide aminé L-arginine par la NOS 

(Kubes et McCafferty, 2000). De même, la L-arginine est également le substrat de l'enzyme 

arginase (Aribi et al., 2015). La NOS et l’arginase définissent le profil proiflammatoire M1; 

macrophages classiquement activés, et anti-inflammatoire M2; macrophages alternativement 

activés, respectivement (Rath et al., 2014). 
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Il a été précédemment rapporté que le km de l’arginase des mammifères est dans l'intervalle 

de 2 à 20 mM et celui de la NOS est dans l’intervalle de 2 à 20 µM (Wu et Morris, 1998). 

L'expression de l’arginase ou de la NOS dépend des conditions immunologiques. Ainsi, 

durant l'inflammation, une grande quantité de NO peut être produite par les monocytes/ 

macrophages humains suite à l'induction de l'expression de l’iNOS en réponse à des 

cytokines proinflammatoires (Reiling et al., 1994), comme l'IFN-, via l'activation de la voie 

NF-κB (Morgan et Liu, 2011 ; Vila-del Sol et al., 2006 ). L’arginase entre en compétition avec 

l’iNOS pour leur substrat commun, et par conséquent contribue à l’inhibition des réponses 

immunes M1/Th1, cela est considéré comme un mécanisme essentiel de 

l'immunosuppression (Munder, 2009).    

Par ailleurs, Il a été rapporté que la production accrue du NO peut provoquer la lyse des 

cellules β pancréatiques (Liu et al., 2014). Bien qu’il n'y a pas d’études sur la production du 

NO réalisées sur des PBMCs des patients atteints du DT1, nos résultats soutiennent et 

complètent d’autres résultats suggérant des taux élevés du NO circulant chez les patients 

atteints du DT1 (Savino et al., 2006 ; Hoeldtke, 2003).   

Suite au traitement de nos cultures par la 1,25(OH)2D3, connue pour avoir des effets        

anti-inflammatoires, nous avons montré pour la première fois que la 1,25(OH)2D3 inhibe la 

production du NO, stimule l'activité de l'arginase et diminue le ratio production du NO/activité 

de l’arginase au niveau des PBMCs des patients atteints du DT1 et des contrôles. Il serait 

très intéressant de vérifier si l'augmentation de l'activité de l’arginase et/ou des cytokines 

anti-inflammatoires soit la cause de la diminution de la production du NO. 

 

2.3.4. Effet de la 1,25(OH)2D3 sur l’expression des STAT4 et STAT6 phosphorylés  

Les monocytes, une population de cellules hétérogènes, sont capables de changer leur 

phénotype en réponse à différents stimuli (Yang et al., 2014). Afin d’étudier l’impact de 

l’environnement cytokinique sur la transduction du signal au sein des monocytes des 

patients atteints du DT1, nous avons évalué l’expression relative des STAT4-p et des 

STAT6-p au sein des monocytes activés des patients atteints du DT1 et des sujets contrôles 

mis en culture en présence et en absence de la forme bioactive de la vitamine D3. 

Les protéines STAT sont une famille de facteurs de transcription intracellulaires impliqués 

dans la transduction du signal en réponse aux cytokines, hormones et aux facteurs de 

croissance. Ils participent à différents événements tels que la survie, la prolifération, la 
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différenciation, l'apoptose, l'angiogénèse, le développement fœtal, la transformation, 

l'inflammation et la réponse immune (Benekli et al., 2003 ; Calò et al., 2003).  

De cette famille, STAT4 et STAT6 sont des facteurs de transcription clés dans la polarisation 

des lymphocytes Th. En effet, STAT4 est nécessaire pour le développement des clones Th1 

et est généralement activé par l’IL-12, mais peut également être phosphorylé au sein des 

cellules humaines en réponse à l’IFN- suite à l’activation de Jak1 (janus kinase 1) et Tyk2 

(tyrosine kinase 2) (Wurster et al., 2000). L’association de Jak2 avec Tyk2 peut être aussi 

nécessaire pour la signalisation de l’IFN- et la différenciation des cellules Th1 productrices 

de l’IFN- à partir des cellules Th naïves (Ghoreschi et al., 2009). STAT6 est activé en 

réponse à l’IL-4, et est essentiel pour le développement des cellules Th2 (Kaplan et al., 

1996). STAT4 et STAT6 peuvent également être exprimés par les cellules mononucléées 

activées, incluant les monocytes du sang périphérique (Fiset et al., 2006 ; Frucht et al., 

2000).  

 

Nos résultats ont révélé une augmentation des STAT4-p et du ratio STAT4-p/STAT6-p, et 

une diminution des niveaux de STAT6-p au sein des monocytes des patients atteints du 

DT1, ce qui montre l’effet prédominant des cytokines de type Th1 sur l’expression des 

STAT4 au sein des monocytes des patients atteints du DT1. Nos résultats concordent avec 

les données démontrant que les monocytes isolés à partir des patients nouvellement 

diagnostiqués pour un DT1 produisent des cytokines proinflammatoires capables d’induire le 

développement des cellules Th17, et la différenciation et/ou l’expansion des cellules Th17-

Th1 (Bradshaw et al., 2009) 

Par ailleurs, nous avons observé que le traitement des monocytes par la 1,25(OH)2D3 a 

induit une augmentation des niveaux relatifs des STAT6-p et une diminution de ceux des 

STAT4-p et du ratio STAT4-p/STAT6-p au sein des cultures de patients diabétiques. Ce 

travail fournit un nouvel aperçu sur l’effet de la 1,25(OH)2D3 sur l’activation des STAT4 et des 

STAT6 au niveau des monocytes au début du DT1. Nous suggérons que la 1,25(OH)2D3 

peut contrer l'activation des voies inflammatoires impliquant la cascade de signalisation 

Jak/STAT au sein des monocytes au début du DT1. 
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2.3.5. Effet de la 1,25(OH)2D3 sur la production des cytokines proinflammatoires 

combinées (PICs) Th1-Th17 et anti-inflammatoires combinées (AICs) Th2-Treg 

Les médiateurs inflammatoires peuvent jouer un rôle important dans la réponse immunitaire 

dirigée contre les cellules β pancréatiques. Ces médiateurs sont impliqués essentiellement 

dans la formation de l’insulite, la destruction des cellules β et médient le dialogue entre les 

cellules des îlots pancréatiques et les cellules immunitaires offensives infiltrées (Eizirik et al., 

2009). 

Il a été rapporté que la combinaison de médiateurs inflammatoires prédispose la lyse des 

cellules β par les CTLs autoréactives (Gusdon et al., 2006). Une diminution de la production 

des AICs, y compris les cytokines de type Th2-Treg, au cours du DT1 a été précédemment 

observée (Kretowski et al., 2000). Ces données sont en accord avec nos résultats montrant 

une augmentation de la production des PICs (IFN- + IL-17) et une diminution de la sécrétion 

des AICs (IL-4 + IL-10) par les PBMCs des patients diabétiques. Il a été rapporté que la 

perte des cellules β pancréatiques est non seulement due à une production accrue des 

cytokines proinflammatoires, mais elle peut également être provoquée par un déficit en 

cytokines anti-inflammatoires (Russell et Morgan, 2014). 

D’autres études réalisées sur le modèle NOD ont révélé que le traitement par l’IL-4, l’IL-10 

ou par l’IL-13 peut retarder l’apparition du DT1 (Papaccio et al., 2002), et que l’incidence de 

cette maladie peut être réduite par un transfert des macrophages anti-inflammatoire M2 et 

des cellules Treg (Parsa et al., 2012).   

Les propriétés immunomodulatrice de la vitamine D3 peuvent dépendre de la signature 

cytokinique globale. De ce fait, l’évaluation de l’effet de la 1,25(OH)2D3 sur les niveaux de 

production des cytokines combinées et sur le ratio PICs/AICs peut être plus intéressant que 

l’évaluation de son effet sur la production des PICs et des AICs séparément. Dans cette 

étude, nous avons constaté que la forme bioactive de la vitamine D3 peut induire une 

diminution de la production des PICs et du ratio PICs/AICs, et une augmentation de celle des 

AICs au sein des cultures de PBMCs des patients atteints du DT1.  
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Chapitre 3 

 

Conclusions et perspectives 

Le DT1 est une maladie auto-immune qui apparait le plus souvent pendant l’enfance ou 

l’adolescence. Il se caractérise par une déficience absolue de la production de l’insuline suite 

à une destruction sélective et progressive des cellules β pancréatiques par les cellules 

mononucléées.  

Les résultats de ce travail de thèse viennent, dans un premier temps, ajouter des données 

concernant la dérégulation des balances immunes au début du DT1. Nous avons aussi 

confirmé la prédominance d’un profil proinflammatoire relatif à l’axe Th1-Th17, mais 

également une surproduction du NO. 

Nos résultats ont également permis de montrer que l’immunologie du DT1 ne se limitait pas 

à un excès de réponse proinflammatoire Th1-Th17, mais aussi qu’un déficit quantitatif en 

réponse anti-inflammatoire existe, attestée par une réduction de la production des cytokines 

de type Th2-Treg.  

 

À côté de ses effets sur le métabolisme phosphocalcique, la vitamine D3 est également 

considérée comme une hormone stéroïdienne dotée de propriétés immunomodulatrices 

remarquables sur les cellules immunitaires. Afin qu’elle puisse exercer ses fonctions 

immunes, elle doit être hydroxylée en 1,25-dihydroxyvitamine D3 (1,25(OH)2D3) et devenir 

pleinement active.  

À notre connaissance, c’est le premier rapport décrivant l’effet de la vitamine D3 sur la 

modulation de la production des cytokines par les PBMCs au début du DT1. Aussi, la 

présente étude montre l’effet inhibiteur de la 1,25(OH)2D3 sur la production de médiateurs 

inflammatoires tels que les cytokines de type Th1/Th17, d’une part, et sa capacité 

immunomodulatrice, ayant pour effet de favoriser la synthèse des cytokines anti-

inflammatoires de type Th2/Treg, d’autre part. 

Nous avons aussi eu l’opportunité d’être les premiers à mettre en évidence l’effet de la 

1,25(OH)2D3 sur la régulation de l'activation des protéines STAT4 et STAT6 aux niveaux des 

monocytes des patients atteints du DT1. Nos résultats ont montré que la 1,25(OH)2D3 peut 

inhiber l’activation des STAT4 et favoriser celle des STAT6. Par conséquent, la 1,25(OH)2D3 
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pourrait avoir un rôle à jouer dans la stimulation de l’activation des voies anti-inflammatoires 

impliquant la cascade de signalisation Jak/STAT au sein des monocytes au début du DT1. 

 

Par ailleurs, nous avons essayé de compléter ces travaux par l’étude de l’effet de la 

1,25(OH)2D3 sur la balance NO:arginase. Nous avons ainsi pu montrer qu’elle pourrait 

moduler le ratio NO:arginase en faveur de l’augmentation de l’activité de l’arginase, ce qui 

caractérise les macrophages anti-inflammatoires, alternatives M2.   

Au regard de ces résultats, il nous serait tout-à-fait possible de suggérer que la forme 

bioactive de la vitamine D3 peut avoir un effet protecteur sur les cellules β pancréatiques au 

début du processus auto-immun.  

Nos résultats suscitent des investigations complémentaires. Ainsi, il serait intéressant de:  

 

 Renforcer le panel des cytokines et des facteurs de transcriptions afin de mieux situer 

l’effet immunomodulateur de la vitamine D3 au début du DT1. 

 

 Expliquer pourquoi la vitamine D3 peut agir différemment sur la production des 

cytokines en fonction du changement des conditions physiologiques. 

 

 Déterminer le mode d’action de la 1,25(OH)2D3 qui conduit à la diminution de la 

production du NO. 

 

 Etudier l'effet de la 1,25(OH)2D3 sur l'activation des réponses T spécifique à 

l'antigène comme l'acide glutamique décarboxylase 65 (GAD (65)). 

 

 Tester l’effet de certains ligands synthétiques du VDR, tel que le BXL-219, sur la 

régulation de la balance cytokinique proinflammatoire/anti-inflammatoire, mais 

également sur les voies de signalisation impliquées dans la polarisation des cellules 

monocytes/macrophages, sachant que toutes les deux expriment constitutivement le 

VDR.  

 

 Evaluer, au début du DT1, l’effet de la vitamine D3 sur la modulation des fonctions 

des cellules dendritiques vu leurs rôle crucial dans l’initiation du processus 

autodestructeur des cellules β pancréatiques. 

 

 Enfin, il serait très souhaitable de confirmer nos résultats à l’aide d’études in vivo. 
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Background:  Type  1 diabetes  (T1D)  is  associated  with  an  imbalance  between  inflammation  and  repair.
Recently,  the  biologically  active  form  of  vitamin  D3, i.e.  1,25(OH)2D3, has been  reported  to  have  potent
immunomodulatory  effects  on  both  innate  and  adaptive  immune  cells,  as  well  as on the production  of
their  specific  cytokines.
Methods:  We  examined  the  effect  of 1,25(OH)2D3 on the  production  of proinflammatory  Th1/Th17  and
anti-inflammatory  Th2/Treg  related  cytokines,  as  well  as on  the  phosphorylation  of  monocyte-expressed
STAT4  and  STAT6  at the  recent-onset  human  T1D.
Results:  The  levels  of IFN-�,  IL-17  and nitric  oxide  (NO)  production  were  significantly  increased  in
peripheral  blood  mononuclear  cells  (PBMCs)  from  patients  with  T1D  compared  to controls.  Similarly,
STAT4  tyrosine  phosphorylation  (p-STAT4,  Tyr693)  levels  were  significantly  increased  in monocytes  from
patients  when  compared  to  controls.  Conversely,  the levels  of IL-4,  IL-10  and  p-STAT6  (Tyr641)  were  sig-
nificantly  decreased  in  type 1  diabetic  patients  than  in  controls.  Treatment  with  1,25(OH)2D3 resulted  in
significant  up-regulation  of  IL-4, IL-10,  arginase  activity,  and  p-STAT6  and,  conversely,  down-regulation
of IFN-�,  IL-17  and  NO  production  levels,  as  well  as p-STAT4.  Additionally,  1,25(OH)2D3 significantly
enhanced  Treg-to-Th17  ratio,  and  induced  a significant  decrease  in Th1-to-Th2,  NO  production-to-
arginase  activity  and  p-STAT4-to-p-STAT6  ratios.
Conclusions:  Our  study suggests  that  the  biologically  active  form  of  vitamin  D  can  reverse  the  activation
of  inflammatory  pathways  at the  onset  of  T1D.  Additionally,  its immunomodulation  properties  may  vary
depending  on  the  overall  patterns  of cytokines.  From  a  therapeutic  point  of view,  vitamin  D may  poten-
tially  be suggested  as  an  immunological  adjuvant  and  a potential  anti-inflammatory  agent  in individuals
at  risk  of T1D.

©  2016  European  Federation  of  Immunological  Societies.  Published  by  Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.

1. Introduction

Type 1 diabetes (T1D) is an organ-specific autoimmune disease
characterized by an absolute deficiency of insulin, due to a progres-
sive and selective destruction of pancreatic �-cells. The incidence
of the disease has been increasing worldwide for several decades
[1]. It is therefore considered as a major public health problem.
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It has been reported that �-cells destruction is preceded by the
infiltration of the pancreatic islets by innate immune cells, includ-
ing monocytes-macrophages [2]. Such cells have been involved
in autoreactive T cell activation and elevated proinflammatory
cytokine production within the pancreatic lymph nodes (PLN) [3].
Of note, signal transducer and activator of transcription 4 (STAT4)
is required for the promotion of the development of inflammatory
subsets and limits adaptive Treg cell development; while STAT6
induces GATA-binding protein 3 (GATA-3), and not only is required
for the anti-inflammatory activity of IL-4, but also suppresses IFN-
�-induced STAT1-dependent transcription [4].

Several studies have reported that Th1 and Th17 proinflam-
matory effectors are involved in the pathogenesis of T1D [2,5].
Therefore, regulation of the balance between proinflammatory
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Th1/Th17 and anti-inflammatory Th2/Treg cells can reverse recent-
onset T1D. Additionally, numerous therapy trials have been
undertaken to tilting the balance toward Th2/Treg cells in order
to prevent the progression of T1D in its early stages [6–8].
Immunomodulatory regimens have been widely proposed as one
of the greatest and effective prevention strategies for immune reg-
ulation in both mice and humans in various autoimmune diseases,
including T1D. In this context, a special focus has been recently
given to vitamin D.

Vitamin D, a hormone synthesized initially in the skin follow-
ing ultra-violet B (UVB) ray exposure, or obtained directly via diet
has two origins: vitamin D2 from plants, and vitamin D3 or chole-
calciferol from animals. The conversion of 7-dehydrocholesterol
to pre-vitamin D3 leads to the formation of a 25-hydroxyvitamin
D3 [25(OH)D3], referred to as the storage form of vitamin D3
[9]. In a second step, 25(OH)D3 is catalyzed in the kidney by
the enzyme so called 25-hydroxyvitamin D3 1-alpha-hydroxylase
(VD3 1A hydroxylase) (cytochrome p450 27B1 or CYP27B1, EC
1.14.13.13) resulting in the formation of 1,25-dihydroxyvitamin
D3 [1,25(OH)2D3], also called 1,25-dihydroxycholecalciferol or cal-
citriol, which is considered as the biologically active form of vitamin
D3 [10]. 1,25-dihydroxyvitamin D3 is transported to the target cells
by vitamin D-binding protein, where it exerts its effects by direct
transcriptional regulation of target genes [11]. Therefore, following
it binding to the nuclear vitamin D receptor (VDR), i.e. a member of
the nuclear receptor superfamily of steroid hormones, and then to
the nuclear retinoic acid X receptor (RXR), the VDR-9-cis-RXR com-
plex induces an effect at the vitamin-D response elements (VDREs)
that regulate target genes [12].

Besides its classical role in the regulation of calcium and
phosphorus balance, several studies have reported the effects of
vitamin D3 on activation, growth and differentiation of many
cell types with remarkable immunomodulatory effects [13–15].
Immune cells, including T- and B-cells, and antigen-presenting cells
(macrophages and dendritic cells) have the necessary machinery to
synthesize and respond to vitamin D3, which may  act in a paracrine
or autocrine manner in an immune environment [16]. It has been
reported that vitamin D3 deficiency increases the risk of develop-
ment of several autoimmune diseases, including T1D [17,18].

In this study, we aimed to evaluate the ex vivo effect of 1,25
dihydroxyvitamin D3 on the production of the proinflammatory
Th1/Th17 and anti-inflammatory Th2/Treg related cytokines, as
well as on the phosphorylation of monocyte-expressed STAT4 and
STAT6 at the recent-onset human T1D.

2. Materials and methods

2.1. Study design

Assays were performed on PBMCs, monocytes, and cell lysates.
PBMCs were isolated by centrifugation on density gradient from
whole blood of type 1 diabetic and healthy volunteers served as
control subjects. Monocytes were enriched from PBMCs by negative
selection. The effect of 1,25(OH)2D3 on the levels of proinflamma-
tory Th1/Th17 and anti-inflammatory Th2/Treg related cytokines,
as well as on NO production were examined in PBMCs supernatants
cultures. The effect of 1,25(OH)2D3 on the levels of STAT4 and STAT6
phosphorylation were measured in isolated monocytes. The effect
of 1,25(OH)2D3 on arginase activity was evaluated on cell lysates.
Each experiment was repeated the same way at least 4 times.

2.2. Cell samples and culture of PBMCs

In this ex vivo study, cell samples were isolated from peripheral
blood of eight volunteers (four recent-onset type 1 diabetics and

Table 1
Characteristics of volunteers with type 1 diabetes.

Volunteer Gender Age (Mon) Age at T1D
diagnosis (Mon)

DD (Mon) BMI  (kg/m2)

VOL1T1D Female 98 84 14 21.43
VOL2T1D Male 133 117 16 20.18
VOL3T1D Male 155 142 13 21.41
VOL4T1D Male 254 243 11 20.09

BMI: body mass index, DD: diabetes duration, T1D: type 1 diabetes.

four healthy subjects matched by gender, age and body mass index),
after obtaining from parents or young adults informed consent for
research use of blood samples, and approval by the local Ethics
Committee of Tlemcen University. To minimize potential bias that
could be introduced through a faulty experimental design, the
blood samples were withdrawn at the same sunny time in the year,
due to the importance of sun exposure as environmental factor in
our study. Additionally, volunteers with T1D were chosen on the
basis of the following criteria: adolescent or young type 1 diabetics
(age ≤ 22 years), recent-onset T1D (diabetes duration < 18 months),
absence of infection, inflammation, other autoimmune diseases,
and all factors that may  interfere with the inflammatory process
such as obesity, smoking and alcohol intake. Diabetes duration
was 13.5 ± (standard error of mean) 1.04 months (range 11–16)
(Table 1). PBMCs were isolated from fresh venous blood collected
into heparin tubes (BD, Belliver Industrial Estate, UK). Blood sam-
ples were first diluted with an equal volume of RPMI 1640 culture
medium (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) supplemented with
2 mM L-glutamine, 1 mM of sodium pyruvate, 50 �g/mL gentamicin
and 10% fetal calf serum (FCS). The cell suspension was placed on
one-half volume of Histopaque-1077 (Sigma Aldrich Co., St. Louis,
USA) for density gradient centrifugation. The collected PBMCs were
washed twice and cell viability assay was performed using Trypan
Blue Exclusion Test (TBET) [19]. 106 cells/mL of PBMCs were cul-
tured in 96-well round-bottom polystyrene tissue culture plates on
tri to six replicates. PBMCs were simulated by phytohemagglutinin
(PHA) at a concentration of 5 �g/mL [20], then incubated in the
presence or absence of 1,25(OH)2D3 (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA), at a dose of 10−7 M [21]. After incubation for 24 h at 37 ◦C in a
humid atmosphere containing 5% CO2, cell-free supernatants were
collected and stored at − 80 ◦C.

2.3. Cytokine assays

Levels of IFN-�, IL-4, IL-10 and IL-17 were measured by a quan-
titative sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
using respective commercial kits, according to the manufacturer’s
instructions (Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA). Briefly, standards
and supernatants were incubated with shaking for 2½ h with the
appropriate primary anti-cytokine antibody, which coats the wells
of a microplate at a rate of 100 �L for each cytokine. After several
washes, 100 �L of biotinylated antibodies were added to each well.
Following to incubation for one hour, 100 �L of streptavidin cou-
pled to peroxidase was  added to different wells. The revelation of
the enzymatic activity is carried out after 45 min. Tetramethylben-
zidine (TMB) substrate solution was added to each well at a rate
of 100 �L. After 30 min  of incubation in the dark, the reaction was
stopped by adding 50 �L of a sulfuric acid solution. Optical densi-
ties were measured immediately at 450 nm (OD450) with an ELISA
plate reader (Biochrom Anthos 2020, Cambridge, UK). Sensitivities
(limits of detection, LOD) of the assays were 15 pg/mL for IFN-�,
5 pg/mL for IL-4, 1 pg/mL for IL-10 and 80 pg/mL for IL-17.
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2.4. Nitric oxide assay

Nitric oxide (NO) levels in the PBMCs culture supernatants were
spectrophotometrically determined at 540 nm after 24 h of incu-
bation by measuring the NO end-products (nitrite and nitrate),
using the sensitive colorimetric Griess reaction as described [22].
The concentration of NO was determined using a calibration curve
established by 0–150 mmol/L of sodium nitrite.

2.5. Arginase activity assay

Arginase activity was assessed spectrophotometrically on cell
lysates of PBMCs by measuring the amount of urea produced after
the addition of L-arginine as previously described with minor mod-
ifications [23]. Cells were lysed with 10% of Triton X-100 and
incubated with shaking for 30 min  followed by addition of a mix-
ture of Tris-HCl and MnCl2. After heat activation of the enzyme,
the hydrolysis reaction began after the addition of an equal volume
of 0.5 M arginine. The reaction was stopped after 1 h incubation
at 37 ◦C by adding 400 �L of a mixture of acids. The concentra-
tion of urea generated by arginase was determined at 600 nm using
a commercial kit (UREA/BUN COLOR, BioSystems SA Costa Brava
30 Spain Barcelonna). The arginase activity was expressed as mU
urea/mg proteins/1 h.

2.6. Monocytes preparation

The monocytes were separated from PBMCs by negative selec-
tion using a commercial kit of Human Monocyte Enrichment
EasySep (StemCell Technologies, Vancouver, Canada), according to
the manufacturer’s instructions. 7 × 107 PBMCs were resuspended
in phosphate buffered saline (PBS) with 1 mM EDTA and 2% FCS, and
then incubated at 2–8 ◦C for 10 min  with an enrichment antibody
cocktail (50 �L/mL). Fifty �L/mL of magnetic particles were added
to the suspension followed by a second incubation for 5 min. Finally
monocytes were obtained from the negative fraction by centrifuga-
tion at 400 × g for 10 min, and their viability was determined using
TBET.

2.7. STAT4 and STAT6 phosphorylation assays

The relative amounts of STAT4 and STAT6 phosphorylation
assays were carried out in monocytes treated or not with
1,25(OH)2D3 using STAT4 (Tyr693) and STAT6 (Tyr641) ELISA Kits
(Abcam, Germany). Prepared monocytes were taken up in RPMI
(Sigma Chemical Co. 16, St. Louis, USA) supplemented with 2 mM
l-glutamine, 50 �g/mL gentamycin and 10% FCS at a concentra-
tion of 5 × 105 cell/mL and incubated in 96-well plate culture at
37 ◦C and 5% CO2 during 4 h [24]. The resulting adherent monocytes
were activated with 100 ng/mL lipopolysaccharides (LPS) [25] sup-
plemented with 10 ng/mL IFN-� or IL-4 for the determination of
p-STAT4 and p-STAT6, respectively [26–28]. All cell cultures were
performed in the presence or absence of 10−7 M 1,25(OH)2D3 [24].
After incubation for 30 min  at 37 ◦C in 5% CO2 [28], then washing the
wells with appropriate wash buffer (A), the cells were fixed with
a solution containing formaldehyde (100 �L), and then incubated
for 20 min  at room temperature. Thereafter, 200 �L of Quenching
Solution was added to each well and incubated for 20 min  at room
temperature. After incubation for 1 h with 100 �L blocking solu-
tion, the wells were washed with a second wash buffer (B), and
50 �L of primary antibody Anti-Phospho-STAT4 (Tyr693) and Anti-
phospho-STAT6 (Tyr641) were added to the appropriate wells, and
then incubated for 2 h at room temperature. Fifty �L of horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody was then added
to the appropriate wells. After 1 h incubation, the enzymatic activ-
ity was revealed by the addition of TMB, and then incubated for

Fig. 1. Effect of 1 alpha,25(OH)2D3 on IL-4 and IFN-� production in PBMCs from
patients with a new-onset T1D. The two cytokines levels were measured using
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Values correspond to the
mean ± standard error of mean (SEM) of four independent experiments performed
on  cell samples isolated from four volunteers with type 1 diabetes and four healthy
controls (n = 16 in each group). IL: interleukin, IFN: interferon, K-W: Kruskal-Wallis
test, PBMCs: peripheral blood mononuclear cells, T1D: type 1 diabetes, Co/VD3-
:  PBMCs from healthy controls not treated with 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs
from healthy controls treated with 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: PBMCs from type 1
diabetics not treated with 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: PBMCs from type 1 diabetics
treated with 1,25(OH)2D3. **p< 0.01 by Kruskal-Wallis test. Statistical differences
highlighted among different groups are given as follows by Mann-Whitney U test:
(i)  IFN-�; Co/VD3- vs. Co/VD3+ or Co/VD3- vs. T1D/VD3- or Co/VD3+ vs. T1D/VD3- or
Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ p < 0.05, T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p = 0.006, (ii) IL-4; Co/VD3-
vs. Co/VD3+ or Co/VD3- vs. T1D/VD3- or Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ or T1D/VD3- vs.
T1D/VD3+, p < 0.05.

30 min  in the dark. The chromogenic reaction was stopped by the
addition of 50 �L phosphoric acid stop solution. The absorbance
was read immediately at 450 nm on the ELISA plate reader.

2.8. Statistical analyses

Statistical analyses were carried out using SPSS software ver-
sion 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Data were presented as
means ± standard error of mean (SEM). The assumption of normal-
ity was cheeked prior to statistical procedures. The means were
compared with the Kruskal-Wallis followed by Mann-Whitney U
nonparametric tests to search differences among all groups and
between two  groups, respectively, since the distribution of the out-
comes was not assumed to be approximately normally distributed
[29,30]. P-value less than 0.05 was  considered as significant.

3. Results

In this study, we  evaluated the ex vivo effect of the biologi-
cally active form of vitamin D3 [1,25(OH)2D3] on the production
of proinflammatory Th1/Th17 and anti-inflammatory Th2/Treg
related cytokines by PBMCs, as well as on the phosphorylation of
monocyte-expressed STAT4 and STAT6 at the recent-onset human
T1D. The experiments were performed on PBMCs or monocytes
from type 1 diabetics and healthy controls treated or not with
1,25(OH)2D3. The modulating effect of 1,25(OH)2D3 on the levels
of NO production in T1D was  performed on a culture of PBMCs. On
the basis of the respective signature cytokines, the Th1-to-Th2 and
Treg-to-Th17 ratios were estimated from the IFN-�-to-IL-4 ratio
and IL-10-to-IL-17 ratio, respectively. Finally, the therapeutic effect
of 1,25(OH)2D3 on combined proinflammatory (PICs) Th1/Th17 and
anti-inflammatory (AICs) Th2/Treg related cytokines was assessed
in PBMCs.

As shown in Fig. 1, IFN-� levels were significantly increased in
PBMCs of type 1 diabetic patients compared to controls; while those
of IL-4 were significantly decreased (for both comparisons, p < 0.05
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Fig. 2. Effect of 1 alpha,25(OH)2D3 on IL-10 and IL-17 production in PBMCs from
patients with a new-onset T1D. The two cytokines levels were measured using
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Values correspond to the
mean ± standard error of mean (SEM) of four independent experiments performed
on  cell samples isolated from four volunteers with type 1 diabetes and four healthy
controls (n = 16 in each group). IL: interleukin, K-W: Kruskal-Wallis test, PBMCs:
peripheral blood mononuclear cells, T1D: type 1 diabetes, Co/VD3-: PBMCs from
healthy controls not treated with 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs from healthy
controls treated with 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: PBMCs from type 1 diabetics not
treated with 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: PBMCs from type 1 diabetics treated with
1,25(OH)2D3. **p < 0.01 by Kruskal-Wallis test. Statistical differences highlighted
among different groups are given as follows by Mann-Whitney U test: (i) IL-10;
Co/VD3- vs. Co/VD3+, p < 0.01, Co/VD3- vs. T1D/VD3- or Co/VD3+ vs. T1D/VD3- or
Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ or T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05, (ii) IL-17; Co/VD3- vs.
Co/VD3+, p < 0.01, Co/VD3- vs. T1D/VD3- or Co/VD3- vs. T1D/VD3+ or Co/VD3+ vs.
T1D/VD3- or Co/VD3+ vs. T1D/VD3+, p < 0.05, T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.01.

by Mann-Whitney U test). We  also observed that the treatment of
the PBMCs with the active vitamin D3 induced a significant increase
in IFN-� levels and a significant decrease of those of IL-4 in con-
trol cells (for the two comparisons, p < 0.05 by Mann-Whitney U
test). Conversely, the active vitamin D3 induced a highly significant
decrease of IFN-� levels and a significant increase of IL-4 levels
in PBMCs from type 1 diabetics compared to that of type 1 dia-
betics not 1,25(OH)2D3-treated PBMCs (respectively, p = 0.006 and
p = 0.021 by Mann-Whitney U test). For the two cytokines using
Kruskal-Wallis test, p-value was 0.008 for IFN-� and p-value was
0.009 for IL-4.

We  observe in Fig. 2 that the levels of IL-10 were significantly
decreased in PBMCs of type 1 diabetic patients than in controls;
whereas those of IL-17 were significantly increased (for the two
comparisons, p < 0.05 by Mann-Whitney U test). Treatment with
vitamin D3 induced decreasing levels of both IL-10 and IL-17 in
PBMCs of healthy control subjects (for both comparisons, p < 0.01
by Mann-Whitney U test). Additionally, 1,25(OH)2D3 significantly
up-regulated levels of IL-10 and down-regulated those of IL-17 in
PBMCs of patients with T1D (respectively, p < 0.05 and p < 0.01 by
Mann-Whitney U test). For all comparisons, p < 0.01 by Kruskal-
Wallis test.

The results for the effect of 1,25(OH)2D3 on the levels of NO pro-
duction and arginase activity are reported in Fig. 3. Although levels
of NO production in PBMCs of type 1 diabetics were significantly
elevated when compared to controls, those of arginase activity
were similar in both groups (respectively, p = 0.047 and p = 0.465
by Mann-Whitney U test). Conversely, we observed that treatment
with vitamin D3 induced a significant decrease in the levels of NO
production and a significant increase in those of arginase activ-
ity in PBMCs of both control subjects and type 1 diabetic patients,
when comparing with not 1,25(OH)2D3-treated PBMCs (Controls;
NO production or arginase activity, p < 0.01, T1D; NO production,
p < 0.01, arginase activity, p < 0.05 by Mann-Whitney U test). For all
comparisons, p < 0.01 by Kruskal-Wallis test.

Fig. 3. Effect of 1 alpha,25(OH)2D3 on nitric oxide production and arginase activity
in  PBMCs from patients with a new-onset T1D. NO assay was carried out spectropho-
tometrically with the sensitive colorimetric Griess reaction. Arginase activity was
performed spectrophotometrically by measuring the amount of urea produced after
the  addition of L-arginine. Values correspond to the mean ± standard error of mean
(SEM) of six independent experiments performed on cell samples isolated from four
volunteers with type 1 diabetes and four healthy controls (n = 24 in each group).
K-W: Kruskal-Wallis test, NO: nitric oxide, PBMCs: peripheral blood mononuclear
cells, T1D: type 1 diabetes, Co/VD3-: PBMCs from healthy controls not treated with
1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs from healthy controls treated with 1,25(OH)2D3,
T1D/VD3-: PBMCs from type 1 diabetics not treated with 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+:
PBMCs from type 1 diabetics treated with 1,25(OH)2D3. **p  < 0.01 by Kruskal-Wallis
test.  Statistical differences highlighted among different groups are given as follows
by  Mann-Whitney U test: (i) NO production; Co/VD3- vs. Co/VD3+ p < 0.01, Co/VD3-
vs.  T1D/VD3- or Co/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05, Co/VD3+ vs. T1D/VD3- or T1D/VD3-
vs.  T1D/VD3+, p < 0.01, (ii) Arginase activity; Co/VD3- vs. Co/VD3+ or Co/VD3- vs.
T1D/VD3+ or Co/VD3+ vs. T1D/VD3-, p < 0.01, T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05.

As indicated in Fig. 4, relative levels of p-STAT4 were signifi-
cantly increased in monocytes of type 1 diabetics when compared
to controls; while those of p-STAT6 were significantly decreased
(for the two comparisons, p < 0.01 by Mann-Whitney U test). Addi-
tionally, we see that treatment of monocytes from healthy controls
with 1,25(OH)2D3 induced a significant increase in relative lev-
els of p-STAT4 and a significant decrease in those of p-STAT6 (for
both comparisons, p < 0.01 by Mann-Whitney U test). On the con-
trary, monocytes from type 1 diabetic patients display a significant
decrease in relative levels of p-STAT4 and a significant increase in
those of p-STAT6 when treated with 1,25(OH)2D3 (respectively,
p = 0.009 and p = 0.036 by Mann-Whitney U test). For all compar-
isons, p < 0.01 by Kruskal-Wallis test.

As shown in Fig. 5, in the absence of 1,25(OH)2D3 treatment,
Th1-to-Th2 ratio was  significantly increased in PBMCs of type 1
diabetic patients than in controls; while Treg-to-Th17 ratio was
significantly decreased (for both comparisons, p < 0.05 by Mann-
Whitney U test). PBMCs treatment with 1,25(OH)2D3 induced a
significant increase in Th1-to-Th2 ratio and a significant decrease
of Treg-to-Th17 ratio in PBMCs of healthy control subjects (for the
two comparisons, p < 0.05 by Mann-Whitney U test). By contrast,
1,25(OH)2D3 induced a significant decrease of Th1-to-Th2 ratio and
a significant increase of Treg-to-Th17 ratio when compared to not
1,25(OH)2D3-treated PBMCs in type 1 diabetic patients (respec-
tively, p < 0.05 and p < 0.01 by Mann-Whitney U test). When using
Kruskal-Wallis test, p-values were 0.006 for Th1-to-Th2 ratio and
0.003 for Treg-to-Th17 ratio.

As depicted in Fig. 6, NO production-to-arginase activity
ratio was  increased in PBMCs of type 1 diabetic patients
when compared to controls, whereas the difference did not
quite reach a statistically significant level (p = 0.117). Addition-
ally, NO production-to-arginase activity ratio was significantly
decreased in 1,25(OH)2D3-treated control PBMCs compared to not
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Fig. 4. Effect of 1 alpha,25(OH)2D3 on STAT4 and STAT6 phosphorylation in mono-
cytes from patients with a new-onset T1D. Monocytes were enriched from PBMCs
by negative selection. The relative amounts of STAT4 phosphorylation on tyrosine
693  (Y693, p-STAT4) and STAT6 on tyrosine 641 (Y641, p-STAT6) were measured
qualitatively using a sensitive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Val-
ues  correspond to the mean ± standard error of mean (SEM) of four independent
experiments performed on cell samples isolated from four volunteers with type 1
diabetes and four healthy controls (n = 16 in each group). K-W: Kruskal-Wallis test,
PBMCs: peripheral blood mononuclear cells, p-STAT: phosphorylated STAT, STAT:
signal transducer and activator of transcription, T1D: type 1 diabetes, Co/VD3-:
monocytes from healthy controls not treated with 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: mono-
cytes from healthy controls treated with 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: monocytes from
type 1 diabetics not treated with 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: monocytes from type 1
diabetics treated with 1,25(OH)2D3. **p < 0.01 by Kruskal-Wallis test. Statistical dif-
ferences highlighted among different groups are given as follows by Mann-Whitney
U  test: (i) p-STAT4; Co/VD3- vs. Co/VD3+ or Co/VD3- vs. T1D/VD3-, p < 0.01, Co/VD3-
vs. T1D/VD3+, p < 0.05, Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ or T1D/VD3- vs. T1D/VD3+ p < 0.01,
(ii)  p-STAT6; Co/VD3- vs. Co/VD3+, p < 0.01, Co/VD3- vs. T1D/VD3-, p < 0.05, Co/VD3-
vs. T1D/VD3+ or Co/VD3+ vs. T1D/VD3- or Co/VD3+ vs. T1D/VD3+, p < 0.01, T1D/VD3-
vs. T1D/VD3+, p < 0.05.

Fig. 5. Effect of 1 alpha,25(OH)2D3 on Th1-to-Th2 and Treg-to-Th17 ratios in PBMCs
from patients with a new-onset T1D. The Th1-to-Th2 ratio was estimated from the
IFN-�-to-IL-4 ratio. The Treg-to-Th17 ratio was  estimated from the IL-10-to-IL-17
ratio. Values correspond to the mean ± standard error of mean (SEM) of four inde-
pendent experiments performed on cell samples isolated from four volunteers with
type 1 diabetes and four healthy controls (n = 16 in each group). IL: interleukin, IFN:
interferon, K-W: Kruskal-Wallis test, PBMCs: peripheral blood mononuclear cells,
T1D: type 1 diabetes, Th: T helper cells, Treg: regulatory T cells, Co/VD3-: PBMCs
from healthy controls not treated with 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs from healthy
controls treated with 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: PBMCs from type 1 diabetics not
treated with 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: PBMCs from type 1 diabetics treated with
1,25(OH)2D3. **p < 0.01 by Kruskal-Wallis test. Statistical differences highlighted
among different groups are given as follows by Mann-Whitney U test: (i) Th1-to-
Th2 ratio; Co/VD3- vs. Co/VD3+ or Co/VD3- vs. T1D/VD3- or Co/VD3+ vs. T1D/VD3+
or  T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05, (ii) Treg-to-Th17 ratio; Co/VD3- vs. Co/VD3+ or
Co/VD3- vs. T1D/VD3- or Co/VD3- vs. T1D/VD3+ or Co/VD3+ vs. T1D/VD3- or Co/VD3+
vs.  T1D/VD3+ or T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05.

Fig. 6. Effect of 1 alpha,25(OH)2D3 on NO production-to-arginase activity ratio
in  PBMCs from patients with a new-onset T1D. Values correspond to the
mean ± standard error of mean (SEM) of six independent experiments performed
on cell samples isolated from four volunteers with type 1 diabetes and four healthy
controls (n = 24 in each group). K-W: Kruskal-Wallis test, NO: nitric oxide, PBMCs:
peripheral blood mononuclear cells, T1D: type 1 diabetes, Co/VD3-: PBMCs from
healthy controls not treated with 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs from healthy
controls treated with 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: PBMCs from type 1 diabetics not
treated with 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: PBMCs from type 1 diabetics treated with
1,25(OH)2D3. **p < 0.01 by Kruskal-Wallis test. Statistical differences highlighted
among different groups are given as follows by Mann-Whitney U test: Co/VD3-
vs. Co/VD3+ or Co/VD3- vs. T1D/VD3+ or Co/VD3+ vs. T1D/VD3- or T1D/VD3- vs.
T1D/VD3+, p < 0.01.

1,25(OH)2D3-treated control PBMCs (p = 0.009 by Mann-Whitney
U test). Likewise, 1,25(OH)2D3 induced a significant decrease of
NO production-to-arginase activity ratio when compared to not
1,25(OH)2D3-treated PBMCs in T1D subjects (p < 0.01 by Mann-
Whitney U test). Statistical analysis with Kruskal-Wallis shows a
significant difference between the four groups (p = 0.002).

We see in Fig. 7 that monocytes of patients with T1D express
high levels of p-STAT4-to-p-STAT6 ratio compared to mono-
cytes of control subjects (p < 0.01 by Mann-Whitney U test).
1,25(OH)2D3 treatment induced a significant increase of p-STAT4-
to-p-STAT6 ratio in monocytes of healthy controls. On the contrary,
1,25(OH)2D3 significantly decreased p-STAT4-to-p-STAT6 ratio in
monocytes of type 1 diabetic patients (for both groups, p < 0.01 by
Mann-Whitney U test). For comparison using Kruskal-Wallis test,
p < 0.001.

As indicated in Fig. 8, the levels of combined PICs (IFN-� + IL-17)
were significantly increased in PBMCs of patients than in those of
healthy controls; whereas the levels of combined AICs (IL–4 + IL-
10) were significantly decreased (for both comparisons, p < 0.05 by
Mann-Whitney U test). Additionally, treatment of PBMCs with the
biologically active form of vitamin D3 induced a significant decrease
in AICs levels when comparing between PBMCs of control sub-
jects (p < 0.05 by Mann-Whitney U test). Moreover, 1,25(OH)2D3
treatment down-regulated the levels of PICs and up-regulated the
levels of AICs in PBMCs of type 1 diabetics (for both PICs and
AICs, p < 0.05). Furthermore, PICs-to-AICs ratio was significantly
increased in untreated PBMCs of type 1 diabetics when compared
to untreated PBMCs of healthy controls (p < 0.05 by Mann-Whitney
U test). Similarly, PICs-to-AICs ratio was significantly increased in
1,25(OH)2D3-treated PBMCs compared to not 1,25(OH)2D3-treated
PBMCs in healthy controls (p < 0.05 by Mann-Whitney U test).
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Fig. 7. Effect of 1 alpha,25(OH)2D3 on p-STAT4-to-p-STAT6 ratio in monocytes
from patients with a new-onset T1D. Values correspond to the mean ± standard
error of mean (SEM) of four independent experiments performed on cell sam-
ples  isolated from four volunteers with type 1 diabetes and four healthy controls
(n  = 16 in each group). K-W: Kruskal-Wallis test, STAT: signal transducer and acti-
vator of transcription, T1D: type 1 diabetes, Co/VD3-: monocytes from healthy
controls not treated with 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: monocytes from healthy con-
trols  treated with 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: monocytes from type 1 diabetics not
treated with 1,25(OH)2D3; T1D/VD3+: monocytes from type 1 diabetics treated with
1,25(OH)2D3. ***p < 0.001 by Kruskal-Wallis test. Statistical differences highlighted
among different groups are given as follows by Mann-Whitney U test: Co/VD3- vs.
Co/VD3+ or Co/VD3- vs. T1D/VD3- or Co/VD3- vs. T1D/VD3+ or Co/VD3+ vs. T1D/VD3-
or  Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ or T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.01.

Conversely, 1,25(OH)2D3 treatment induced a significant decrease
in PICs-to-AICs ratio in PBMCs of patients with T1D (p < 0.05 by
Mann-Whitney U test). Overall p-values were less than 0.01 using
Kruskal-Wallis test.

4. Discussion

T1D results from the destruction of pancreatic �-cells follow-
ing their exposition to inflammatory products, including cytokines
and free radicals, and/or their direct contact with islet-autoreactive
T cells and macrophages. It has been suggested that T helper-1-
related proinflammatory cytokines might play the principal role in
immune response leading to damage of �-cells, but in almost cases,
the development of T1D is associated with a defective immunoreg-
ulation [31]. On the other hand, it is know that the differentiation
of T CD4 cells into effectors T cells depends on cytokines that
are present in PLN microenvironment, but also on specific tran-
scription factors and co-stimulatory signals [32]. Other factors
with beneficial effect on protective immunity, in particular on
the regulation of inflammatory responses, seem to be involved
in T CD4 cells activation and differentiation, such as vitamin
D3. The immunomodulatory proprieties of vitamin D3 have been
explored in different models of autoimmune diseases, including
T1D. Therefore, a number of protective effects against pancreatic
�-cells destruction by the bioactive form of vitamin D3 have been
described, through several mechanisms, including the decrease of
major histocompatibility complex (MHC) class I expression [33],
and the down-regulation of the first apoptosis signal (Fas, also
known as Apo-1 or CD95) expression [34]. Nevertheless, the main
anti-inflammatory and immunoregulatory actions of vitamin D3
seem to be mediated through the control of cytokines production.

The protective role of vitamin D has been checked in animal
model for T1D using some synthetic vitamin D receptor (VDR)
ligands at the beginning of the disease. Therefore, it has previ-
ously been demonstrated in non-obese adult mice (NOD/Lt), that
the analog 1,25-dihydroxy-16,23Z-diene-26,27-hexafluoro-19-nor
vitamin D3 (BXL-219, formerly Ro 26-2198), which modulates
the immune response through antigen-presenting cells and acti-
vated T cells [35] and prevents dendritic cell maturation, is
able, at nonhypercalcemic doses and short treatment, to decrease
lipopolysaccharide-induced IL-12 and �-interferon production, and
to increase frequency of CD4+ CD25+ regulatory T cells in PLN
[36], but also to decrease the production of proinflammatory
chemokines by islet cells, and therefore selectively blocking Th1 cell
infiltration into the pancreas. BXL-219 has also been able to increase

Fig. 8. Effect of 1 alpha,25(OH)2D3 on combined proinflammatory Th1/Th17 and anti-inflammatory Th2/Treg related cytokines in PBMCs from patients with a new-onset
T1D.  Values correspond to the mean ± standard error of mean (SEM) of four independent experiments performed on cell samples isolated from four volunteers with type 1
diabetes and four healthy controls (n = 16 in each group). AICs: anti-inflammatory cytokines (IL–4 + IL-10), IL: interleukin, K-W: Kruskal-Wallis test, PBMCs: peripheral blood
mononuclear cells, PICs: proinflammatory cytokines (IFN� + IL-17), T1D: type 1 diabetes, Th: T helper cells, Treg: regulatory T cells, Co/VD3-: PBMCs from healthy controls
not  treated with 1,25(OH)2D3, Co/VD3+: PBMCs from healthy controls treated with 1,25(OH)2D3, T1D/VD3-: PBMCs from type 1 diabetics not treated with 1,25(OH)2D3;

T1D/VD3+: PBMCs from type 1 diabetics treated with 1,25(OH)2D3. **p< 0.01 by Kruskal-Wallis test. Statistical differences highlighted among different groups are given as
follows  by Mann-Whitney U test: (i) PICs; Co/VD3- vs. T1D/VD3- or Co/VD3- vs. T1D/VD3+ or Co/VD3+ vs. T1D/VD3- or Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ or T1D/VD3- vs. T1D/VD3+,
p  < 0.05, (ii) AICs; Co/VD3- vs. Co/VD3+ or Co/VD3- vs. T1D/VD3- or Co/VD3+ vs. T1D/VD3- or Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ or T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05, (iii) PICs-to-AICs
ratio;  Co/VD3- vs. Co/VD3+ or Co/VD3- vs. T1D/VD3- or Co/VD3- vs. T1D/VD3+ or Co/VD3+ vs. T1D/VD3+ or T1D/VD3- vs. T1D/VD3+, p < 0.05.
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the regulation of nuclear factor of kappa light-chain polypeptide
gene enhancer in B cells inhibitor, alpha (IkB�) in the islet cells,
and subsequently to decrease the production of the nuclear factor-
kappa B (NF-�B) [37].

The differentiation of naive T helper precursor (Thp) cells into T-
helper 1 (Th1) cells or into Th2 cells depends on the local cytokines
microenvironment. In this study, we observed an increase in the
production levels of the Th1-related cytokine IFN-� in PBMCs from
type 1 diabetics, which corroborate and extend previous findings
[38,39]. It has been demonstrated that the Th1 cytokines produced
by PBMCs in T1D can influence the activation of macrophages
and cytotoxic cells, which lead to the autoimmune destruction of
�-cells. Conversely, we observed that IL-4 production by in vitro-
activated PBMCs from T1D patients was decreased. Our results are
consistent with previous data regarding the production levels of
Th2-related cytokines by T1D PBMCs [40]. Additionally, we showed
that the Th1-to-Th2-ratio as evaluated by IFN-�-to-IL-4 ratio was
increased in PBMCs from type 1 diabetics. In the same way, it has
previously been reported that the destructive insulitis correlates
with high IFN-�-to-IL-4 ratio [41]. Moreover, we observed that
1,25(OH)2D3 downregulated IFN-� levels and Th1-to-Th2-ratio,
and upregulated levels of IL-4 in type 1 diabetics. We therefore
suggest that the biologically active vitamin D3 can modulate Th1-
and Th2-mediated immune responses in T1D.

Regulatory CD4+ T cells (Tregs) play a vital role in main-
taining immunological peripheral tolerance and prevention of
autoimmunity. It has been reported that IL-10 is one of the main
anti-inflammatory cytokines that are needed for suppression of
immune-activating function of other immune cells by limiting the
pro-inflammatory cytokines production, including Th1 cytokine
IFN-� [42]. In contrast to IL-10, the proinflammatory IL-17, which
is typically produced by a lineage of CD4+ Th17 cells, has been
reported to be involved in the pathogenesis of several autoimmune
diseases, like T1D [5]. As recently shown, T cells and monocytes
from T1D patients produce high levels of IL-17 [43]. Additional
studies in the multiple low dose streptozotocin induced (MLDSTZ)
T1D model have found that Treg cells showed an increased pro-
duction of IL-17 and a decreased production of IL-10 [44]. These
data are in fully agreement with our results. On the other hand,
we observed that 1,25(OH)2D3 downregulated production of IL-17,
upregulated production of IL-10, and increased Treg-to-Th17 ratio
in PBMCs from type 1 diabetic patients. Our results seem to corrob-
orate recent data reporting that 1,25(OH)2D3 may  act directly on T
cells to promote secretion of IL-10 and inhibition of proinflamma-
tory cytokines production, including IL-17 [21,45] and IFN-� [46].
Nevertheless, to the best of our knowledge, there are no similar
studies focusing on T1D allowing us to make a more direct com-
parison with our results.

Nitric oxide is considered as a bioactive signaling messenger,
which plays an important role in innate immune responses. It is
synthesized from the amino acid L-arginine by a complex fam-
ily of intracellular enzymes called NO synthase (NOS), of which
three distinct isoforms have been isolated, purified and cloned;
constitutively (cNOS) expressed neuronal NOS (NOS1 or nNOS) and
endothelial NOS (NOS3 or eNOS) or an inducible isoform (NOS2 or
iNOS) [47]. L-arginine is also the substrate for the enzyme arginase
[48]. NOS and arginase can define respectively the classically acti-
vated proinflammatory M1  macrophages and the alternatively
activated anti-inflammatory M2  macrophages [49]. It has previ-
ously been reported that Km of mammalian arginases is in the
2–20 mM range and of the various NOS isoenzymes in the 2–20 �M
range [50]. Although the affinity of arginase for arginine appeared
higher than that of NOS, the expression of each other depends on
the immune conditions. So during inflammation, a high amount
of NO can be produced by human monocytes/macrophages by
the induction of iNOS expression in response to proinflammatory

cytokines [51], such as IFN-�, through the activation of the NF-
�B pathway [52,53]. Arginase can be expressed to competes with
iNOS for arginine and therefore contributes to suppresses M1/Th1
immune responses, and this appears to be as an essential mecha-
nism of inflammation-associated immunosuppression [54].

It has been reported that increased NO production can cause
pancreatic �-cell damage and dysfunction [55]. Although there
are no ex vivo investigation on NO production using human T1D
PBMCs, our results supports and complement previous findings
showing increased circulating levels of NO production in T1D
patients [56,57]. Here, we demonstrated for the first time that
1,25(OH)2D3 downregulated the NO production, upregulated the
arginase activity, and decreased NO production-to-arginase activ-
ity ratio in both T1D and control PBMCs. Interestingly, it would be
far more judicious to check if the increase in arginase activity and/or
anti-inflammatory cytokines is behind the diminution of the NO
production.

Monocytes are highly plastic and heterogeneous cells that are
able to change their functional phenotype in response to differ-
ent stimuli [58]. Therefore, to study the impact of environmental
cytokine cues on signal transduction in monocyte of T1D, we have
evaluated the relative phosphorylation expression of STAT4 (p-
STAT4) and STAT6 (p-STAT6) in activated monocytes from T1D and
healthy controls, cultured in the presence or absence of biologically
active vitamin D3.

STAT proteins are a seven-member family of intracellular
transcription factors that are involved in signal transduction by
cytokines, hormones, and growth factors. They can contribute
to several events, including survival, proliferation, differentia-
tion, apoptosis, angiogenesis, fetal development, transformation,
inflammation, and immune response [59,60]. Of this family, STAT4
and STAT6 are key transcription factors for the polarization of T
helper cells. Thus, STAT4 is required for the development of Th1
cells, and is predominantly activated by IL-12, but can also be phos-
phorylated in response to IFN-� stimulation in human cells through
activation of Janus kinase 1 (Jak1) and Tyrosine kinase 2 (Tyk2) [27].
The combination of Jak2 with Tyk2 can also be required for IFN-�
signaling and the differentiation of IFN-�-producing Th1 cells from
naive Th cells [61]. STAT6 is activated by IL-4 and is critical for
the development of Th2 cells [62]. Both STAT4 and STAT6 can also
be expressed in activated mononuclear cells, including peripheral
blood monocytes [26,63].

Our results revealed high levels of p-STAT4 and p-STAT4-to-p-
STAT6 ratio and decreased levels of p-STAT6 in monocytes from
type 1 diabetic patients, which indicates the predominant effect
of Th1 cytokines on the expression of STAT4 in T1D monocytes. In
addition, our study is consistent with the data demonstrating that
isolated monocytes from blood of recent-onset T1D produce sig-
nificantly proinflammatory cytokines that are able to induce and
expand Th17 cells, as well as the differentiation/expansion of CD4
T cells into Th17/Th1 cells [64]. Of note, we observed that treatment
of monocytes with 1,25(OH)2D3 induced increase in relative levels
of p-STAT6 and decrease in those of p-STAT4 and p-STAT4-to-p-
STAT6 ratio. Our work provide new insight regarding the effect of
1,25(OH)2D3 on STAT4 and STAT6 activation in T1D monocytes.
So we  suggest that 1,25(OH)2D3 may  reverse the activation of
inflammatory pathways involving the canonical Jak/STAT signal
transduction cascade in monocytes at the onset T1D.

Inflammatory mediators might contribute to major immune
response against pancreatic �-cells. They contribute to insulitis and
destruction of �-cell and mediate the dialog between pancreatic
islets and offensive immune infiltrating cells [65]. The combination
of proinflammatory mediators has been reported to predispose �-
cells for lysis by autoreactive cytotoxic T cells [66]. It has previously
been observed that AICs, including Th2/Treg related cytokines, are
decreased in T1D [67]. These data are in agreement with our results
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showing that T1D PBMCs produced higher levels of combined PICs
(IFN-� + IL-17) and lower levels of combined AICs (IL–4 + IL-10).
Interestingly, it has been reported that the loss of �-cell mass
is not caused only by increased generation of proinflammatory
cytokines, but it can also be provoked by a concomitant loss of anti-
inflammatory cytokines [68]. Furthermore, additional data in NOD
mice model have revealed that T1D can be delay with IL-4, IL-10
or IL-13 treatment [69], and it incidence can be reduced by adop-
tive transfer of anti-inflammatory M2  macrophages and Treg cells
[70]. Since immunomodulation properties may  vary depending on
the overall patterns of cytokines, the evaluation of the 1,25(OH)2D3
effect on the levels of combined cytokines and on the PICs/AICs bal-
ance would be much more informative than the assessment of its
effect on PICs or AICs separately. In our study, we observed that
1,25(OH)2D3 not only downregulated levels of PICs and upregu-
lated those of AICs, but also decreased PICs-to-AICs ratio in T1D
PBMCs.

5. Conclusions and future prospects

This is the first report exploring the role of vitamin D on the
modulation of the production of cytokines by PBMCs and the activa-
tion of STAT4 and STAT6 in monocytes among human recent-onset
T1D. Our results demonstrate that this hormone can differentially
modulate proinflammatory versus anti-inflammatory cytokine pro-
duction depending on immune conditions. It can reverse the
activation of inflammatory pathways and promote the produc-
tion of anti-inflammatory and regulatory cytokines, as well as
the inhibition of NO production at the onset of T1D. Therefore,
it may  potentially be suggested as an immunological adjuvant
in individuals at risk of the disease. Our results deserves addi-
tional investigations, and it would be interesting to: (i) explain why
vitamin D may  act differently on cytokines production depending
on the change in physiological conditions, (ii) determine mech-
anistically the exact cause of the decreased production of NO
after treatment with 1,25(OH)2D3, (iii) investigate the effect of
1,25(OH)2D3 on antigen-specific activation of T cells using other
stimulators like T1D-associated glutamic acid decarboxylase 65
(GAD(65)) peptide a.a. 247–279, and (iv) test the effect of some
synthetic VDR ligands, like BXL-219, on pro- and anti-inflammatory
cytokine balance, but also on the signaling pathways implicated in
the polarization of monocytes/macrophages, knowing that the VDR
is constitutively expressed by macrophages and its downstream
targets are induced by its natural ligand, i.e. 1,25(OH)2D3 [71].
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a b s t r a c t

Background: Both CD4+ T cells and macrophages are mainly involved in the autoimmune-mediated
b-cells destruction in type 1 diabetes (T1D). The aim of this study was to examine the effect of HDL on
functional activities of macrophage and its ability to regulate the production of cytokines in autologous
mixed macrophage/CD4+ T cells at the recent-onset human type 1 diabetes.
Methods: Cell samples were isolated from volunteers with recent-onset T1D or healthy controls.
Results: The levels of the production of IL-1b, IL-2, IFN-c, nitric oxide (NO), and hydrogen peroxide (H2O2)
were significantly increased in the co-culture of T1D cells when compared to that of cells from healthy
controls. Similarly, those of intracellular free calcium ions (ifCa2+) were slightly, but not significantly
increased (p > 0.05). Conversely, macrophage exhibited significantly decreased levels of the relative tyr-
osine phosphorylation of STAT6 (p-STAT6, Tyr641) in culture of T1D cells than in that of cells from
healthy controls; while those of p-STAT4 (Tyr693) were significantly increased. Likewise, the levels of
IL-4 and IL-10 were significantly decreased in the co-culture of T1D cells compared to co-culture of cells
from healthy controls. Additionally, HDL treatment significantly down-regulated the production of IL-1b,
IL-2, IFN-c, NO, H2O2, phagocytosis, bacterial killing, the relative tyrosine phosphorylation of
macrophage-expressed STAT4 (p-STAT4, Tyr693), as well as the ratio of IL-1b/IL-10, NO production/
arginase activity, p-STAT4/p-STAT6, IFN-c/IL-4, IFN-c/IL-10, and the combined proinflammatory (PICs)/
anti-inflammatory (AICs) cytokines. Moreover, HDL treatment significantly up-regulated the production
of IL-4, IL-10, arginase activity, and p-STAT6 (Tyr641) (for all comparisons, p < 0.001).
Conclusions: We show for the first time that HDL may reverse both the functional activities of macro-
phages and immunoinflammatory response during reciprocal macrophage-CD4+ T cell crosstalk at the
beginning of T1D. These findings should open the way for therapeutic trials in the short- and medium-
term.

� 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease characterized
by the destruction of insulin-producing b-cells thereby affecting
the control of blood glucose level [1,2]. T1D is caused by a loss of
self-tolerance and can be initiated by the release of autoantigens
within the pancreatic islet cells [3].

Many cells are involved in the destruction of b-cells, such as
macrophages, dendritic cells, B cells, and T cells [4]. During the
pathogenesis of T1D, pancreatic islets are infiltrated by CD4+ and
CD8+ T cells. Several evidences showed that both CD4+ and CD8+

T cells are crucial in T1D development [4,5]. It has been reported
that autoreactive T cells differentiate into effectors by engaging
b-cell antigens on local antigen-presenting cells (APCs) [6]. Multi-
ple mechanisms have been invoked to elucidate how b-cells are
destroyed. T cells can directly kill the b-cells by cell-to-cell contact,
through a cytotoxic process [2], but they can also influence their
destruction by the release of proinflammatory cytokines [7].

T cells, in particular, CD4+ T cells play a central role in the
development of T1D [8]. Naive CD4+ T cells are activated after
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interaction with major histocompatibility complex (MHC)
expressed by professional APCs, and differentiate to either the T
helper 1 (Th1) or Th2 subtypes, depending on the exogenous cyto-
kine environment [9]. It has been shown that proinflammatory
cytokines, in particular interleukin 1b (IL-1b) [10] and IFN-c
secreting CD4+ T cells (Th1) are overproduced at the onset of the
autoimmune response, which leads to the shift toward Th1-like
phenotype [11,12].

Although T1D is considered as a T cell mediated disease, innate
immune cells, including macrophages, are highly involved in dis-
ease induction. Macrophages are professional phagocytic cells,
and can interact as professional APCs with CD4+ helper T cells
through MHC class II molecules [13]. Macrophages are primary
contributors to the creation of the immune environment for the
development and activation of cytotoxic T cells that destroy pan-
creatic b-cells [14]. They can activate CD4+ T cells, and subse-
quently promote their production of IL-2 and IFN-c, which may
help with the maximal activation of CD8+ T cells. Additionally,
the mechanism of b-cell destruction by macrophages could be also
mediated through the release of reactive oxygen and nitrogen spe-
cies (ROS and RNS) [15,16].

High-density lipoproteins (HDLs) are one of the five groups of
lipoproteins. These complex mixture of lipid and protein contain
phospholipids, triglycerides, and various proteins, including
apolipoproteins A-I (ApoA-I), ApoE and ApoC-II [17]. The most
abundant HDL apolipoproteins are apoA-I and apoA-II. Apo A-I is
the main structural and functional apoprotein of HDL and plays a
key role in the induction of cholesterol efflux from cells. HDL par-
ticles can be sub-classified into small HDL particles that promote
cholesterol efflux through the ATP-binding cassette transporter
A1 (ABCA1) [18], large HDL2 particles that interact with liver scav-
enger receptors class B type 1 (SR-B1), which ensures the delivery
of cholesterol to the liver, and intermediate HDL3 that induces
cholesterol efflux through the ATP-binding cassette transporter
G1 (ABCG1) [19].

Lipid rafts are dynamic microdomains within the plasma mem-
brane, which contain high concentrations of cholesterol and sphin-
golipids [20]. An important function suggested for the lipid raft
microdomain is to act as a plateform for cell signaling. Of note,
MHC class II is located in microdomains rich in lipids. Therefore,
the decrease in cholesterol in lipid rafts may cause numerous
changes in cell activation and immune responses [21,22].

Interestingly, recent evidence has shown that HDL can inhibit
antigen presentation to T cells by reducing the lipid raft [23]. It
may influence the action of macrophages and T cells by modulating
cholesterol levels in lipid rafts by ApoA-I, which would block the
expression of MHC class II molecules and differentiation of macro-
phages, and therefore cause the inactivation of CD4+ T cells [24].
Accumulating evidence suggests that in addition to reverse trans-
port of cholesterol from the periphery to the liver, HDLs play a
major role in vasodilation, as well as in the reduction of LDL oxida-
tion, inflammation and apoptosis [25], and they have other impor-
tant properties, including antioxidant and antithrombotic effects
[26]. Additionally, it has been shown that HDLs inhibit toll-like
receptor (TLR)-induced proinflammatory cytokine production by
macrophages, and are able to induce the macrophage to the acti-
vated alternative anti-inflammatory M2 phenotype [27]. Moreover,
others researches showed that HDLs and apoA-I inhibit antigen
presentation capacity of macrophages and then IL-2 secretion by
T cells [28].

In this first report, we have tried to show that HDL molecules
could have an ex vivo effect on functional activities of macrophage
and on the modulation of pro- and anti-inflammatory cytokines
production in co-culture system of macrophage and autologous
CD4+ T cells at the recent-onset human type 1 diabetes.

2. Materials and methods

2.1. Study design

The effect of HDL was examined on macrophages and on autol-
ogous mixed macrophage and CD4+ T cells isolated from volunteers
with recent-onset human T1D or healthy controls. Samples were
divided into four groups, including cells from healthy controls
and type 1 diabetics, treated or not (critical controls) with HDL.
Assays were performed on the supernatants or on the whole cell
lysates. The human monocytes and CD4+ T cells were isolated from
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) by immunomagnetic
negative selection. The levels of NO production, H2O2,
interleukin-1b (IL-1b), IL-2, IL-4, IL-10, interferon-c (IFN-c),
protein, ifCa2+, and arginase activity assays were carried out on co-
cultures containing monocyte-derived macrophages (MDMs) and
CD4+ T cells, supplemented or not with purified HDL. The relative
amounts of signal transducer and activator of transcription (STAT)
phosphorylation at tyrosine 693 (p-STAT4) and tyrosine 641 (p-
STAT6)were evaluated inmacrophages stimulatedby the respective
Th1- and Th2-related cytokines. Phagocytosis and bacterial killing
were performed on amixture of macrophage, Staphylococcus aureus
and HDL. Each experiment was repeated independently at least 4
times, each run in duplicate or triplicate (Fig. 1).

2.2. Preparation of human PBMCs

Blood samples were obtained from healthy donors and patient
volunteers with recent-onset T1D, after obtaining informed con-
sent and approval by the local Ethics Committee. Fresh venous
blood was collected into EDTA or heparin tubes (BD, Belliver Indus-
trial Estate, UK). PBMCs were isolated by using gradient density
centrifugation on Histopaque-1077 (Sigma Aldrich Co., St. Louis,
USA). After washing twice with phosphate-buffered saline (PBS),
PBMCs were suspended in 1 mL of RPMI 1640. Viability was
assessed using Trypan Blue Exclusion Test (TBET).

2.3. Monocyte-derived macrophages isolation

Isolation of monocytes was performed from PBMCs by negative
selection using the Human Enrichment EasySep Monocytes kit
(Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada). Monocytes purifica-
tion was performed according to the manufacturer’s instructions.
The cell suspensions purity was 90–95% as assessed by flow
cytometry. Monocytes were seeded in 24 or 96 well plates at
2.5–5 � 105 cells/mL and differentiated into macrophages in RPMI
1640 media with 2 mmol/L L-glutamine containing 10% autologous
serum and 50 lg/mL gentamycin in 5% CO2 at 37 �C. After 48 h,
non-adherent cells were removed; whilst macrophages remained
attached to the bottom of the plate.

2.4. Isolation of CD4+ T cells

CD4+ T cells were highly purified (reaching up to 99%) by
negative selection using Human CD4+ T Cell Enrichment Cocktail
(StemCell Technologies, Vancouver, Canada). Briefly, 2 mL of whole
blood were mixed with 100 lL of human CD4+ T cell enrichment
cocktail and incubated for 20 min at room temperature, after
dilution with PBS containing 2% FBS, then separated with
Ficoll-PaqueTM PLUS (Catalog # 07957) with an equal volume.
Finally, CD4+ T cells were collected after centrifugation (1200 � g
for 20 min), and then maintained in RPMI 1640 medium with
10% autologous serum and IL-2 (20 UI/mL) until analyzed.
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2.5. Isolation of HDL

Lipoproteins were isolated from human plasma by sequential
ultracentrifugation from the same fasted donor as described
[29,30]. Plasma was separated by centrifugation at 1500 � g at
4 �C for 15 min. HDL were identified at the following between den-
sities (1.063–1.210 g/mL), and isolated by ultracentrifugation too
as described earlier [31]. Plasma density was adjusted to 1.346
g/mL with KBr, and normal saline (1.006 g/mL) was layered over
the adjusted plasma to form a discontinuous density gradient of
NaCl/KBr [32]. The sample loaded and the gradient tubes were cen-
trifuged and spun at 350 000 � g for 3.5 h at 4 �C. HDL from each
patient was then sterilized and stored at�20 �C until analysis
within 6 months [33].

2.6. Co-culture system of macrophages and CD4+ T cells and HDL
treatment

Cell samples from normal subjects and type 1 diabetic patients
were prepared in the same way. First, purified MDMs were seeded
into 96 or 24 well flat bottom plates at 1 � 105/100 mL per well, and
were activated into APCs after incubation for 24 h with 20 ng/mL of

IFN-c [34]. After removal of IFN-c, activated MDMs were
co-cultured with autologous CD4+ T cells at a concentration of
1 � 106/100 mL per well after stimulation with 20 lg/mL phyto-
haemagglutinin (PHA-L, Calbiochem) [33]. Co-cultures were incu-
bated for 24–48 h at 37 �C and 5% CO2 in RPMI 1640 medium
supplemented with 2 mM L-glutamine, 50 lg/mL gentamycin
and 10% autologous serum, in the presence or absence of HDL at
a dose of 50 mg/mL [35,36].

2.7. Cell lysis assay

For protein, ifCa2+ and arginase activity assays, cells were lysed
as described [37]. Briefly, cells were treated for 30 min with 500 lL
of 0.1% Triton X 100. Reaction was stopped by the addition of a
mixture containing Tris-HCl and MnCl2.

2.8. Protein assay

Protein concentration was measured on the cell lysates at
540 nm using a commercial kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Mid-
dletown, USA).

Fig. 1. Study flow-chart. In the current study, we evaluated the ex vivo effect of HDL on immunomodulation of functional activities of macrophage and the production of pro-
and anti-inflammatory cytokines during ex vivo macrophage-CD4+ T cell crosstalk in human early T1D. AICs: anti-inflammatory cytokines, apoA-I: apolipoprotein A-I, CO/
HDL�: cells from healthy controls not treated with HDL, CO/HDL+: cells from healthy controls treated with HDL, HDL: high density lipoprotein, IL: interleukin, IFN-c:
interferon gamma, MDM: monocyte-derived macrophage, NO: nitric oxide, PBMCs: peripheral blood mononuclear cells, PICs: proinflammatory cytokines, p-STAT4 (Tyr693):
STAT4 phosphorylation on tyrosine 693, p-STAT6 (Tyr641): STAT6 phosphorylation on tyrosine 641, ROS: reactive oxygen species, RNS: reactive nitrogen species, STAT: signal
transducer and activator of transcription, T1D/HDL�: T1D cells not treated with HDL, T1D/HDL+: T1D cells treated with HDL, Th: T helper cells.
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2.9. Respiratory burst assay

Respiratory burst assay was carried out by the determination of
the levels of NO production and H2O2 [37,38].

2.9.1. Nitric oxide assay
NO levels were assessed on supernatants by measuring the

accumulation of stable oxidative metabolites (NOx, nitrite and
nitrate), with the sensitive colorimetric Griess reaction, using tri-
chloroacetic acid (TCA), vanadium (III) and Griess reagent chloride,
as described [39]. Absorbance was measured at 540 nm on the
ELISA plate reader (Biochrom Anthos 2020, Cambridge, UK). The
amount of nitrite in the sample was achieved by reference to a
standard curve constructed using sodium nitrite.

2.9.2. Hydrogen peroxide assay
H2O2 was measured by the adapted method of Pick and Keisari

[40] with some modifications [41]. This method is based on the use
of a buffered Phenol Red Solution (PRS), which contains a peroxide
assay buffer (PAB) (5.0 mM K2HPO4, 1.0 mM KH2PO4, 140 mM
NaCl, 0.5 mM glucose adjusted to pH 7.4), 0.28 mM (0.1 g/L) of
phenol red (phenolsulfonphthalein) and 8.5 U/L (50 mg/mL) of
horseradish peroxidase (HRPO, EC 1.11.1.7). The PRS solution was
prepared immediately prior to the assay, by adding phenol red
and HRPO to 2.1 mL of PAB at a final concentration of 0.46 mM
and 0.046 U/mL, respectively. Supernatant were added to the assay
mixture at a ratio of 1–4 and then incubated for 30 min at 37 �C
[42]. To stop the reaction, 10 mL of 1 N NAOH was added. The
H2O2 levels were measured spectrophotometrically at 610 nm
against a blank containing buffered PRS and NAOH at the appropri-
ate concentrations. A standard curve was prepared by the use of
dilutions of 30% H2O2.

2.10. Intracellular free calcium ions assay

The levels of intracellular free calcium ions (ifCa2+) were bio-
chemically determined on cell lysates with the ortho-
cresolphthalein (OCP) complexone method [43], based on the for-
mation of a chromogenic complex resulting from the reaction of
OCP with calcium ions in alkaline solution. The free calcium ions
content were spectrophotometry determined at 560 nm against a
blank using a commercial kit (BioSystems S.A. Costa Brava 30, Bar-
celona, Spain). The levels of ifCa2+ were expressed as mg/mg
proteins.

2.11. Staphylococcus aureus strain

S. aureus ATCC 6538 strain (American Type Culture Collection)
was used for the phagocytosis and bacterial killing assays. Bacteria
were grown overnight in trypticase soy broth (TSB) at 37 �C. The
optical density (OD) of 0.5 McFarland turbidity as measured by a
colorimeter at 600 nm and confirmed by bacterial count corre-
sponded to 108 CFU/mL [44].

2.12. Phagocytosis and bacterial killing assays

These assays were performed as described in detail [37,39].
Phagocytosis results were evaluated based on the percentage
decrease in the number of viable extracellular bacteria. The per-
centage of intracellular bacterial killing was determined after the
macrophage viability assay after infection using Trypan Blue
counting test.

2.13. Arginase activity assay

The activity of arginase (EC 3.5.3.1) were achieved by a spec-
trophotometric assay based on measuring the concentration of
urea in cell lysates after the addition of L-arginine [45–47]. 25 mL
of cell lysates, activated by heating for 10 min at 56 �C, were added
to 200 mL aliquot of arginine buffer (10 mM L-arginine, pH 6.4), and
then incubated at 37 �C for 1 h. The reaction was terminated by
adding 750 lL of acetic acid [48]. The concentration of urea gener-
ated after arginine catabolism by arginase was measured at
600 nm using a commercial kit (UREA/BUN-COLOR, BioSystems,
S.A. Costa Brava 30, Barcelona, Spain), The arginase activity was
expressed as nanomoles of urea released per mg of proteins per
1 h.

2.14. Cytokine assays

Concentration levels of IL-1b, IL-2, IFN-c, IL-4 and IL-10 were
determined in co-culture system containing or not HDL. These
cytokines were quantified in supernatants after 24 h by a quantita-
tive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), with respective
commercial kits, according to the manufacturer’s instructions
(Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA). Optical densities were mea-
sured at 450 nm with an ELISA plate reader (Biochrom Anthos
2020, Cambridge, UK). The limits of detection were 0.3 pg/mL for
IL-1b, 4 pg/mL for IL-2, 8 pg/mL for IFN-gamma, 10 pg/mL for
IL-4, and 1 pg/mL for IL-10.

2.15. STAT4 and STAT6 phosphorylation assays

The relative amounts of phosphorylated STAT4 and STAT6
assays were performed in adherent macrophages using STAT4
(Tyr693) and STAT6 (Tyr641) ELISA Kits (Abcam, Germany),
according to the manufacturer’s instructions. First, 5 � 105 cell/
mL were incubated in 96-well plate culture at 37 �C and 5% CO2

during 4 h. Thereafter, MDMs were activated with 100 ng/mL
lipopolysaccharides (LPS) (Escherichia coli 0127:B8, Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA) (instead of PHA) and treated with 50 mL HDL.
STAT4 and STAT6 were activated with 10 ng/mL Th1 signature
cytokine IFN-c or Th2 signature cytokine IL-4, respectively. The
absorbance was measured at 450 nm.

2.16. Statistical analyses

All data were expressed as the means ± standard error of mean
(SEM). The assumption of normality of data distribution was
examined prior to statistical procedures. Kruskal-Wallis and
Mann-Whitney U non-parametric tests were used to search differ-
ences among all groups and between two groups, respectively
[49,50].

3. Results

3.1. Effect of HDL on the production of IL-1b

As indicated in Fig. 2, the production levels of IL-1b were
increased in the co-culture of T1D cells compared with that of cells
from healthy controls (p = 0.029 by Mann-Whitney U test). Addi-
tionally, HDL treatment significantly down-regulated the produc-
tion of IL-1b in the co-culture of T1D cells compared with not
HDL treated-cells (p = 0.014 by Mann-Whitney U test). Whereas,
treatment with HDL resulted in a significant increase in IL-1b levels
in the co-culture of cells from healthy controls (p < 0.01 by
Mann-Whitney U test). For all comparisons using Kruskal-Wallis
test, p-value was <0.01.
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3.2. Effect of HDL on the production of IL-2

As depicted in Fig. 3, the IL-2 production levels were signifi-
cantly increased in the co-culture of T1D cells as compared to that
of cells from healthy controls (p = 0.001 by Mann-Whitney U test).
In addition, HDL treatment induced a significant decrease in IL-2
production levels in the co-culture of both T1D and cells from
healthy controls in comparison to co-cultures without HDL
(p < 0.001 by Mann-Whitney U test). When using Kruskal-Wallis
test, p-value was less than 0.001.

3.3. Effect of HDL on the production of anti-inflammatory/regulatory
cytokine IL-10

As shown in Fig. 4, the production levels of IL-10 are signifi-
cantly decreased in the co-culture of T1D cells in comparison to

that of cells from healthy controls (p = 0.004 by Mann-Whitney U
test). When treated cells with HDL, the co-culture of T1D cells,
but also of control, exhibited a significant increase of IL-10 produc-
tion levels (respectively, p < 0.001 and p = 0.035 by Mann-Whitney
U test). P-value was less than 0.001 using Kruskal-Wallis test.

3.4. Effect of HDL on the production of Th1- and Th2-related cytokines

We see in Fig. 5 that the production levels of IFN-c were signif-
icantly increased in the co-culture of T1D cells when compared to
that of cells from healthy controls; while those of IL-4 were
significantly decreased (for both comparisons, p < 0.001 by

Fig. 2. Effect of HDL on the production of IL-1b in the co-culture system of human
T1D macrophages and CD4+ T cells. IL-1b levels were measured using sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Values correspond to the
mean ± standard error of mean (SEM) of four independent experiments in each
group. HDL: high density lipoprotein, IL: interleukin, K-W: Kruskal-Wallis test, T1D:
type 1 diabetes, CO/HDL�: cells from healthy controls not treated with HDL, CO/
HDL+: cells from healthy controls treated with HDL, T1D/HDL�: T1D cells not
treated with HDL, T1D/HDL+: T1D cells treated with HDL. **p < 0.01 by Kruskal-
Wallis test. Statistical differences highlighted among different groups are given as
follows by Mann-Whitney U test: CO/HDL�vs. CO/HDL+, p < 0.01; CO/HDL� vs. T1D/
HDL�, p < 0.05; CO/HDL+ vs. T1D/HDL�, p < 0.05; CO/HDL+ vs. T1D/HDL+, p < 0.01;
T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.05.

Fig. 3. Effect of HDL on the production of IL-2 in the co-culture system of human
T1D macrophages and CD4+ T cells. IL-2 levels were measured using sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Values correspond to the
mean ± standard error of mean (SEM) of four independent experiments in each
group. HDL: high density lipoprotein, IL: interleukin, K-W: Kruskal-Wallis test, T1D:
type 1 diabetes, CO/HDL�: cells from healthy controls not treated with HDL, CO/
HDL+: cells from healthy controls treated with HDL, T1D/HDL�: T1D cells not
treated with HDL, T1D/HDL+: T1D cells treated with HDL. ***p < 0.001 by Kruskal-
Wallis test. Statistical differences highlighted among different groups are given as
follows by Mann-Whitney U test: CO/HDL�vs. CO/HDL + , p < 0.001; CO/HDL�vs.
T1D/HDL�, p < 0.01; CO/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001; CO/HDL+ vs. T1D/HDL�,
p < 0.001; CO/HDL + vs. T1D/HDL+, p < 0.01; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001.

Fig. 4. Effect of HDL on the production of anti-inflammatory/regulatory cytokine IL-
10 in the co-culture system of human T1D macrophages and CD4+ T cells. IL-10
levels were measured using sandwich enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). Values correspond to the mean ± standard error of mean (SEM) of four
independent experiments in each group. HDL: high density lipoprotein, IL:
interleukin, K-W: Kruskal-Wallis test, T1D: type 1 diabetes, CO/HDL�: cells from
healthy controls not treated with HDL, CO/HDL+: cells from healthy controls treated
with HDL, T1D/HDL�: T1D cells not treated with HDL, T1D/HDL+: T1D cells treated
with HDL. ***p < 0.001 by Kruskal-Wallis test. Statistical differences highlighted
among different groups are given as follows by Mann-Whitney U test: CO/HDL�vs.
CO/HDL+, p < 0.05; CO/HDL�vs. T1D/HDL�, p < 0.01; CO/HDL�vs. T1D/HDL+,
p < 0.05; CO/HDL+ vs. T1D/HDL�, p < 0.001; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001.

Fig. 5. Effect of HDL on the production of Th1- and Th2-related cytokines in the co-
culture system of human T1D macrophages and CD4+ T cells. IFN-c and IL-4 were
measured using sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as respec-
tive Th1 and Th2 cell-related cytokines. Values correspond to the mean ± standard
error of mean (SEM) of four independent experiments in each group for both IFN-c
and IL-4 assays. HDL: high density lipoprotein, IL: interleukin, IFN-c: interferon
gamma, K-W: Kruskal-Wallis test, T1D: type 1 diabetes, Th: T helper, CO/HDL�:
cells from healthy controls not treated with HDL, CO/HDL+: cells from healthy
controls treated with HDL, T1D/HDL�: T1D cells not treated with HDL, T1D/HDL+:
T1D cells treated with HDL. ***p < 0.001 by Kruskal-Wallis test. Statistical differ-
ences highlighted among different groups are given as follows by Mann-Whitney U
test: (i) IFN-c; CO/HDL�vs. CO/HDL+, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL�, p < 0.001;
CO/HDL�vs. T1D/HDL + , p < 0.001; CO/HDL + vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL+ vs.
T1D/HDL+, p < 0.001; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, (ii) IL�4; CO/HDL�vs.
T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.05; CO/HDL+ vs. T1D/HDL�,
p < 0.001; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001.
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Mann-Whitney U test). Additionally, the production of IFN-c was
substantially inhibited by treatment with HDL, either in the
co-culture of T1D and cells from healthy controls (p < 0.001 by
Mann-Whitney U test). However, HDL significantly up-regulated
the production of IL-4 in the co-culture of cells from both T1D
and healthy controls compared with that of not HDL-treated cells;
nevertheless, the difference did not reach significant level for cells
from healthy controls (respectively, p < 0.001 and p = 0.070 by
Mann-Whitney U test). For the two cytokines, p < 0.001 by
Kruskal-Wallis test.

3.5. Effect of HDL on intracellular free calcium ions

We see in Fig. 6 that the levels of ifCa2+ were increased in the
co-cultures of T1D compared to that of cells from healthy controls;
while the difference did not reach a significant level (p > 0.05 by
Mann-Whitney U test). Additionally, treatment with HDL induced
a slight increase in the ifCa2+ levels in T1D co-cultures; whereas
the difference was not statistically significant (p > 0.05 by Mann-
Whitney U test). P-value for multiple comparisons was equal to
0.003 by Kruskal-Wallis test.

3.6. Effect of HDL on functional activities of macrophage

The results in Fig. 7 shows that respiratory burst, as evaluated
by NO production and H2O2, was significantly increased in the
co-culture of T1D cells when compared to that of cells from healthy
controls (NO production; p < 0.001, H2O2; p < 0.01 by Mann-
Whitney U test). We showed that HDL treatment significantly
down-regulated the levels of NO production and H2O2 in the co-
culture of T1D cells (for both variables, p < 0.001 by Mann-
Whitney U test). Likewise, HDL treatment resulted in significant
down-regulation of the two macrophage respiratory burst
biomarkers in the co-culture of cells from healthy controls (NO
production; p < 0.001, H2O2; p = 0.003 by Mann-Whitney U test).
Additionally, the results of phagocytosis and bacterial killing
assays show that there was no significant differences in both
phagocytosis and bacterial killing levels between the co-cultures
of T1D and cells from healthy controls (for the two assays,
p > 0.05 by Mann-Whitney U test). However, HDL treatment
induced a significant decrease in the levels of phagocytosis and
bacterial killing in both co-cultures of T1D and controls cells

(p < 0.001 for all comparisons by Mann-Whitney U test). When
comparing the overall macrophage functional activities between
all groups by Kruskal-Wallis test, p-values were less than 0.001
for all variables.

3.7. Effect of HDL on arginase activity

As shown in Fig. 8, the levels of arginase activity was decreased
in the co-cultures of T1D when compared to that of cells from
healthy controls; while the difference was not significant
(p > 0.05 by Mann-Whitney U test). Additionally, treatment with
HDL resulted in up-regulation of arginase activity in the co-
culture of T1D cells compared with that of not HDL-treated T1D
cells (p < 0.001 by Mann-Whitney U test); whereas HDL treatment
did not result in a difference between the co-cultures of the two
cells from healthy controls (p > 0.05 by Mann-Whitney U test).
For all comparisons, p = 0.005 by Kruskal-Wallis test.

Fig. 6. Effect of HDL on intracellular free calcium ions in the co-culture system of
human T1D macrophages and CD4+ T cells. Intracellular free calcium ions levels
were biochemically measured by the ortho-cresolphthalein complexone method.
Values correspond to the mean ± standard error of mean (SEM) of five independent
experiments in each group. HDL: high density lipoprotein, ifCa2+: intracellular free
calcium ions, K-W: Kruskal-Wallis test, T1D: type 1 diabetes, CO/HDL�: cells from
healthy controls not treated with HDL, CO/HDL+: cells from healthy controls treated
with HDL, T1D/HDL�: T1D cells not treated with HDL, T1D/HDL+: T1D cells treated
with HDL. **p < 0.01 by Kruskal-Wallis test. No statistical difference was high-
lighted among different groups.

Fig. 7. Effect of HDL on functional activities of macrophage in the co-culture system
of human T1D macrophages and CD4+ T cells. Functional activities of macrophage
were determined by phagocytosis, bacterial killing and respiratory burst assays. The
respiratory burst (also referred to as oxidative burst) was performed by measure-
ments of nitric oxide and hydrogen peroxide production. The levels of nitric oxide
production were measured by the sensitive Griess reaction. Hydrogen peroxide
levels were measured by the adapted method of Pick and Keisari. Values correspond
to the mean ± standard error of mean (SEM) of four (phagocytosis and bacterial
killing assays) or five (NO production and H2O2 assays) independent experiments in
each group. HDL: high density lipoprotein, H2O2: hydrogen peroxide, NO: nitric
oxide, K-W: Kruskal-Wallis test, T1D: type 1 diabetes, CO/HDL�: cells from healthy
controls not treated with HDL, CO/HDL+: cells from healthy controls treated with
HDL, T1D/HDL�: T1D cells not treated with HDL, T1D/HDL + : T1D cells treated with
HDL. ***p < 0.001 by Kruskal-Wallis test. Statistical differences highlighted among
different groups are given as follows by Mann-Whitney U test: (i) NO production;
CO/HDL�vs. CO/HDL+ , p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL�vs.
T1D/HDL + , p < 0.001; CO/HDL + vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL+ vs. T1D/HDL+,
p < 0.001; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, (ii) H2O2 production; CO/HDL�vs. CO/
HDL+, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL+,
p < 0.001; CO/HDL+ vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL+ vs. T1D/HDL+, p < 0.001;
T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, (iii) Phagocytosis; CO/HDL�vs. CO/HDL+,
p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001; CO/HDL+ vs. T1D/HDL�, p < 0.001;
T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, (iv) Bacterial killing; CO/HDL�vs. CO/HDL+,
p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001; CO/HDL+ vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/
HDL+ vs. T1D/HDL+, p < 0.01; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001.
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3.8. Effect of HDL on STAT4 and STAT6 phosphorylation in macrophage
stimulated by the respective Th1- and Th2-related cytokines

We show in Fig. 9 that the relative levels of STAT4 tyrosine
phosphorylation (p-STAT4, Tyr693) were significantly increased
in macrophages of T1D when compared to that of healthy controls;
while those of p-STAT6 (Tyr641) were significantly decreased (for
the two comparisons, p < 0.001 by Mann-Whitney U test). Addi-
tionally, we observe that the relative levels of p-STAT4 were signif-
icantly down-regulated when macrophage cells from T1D were
treated with HDL and, in contrast, those of STAT6 phosphorylation
were up-regulated (for both comparisons, p < 0.001 by Mann-

Whitney U test). Similar results were seen when macrophages
from healthy controls were treated with HDL (p-STAT4;
p = 0.006, p-STAT6; p = 0.001 by Mann-Whitney U test). When
comparing between all groups using Kruskal-Wallis test, p-value
was less than 0.001 for both p-STAT4 and p-STAT6.

3.9. Effect of HDL on the balance of proinflammatory versus anti-
inflammatory cytokines, NO production versus arginase activity and p-
STAT4 versus p-STAT6

The results illustrated in Fig. 10 shows that the ratio of IL-1b/IL-
10, IFN-c/IL-4, IFN-c/IL-10, combined proinflammatory (PICs,
IL-1b + IL-2 + IFN-c)/anti-inflammatory (AICs, IL-4 + IL-10) cytoki-
nes and NO production/arginase activity were significantly
increased in the co-culture of T1D cells than in that of cells from
healthy controls (IL-1b/IL-10, p < 0.01; IFN-c/IL-4, IFN-c/IL-10
and PICs/AICs, p < 0.001; NO/arginase activity, p < 0.05 by Mann-
Whitney U test). Similarly, p-STAT4/p-STAT6 ratio was significantly
increased in macrophages of T1D than in macrophages of healthy
controls (p < 0.001 by Mann-Whitney U test). Additionally, treat-
ment of cells with HDL induced a significant decrease in the levels
of the all evaluated ratios, whether in the cultures of T1D cells or in
that of cells from healthy controls (T1D cells: IL-1b/IL-10, IFN-c/IL-
4, IFN-c/IL-10 and NO/arginase activity, p < 0.001; PICs/AICs and
p-STAT4/p-STAT6, p < 0.01. Healthy control cells: IL-1b/IL-10,
IFN-c/IL-4, IFN-c/IL-10, NO/arginase activity and p-STAT4/p-
STAT6, p < 0.001; PICs/AICs, p < 0.01 by Mann-Whitney U test).
Exceptionally, treatment with HDL resulted, in contrast, in a slight
but not statistically significant increase in the level of IL-1b/IL-10
ratio in the co-culture of cells from healthy controls (p = 0.366 by
Mann-Whitney U test). For multiple comparisons using Kruskal-
Wallis test, p-values were less than 0.001 for all the evaluated
ratios.

4. Discussion

Various studies reported the specific properties of HDL such as
anti-atherogenic, anti-inflammatory, antioxidant, and anti-
apoptotic [51,52]. Additionally, some studies demonstrated that
HDL treatment can inhibit the production of proinflammatory
cytokines, including macrophage IL-1b [53].

It has been reported that HDL can also exert multiple
immunomodulation effects. Lipid rafts of the plasma membrane
are the key structure responsible for such effects that result from
the depletion of cholesterol from microdomains after their intera-
tion with HDL [54]. HDL has also the ability to drive the macro-
phage to M2 anti-inflammatory state, modulates recruitment/
adhesion of monocytes, and inhibits their inflammatory response
[55]. Additionally, HDL can inhibit antigen presentation, T cell acti-
vation and proliferation [56]. These effects give an important
aspect of the HDL action on both innate and adaptive immune
responses [26].

Considering these new insights, we have evaluated for the first
time the effect of HDL on functional activities of macrophage and
on the modulation of pro- and anti-inflammatory cytokines pro-
duction during ex vivo macrophage-CD4+ T cell crosstalk at the
recent-onset human type 1 diabetes.

4.1. Effect of HDL on the production of IL-1b

Although IL-1b could be generated by different cell lines,
including polarized Th17 cells [57], it is considered as a specific
signal 3 macrophage-derived cytokine required for CD4+ T cell acti-
vation [58], and as a signature cytokine for classically proinflam-
matory activated macrophage (CAM, M1) [37,59,60]. It is an

Fig. 8. Effect of HDL on arginase activity in the co-culture system of human T1D
macrophages and CD4+ T cells. Arginase activity levels were spectrophotometrically
determined by measurement of the concentration of urea after the addition of L-
arginine. Values correspond to the mean ± standard error of mean (SEM) of five
independent experiments in each group. HDL: high density lipoprotein, K-W:
Kruskal-Wallis test, T1D: type 1 diabetes, CO/HDL�: cells from healthy controls not
treated with HDL, CO/HDL+: cells from healthy controls treated with HDL, T1D/
HDL�: T1D cells not treated with HDL, T1D/HDL+: T1D cells treated with HDL.
**p < 0.01 by Kruskal-Wallis test. Statistical differences highlighted among different
groups are given as follows by Mann-Whitney U test: CO/HDL�vs. T1D/HDL+,
p < 0.01; CO/HDL+ vs. T1D/HDL+, p < 0.001; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001.

Fig. 9. Effect of HDL on STAT4 and STAT6 phosphorylation in macrophage
stimulated by the respective Th1- and Th2-related cytokines. The relative amounts
of phosphorylated STAT4 (Tyr693) and STAT6 (Tyr641) levels were measured in
macrophage using sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), after
contact with Th1 or Th2 signature cytokine. Values correspond to the mean ± stan-
dard error of mean (SEM) of four independent experiments in each group, for both
STAT4 and STAT6 phosphorylation assays. HDL: high density lipoprotein, K-W:
Kruskal-Wallis test, p-STAT: phosphorylated signal transducer and activator of
transcription, T1D: type 1 diabetes, CO/HDL�: cells from healthy controls not
treated with HDL, CO/HDL+: cells from healthy controls treated with HDL, T1D/
HDL�: T1D cells not treated with HDL, T1D/HDL+: T1D cells treated with HDL.
***p < 0.001 by Kruskal-Wallis test. Statistical differences highlighted among
different groups are given as follows by Mann-Whitney U test: (i) p-STAT4; CO/
HDL�vs. CO/HDL+, p < 0.01; CO/HDL�vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/
HDL+, p < 0.001, CO/HDL+ vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL+ vs. T1D/HDL+,
p < 0.01; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, (ii) p-STAT6; CO/HDL�vs. CO/HDL+,
p < 0.01; CO/HDL�vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, CO/
HDL+ vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL+ vs. T1D/HDL+, p < 0.01; T1D/HDL�vs. T1D/
HDL+, p < 0.001.
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important inflammatory mediator involved in a variety of cellular
activities, including cell proliferation, differentiation, and apopto-
sis. In our study, we observed that HDL treatment down-
regulated the production of IL-1b levels in the co-culture of T1D
cells, but up-regulated the production of such cytokine in the
co-culture of cells from healthy controls. Although a number of
studies have shown the inhibitory effect of HDLs or their content
on the production of proinflammatory cytokines [61,62], we can-
not compare our results with other data because no studies have
been done in the same context of our work. Additionally, conflict-
ing results may reflect in part the differences in the type of disease
studied and cell types used.

4.2. Effect of HDL on the production of IL-2

IL-2 has been characterized as a Th1-like cytokine [63] that
plays a central role in the activation and proliferation of lympho-
cytes that have been primed by antigens. This cytokine has a pleio-
tropic role, which drives differentiation, survival and expansion of
multiple cell types [64], by stimulating anti-apoptotic, cell cycle,
and cytokine genes. It has been reported that IL-2 can override
PD-1-mediated inhibition, and that PD-1 may inhibit T cell func-
tion and survival indirectly through IL-2 [65]. In our study we
observed that HDL treatment resulted in decreased production of
IL-2. In T1D, decreasing production of IL-2 could be a double-
edged sword, because the activation of regulatory cells protecting

b-cells against autoreactive T cells requires necessarily the pres-
ence of such cytokine. So although IL-2 plays a key role in T cell
activation and expansion, it serves as a negative regulator of
autoimmunity [66]. This observation leads to raising the hypothe-
sis as to whether or not HDLs could have an effect on the function
of regulatory cells in human T1D.

4.3. Effect of HDL on the production of regulatory/anti-inflammatory
cytokine IL-10

IL-10 is frequently referred to as Th2 cell-derived anti-
inflammatory cytokine [67]. Its specifically produced as a regula-
tory cytokine by Foxp3� type 1 CD4+ regulatory T (Tr1) cells [68],
but also by alternatively anti-inflammatory activated macrophages
(AAM, M2) [69–71]. Numerous other subtypes of CD4+ T cells have,
however, been shown to produce IL-10 depending on environment
cytokines and intrinsic factors [72]. Its main biological functions
seem to limit and terminate the inflammatory responses and inhi-
bits both antigen presentation by macrophage [73], as well as sub-
sequent release of proinflammatory cytokines [74], including IFN-
c, IL-1, and IL-2 [75]. Additionally, IL-10 can also act on regulatory
T cells to maintain transcription factor Foxp3 expression [76],
which can lead to the development of anergy in specific T cells
[77]. In view of that, IL-10 has been considered as a critical biomar-
ker molecule for preventing inflammatory and autoimmune
pathologies [78]. Of interest, decreasing in the number and/or

Fig. 10. Effect of HDL on the balance of proinflammatory versus anti-inflammatory cytokines, NO production versus arginase activity and p-STAT4 versus p-STAT6 in the co-
culture system of human T1D macrophages and CD4+ T cells. The PICs/AICs ratio was estimated from the [IL-1b + IL-2 + IFN-c]/[IL-4 + IL-10] ratio. Values correspond to the
mean ± standard error of mean (SEM) of four (IL-1b/IL-10, IFN-c/IL-4, IFN-c/IL-10, PICs/AICs, and p-STAT4/p-STAT6 ratios) or five (NO production/arginase activity ratio)
independent experiments in each group. AICs: anti-inflammatory cytokines, HDL: high density lipoprotein, IL: interleukin, IFN-c: interferon gamma, NO: nitric oxide, PICs:
proinflammatory cytokines, p-STAT: phosphorylated signal transducer and activator of transcription, Th: T helper, K-W: Kruskal-Wallis test, T1D: type 1 diabetes, CO/HDL�:
cells from healthy controls not treated with HDL, CO/HDL+: cells from healthy controls treated with HDL, T1D/HDL�: T1D cells not treated with HDL, T1D/HDL+: T1D cells
treated with HDL. ***p < 0.001 by Kruskal-Wallis test. Statistical differences highlighted among different groups are given as follows by Mann-Whitney U test: (i) IL-1b/IL-10;
CO/HDL�vs. T1D/HDL�, p < 0.01; CO/HDL�vs. T1D/HDL + , p < 0.01, CO/HDL + vs. T1D/HDL�, p < 0.01; CO/HDL + vs. T1D/HDL+, p < 0.01; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, (ii)
NO production/arginase activity; CO/HDL�vs. CO/HDL+, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL�, p < 0.05; CO/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, CO/HDL+ vs. T1D/HDL�, p < 0.001;
T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, (iii) p-STAT4/p-STAT6; CO/HDL�vs. CO/HDL+, p < 0.01; CO/HDL�vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL + , p < 0.001, CO/HDL + vs.
T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL + vs. T1D/HDL+, p < 0.001; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, (iv) IFN-c/IL-4; CO/HDL�vs. CO/HDL+, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL�,
p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, CO/HDL+ vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL+ vs. T1D/HDL+, p < 0.01; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, (v) IFN-c/IL-10; CO/
HDL�vs. CO/HDL+, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL� vs. T1D/HDL+, p < 0.001, CO/HDL+ vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL+ vs. T1D/HDL+, p < 0.01; T1D/
HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, (vi) PICs/AICs; CO/HDL�vs. CO/HDL+, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL�, p < 0.001; CO/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001, CO/HDL+ vs. T1D/HDL�,
p < 0.001; CO/HDL+ vs. T1D/HDL+, p < 0.001; T1D/HDL�vs. T1D/HDL+, p < 0.001.
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function of regulatory cells has been shown to be involved in T1D
development. Here, we confirm recent findings regarding the
decrease in the levels of IL-10 in T1D [79–81]. Additionally, the
effect of HDLs on the increased expression of IL-10 could be
demonstrated by the recent observation indicating that HDL and
its major protein component apoA-I exert anti-inflammatory
effects, inhibit monocyte chemotaxis/adhesion, and reduce vascu-
lar macrophage content in inflammatory conditions, as well as
up-regulate LPS-induced IL-10 expression [82]. Nevertheless, the
difficulty lies in the lack of similar studies on T1D allowing us to
compare our results with others. Additionally, it would be of great
interest to determine, using a mechanistic study, which cell type is
the driver of the change in IL-10 levels.

4.4. Effect of HDL on the production of Th1- and Th2-related cytokines

It is well known that T1D results from the destruction of b-cells
by autoreactive T cells, following the action of proinflammatory
cytokines. Some research have suggested that IFN-c, IL-1b and
IL-2 cytokines produced by T cells and macrophages, play an
important role in T1D, and are considered to be mediators of stress
and death of b-cells [8]. The immune activities of Th1 and Th2 cells
are mutually counterregulated, defining a Th1/Th2 balance and
homeostatic control. Cytokines that promote Th1 activity tend to
down-regulate Th2 activity and in turn Th2 domination inhibits
Th1 activity. The balance between T helper cell production of
IFN-c as opposed to IL-4 and IL-10 is particularly important since
the Th2 cytokines IL-4 and IL-10 inhibit Th1 activity and the Th1
cytokine IFN-c inhibits Th2 activity [83]. It has previously been
reported that the imbalance in T helper cell polarization con-
tributes to the gender difference in T1D development in NOD mice
[84], in which the increased susceptibility of female mice to the
development of T1D has been related to the enhancement of the
Th1 immune response through the increase of IL-12-induced
STAT4 activation by estrogen [85]. In our study, the increased
levels of IFN-c and/or the decreased of those of IL-4 corroborate
numerous studies [79,81,86–88]. Levels of both cytokines were
reversed after treatment with HDL, which induced down-
regulation of IFN-c and up-regulation of IL-4. Our results can agree
with recent study conducted specifically on polarized M1 and M2
macrophages [35]. Nevertheless, it is not easy to discuss our results
by comparing them with other findings because we investigate for
the first time the effect of HDLs on the modulation of the expres-
sion of such cytokines in T1D.

4.5. Effect of HDL on intracellular free calcium ions

Although no effect was noticed in co-cultures of cells from
healthy controls, we observed that the HDL treatment induces an
increase in ifCa2+ levels in the co-culture of T1D cells. Hence, it is
well known that HDL leads to an increase of the intracellular cal-
cium concentration in various types of cells in culture, including
endothelial cells [89] and macrophages [90]. The increase in ifCa2+

levels may be involved as a second messenger for early activation
of CD4+ T cells [91], and can be able to drive IL-2 production [92]. In
our study, although the levels of IL-1b and IL-2, as well as other
proinflammatory markers were decreased following the HDL treat-
ment, those of ifCa2+ were increased, which can mainly explained
by a crosstalk between calcium-dependent cell signaling path-
ways. Thus, it has been reported that the increased ifCa2+ levels
could also serve as a signal for macrophage to modulate inflamma-
tion [93] and respiratory burst [94], and as an important mean for
the regulation of T cell activation, tolerance of self-antigens, and
homeostasis through crosstalk [95]. Finally, it remains to be seen
whether the down-regulation effect of HDL on inflammation would
be calcium-independent.

4.6. Effect of HDL on functional activities of macrophage

It has previously shown in mouse model of T1D that oxidative
stress is one of the main factors involved in islets and vascular tis-
sue damage [96]. Macrophages are able to increase oxidative stress
during respiratory burst by producing ROS and RNS, including NO
and H2O2 [97,98], and therefore participate in the b-cell death. Of
note, the evaluation of macrophage role in the pathogenesis of
T1D should consider all its functional activities, i.e. not only the
oxidative burst, but also the activity of phagocytosis and intracel-
lular bacterial killing. In our study, we observed that HDL treat-
ment markedly induced decrease in the overall macrophage
functional activities. Accordingly, recent study demonstrated that
HDL plays a key role in the regulation of phagocytic cell activity
by ApoA-I and apoA-II and stabilization of endogenous ATP-
binding cassette transporter A7 (ABCA7) [99]. Additionally, our
results can be considered consistent with previous report indicat-
ing that HDL are able to decrease oxidative burst in polymor-
phonuclear neutrophils (PMN) [100].

4.7. Effect of HDL on arginase activity

The arginase is considered as one of the main anti-
inflammatory mediators in the macrophage. It inhibits the NO pro-
duction, but also T cell activation by decreasing levels of L-arginine
[101], and this appears to be as an essential mechanism of
inflammation-associated immunosuppression. Therefore,
increased activity of arginase and/or the decreased levels of NO
production could be used as a good marker of the efficacy of
anti-inflammatory drugs, or to check the role and the efficacy of
bioactive molecules that are suspected to have an anti-
inflammatory or an immunomodulatory effect. So to the best of
our knowledge, we show for the first time that HDL up-regulated
the activity of arginase in T1D.

4.8. Effect of HDL on STAT4 and STAT6 phosphorylation in macrophage
stimulated by the respective Th1- and Th2-related cytokines

STAT proteins are involved in the regulation of various cellular
processes such as growth, differentiation, survival, and apoptosis,
as well as immune response-induced cytokines. STAT are activated
by Janus tyrosine kinases (JAK), which in turn are activated by
cytokines. Of the STAT family, STAT4 is mainly activated after stim-
ulation of T cells by IL-12, but can also be activated with Th1 cyto-
kine–enriched microenvironment IFN-c. In contrast, the Th2
cytokine–enriched IL-4 activates STAT6, which is in turn critical
for the development of Th2 cells. Our results confirm those we
recently demonstrated in monocytes of recent-onset T1D [79].
Additionally, new therapeutic approaches of HDL could be demon-
strated in the current study by highlighting its potential anti-
inflammatory property by up-regulation of the relative phosphory-
lation of STAT6 on tyrosine 641 (Y641) and down-regulation of
that of STAT4 on tyrosine 693 (Y693) in macrophage at the
recent-onset T1D.

4.9. Effect of HDL on the balance of proinflammatory versus anti-
inflammatory cytokines, NO production versus arginase activity and
p-STAT4 versus p-STAT6

Our results show increased inflammation-related immune dys-
regulation at the beginning of T1D, as evidenced by increased ratio
of IL-1b/IL-10, IFN-c/IL-4, IFN-c/IL-10, PICs/AICs, NO production/
arginase activity and p-STAT4/p-STAT6. Of note, in addition to
the phosphorylation levels of STAT4 and STAT6, the classically acti-
vated proinflammatory M1 macrophages and the alternatively
activated anti-inflammatory M2 macrophages can be respectively
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defined by NOS and arginase [102]. CD4+ T cell-related cytokines,
including that derived from T helper sub-types and Treg cells, play
a crucial role in the macrophage polarization. In turn, the macro-
phage has also the ability to promote inflammation and Th1 cells
(M1 macrophages), or regulation/repair and Th2 cells (M2 macro-
phages). Therefore, this reciprocal relationship between macro-
phages and CD4+ T cells could be influenced in the same way by
the cellular microenvironment. Additionally, it has been reported
that, in T1D, the loss of b-cell mass is not caused only by increased
production of proinflammatory cytokines, but it can also be
induced by a concomitant loss of anti-inflammatory cytokines
[79,103]. Consequently, ratios of proinflammatory and anti-
inflammatory cytokine production would be of great interest to
determine the overall immunomodulatory efficacy of any drug.
In support of this opinion, we observed that HDL treatment
induced decreased not only in the individual ratio of proinflamma
tory/anti-inflammatory cytokines, but also in the ratio of combined
proinflammatory/anti-inflammatory cytokines. These results more
extensively demonstrate the anti-inflammatory and immunoregu-
latory effects of HDL at the beginning of T1D.

5. Conclusions and future prospects

HDL metabolism represents a major target for the development
of therapies. This study supported the hypothesis that high density
lipoproteins can modulate both the functional activities of macro-
phages and immunoinflammatory response during reciprocal
macrophage-CD4+ T cell crosstalk at the recent-onset human
T1D. It would be interesting to try other approaches on the molec-
ular mechanisms of HDL on individual populations of the two cells
and its effects on antigen presentation and cell-cell contacts. Addi-
tionally, although it is now well-established that both CD4+ T cells
and monocytes/macrophages isolated from type 1 diabetics exhibit
an inflammatory feature and secrete increased levels of proinflam-
matory cytokines, it would be wise to determine the starting pop-
ulations of both CD4+ T cell and macrophage subsets and baseline
levels of cytokines produced by each of them. Additionally, it
would be of great interest to check mechanistically the effect of
HDL on ifCa2+ in immune mononuclear cells at the recent-onset
T1D. Finally, the clinical evaluation will always be necessary to
determine the in vivo impact of HDL in newly-diagnosed type 1
diabetic patients to reverse the activation of inflammatory
pathways.
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Background: The bioactive form of vitamin D3, i.e.1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D3) vitamin D has been
shown to modulate monocytes/macrophages physiology and their response against bacterial infections. Pseudo-
monas aeruginosa (P. aeruginosa) is an opportunistic bacterial pathogen that can most frequently be fatal in im-
munocompromised infected people.
Methods:We investigated the ex vivo effect of 1,25(OH)2D3 on monocyte-derived macrophages function against
P. aeruginosa infection.
Results: Relative vitamin D receptor (VDR) mRNA expression was significantly increased in infected and 1,25
(OH)2D3-treatedmacrophages compared to controls (p b 0.01). Treatment with 1,25(OH)2D3 markedly resulted
in up-regulation of nitric oxide (NO) and IL-1β production and down-regulation of IL-10 levels (respectively, p=
0.029, p = 0.048 and p = 0.008). Additionally, 1,25(OH)2D3 significantly increased M1/M2 macrophage ratio
(p b 0.05) and slightly reduced intracellular bacterial development. Furthermore, the arginase activity,
P. aeruginosa phagocytosis and killing were significantly increased in cells that were both infected and 1,25
(OH)2D3-treated compared to the infected, but not 1,25(OH)2D3-treated macrophages (respectively, p b 0.001,
p b 0.01 and p b 0.001).
Conclusions: We show in this study that bioactive from of vitamin D [1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25D3)] can
enhance M1 macrophage polarization and their bactericidal protective activity against P. aeruginosa. Future
works would involve improving the treatment response through dose-dependent effect studies, both in ex vivo
and in vivomodels.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

P. aeruginosa is a pathogenic and opportunistic Gram-negative bac-
terium responsible for a range of acute and chronic diseases [1,2].
P. aeruginosa is well known for its ability to rapidly adapt to varying en-
vironmental conditions, but also for its resistance to innate antimicro-
bial immune defense [3,4]. P. aeruginosa can exhibit a battery of
virulence factors, including lipopolysaccharide (LPS) that mediate
both bacterial pathogenesis and host responses [5].

Vitamin D or calcitriol is a steroid hormone, which is obtained via
diet or synthesized from 7-dihydrocholesterol in the skin upon ultravi-
olet rays exposure. B cells, T cells and antigen-presenting cells (APCs)
are able to synthesize bioactive vitamin D metabolites by two subse-
quent hydroxylation steps [6,7]: 1) Vitamin D3 is converted by hepatic
25-hydroxylase into biologically inactive circulating metabolite 25 OH
vitamin D3 (25(OH)D3). 2) The inactive form of vitamin D, vitamin
D2 (C28H44O) or ergosterol is metabolized in the kidney to the active

form 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D3) by 1-α-hydroxylase
encoded by the gene CYP27B1 [8], which is also expressed by extrarenal
tissues (including those of the immune system) [9]. 1,25(OH)2D3 binds
to the vitamin D receptor (VDR) in the nucleus of target cells. The VDR
forms a complex with the retinoid X receptor (RXR) and modulates
multiple gene expression by binding to the vitamin D response element
(VDRE) [10].

In addition to its classical function in homeostasis and bone metab-
olism, vitamin D can modulate the innate and adaptive immune re-
sponses [7]. It has been shown that 1,25(OH)2D3 decreases the risk of
Mycobacterium tuberculosis infections and boosts the innate immune re-
sponse through various mechanisms including antimicrobial peptides
production and cytokines response [11–13].

Furthermore, in vitro studies have demonstrated that 1,25(OH)2D3

can reduce the production of pro-inflammatory cytokines/chemokines,
such as IL-6 and CXCL8 after infection by P. aeruginosa [14]. Moreover,
vitamin D supplementation decreases reactive oxygen species (ROS)
levels inmonocytes [15] andmodulates the phagocytic ability ofmacro-
phages [11], as well as increases expression and secretion of antimicro-
bial peptides against P. aeruginosa [16].

Macrophages are heterogeneous cells of innate immunity that, de-
pending to the microenvironment signals, can be divided into two

International Immunopharmacology 30 (2016) 94–101

⁎ Corresponding author at: Laboratory of Applied Molecular Biology and Immunology,
Imama-Mansourah, Rocade # 2, Department of Biology, University of Tlemcen, PO Box:
262, Imama-Mansourah, Tlemcen 13000, Algeria.

E-mail addresses: m_aribi@mail.univ-tlemcen.dz, m_aribi@yahoo.fr (M. Aribi).

http://dx.doi.org/10.1016/j.intimp.2015.11.033
1567-5769/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

Contents lists available at ScienceDirect

International Immunopharmacology

j ourna l homepage: www.e lsev ie r .com/ locate / in t imp

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.intimp.2015.11.033&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.intimp.2015.11.033
mailto:m_aribi@yahoo.fr
http://dx.doi.org/10.1016/j.intimp.2015.11.033
http://www.sciencedirect.com/science/journal/15675769
www.elsevier.com/locate/intimp


major subpopulations, classically activatedmacrophages (M1) and alter-
natively activated macrophages (M2) [17]. The polarized macrophages
toward the M1 andM2 phenotypes play an important role for host's de-
fense during bacterial infection. M1 macrophages induce secretion of
pro-inflammatory cytokines such as interleukin (IL) 1β, tumor necrosis
factor alpha, (TNFα), IL-12, and IL-18 and increase bactericidal properties
[18,19], while M2 macrophages produce anti-inflammatory mediators,
like IL-10, which participate in the resolution of inflammation [20,21].

In the current study,we investigated the impact of the bioactive from
of vitamin D3 on M1/M2 ratio and bactericidal activities of human
monocyte-derivedmacrophages (MDMs) against P. aeruginosa infection.

2. Materials and methods

2.1. Ethical statement

This study was approved by the local ethics committee of Tlemcen
University. Volunteer's healthy donors provided their written informed
consent in accordance with the Helsinki Declaration.

2.2. Study design

Experimentswere performed onMDMs,whole cell lysates, and total
RNA. Firstly, macrophages were generated from monocytes enriched
from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) by negative selec-
tion. VDR mRNA expression was examined on total RNA isolated from
infected or not infected MDMs with P. aeruginosa. The effect of 1,25
(OH)2D3 on the levels of macrophage nitric oxide (NO) production, hy-
drogen peroxide (H2O2), IL-1β, IL-10, M1/M2 macrophage ratio, bacte-
rial growth, phagocytosis and bacterial killing were carried out on a
mixture of MDMs and P. aeruginosa. The oxidative burst assay was per-
formed using the NO production and H2O2 assays. MDM lysates were
used to measure the effect of 1,25(OH)2D3 on the macrophage arginase
activity. Each experiment was repeated at least four times (Fig. 1).

2.3. Bacterial strains

Assays were performed using the referent strain of P. aeruginosa
ATCC 27853 provided from the American Type Culture Collection (Ma-
nassas, Va). Bacteria were grown over night at 37 °C in tryptic soy broth

(TSB) (Fluka Analytical, Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA). Number of
bacteria was determined spectrophotometrically at 600 nm [3].

2.4. Cells preparation

Venous blood samples was collected from healthy volunteers into
heparinated vacutainer tubes (BD, Belliver Industrial Estate, UK) and
PBMCs were isolated using gradient density centrifugation on
Histopaque-1077 (Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA). Monocytes were
enriched from PBMCs by negative selection using the EasySep Human
Monocyte Enrichment Kit (STEMCELL Technologies, Vancouver,
Canada), according to the manufacturer's instructions. Briefly, PBMCs
(7 × 107) were resuspended in phosphate-buffered saline (PBS) with
1 mM ethylenediamineteraacetic acid (EDTA) and 2% fetal bovine
serum (FBS) and were incubated with enrichment antibody cocktail
(50 μL per mL) at 2–8 °C for 10 min. Magnetic Particles (50 μL per mL)
were added for an additional 5 min. Finally, monocytes were collected
from the negative fraction bywashing (400 ×g for 10min), and cells vi-
ability was evaluated by Trypan bleu counting as described [22].

2.5. Ex vivo generation ofmonocyte-derivedmacrophages and 1,25(OH)2D3

treatment

To generate MDMs, monocytes were seeded in RPMI 1640 media
(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) supplemented with 2 mM L-gluta-
mine, 50 μg/mL gentamycin and 10% autologous serum at a concentra-
tion of 5 × 105 cells/mL in 24-well culture plate at 37 °C and 5% CO2

for 48 h. After incubation, the MDMs were infected with P. aeruginosa
at a MOI (multiplicity of infection) of 30, i.e. 30 bacteria for one macro-
phage. After incubation for 3 h at 37 °C, cells were washed three times
with PBS to remove uningested bacteria. Thereafter, the MDMs were
cultured at 37 °C and 5% CO2 for 24 h in RPMI 1640 medium with 10%
autologous serum in both presence and absence of 1,25(OH)2D3

(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), at a dose of 10−7 M [12]. 1,25
(OH)2D3 was dissolved in 95% ethanol. The final concentration of etha-
nol did not exceed 0.5% (v/v) in the culture medium.

2.6. Vitamin D receptor mRNA expression

Total RNA was isolated from 1,25(OH)2D3 treated and untreated
P. aeruginosa-infected or not infected MDMs using Trisol reagent (life

Fig. 1. Study flow-chart. MDM:monocyte-derivedmacrophages, VDR: vitaminD receptor, IL: interleukin, M1: classically activatedmacrophages, M2: alternatively activatedmacrophages.
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technologies, New Zealand, USA), according to the manufacturer's
recommendations. The reverse transcription was carried out using
RTMaster Mix (5× first-stand Buffer, dTT, M-MLV, random primers,
dNTPs, RNase OUT) prepared by reagents obtained from Invitrogen
(Life technologies, USA). The polymerase chain reaction (PCR) was
performed using SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rad, Singapore)
in StepOnePlus Real-Time PCR (RT-PCR) systems (Applied
Biosystems). Reactions were expressed as mean ± standard error
of mean (SEM) ΔCt values, after normalization using 18S RNA
primers. The primers (Invitrogen, Life technologies, USA) employed
in this study are: VDR sense 5′-ACCAAGGACAACCGACGCCA-3′, anti-
sense 5′-GGCAATGATGCGCTGCTGCT-3′ and 18S RNA sense 5′-AAAC
GGCTACCACATCCAAG-3′, anti-sense 5′-CCTCCAATGGATCCTCGTTA-
3′. Such assays were performed in the INSERM UMR 866 (University
of Burgundy, France).

2.7. Oxidative burst assay

Oxidative/respiratory burst assaywas quarried out bymeasurement
of NOproduction (NOx, nitrite and nitrate) and H2O2 levels. NO produc-
tion levels in cell culture supernatants were measured spectrophoto-
metrically using the sensitive colorimetric Griess method at 540 nm as
previously described [23]. The concentration of NO was determined
from linear standard curve established by 0–150 μmol/L sodium nitrite.
Levels of H2O2 in cell lysates were measured by spectrophotometer
using a commercial kit (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), according
to instructions of the manufacturers.

2.8. Cytokines assays and M1/M2 ratio

On the basis of the respective M1 andM2macrophage signature cy-
tokines, the M1/M2 ratio was estimated from the IL-1β/IL-10 ratio. IL-
1β and IL-10 levels were measured in the cell culture supernatants
using the quantitative enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
with respective commercial kits, as per the manufacturer's instructions
(Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA). Limits of detection were 0.3 pg/mL
for IL-1β and 1 pg/mL for IL-10.

2.9. Arginase activity assay

Arginase activity was measured in MDM cell lysates. The assay was
performed using a spectrophotometric technique based on the determi-
nation of the production of urea as previously described [24]. Briefly,
cells were lysed in 500 μL of 0.1% Triton X 100 for 30 min. A mixture
of Tris–HCl and MnCl2 was added and after activation by heating for
10min, a volume of activated lysates was incubated with the same vol-
ume of arginine (0.5M) (1 h at 37 °C). Four hundred μL of an acidicmix-
ture were added to stop the reaction. Finally, after addition of 9%
isonitrosopropiophenone (dissolved in 100% ethanol) followed by
heating at 100 °C, theureawasmeasured at 540 nm.One unit of enzyme
activity was defined as the amount of enzyme that catalyzes the forma-
tion of 1 μmol of urea/min.

2.10. Phagocytosis assay

Phagocytosis assay was studied as described in detail with minor
modifications [25,26]. Assays were made at 0 (t0) and 1 h (t1) on amix-
ture of macrophages and P. aeruginosa cells at a MOI of 30 or bacterial
cells alone as controls. Briefly, 5 × 105 of MDMs were cultured in 24-
well culture plates, infected by bacteria and incubated with or without
10−7 M of 1,25(OH)2D3 for 1 h at 37 °C in 5% CO2. After incubation, su-
pernatantswere taken and serial dilutionswere prepared in order to de-
termine the number of viable extracellular bacteria by counting
bacterial colony forming units (CFUs) on Cetrimide agar. The results
were determined using the percentage decrease in the number of extra-
cellular bacteria [27] as follows:

%Phagocytosis ¼ Mt0� 100� ð NEC
NC1=NC0Þ
Mt0 [28,29], in which Mt0 is the

number of bacteria in themixture assay sample at t0, NEC is the number
of extracellular bacteria in the mixture assay sample at t1, NC0 and NC1
correspond to control sample at t0 and t1, respectively.

2.11. Bacterial killing assay

To kill extracellular bacteria, P. aeruginosa-infected phagocytic
cells were washed 3 times with 1× PBS and cultured in media sup-
plemented with 100 μg/mL gentamicin. After incubation for 1 h and
washing, 1% Triton X-100 in PBS was added in some wells to lyse
macrophage cells and determine the number of intracellular bacteria
at time 0 (t0). Others were incubated for 1 h (t1) [30] in antibiotic-
free medium. The lysis was stopped at the indicating times by addi-
tion of TSB. Intracellular and extracellular bacteria were counted
after plating serial dilutions on Cetrimide agar and incubated over-
night at 37 °C. The next day, CFUs count was related to the original
bacterial suspension. Controls including wells of uninfected macro-
phages or inoculated with bacteria only were required for all assays.
Two conditions were taken into consideration: (i) total absence of
bacterial colonies in uninfected macrophage lysates, (ii) death of all
bacteria incubated alone for one hour with gentamycin (b10 CFUs
left). Trypan blue counting test was performed to check the viability
of macrophages after infection [25,26]. The percentage of intracellu-
lar bacterial killing was calculated as follows:%bacterial killing ¼ 10
0� ðNt0�Nt1

Nt0 Þ [27–29], in which Nt0 and Nt1 correspond to the number
of viable intracellular bacteria at t0 and t1, respectively.

2.12. Statistical analysis

All experiments were repeated at least four times and the data are
presented as mean ± SEM. Differences in mean values between groups
were performed byKruskal–Wallis test for comparison of four groups or
Mann–Whitney U test for comparison of two groups. Statistical analyses
were performed with SPSS software version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). P-values less than 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

In the present study, we examined the ex vivo effect of vitamin D on
the modulation of macrophage activation against P. aeruginosa. Human
MDMswere stimulatedwith live P. aeruginosa for 3 h, followed by treat-
ment with the active vitamin D [1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25D3)]
for 24 h at a concentration of 10−7 M.

3.1. VDR mRNA expression

Knowing that the presence of VDR is necessary for 1,25(OH)2 D3 to
exert its effects on gene expression [31], we first performed a Real-
Time quantitative PCR to confirm whether or not P. aeruginosa would
have no adverse effect on the expression of VDR in macrophage. Thus,
relative quantification of mRNA revealed that P. aeruginosa had no sub-
stantial effect on the expression of VDR mRNA. Additionally, relative
VDR expression was significantly increased in infected and 1,25(OH)
2D3-treated macrophages compared to the infected and non-treated
cells (p = 0.008 by Mann–Whitney U test. For all comparisons,
p b 0.01 by Kruskal–Wallis test) (Fig. 2).

3.2. Effect of 1,25(OH)2D3 on macrophage oxidative burst

The NO production and H2O2 were evaluated as macrophage oxida-
tive burst biomarkers. The NO production was measured in culture su-
pernatants by the sensitive Griess reaction. The H2O2 levels were
measured spectrophotometrically in the macrophage cell lysates.
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As shown in Fig. 3, 1,25(OH)2D3 significantly increased NO produc-
tion concentration in treated P. aeruginosa-infected macrophages com-
pared to the untreated and infected condition (p b 0.05 by Mann–
Whitney U test). The treated and uninfected macrophage cells showed
also increased NO production when compared to the untreated and un-
infected macrophage cells, but the difference did not reach statistical
significance level (p N 0.05 by Mann–Whitney U test). Additionally,
the H2O2 levels were significantly increased in uninfected and 1,25
(OH)2D3-treated macrophages compared to the uninfected and un-
treated cells (p = 0.011 by Mann–Whitney U test). Whereas, the H2O2

levels were not different between the two groups of P. aeruginosa-
infected macrophages. The Kruskal–Wallis test gave p-value = 0.001
for NO production and p-value = 0.008 for H2O2.

3.3. Effect of 1,25(OH)2D3 on macrophage IL-1β and IL-10 production and
M1/M2 ratio

We observe in Fig. 4 that in the absence of P. aeruginosa, the active
vitamin D induced a significant increase in IL-10 levels and a significant
decrease in those of IL-1β (respectively, p = 0.002 and p = 0.020 by
Mann–Whitney U test). Similarly, the presence of P. aeruginosawithout
active vitamin D leads to a highly significant increase in IL-10 levels
compared to uninfectedmacrophages, supplemented or not with active
vitamin D (For the two comparisons, p = 0.000 by Mann–Whitney U
test). Conversely, the active vitamin D induced a highly significant de-
crease of IL-10 levels and a significant increase of IL-1β levels in infected
macrophages compared to infected but not 1,25(OH)2D3-treated mac-
rophages (respectively, p = 0.006 and p = 0.048 by Mann–Whitney U
test). For the two cytokines using Kruskal–Wallis test, p-value was
0.006 for IL-1β and p-value was 0.000 for IL-10.

As shown in Fig. 5, M1/M2 ratio was significantly decreased in unin-
fected and 1,25(OH)2D3-treated macrophages when compared with
uninfected and not 1,25(OH)2D3-treated cells (p = 0.000 by Mann–
Whitney U test). Additionally, P. aeruginosa in the absence of 1,25(OH)

2D3 decrease the M1/M2 ratio. Inversely, treatment of P. aeruginosa-
infected macrophages with 1,25(OH)2D3 induced an increase in the
M1/M2 ratio when compared to P. aeruginosa-infected and not treated
cells (p b 0.05 by Mann–Whitney U test). For all comparisons using
Kruskal–Wallis test, p-value was 0.000.

Fig. 2. Relative expression of vitamin D receptor mRNA in macrophages cultures. A real-
time PCR was performed to check whether P. aeruginosa would have no adverse effect
on the expression of VDR inmacrophage. To this end, total RNA was isolated frommacro-
phages, infected or not by P. aeruginosa, and treated or not with 1,25(OH)2D3, using Trisol
reagent. The reverse transcription was carried out using RT Master Mix. Reactions were
expressed as mean ± SEM ΔCt values, after normalization using 18S RNA primers. PCR:
polymerase chain reaction, SEM: standard error of mean, VDR: vitamin D receptor, K-W:
Kruskal–Wallis test, Pa−/D3−: macrophages not cultured with P. aeruginosa and not
treated with 1,25(OH)2D3, Pa−/D3+: macrophages not cultured with P. aeruginosa but
treated with 1,25(OH)2D3, Pa+/D3−: macrophages cultured in the presence of
P. aeruginosa but not treated with 1,25(OH)2D3, Pa+/D3+: macrophages cultured in the
presence of P. aeruginosa and treated with 1,25(OH)2D3. **p b 0.01 by Kruskal–Wallis
test. Statistical differences highlighted among different groups are defined as follows:
Pa−/D3− vs. Pa+/D3+ or Pa−/D3+ vs. Pa+/D3+ or Pa+/D3− vs. Pa+/D3+,
p b 0.01 by Mann–Whitney U test.

Fig. 3. Effect of 1 alpha,25(OH)2D3 on macrophage respiratory burst activation against
Pseudomonas aeruginosa. The assay was quarried out bymeans of spectrophotometric de-
termination of NO production and H2O2 levels. H2O2: hydrogen peroxide, NO: nitric oxide
[NOx, nitrite (NO2-) and nitrate (NO3-)], K-W: Kruskal–Wallis test, Pa−/D3−: macro-
phages not cultured with P. aeruginosa and not treated with 1,25(OH)2D3, Pa−/D3+:
macrophages not cultured with P. aeruginosa but treated with 1,25(OH)2D3, Pa+/D3−:
macrophages cultured in the presence of P. aeruginosa but not treated with 1,25(OH)
2D3, Pa+/D3+: macrophages cultured in the presence of P. aeruginosa and treated with
1,25(OH)2D3. **p b 0.01 by Kruskal−Wallis test. Statistical differences highlighted
among different groups are given as follows by Mann–Whitney U test: (i) NO; Pa−/
D3− vs. Pa+/D3+, p b 0.05, Pa−/D3+ vs. Pa+/D3+, p b 0.01, Pa+/D3− vs. Pa+/
D3+, p b 0.05, (ii) H2O2; Pa−/D3− vs. Pa−/D3+ or Pa−/D3− vs. Pa+/D3− or Pa−/
D3− vs. Pa+/D3+, p b 0.05.

Fig. 4. Effect of 1 alpha,25(OH)2D3 onmacrophage IL-1β and IL-10 in the presence of Pseu-
domonas aeruginosa. The two macrophage cytokines levels were measured using sand-
wich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). K-W: Kruskal–Wallis test, Pa−/
D3−: macrophages not cultured with P. aeruginosa and not treated with 1,25(OH)2D3,
Pa−/D3+: macrophages not cultured with P. aeruginosa but treated with 1,25(OH)2D3,
Pa+/D3−: macrophages cultured in the presence of P. aeruginosa but not treated with
1,25(OH)2D3, Pa+/D3+: macrophages cultured in the presence of P. aeruginosa and
treatedwith 1,25(OH)2D3. **p b 0.01, ***p b 0.001 by Kruskal–Wallis test. Statistical differ-
ences highlighted among different groups are given as follows by Mann–Whitney U test:
(i) IL-1β; Pa−/D3− vs. Pa−/D3+, p b 0.05, Pa−/D3+ vs. Pa+/D3+, p b 0.01, Pa+/D3−
vs. Pa+/D3+, p b 0.05, (ii) IL-10; Pa−/D3− vs. Pa−/D3+, p b 0.01, Pa−/D3− vs. Pa+/
D3−, p b 0.001, Pa−/D3− vs. Pa+/D3+, p b 0.01, Pa−/D3+ vs. Pa+/D3−, p b 0.001,
Pa−/D3+ vs. Pa+/D3+, p b 0.01.
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3.4. Effect of 1,25(OH)2D3 on arginase activity

There were no significant difference in arginase activity levels be-
tween uninfected and 1,25(OH)2D3-treated macrophages compared to
the uninfected but not treated cells; while arginase activity was signifi-
cantly increased in infected and 1,25(OH)2D3-treatedmacrophages com-
pared to the infected and not treated cells (p=0.000 byMann–Whitney
U test. For all comparisons, p=0.016 byKruskal–Wallis test) (Fig. 6). Ad-
ditionally, we observed that the arginase activity seems the be up-
regulated in untreated P. aeruginosa-infected macrophages compared
to that in uninfected macrophages, treated or not with 1,25(OH)2D3,
but the difference did not reach statistical significance.

3.5. Effect of 1,25(OH)2D3 on macrophage intracellular growth of
P. aeruginosa

We see in Fig. 7 that treatmentwith 1,25(OH)2D3 induced a decrease
in the intracellular growth of P. aeruginosa within macrophages com-
pared to the untreated macrophages. Nevertheless, the difference was
not statistically significant (p = 0.259 by Mann–Whitney U test).

3.6. Effect of 1,25(OH)2D3 on Pseudomonas aeruginosa phagocytosis and
killing

Macrophages are considered as thefirst line of defense against infec-
tions and the major phagocytic cells [26]. The number of extracellular
bacteria was determined after 1 h of incubation with P. aeruginosa.
After infection, intracellular live bacteria were counted at two time
points after infection, i.e. at 0 (t0) and 1 h (t1).

As shown in Fig. 8, both phagocytosis and P. aeruginosa killing were
significantly increased in 1,25(OH)2D3-treatedmacrophages than in not
1,25(OH)2D3-treated macrophages (respectively, p = 0.009 and p =
0.000 by Mann–Whitney U test).

4. Discussion

Formerly known as Bacillus pyocyaneus, P. aeruginosa is an opportu-
nistic pathogen that could be dangerous and difficult to treat, especially
in cystic fibrosis patients. Usually considered as an extracellular organ-
ism, but could also invade specific cells during infection course [32].
P. aeruginosa has also the ability to evade the host immune response
and to persist during chronic infections. Therefore, the strengthening
of the innate immune response against this bacterium may then be
able to eradicate it in a more efficient manner.

In addition to its crucial role in physiology and in maintaining bone
homeostasis, vitamin D can have various beneficial effects on both in-
nate and adaptive immune responses regarding the fight against

Fig. 5. Effect of 1 alpha,25(OH)2D3 onM1/M2macrophage ratio in the presence of Pseudo-
monas aeruginosa. The M1/M2 ratio was estimated from the interleukin 1β (IL-1β)/IL-10
ratio. M1: classically activated macrophages, M2: alternatively activated macrophages,
K-W: Kruskal–Wallis test, Pa−/D3−: macrophages not cultured with P. aeruginosa and
not treated with 1,25(OH)2D3, Pa−/D3+: macrophages not cultured with P. aeruginosa
but treated with 1,25(OH)2D3, Pa+/D3−: macrophages cultured in the presence of
P. aeruginosa but not treated with 1,25(OH)2D3, Pa+/D3+: macrophages cultured in
the presence of P. aeruginosa and treated with 1,25(OH)2D3. ***p b 0.001 by Kruskal–Wal-
lis test. Statistical differences highlighted among different groups are defined as follows by
Mann–Whitney U test: Pa−/D3− vs. Pa-D3+, p b 0.001, Pa−/D3− vs. Pa + D3−, p b

0.001, Pa−/D3− vs. Pa + D3+, p b 0.001, Pa−/D3+ vs. Pa + D3−, p b 0.05, Pa+/
D3− vs. Pa + D3+, p b 0.05.

Fig. 6. Effect of 1 alpha, 25(OH)2D3 on macrophage arginase activity in the presence of
Pseudomonas aeruginosa. Arginase activity was measured in macrophage cell lysates
using a spectrophotometric technique based on the determination of the production of
urea. K-W: Kruskal–Wallis test, Pa−/D3−: macrophages not cultured with P. aeruginosa
and not treated with 1,25(OH)2D3, Pa−/D3+: macrophages not cultured with
P. aeruginosa but treatedwith 1,25(OH)2D3, Pa+/D3−:macrophages cultured in thepres-
ence of P. aeruginosa but not treatedwith 1,25(OH)2D3, Pa+/D3+:macrophages cultured
in the presence of P. aeruginosa and treatedwith 1,25(OH)2D3. *p b 0.05 byKruskal–Wallis
test. Statistical differences highlighted among different groups are defined as follows:
Pa−/D3− vs. Pa+/D3+ or Pa−/D3+ vs. Pa+/D3+ or Pa+/D3− vs. Pa+/D3+,
p b 0.001 by Mann–Whitney U test.

Fig. 7. Effect of 1 alpha, 25(OH)2D3 on intracellular P. aeruginosa growth within macro-
phage. The effect of 1,25(OH)2D3 onMDMs to control P. aeruginosa growthwas examined
to complete assays on phagocytosis and bacterial killing. No asterisk mark indicates that
the difference did not quite achieve significance (p N 0.05 by Mann–Whitney U test).
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bacterial infections. Its antibacterial activity can be maintained only fol-
lowing the final converting step in the kidney of precursor 25-
hydroxyvitamin D (25OHD) to active 1,25(OH)2D3 [33]. It also can
boost innate immunity by modulating expression of potent antimicro-
bial peptides (AMPs) and cytokine response [34]. Thus, we for our
part, highlighted for the first time the ex vivo effects of the active form
of vitamin D on the stimulation of macrophage against infection with
P. aeruginosa. In order to properly evaluate its effects, the VDR expres-
sion analysis was a prerequisite for subsequent experiments.

M1 macrophages exhibit powerful microbicidal activity as well as
proinflammatory cytokines, including IL-1β, which release through acti-
vation of the caspase-1/nucleotide-binding domain and leucine-rich re-
peat receptor containing pyrin domain 3 (NLRP3) inflammasome [35].
In contrast, M2 macrophages appear to be involved in the resolution
of inflammation by upregulation of anti-inflammatory cytokine IL-10,
and tissue repair [36]. They are poorly microbicidal [20] and may pro-
mote the production of arginase [37]. In this context, we tested the ef-
fect of active vitamin D onM1/M2 ratio in the presence of P. aeruginosa.

4.1. VDR mRNA expression

Numerous in vitro experiments have largely studied the anti-
infective roles of vitamin D on the modulation of host immune re-
sponses in different infectious diseases. These roles are exerted through
VDR. In this study, expression of VDR mRNA was evaluated in macro-
phage under different culture conditions using real-time PCR. Our re-
sults revealed that P. aeruginosa-infected macrophages were with no
adverse effect on VDRexpression. Additionally, VDR expressionwas sig-
nificantly increased in infected and 1,25(OH)2D3-treated macrophages.
Therefore, infection with P. aeruginosa and vitamin D supplementation
may provide a synergistic effect on the VDR expression. Hence, such ef-
fect has been recently observedwith toll-like receptor agonists, like LPS,
which may be present on P. aeruginosa [38]. Moreover, our results are
consistentwith previous data showing that 1,25(OH)2D3 can upregulate
VDR expression [39]. In the same context, it has recently been demon-
strated [40] that 1,25(OH)2D3 induces intracellular redistribution and
stabilization of the VDR in human CD4+ T cells by protecting it from
proteasomal degradation cells.

4.2. Effect of 1,25(OH)2D3 on macrophage oxidative burst

The oxidative burst, an important mechanism of host cells against
pathogens, is produced by the NADPH oxidase complex [41].

Through activation of NADPH oxidase, activated macrophages pro-
duce various reactive oxygen or nitrogen species, including NO and
H2O2, all of which have strong cytotoxic activities against microor-
ganisms [42].

To the best of our knowledge, this is the first study that shows NO
and H2O2 responses to 1,25(OH)2D3 in P. aeruginosa-infected macro-
phages.We found that vitamin D increased significantly NO production,
but it had no significant effect on H2O2 production in the presence of
P. aeruginosa. Therefore, previous reports suggest that NO can decrease
H2O2 production by formation of catalase and helps macrophages to
survive in environment rich with oxidants [43].

4.3. Effect of 1,25(OH)2D3 on macrophage IL-1β and IL-10 production and
M1/M2 ratio

Activated macrophages and monocytes secret IL-1β, a pro-
inflammatory cytokine that exerts multiple biological activities in con-
trolling host immune responses. The precursor molecule of IL-1β
(proIL-1β) has to be cleaved to generate the active form of IL-1β [44,
45]. IL-10, a most important anti-inflammatory cytokine, can be pro-
duced by B cells,macrophages, dendritic cells, and CD4+T cells, includ-
ing forkhead box P3 (FOXP3)+ CD4+ T cells, antigen-induced type 1
regulatory T cells (Tr1), and T helper 1 (Th1) and Th2 cells. This cytokine
has regulatory functions in controling inflammation by inhibition of
costimulatory molecules CD80 and CD86 expression on monocytes
and macrophages and limiting pro-inflammatory cytokines/
chemokines production [46]. Both IL-1β and IL-10 can play an impor-
tant antimicrobial activities in corneal response to P. aeruginosa infec-
tion [47,48].

In our study, we observed that in the absence of P. aeruginosa, 1,25
(OH)2D3 decreased levels of IL-1β and M1/M2 ratio but in contrast in-
creased IL-10. Conversely, in the presence of P. aeruginosa, vitamin D in-
creased levels of IL-1β and M1/M2 macrophage ratio but decreased IL-
10. These results clearly demonstrate the immunomodulatory effect of
vitamin D during P. aeruginosa infection. Our results corroborate recent
data showing that vitaminD enhances IL-1β secretion by humanMDMs
during infectionwithMycobacterium tuberculosis [49,50]. However, pre-
vious data reported that 1,25(OH)2D3 down-regulates the levels of pro-
inflammatory cytokines including IL-1β in a dose-dependentmanner in
human corneal epithelial cells colonized with P. aeruginosa [51]. These
contradictory resultsmay in part reflect the differences in the dose of vi-
tamin D3 and cell types used. Knowing that no study has been under-
taken in the same context of our work, the comparison with other
data is not yet possible. So discussion of our observations will require
further investigations.

4.4. Effect of 1,25(OH)2D3 on arginase activity

NO can be synthetised directly by the enzymatic conversion of L-
arginine by type II inducible NO synthase (iNOS). iNOS and arginase
are coinduced in activated macrophages. They compete for their com-
mon substrate, L-arginine. The enzymatic action of arginase on L-
arginine results in the generation of L-ornithine and urea. Hence in-
creased levels of arginase activity might limit the amount of arginine
for NO synthesis [52].

It has been reported that the predominance of M2macrophage phe-
notype can promote the production of arginase [37]. In our study, de-
spite the predominance of M1 phenotype in P. aeruginosa-infected and
1,25(OH)2D3-treated macrophages compared with P. aeruginosa-
infected and not 1,25(OH)2D3-treated macrophages, we observed a sig-
nificant increase in arginase activity. Conversely, in the absence of
P. aeruginosa, 1,25(OH)2D3 has no significant effect on the activity of ar-
ginase. Therefore, vitamin Dmay predispose to an overproduction of ar-
ginase activity in infection caused by P. aeruginosa. Nevertheless, these
data are still relatively uncommon and their importance should be
checked as early as possible with dose-dependent effect studies. Finally,

Fig. 8. Effect of 1 alpha, 25(OH)2D3 on macrophage phagocytosis and killing of Pseudomo-
nas aeruginosa. The bactericidal activity of macrophages was assayed using the antibiotic
protection method. After infection, intracellular live bacteria were analyzed by the colony
forming unit (CFU)method at two time points after infection, i.e. at 0 (t0) and 1 h (t1). M-
W: Mann–Whitney U test. **p b 0.01, ***p b 0.001 by Mann–Whitney U test.
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our results support previous works suggesting that arginase expression
and activity are increased in P. aeruginosa lung infection [53,54].

4.5. Effect of 1,25(OH)2D3 on macrophage intracellular growth of
P. aeruginosa

In order to identify its antibacterial properties, the active vitamin D3
form was screened for its ability to inhibit bacterial growth. Our results
show that 1,25(OH)2D3 may somehow have an effect on macrophages
to control P. aeruginosa growth. Accordingly, it has recently been dem-
onstrated that 1,25(OH)2D3 significantly reducedMycobacterium tuber-
culosis growth in humanMDMs from patients with current tuberculosis
(p b 0.05) [50]. Additionally, other results show that co-treatment of the
human bronchial epithelial cell line (VA10) with vitamin D3 and
phenylbutyrate may inhibit growth of P. aeruginosa [55]. Our prelimi-
nary findings should pay close attention to this issue, but may need to
be detailed by additional ex vivo and in vivo immunopharmacological
studies. To this end, various concentrations of 1,25(OH)2D3 should be
used to identify the optimum useful dose required for the maximum
level of P. aeuginosa growth control inmacrophage cellswithout any ob-
vious adverse effect.

4.6. Pseudomonas aeruginosa phagocytosis and killing

In addition to the results on the control of bacterial growth, we
highlighted the potent immunotherapeutic effects of active vitamin
D3 on P. aeruginosa phagocytosis and intracellular killing by human
MDMs. Although currently there has, to our knowledge, been no study
conducted on P. aeruginosa in exactly the sameway, and themost assays
have been performed on Mycobacterium tuberculosis, our results agree
with recent report [56] suggesting that 1,25(OH)2D3 enhances the abil-
ity of macrophages to phagocytose and kill of pathogens. Among the
main molecular mechanisms involved in enhancing such activities
should be the upregulation of triggering receptor expressed onmyeloid
cells-1 (TREM-1) expression, which is considered as a pivotal amplifier
of the innate immune response in macrophages [57].

4.7. Conclusions and future prospects

In conclusion, ourfindings supported the hypothesis that vitaminD3
may modulate innate immune response and prevent host against
P. aeruginosa infection. This study deserves further investigations, and
among others, it would be interesting to: i) evaluate protein levels of
VDR to confirm the quantitative RT-PCR-based analysis results, ii) try
other approaches such as flow cytometry or immunofluorescence stain-
ing to identify molecular determinants of polarized M1-M2 macro-
phages as well as phagocytic and microbicidal capacity, and iii) study
of molecular mechanisms of action of vitamin D and its main immuno-
logical effects on macrophage antimicrobial peptides production. Fi-
nally, future works would involve improving the treatment response
through the use of animal models and various concentrations of 1,25
(OH)2D3 to identify the optimum useful dose required for the effective
eradication of P. aeruginosa by boosting an adequate number of macro-
phageswith high phagocytic and bactericidal potential in the context of
translational medicine and therapeutics.

Conflict of interest

The authors have no financial conflicts of interest.

Acknowledgments

The authorswould like to thank the Research staff of the INSERMUMR
866 (University of Burgundy, France), and theBIOMOLIMLaboratory Team
(University of Tlemcen, Algeria), especially MSc Zineb Hadjidj for their
appreciated assistance and valuable technical support. They also are

grateful to Pr. Gérard Lefranc (Laboratoire d'Immunogénétique
Moléculaire, CNRS UPR 1142, and University of Montpellier, France), Dr.
Cédric Raoul (The Neuroscience Institute of Montpellier, INSERM
UMR1051, Saint Eloi Hospital, France), and Dr. Antoine Gross (CPBS
CNRS, UMR 5236, University of Montpellier, France) for their inestimable
help and providing active vitamin D (1 alpha,25-dihydroxyvitamin D3,
1,25D3).

References

[1] E.G. Lavoie, T. Wangdi, B.I. Kazmierczak, Innate immune responses to Pseudomonas
aeruginosa infection, Microbes Infect. 13 (2011) 1133–1145, http://dx.doi.org/10.
1016/j.micinf.2011.07.011.

[2] E. Amiel, R.R. Lovewell, G.A. O'Toole, D.A. Hogan, B. Berwin, Pseudomonas aeruginosa
evasion of phagocytosis is mediated by loss of swimming motility and is indepen-
dent of flagellum expression, Infect. Immun. 78 (2010) 2937–2945, http://dx.doi.
org/10.1128/IAI.00144-10.

[3] J.W. Chung, Z.H. Piao, S.R. Yoon, M.S. Kim, M. Jeong, S.H. Lee, et al., Pseudomonas
aeruginosa eliminates natural killer cells via phagocytosis-induced apoptosis, PLoS
Pathog. 5 (8) (2009), e1000561http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1000561.

[4] L.D. Thomas, A.W. Cripps, J.M. Kyd, Immune response mechanisms against Pseudo-
monas aeruginosa associated with mucosal immunization with protein antigens in
a rat model of acute lung infection, Vaccine 27 (2009) 3324–3330, http://dx.doi.
org/10.1016/j.vaccine.2009.01.085.

[5] G.B. Pier, Pseudomonas aeruginosa lipopolysaccharide: a major virulence factor, initi-
ator of inflammation and target for effective immunity, Inter. J. Med. Microbiol. 297
(2007) 277–295.

[6] T.L. Van Belle, C. Gysemans, C. Mathieu, Vitamin D in autoimmune, infectious and al-
lergic diseases: a vital player? Best Pract. Res. Clin. Endocrinol. Metab. 25 (2011)
617–632, http://dx.doi.org/10.1016/j.beem.2011.04.009.

[7] C. Aranow, Vitamin D and the immune system, J. Investig. Med. 59 (2011) 881–886,
http://dx.doi.org/10.231/JIM.0b013e31821b8755.

[8] F. Baeke, C. Gysemans, H. Korf, C. Mathieu, Vitamin D insufficiency: implications for
the immune system, Pediatr. Nephrol. 25 (2010) 1597–1606, http://dx.doi.org/10.
1007/s00467-010-1452-y.

[9] M. Djukic, M.L. Onken, S. Schütze, S. Redlich, A. Götz, U.K. Hanisch, et al., Vitamin D
deficiency reduces the immune response, phagocytosis rate, and intracellular killing
rate of microglial cells, Infect. Immun. 82 (6) (2014) 2585–2594, http://dx.doi.org/
10.1128/IAI.01814-14.

[10] S.V. Ramagopalan, A. Heger, A.J. Berlanga, L.M.R. MaugeriNJ, A. Burrell, et al., A ChIP-
seq defined genome-widemap of vitamin D receptor binding: associations with dis-
ease and evolution, Genome Res. 20 (2010) 1352–1360, http://dx.doi.org/10.1101/
gr.107920.110.

[11] G. Chandra, P. Selvaraj, M.S. Jawahar, V.V. Banurekha, P.R. Narayanan, Effect of vita-
min D3 on phagocytic potential of macrophages with liveMycobacterium tuberculo-
sis and lymphoproliferative response in pulmonary tuberculosis, J. Clin. Immunol. 24
(2004) 249–257.

[12] P. Selvaraj, P. Anand, M. Harishankar, K. Alagarasu, Plasma 1,25 dihydroxy vitamin
D3 level and expression of vitamin D receptor and cathelicidin in pulmonary tuber-
culosis, J. Clin. Immunol. 29 (2009) 470–478, http://dx.doi.org/10.1007/s10875-
009-9277-9.

[13] L. Larcombe, P. Orr, E. Turner-Brannen, C.R. Slivinski, P.W. Nickerson, N. Mookherjee,
Effect of vitamin D supplementation on Mycobacterium tuberculosis-induced innate
immune responses in a Canadian Dené First Nations cohort, PLoS ONE 7 (2012),
e40692http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0040692.

[14] P. McNally, C. Coughlan, G. Bergsson, M. Doyle, C. Taggart, L. Adorini, et al., Vitamin D
receptor agonists inhibit pro-inflammatory cytokine production from the respira-
tory epithelium in cystic fibrosis, J. Cyst. Fibros. 10 (2011) 428–434.

[15] S.K. Jain, D. Micinski, Vitamin D upregulates glutamate cysteine ligase and glutathi-
one reductase, and GSH formation, and decreases ROS andMCP-1 and IL-8 secretion
in high-glucose exposed U937 monocytes, Biochem. Biophys. Res. Commun. 437
(2013) 7–11, http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2013.06.004.

[16] T.T. Wang, F.P. Nestel, V. Bourdeau, Y. Nagai, Q. Wang, J. Liao, et al., Cutting edge:
1,25-dihydroxyvitamin D3 is a direct inducer of antimicrobial peptide gene expres-
sion, J. Immunol. 173 (5) (2004) 2909–2912.

[17] N. Wang, H. Liang, K. Zen, Molecular mechanisms that influence the macrophage
m1-m2 polarization balance, Front. Immunol. 5 (2014) 614, http://dx.doi.org/10.
3389/fimmu.2014.00614. eCollection 2014.

[18] Z. Huang, Q. Luo, Y. Guo, J. Chen, G. Xiong, Y. Peng, et al.,Mycobacterium tuberculosis-
induced polarization of human macrophage orchestrates the formation and devel-
opment of tuberculous granulomas in vitro, PLoS One 10 (6) (2015),
e0129744http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0129744.

[19] J. Khan, P.K. Sharma, A. Mukhopadhaya, Vibrio cholera porin OmpU mediates M1-
polarization of macrophages/monocytes via TLR1/TLR2 activation, Immunobiology
(2015) pii S0171-2985(15)30006-1. doi: 10.1016/j.imbio.2015.06.009.

[20] M. Benoit, B. Desnues, J.L. Mege, Macrophage polarization in bacterial infections, J.
Immunol. 181 (2008) 3733–3739.

[21] S.E. Jang, M.J. Han, S.Y. Kim, D.H. Kim, Lactobacillus plantarum CLP-0611 ameliorates
colitis inmice by polarizingM1 to M2-like macrophages, Int. Immunopharmacol. 21
(2014) 186–192, http://dx.doi.org/10.1016/j.intimp.2014.04.021.

[22] A. Richardson, S. Fedoroff, Quantification of cells in culture, in: A. Richardson, S.
Fedoroff (Eds.), Protocols for Neural Cell Culture, Springer Science & Business
Media, New York 1997, pp. 219–233.

100 W. Nouari et al. / International Immunopharmacology 30 (2016) 94–101

http://dx.doi.org/10.1016/j.micinf.2011.07.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.micinf.2011.07.011
http://dx.doi.org/10.1128/IAI.00144-10
http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1000561
http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2009.01.085
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0025
http://dx.doi.org/10.1016/j.beem.2011.04.009
http://dx.doi.org/10.231/JIM.0b013e31821b8755
http://dx.doi.org/10.1007/s00467-010-1452-y
http://dx.doi.org/10.1007/s00467-010-1452-y
http://dx.doi.org/10.1128/IAI.01814-14
http://dx.doi.org/10.1101/gr.107920.110
http://dx.doi.org/10.1101/gr.107920.110
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0055
http://dx.doi.org/10.1007/s10875-009-9277-9
http://dx.doi.org/10.1007/s10875-009-9277-9
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0040692
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0070
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2013.06.004
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0080
http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2014.00614. eCollection 2014
http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2014.00614. eCollection 2014
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0129744
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0100
http://dx.doi.org/10.1016/j.intimp.2014.04.021
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0110


[23] I. Guevara, J. Iwanejko, A. Dembińska-Kieć, J. Pankiewicz, A. Wanat, P. Anna, et al.,
Determination of nitrite/nitrate in human biological material by the simple Griess
reaction, Clin. Chim. Acta 274 (1998) 177–188.

[24] A. Rouzaut, M.L. Subirà, C. Miguel, E. Domingo-de-Miguel, A. Gonzàlez, E. Santiago,
et al., Co-expression of inductible nitric oxide synthase and arginases in different
humain monocyte subsets. Apoptosis regulated by endogenous NO, Biochim.
Biophys. Acta 1451 (1999) 319–333.

[25] D. Porto, N. Cifani, S. Guarnieri, E.G. Di Domenico, M.A. Mariggiò, F. Spadro, et al.,
Dysfunctional CFTR alters the bactericidal activity of human macrophages against
Pseudomonas aeruginosa, PLoS One 6 (5) (2012), e19970http://dx.doi.org/10.1371/
journal.pone.0019970.

[26] Z.H. Piao, M.S. Kim, M. Jeong, S. Yun, S.H. Lee, H.N. Sun, et al., VDUP1 exacerbates
bacteremic shock in mice infected with Pseudomonas aeruginosa, Cell. Immunol.
280 (2012) 1–9, http://dx.doi.org/10.1016/j.

[27] Nibbering PH, Broug-Holub E, Bezemer AC, Jansen R, van de Winkel JG, Geertsma
MF. Phagocytosis and intracellular killing of serum-opsonized Staphylococcus aureus
by mouse fibroblasts expressing human Fcgamma receptor type IIa (CD32). Front
Biosci1996; 1:a25-33.

[28] M. Aribi, W. Meziane, S. Habi, Y. Boulatika, H. Marchandin, J.L. Aymeric, Macrophage
bactericidal activities against Staphylococcus aureus are enhanced in vivo by sele-
nium supplementation in a dose-dependent manner, PLoS One 10 (9) (2015),
e0135515http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0135515.

[29] J. Mehrzad, L. Duchateau, C. Burvenich, Phagocytic and bactericidal activity of blood
and milk-resident neutrophils against Staphylococcus aureus in primiparous and
multiparous cows during early lactation, Vet. Microbiol. 134 (1–2) (2009)
106–112, http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2008.09.001.

[30] M.L. Manni, L.P. Tomai, C.A. Norris, L.M. Thomas, E.E. Kelley, R.D. Salter, J.D. Crapo,
et al., Extracellular superoxide dismutase inmacrophages augments bacterial killing
by promoting phagocytosis, Am. J. Pathol. 178 (6) (2011) 2752–2759, http://dx.doi.
org/10.1016/j.

[31] C.D. Nelson, T.A. Reinhardt, D.C. Beitz, J.D. Lippolis, In vivo activation of the intracrine
vitamin D pathway in innate immune cells and mammary tissue during a bacterial
infection, PLoS One 5 (2010), e15469http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.
0015469.

[32] R.D. Junkins, A. Shen, K. Rosen, C. McCormick, T.J. Lin, Autophagy enhances bacterial
clearance during P. aeruginosa lung infection, PLoS One 8 (2013), e72263http://dx.
doi.org/10.1371/journal.pone.0072263.

[33] M. Hewison, Vitamin D and innate and adaptive immunity, Vitam. Horm. 86 (2011)
23–62, http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-386960-9.00002-2.

[34] D.A. Youssef, C.W. Miller, A.M. El-Abbassi, D.C. Cutchins, C. Cutchins, W.B. Grant,
et al., Antimicrobial implications of vitamin D, Dermato. Endocrinol. 4 (2011)
220–229, http://dx.doi.org/10.4161/derm.3.4.15027.

[35] P. Pelegrin, A. Surprenant, Dynamics of macrophage polarization reveal new mech-
anism to inhibit IL-1beta release through pyrophosphates, EMBO J. 28 (2009)
2114–2127, http://dx.doi.org/10.1038/emboj.2009.163.

[36] A. Covarrubias, V. Byles, T. Horng, ROS sets the stage for macrophage differentiation,
Cell Res. 23 (2013) 984–985, http://dx.doi.org/10.1038/cr.2013.88.

[37] A.P. Ralph, G. Waramori, G.J. Pontororing, E. Kenangalem, A. Wiguna, E. Tjitra, et al.,
L-arginine and vitamin D adjunctive therapies in pulmonary tuberculosis: a
randomised, double-blind, placebo-controlled trial, PLoS One 8 (2013),
e70032http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0070032.

[38] A. Brosbøl-Ravnborg, B. Bundgaard, P. Höllsberg, Synergy between vitamin D(3) and
Toll-like receptor agonists regulates human dendritic cell response during matura-
tion, Clin. Dev. Immunol. 2013 (2013) 807971, http://dx.doi.org/10.1155/2013/
807971.

[39] D. Tiosano, G.Wildbaum, V. Gepstein, O. Verbitsky, Y. Weisman, et al., The role of vi-
tamin D receptor in innate and adaptive immunity: a study in hereditary vitamin D-
resistant rickets patients, J. Clin. Endocrinol. Metab. 98 (2013) 1685–1693, http://dx.
doi.org/10.1210/jc.2012-3858.

[40] M. Kongsbak, M.R. von Essen, L. Boding, T.B. Levring, P. Schjerling, Vitamin D up-
regulates the vitamin D receptor by protecting it from proteasomal degradation in
human CD4+ T cells, PLoS One 9 (2014), e96695http://dx.doi.org/10.1371/
journal.pone.0096695.

[41] L. Aussel, W. Zhao, M. Hébrard, A.A. Guilhon, J.P. Viala, S. Henri, et al., Salmonella de-
toxifying enzymes are sufficient to cope with the host oxidative burst, Mol.
Microbiol. 80 (2011) 628–640, http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2958.2011.07611.
x.

[42] R.A. Miller, B.E. Britigan, Role of oxidants in microbial pathophysiology, Clin.
Microbiol. Rev. 1 (1997) 1–18.

[43] Y. Yoshioka, T. Kitao, T. Kishino, A. Yamamuro, S. Maeda, Nitric oxide protects mac-
rophages from hydrogen peroxide-induced apoptosis by inducing the formation of
catalase, J. Immunol. 176 (2006) 4675–4681.

[44] C.A. Dinarello, Interleukin-1 beta, interleukin-18, and the interleukin-1 beta
converting enzyme, Ann. N. Y. Acad. Sci. 856 (1998) 1–11.

[45] M.J. Nicklin, J.L. Barton, M. Nguyen, M.G. FitzGerald, G.W. Duff, K. Kornman, A
sequence-based map of the nine genes of the human interleukin-1 cluster, Geno-
mics 79 (2002) 718–725.

[46] K.W. Moore, M.R. de Waal, R.L. Coffman, A. O'Garra, Interleukin-10 and the
interleukin-10 receptor, Annu. Rev. Immunol. 19 (2001) 683–765.

[47] N. Cole, M. Krockenberger, F. Stapleton, S. Khan, E. Hume, A.J. Husband, M. Willcox,
Experimental Pseudomonas aeruginosa keratitis in interleukin-10 gene knockout
mice, Infect. Immun. 71 (2003) 1328–1336.

[48] X.L. Rudner, K.A. Kernacki, P.B. Ronald, L.D. Hazlett, Prolonged elevation of IL-1 in
Pseudomonas aeruginosa ocular infection regulates macrophage-inflammatory
protein-2 production, polymorphonuclear neutrophil persistence, and corneal per-
foration, J. Immunol. 164 (2000) 6576–6582.

[49] M. Verway, M. Bouttier, T.T. Wang, M. Carrier, M. Calderon, B.S. An, et al., Vitamin D
induces interleukin-1β expression: paracrine macrophage epithelial signaling con-
trols M. tuberculosis infection, PLoS Pathog. 9 (2013), e1003407http://dx.doi.org/
10.1371/journal.ppat.1003407.

[50] D. Eklund, L.H. Persson, M. Larsson, A. Welin, J. Idh, J. Paues, et al., Vitamin D en-
hances IL-1β secretion and restricts growth ofMycobacterium tuberculosis in macro-
phages from TB patients, Int. J. Mycobacteriol. 2 (2013) 18–25.

[51] M.L. Xue, H. Zhu, A. Thakur, M. Willcox, 1α,25-Dihydroxyvitamin D3 inhibits pro-
inflammatory cytokine and chemokine expression in human corneal epithelial
cells colonized with Pseudomonas aeruginosa, Immunol. Cell Biol. 80 (2002)
340–345.

[52] R.S. Koti, J. Tsui, E. Lobos, W. Yang, A.M. Seifalian, B.R. Davidson, Nitric oxide syn-
thase distribution and expression with ischemic preconditioning of the rat liver,
FASEB J. 19 (2005) 1155–1157.

[53] L.E. Sousse, C.C. Jonkam, D.L. Traber, H.K. Hawkins, T.L.D. RehbergSW, et al., Pseudo-
monas aeruginosais associated with increased lung cytokines and asymmetric
dimethylarginine compared to methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Shock
36 (2011) 466–470, http://dx.doi.org/10.1097/SHK.0b013e3182336b45.

[54] A. Mehl, P. Ghorbani, D. Douda, H. Huang, N. Palaniyar, F. Ratjen, et al., Effect of ar-
ginase inhibition on pulmonary L-arginine metabolism in murine Pseudomonas
pneumonia, PLoS ONE 9 (2014), e90232http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.
0090232.

[55] Y.Z. KulkarniNN, C. Huehnken, B. Agerberth, G.H. Gudmundsson, Phenylbutyrate in-
duces cathelicidin expression via the vitamin D receptor: linkage to inflammatory
and growth factor cytokines pathways, Mol. Immunol. 63 (2015) 530–539.

[56] T.H. Kim, B. Lee, E. Kwon, S.J. Choi, Y.H. Lee, G.G. Song, et al., Regulation of TREM-1
expression by 1,25-dihydroxyvitamin D3 in human monocytes/macrophages,
Immunol. Lett. 154 (2013) 80–85, http://dx.doi.org/10.1016/j.imlet.2013.08.012.

[57] L. McMahon, K. Schwartz, O. Yilmaz, E. Brown, L.K. Ryan, G. Diamond, Vitamin D-
mediated induction of innate immunity in gingival epithelial cells, Infect. Immun.
79 (2011) 2250–2256, http://dx.doi.org/10.1128/IAI.00099-11.

101W. Nouari et al. / International Immunopharmacology 30 (2016) 94–101

http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0120
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0019970
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0019970
http://dx.doi.org/10.1016/j
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0135515
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2008.09.001
http://dx.doi.org/10.1016/j
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0015469
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0015469
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0072263
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-386960-9.00002-2
http://dx.doi.org/10.4161/derm.3.4.15027
http://dx.doi.org/10.1038/emboj.2009.163
http://dx.doi.org/10.1038/cr.2013.88
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0070032
http://dx.doi.org/10.1155/2013/807971
http://dx.doi.org/10.1155/2013/807971
http://dx.doi.org/10.1210/jc.2012-3858
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0096695
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0096695
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2958.2011.07611.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2958.2011.07611.x
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0205
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0205
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0210
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0210
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0210
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0215
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0215
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0220
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0220
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0220
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0225
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0225
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0230
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0230
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0230
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0235
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0235
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0235
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0235
http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1003407
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0245
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0245
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0245
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0250
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0250
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0250
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0250
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0255
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0255
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0255
http://dx.doi.org/10.1097/SHK.0b013e3182336b45
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0090232
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0090232
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0270
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0270
http://refhub.elsevier.com/S1567-5769(15)30201-0/rf0270
http://dx.doi.org/10.1016/j.imlet.2013.08.012
http://dx.doi.org/10.1128/IAI.00099-11


Résumé  
Introduction : Le diabète de type 1 (DT1) est une maladie autoimmune associée à un déséquilibre de la balance 
inflammation/réparation. Par ailleurs, la forme bioactive de la vitamine D3, la 1,25(OH)2D3, a des effets immunomodulateurs 
sur les cellules immunitaires, innées et adaptatives, ainsi que sur la production de leurs cytokines spécifiques. Le diabète de 
type 1 (DT1) est une maladie autoimmune associée à un déséquilibre de la balance inflammation/réparation. Par ailleurs, la 
forme  bioactive de la vitamine D3, la 1,25(OH)2D3, a des effets immunomodulateurs sur les cellules immunitaires, innées et 
adaptatives, et sur la production de leurs cytokines respectives. Les objectifs de ce projet de thèse ont été d’évaluer l'effet ex 
vivo de la 1,25(OH)2D3 sur la production des cytokines proinflammatoires Th1/Th17 et anti-inflammatoires Th2/Treg, la 
production du monoxyde d’azote et l’activité de l’arginase, d’une part, et sur les niveaux d’activation STAT4 (STAT4-p, 
Tyr693) et STAT6 (STAT6-p, Tyr641), au sein du monocyte, d’autre part, au début du DT1.  
Matériels et méthodes : Les essais ont été réalisés sur des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs, peripheral 
blood mononuclear cells), et des monocytes isolés à partir du sang de patients volontaires atteints du DT1 récent, et de sujets 
contrôles.   
Résultats: Les taux de la production de l'IFN-γ, de l’IL-17 et du NO ont été significativement élevés au niveau des PBMCs 
des patients par rapport aux contrôles. Pareillement, les concentrations relatives de STAT4-p ont été significativement élevées 
au niveau des monocytes de patients comparés aux contrôles. A l'inverse, les taux de la production de l'IL-4, de l’IL-10 et de 
l’expression de STAT6-p ont été significativement diminués au niveau des cellules de patients par rapport aux contrôles. Par 
ailleurs, le traitement par la 1,25(OH)2D3 a induit, d’une part, une augmentation significative des taux de la production de l'IL-4 
et de l’IL-10, ainsi que de l'activité de l’arginase et des niveaux de phosphorylation de STAT6, et, d’autres part, une diminution 
des taux de la production de l'IFN-γ, de l’IL-17 et du NO, ainsi que des niveaux de phosphorylation de STAT4. Enfin, la 
1,25(OH)2D3 a induit une augmentation de la balance Treg versus Th17, et une diminution des balances Th1 versus Th2, 
production du NO versus activité de l'arginase et STAT4-p versus STAT6-p. 
Conclusions : Les travaux de cette thèse suggèrent que la forme bioactive de la vitamine D3 peut contrer l'activation des 
voies inflammatoires au début du DT1. Aussi, ses propriétés immunomodulatrices pourraient varier en fonction du profil 
cytokinique. D’un point de vue thérapeutique, la vitamine D3 peut éventuellement être proposée comme un adjuvant 
immunologique et anti-inflammatoire potentiels chez les sujets à risque de développer un DT1.  
Mots clés : 1,25(OH)2D3, cytokines proinflammatoires et anti-inflammatoires, PBMCs, monocytes, STAT4-p et STAT6-p, 
diabète de type 1. 
 

 

Abstract  

Background. Type 1 diabetes (T1D) is associated with an imbalance between inflammation and repair. Recently, the 

biologically active form of vitamin D3, i.e. 1,25(OH)2D3, has been reported to have potent immunomodulatory effects on both 

innate and adaptive immune cells, as well as on the production of their specific cytokines. 

Methods. We examined the effect of 1,25(OH)2D3 on the production of proinflammatory Th1/Th17 and anti-inflammatory 

Th2/Treg related cytokines, as well as on the phosphorylation of monocyte-expressedSTAT4 and STAT6 at the recent-onset 

human T1D. 

Results. The levels of IFN-γ, IL-17 and nitric oxide (NO) production were significantly increased in PBMCs from patients 
compared to controls. Similarly, STAT4 tyrosine phosphorylation (p-STAT4, Tyr693) levels were significantly increased in 
monocytes from patients when compared to controls. Conversely, the levels of IL-4, IL-10 and p-STAT6 (Tyr641) were 
significantly decreased in type 1 diabetic patients than in controls. Treatment with 1,25(OH)2D3 resulted in significant up-
regulation of IL-4, IL-10, arginase activity, and pSTAT6 and down-regulation of IFN-γ, IL-17 and NO production levels, as well 
as p-STAT4. Additionally, 1,25(OH)2D3 significantly enhanced Tregto-Th17 ratio, and induced a significant decrease in Th1-to-
Th2, NO production-to-arginase activity and  p-STAT4-to-p-STAT6 ratios. 
Conclusions. Our study suggests that the biologically active form of vitamin D can reverse the activation of inflammatory 
pathways at the onset of T1D. Additionally, its immunomodulation properties may vary depending on the overall patterns of 
cytokines. From a therapeutic point of view, vitamin D may potentially be suggested as an immunological adjuvant and a 
potential anti-inflammatory agent in individuals at risk of T1D. 
Keywords. 1,25(OH)2D3, proinflammatory and anti-inflammatory cytokines, PBMCs, monocytes, p-STAT4 and p-STAT6, type 
1 diabetes. 

 

 ملخص

قدرة  (2D3(OH)1,25) 3 دمن جهة أخرى، لفيتامين . و الإصلاح داء السكري من النوع الأول هو أحد أمراض المناعة الذاتية،  وهو مرتبط بعدم التوازن بين الإلتهاب :مقدمةال

على إنتاج  3D21,25(OH) تقييم تأثير الفيتامين إلى هذه الدراسة تهدف .و كذلك على نوعية السيتوكينات التي تنتجن الفطرية والتكيفية،المناعية  على تعديل فيزيولوجية الخلايا

 STAT4 إنتاج أكسيد النيتريك ونشاط الأرجيناز من جهة، وعلى مستويات تفعيل على، TH2/Tregوالمضادة للإلتهابات  TH1/Th17السيتوكينات الموالية للإلتهابات 

p)-STAT4،Tyr693 ) وp) STAT6-STAT6 ،Tyr641) الداء السكري من النوع الأول  ةيبدا فيرى، خأ جهة من حادية النواةالأخلايا على مستوي ال. 

ول و السكري من النوع الأ لمرضى مصابين بالداءلدم المحيطي اعزلها من  أن تم خلايا أحادية النواة بعدوالخلايا الأحادية للدم المحيطي  أجريت التجارب على: الطرقالوسائل و 
 . لمتبرعين معافين

للمرضى الذين يعانون من داء  الخلايا الأحادية للدم المحيطيو أكسيد النيتريك في  IL)-17 (17-انترلوكين و IFN)-γ)غاما  الإنترفيرونمن  كل نتاجإ معدلتفاع إر: النتائج
 انتاج بينما معدل .النواة للمرضى مقارنة مع الشواهد على مستوي خلايا وحيدةالمتفسفرة  STAT4و كذلك التركيز النسبي ل. السكري من النوع الأول مقارنة مع الشواهد

أدى إلى   2D3(OH)1,25فيتامينالالعلاج ب. المرضى مقارنة مع الشواهدالمتفسفرة كانت منخفظة عند  STAT6ركيز النسبي لتو كذلك ال IL-10 و IL-4  تاانترلوكينال
 STAT4الى  بالإظافة أكسيد النيتريك،و  IFN-γ, IL-17معدلات إنتاج  فيإلى انخفاض و نشاط الأرجيناز المتفسفرة و في  IL-4،IL-10  ،STAT6إرتفاع في إنتاج 

-نشاط الأرجيناز و /، إنتاج أكسيد النيتريكTh1/Th2إنخفاض في نسبة كل من إلى وTreg/Th17  نسبة رتفاع فيإأدت إلى  2D3(OH)1,25وعلاوة على ذلك، فإن  .المتفسفرة
STAT4متفسفرة-STAT6/متفسفرة. 

من جهة نظر . الداء السكري من النوع الأول ةيبدا لتهابية فيستجابات الإأن يمنع تفعيل الإ 2D3(OH)1,25 الفيتامين بينا لأول مرة في هذه الدراسة أنه بإمكان :الإستنتاجات
 .بداء السكري من النوع الأول الاصابة كمساعد مناعي و كعامل مضاد للإلتهابات لدى الأشخاص الذين لديهم خطر 3علاجية، يمكن إقتراح الفيتامين د

، داء السكري من STAT6و STAT4للإلتهابات و المضادة للإلتهابات،   الموالية السيتوكينات ، خلايا وحيدة النواة،، الخلايا الأحادية للدم المحيطي3فيتامين د :المفتاحيةالكلمات 
 الأولالنوع 
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