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ABREVIATIONS

AA Acide Arachidonique
ABCA1 ATP Binding Cassette A-1
AmB Amphotéricine B
AMPc Adénosine 3’, 5’ – monophosphate cyclique
Apo Adipolipoprotéine
CMH Complexe Majeur d’Histocompatibilité
COX CycloOxygénase
CR Cystein Rich
CTDL C Type Domain Lectin
DBD DNA Binding Domain
DC Dendritic Cell
DC-SIGN Dendritic Cell-Specific ICAM-3 Grabbing Nonintegrin
ER Estrogen Receptor
FABP Fatty Acids Binding Protein
FATP Fatty Acids transport Protein
FFA Free Fatty Acid
FN Fibronectin
FT Facteur de Transcription
FXR Farnesol X Receptor
GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
HDACs Histone DeACétylases
HDL High Density Lipoproteins
HETE Acides HydroxyEicosaTétraEnoïques
HODE Acides HydroxyOctaDécadiEnoïques
ICAM-1 InterCellular Adhesion Molecule 1
IFN Interferon
Ig Immunoglobulines
IL Interleukines
IROs Intermédiaires Réactifs de l’Oxygène
ITAM Immunoreceptor Tyrosine-based Activative Motif
K Lysine
LDL Low Density Lipoprotein
LOX Lipoxygénase
LPL Lipases LipoProtéiques
LPS Lipopolysaccharides
LRRs Leucin Rich Repeats
LTA Acide LipoTéicoïque
LXR Liver X Receptor
M1 Macrophage de type 1
M2 Macrophage de type 2
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase
MBP Mannose Binding Protein
M-CSF Macrophage Colony-Stimulating Factor
MMP Métalloprotéinase
NADPH Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate Hydrogénase
NFAT Nuclear Factor of Activated T cells
NF-κB Facteur Nucléaire kappa B
NHR Nuclear Hormone Receptor
NK Natural Killer
NO Monoxyde d’azote
NOS NO Synthase
NR Nuclear Receptor
PAMPs Pathogen Associated Molecular Patterns
PG Prostaglandines
PGJ2 15-déoxy-Ä12,14-Prostaglandine J2
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PHOX PHagocyte OXydase
PIAS1 Protein Inhibitor of Activated STAT1
PKA Protéine Kinase A
PKC Protéine Kinase C
PLA2 Phospholipase A2
PLC Phospholipase C
PPAR Peroxisome Proliferator-Associated Receptor
PPRE PPAR Responsive Element
PRR Pattern Recognition Receptor
RCT Reverse Cholesterol Transport
RE Responsive Element
RM Récepteur Mannose
RXR Retinoid X Receptor
Saps Aspartyl protéinases
SIDA Syndrome de l’Immunodéficence Acquise
SMRT Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid hormone receptors
SOD Super Oxyde Dismutase
SR-A Scavenger Receptor class A
STAT Signal Transducer and Activator of Transcription
SUMO Small Ubiquitin-like MOdifier
TF Facteur Tissulaire
TG Triglicérides
TLR Toll-Like Receptor
TPA 12-0-tétradécanoylphorbol-13 acétate
TXA Thromboxane A
TZD Thiazolidinediones
VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule 1
VDR Vitamin D Receptor
VEGF Vascular Endothélial Growth Factor
VIH Virus de l’Immunodéficience Humain
VSMC Vascular Smooth Muscle Cell
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Introduction générale

Candida albicans est une levure qui appartient à la flore commensale des individus sains, mais qui,

lorsque le fragile équilibre entre le parasite et l’hôte est rompu, devient opportuniste et colonise les

surfaces mucocutanées et les cavités orales et gastro-intestinales de nombreux mammifères. Chez

l’homme, cette levure constitue un sérieux problème de santé, notamment chez des patients

immunodéprimés et ceux sous thérapies immunosuppressives. En effet, ces dernières affectent les

cellules phagocytaires telles que les neutrophiles et les monocytes / macrophages, qui constituent la

première et unique ligne de défense de l’hôte immunodéprimé. Dans un tel contexte, les antifongiques

présents sur le marché, qui agissent normalement en combinaison avec le système immunitaire, ont

une action limitée, bien qu’ils aient prouvé leur efficacité in vitro.

Le système immunitaire inné, et notamment l’immunité à médiation cellulaire dont les monocytes /

macrophages orchestrent l’action, joue un rôle direct et essentiel dans l’élimination d’un pathogène et

la prévention d’une infection. Ainsi, les macrophages participent à la lutte contre Candida albicans par

leur capacité à phagocyter les levures et à sécréter des agents oxydants toxiques dans le milieu

environnant. Ces fonctions des macrophages sont déclenchées lors de la reconnaissance par la

cellule de motifs biologiques de structure conservée à la surface des microorganismes (PAMPs,

« Pathogen Associated Molecular Patterns ») grâce à des récepteurs de surface appelés PRRs

(« Pattern-Recognition Receptors »). Au laboratoire, il a été montré in vitro que le récepteur mannose

(RM), un PRR clé de l’immunité innée, en reconnaissant des motifs mannose, activait ces fonctions

anti-infectieuses des macrophages, conduisant à l’élimination de Candida albicans.

Il a aussi été montré in vitro que l’expression du récepteur mannose à la surface des macrophages

pouvait être modulée par les cytokines Th1 et Th2, induisant respectivement une activation classique

ou alternative des macrophages. Ainsi, l’IFN-γ diminue son expression, alors que l’IL-4 ou l’IL-13

l’augmentent et sont associées à la clairance du microorganisme. D’autres substances telles que des

lipides bioactifs de la famille des prostaglandines et des drogues de la famille des thiazolidinediones

ont prouvé leur efficacité à induire l’expression du RM et l’élimination de Candida albicans in vitro. Ces

molécules telle que la rosiglitazone, sont des ligands du facteur de transcription PPAR-γ

(« Peroxisome-Proliferator Activated Receptor-gamma »).

PPAR-γ est un membre de la famille des récepteurs nucléaires activés par des ligands capable

d’induire la transcription de gènes. Au laboratoire, il a été montré que l’induction du RM par les ligands

de PPAR-γ mais aussi par l’IL-13 impliquait l’activation de PPAR-γ et conduisait à l’activation des

fonctions effectrices anti-Candida des macrophages in vitro. Ce travail nous a amené d’une part à

vérifier la relevance de ce modèle dans la résolution in vivo de pathologies digestives candidosiques

sur modèles murins immunocompétents ou immunodéprimés. D’autre part, nous nous sommes

attachés à étudier ces mécanismes sur le monocyte humain de sujet sain afin de déterminer si

l’augmentation des fonctions anti-infectieuses des macrophages par les cytokines Th2 et les ligands

http://www.pdfdesk.com


Introduction générale

7

de PPAR-γvia l’activation de PPAR-γpouvait constituer un modèle thérapeutique intéressant dans le

traitement de candidoses chez l’immunodéprimé.

La première partie de ce mémoire est consacrée à une revue bibliographique des différents éléments

relatifs à notre travail. Le premier chapitre est consacré à l’agent pathogène Candida albicans et

souligne les problèmes de santé posés par ce champignon chez les patients immunodéprimés ainsi

que les limites des traitements actuellement disponibles. Dans un second chapitre, nous décrivons

les mécanismes immunitaires mis en place par l’hôte pour se défendre contre l’infection, ainsi que les

limites de ces systèmes dans un contexte d’immunodépression. Ce chapitre fait aussi apparaître le

rôle des cytokines Th2 et des ligands de PPAR-γdans la potentialisation des fonctions effectrices des

macrophages via l’activation du facteur de transcription PPAR-γ. Enfin, le troisième chapitre est

consacré aux effets biologiques des PPARs et au rôle que pourrait jouer PPAR-γdans la prévention et

l’élimination de pathologies infectieuses opportunistes.

Dans une deuxième partie, nous présentons les résultats de nos travaux de recherche sous la forme

d’articles soumis ou en cours de rédaction.

Enfin, dans la dernière partie, nous discutons nos résultats et nous abordons nos perspectives de

recherche en continuité de ce travail.
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I. Agent pathogène

I.1. Généralités

Les levures du genre Candida sont la cause de pathologies graves et dont la fréquence reste

constante [1] malgré le développement de nouveaux moyens thérapeutiques, en particulier chez des

patients immunodéprimés [2].

Parmi le genre Candida, 54,3% des infections sont dues à l’espèce albicans, 16,4% à l’espèce

glabrata, 14,9% à l’espèce parapsilosis, 8,2% à l’espèce tropicalis, et 1,6% l’espèce krusei [3]. Il faut

toutefois noter que la zone géographique considérée peut fortement influencer la nature de l’espèce

retrouvée.

Morphologie

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette levure diploïde, dont

le matériel génétique se répartit en huit chromosomes [4], se reproduit de façon asexuée par

bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mère (le blastospore) [5], formant ainsi des colonies

blanches crémeuses.

Au niveau morphologique, cette levure peut mesurer de 3 à 15 µm, et est caractérisée par un

polymorphisme que l’on peut retrouver in vitro et in vivo et qui lui permet de se soustraire aux

défenses liées à l’immunité cellulaire. En effet, certains paramètres tels que le pH, la température ou

encore la richesse du milieu de culture influencent l’aspect morphologique que peut prendre Candida

albicans [6]. Ainsi, trois aspects morphologiques peuvent être rencontrés (figure 1) :

- la forme blastospore, ronde ou ovalaire, mesurant de 2 à 4 µm avec parfois un bourgeon de

formation ;

- la forme pseudomycélium, mesurant de 500 à 600 µm de longueur et de 3 à 5 µm de largeur,

composée d’un assemblage de cellules mises bout à bout pour simuler un filament mycélien

[7, 8]. Chaque compartiment cellulaire est identique en longueur, contient la même quantité de

matériel génétique, mais diffère du précédent en quantité de cytoplasme et de ces

constituants [9].

- la forme mycélium vrai, champignon filamenteux, spécifique de l’espèce Candida albicans, où

la conversion d’une levure en filament mycélien passe par l’intermédiaire d’une structure

appelée le tube germinatif. Cette forme favorise l’invasion des tissus et des organes de l’hôte

[10].

Sous certaines conditions environnementales extrêmes en terme de milieu et de température,

Candida albicans peut aussi former des chlamydospores, qui sont des structures terminales ou

latérales arrondies. Elles sont formées par épaississement du thalle, mesurent deux fois la taille du

blastospore et possèdent une paroi plus épaisse. Les chlamydospores sont la forme de résistance de

Candida albicans et participent à l’identification du champignon en laboratoire. Elles sont rarement

mises en évidence in vivo [11].
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Toutes ces transitions morphologiques se mettent en place en réponse à des changements des

conditions environnementales, et permettent ainsi au champignon de s’adapter à différentes niches

biologiques.

Figure 1 : Morphologie de Candida albicans

(d’après Odds, Candida and Candidosis, 1988 [12])

Écologie

Candida albicans est considéré chez l’Homme et les animaux à sang chaud comme un commensal

des muqueuses, faisant partie intégrante de la flore microbienne [12, 13].

Au niveau des muqueuses digestives et vaginales, la levure se présente sous forme de blastospores,

considérées comme la forme saprophyte qui vit en symbiose avec l’organisme hôte. En revanche,

lorsque le délicat équilibre entre la forme commensale et les défenses immunitaires est rompu, cette

étroite symbiose se transforme en parasitisme, résultant en une maladie infectieuse appelée

candidose. Au niveau des tissus infectés, Candida albicans est retrouvé simultanément sous les

formes de blastospores et de mycéliums. Alors que la forme blastospore reste non-invasive, la forme

mycélienne est capable de pénétrer les muqueuses.

Candida albicans est un champignon cosmopolite dont les fréquences d’isolement montrent que chez

des sujets sains la levure se répartit différemment en fonction des sites de prélèvement : peau (3%),

vagin (13%), tractus ano-rectal (15%), cavité buccale (18%), estomac et duodénum (36%), et jéjunum

et iléon (41%). Le réservoir principal est donc le tube digestif où la fréquence de portage varie selon

les sujets. Ces résultats sont toutefois à observer avec précaution dans la mesure où les techniques
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de prélèvements ne sont pas toujours identiques et les sites de prélèvements ne présentent pas

toujours un environnement homogène. Par exemple, les fréquences d’isolement au niveau de la peau

sont différentes si l’on s’intéresse aux mains, aux aisselles ou aux cheveux. La contamination est

essentiellement inter humaine, soit par transmission fécale, soit par contact direct (salive, sécrétions,

mains).

En milieu hospitalier, les levures du genre Candida et en particulier Candida albicans représentent la

cause majeure des infections nosocomiales opportunistes d’origine mycosique. Trois causes ont été

identifiées :

- Il semblerait qu’une grande majorité des infections profondes soient d’origine endogène et se

développent à partir des levures saprophytes présentes dans le tube digestif de l’hôte et qui

traversent la muqueuse. Cependant, il peut aussi exister quelques rares possibilités de

colportage par le personnel hospitalier par exemple.

- Une faible proportion des candidoses profondes peut aussi être d’origine exogène à partir

d’une colonisation cutanée due au matériel de soins et à la pénétration de cathéters dans

l’organisme.

- Enfin, dans de très rares cas, la contamination en milieu hospitalier peut être due à

l’environnement du patient (eau, air, alimentation…).

Candida albicans peut aussi être isolé de manière exceptionnelle dans la nature (sol, plante,

atmosphère, eau…) mais cela résulte en général d’une contamination fécale.

I.2. Organisation cellulaire et moléculaire

I.2.1. Structure intracellulaire

Candida albicans possède tous les organites intracellulaires caractéristiques des eucaryotes :

- un noyau, délimité par une double membrane nucléaire, et renfermant huit chromosomes [4];

- un nucléole ;

- un réticulum endoplasmique ;

- un appareil de Golgi…

La seule structure différenciant la levure d’une cellule eucaryote « classique » est la présence d’un

système vaculo-vésiculaire, évoluant en relation avec le cycle cellulaire et la division [9], et impliqué

en majeure partie dans la synthèse de la paroi [14].

I.2.2. La paroi

Initialement, la paroi de Candida albicans était considérée comme une structure inerte, assurant la

protection et la rigidité du protoplaste. Désormais, il est établi que la paroi est un composant essentiel

pour de nombreux aspects biologiques et pathogéniques de Candida albicans [15, 16]. La paroi

cellulaire agit comme une membrane imperméable et maintient les caractéristiques morphologiques
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de la levure. C’est aussi cette paroi, partie la plus externe de la cellule, qui permet les premières

interactions physiques entre le microorganisme et son environnement, hôte compris.

80 à 90% de la composition de la paroi de Candida albicans est représentée par des carbohydrates

[17]. En particulier, 3 constituants basiques représentent la majorité des polysaccharides de la

paroi (figure 2) :

Figure 2 : Organisation moléculaire de la paroi de Candida albicans

(d’après Ruiz-Herrera, FEMS Yeast Res, 2006 [16])

- des polymères ramifiés de glucose branchés en â-1,3 et â-1,6 (â-glucanes) [16]. La

composition de la paroi en â-glucanes varie en fonction de l’état morphologique de la levure. En effet,

elle s’élève à 30-39 % de â-1,3-glucanes pour 43-53 % de â-1,6-glucanes chez les blastospores et les

mycélium, alors que ces proportions sont inversées dans le cas des tubes germinatifs [16]. Ces â-

glucanes représentent d’un point de vue quantitatif 47 à 60% du poids sec de la paroi. Ce sont donc

les constituants majeurs. Ces glucanes constituent la structure de la paroi. Ils forment un squelette

rigide, grâce à l’existence de liaisons glycosidiques avec la chitine [18], et procurent de fortes

propriétés physiques à la cellule. Les glucanes peuvent être sécrétés dans le sang des patients

infectés où ils exercent une toxicité pouvant aller jusqu’au choc anaphylactique chez la souris. De

plus, les glucanes de Candida albicans peuvent inhiber directement les fonctions des monocytes et

celles des cellules T de façon indirecte, ce qui suggère leur rôle prédominant dans le développement

de la candidose [19].

- des polymères de mannose (mannanes) associés à des protéines par des liaisons covalentes

(glyco[manno]-protéines). Ce sont, avec les â-glucanes, les constituants majeurs de la paroi,

puisqu’ils représentent environ 40% des polysaccharides et sont les principaux participants à
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la formation de la matrice de la paroi [20, 21]. Le terme « mannane » fait aussi référence au

principal composant soluble et immunogène présent dans la couche externe de la paroi,

appelé phosphomannoprotéine ou encore phosphopeptidomannane. Cette fraction de la paroi

comprend principalement des homopolymères de D-mannose, 3 à 4% de protéines, et 1 à 2%

de phosphates. A ce titre, l’organisation générale des mannoprotéines de Candida albicans

ressemble étroitement à celle de Saccharomyces cerevisiae [22]. Les polymères de mannose

sont liés à la protéine par un résidu asparagine, thréonine ou sérine.

Les mannanes sont des édifices complexes de masse moléculaire élevée, constitués de résidus

mannose liés en á-1,6, á-1,2, á-1,3 [14]. Ces résidus sont reconnus par le récepteur mannose,

récepteur de l’immunité innée (PRRs « Pattern Recognition Receptors »), impliqué dans la fixation et

la phagocytose de nombreux pathogènes. Les mannanes comprennent également des motifs

oligomannosidiques tels que le β-1,2-mannane, qui permet de différencier les sérotypes A et B de

Candida albicans [16].

Chez l’homme, les mannanes et les glucanes suscitent l’élaboration d’anticorps à des degrés

différents chez les sujets sains, les patients colonisés ou infectés [23, 24]. Ainsi, ils confèrent à la

paroi des propriétés antigéniques capables d’alerter le système immunitaire de l’hôte.

Cet ensemble moléculaire apparaît comme un facteur de pathogénicité des Candida et fait à ce titre

l’objet de nombreuses études visant à définir les relations structure / immunoréactivité des

oligomannosides qui le constituent [24-26].

- des polymères linéaires de N-acétyl-D-glucosamine (GlcNAc) contenant des liaisons â-1,4

(chitine) [16]. La chitine participe, avec les â-glucanes à la composition du squelette de la paroi et est

impliquée dans la rigidité de la paroi. Chez les levures, elle participe au processus de

bourgeonnement et notamment à la formation de l’anneau de constriction pour la séparation la cellule

mère de la cellule fille [27]. La chitine est aussi impliquée dans la formation des septa de la forme

mycélienne. Malgré son rôle majeur, c’est un constituant mineur de la paroi (0,6 à 9 %) [28].

- des protéines (6 à 25 %). Certaines interviennent en tant qu’unités structurales au niveau

des mannoprotéines. La paroi contient également un certain nombre de protéines ayant une activité

enzymatique. En particulier la N-acétylglucosamidase, la phosphatase acide, la protéinase, la

glucanase et la chitinase [22]. Ces protéines peuvent être sécrétées ou non en fonction du stade de la

cellule et de son environnement.

- des lipides (1 à 7%). Ils participent à la rigidité de la cellule. Les lipides majeurs sont les

triglycérides, des phospholipides et des stérols libres ou estérifiés. Les phospholipomannanes sont

des lipides intéressants, qui intéragissent avec les anticorps spécifiques dirigés contre les β-1,2-

oligommanosides [29]. Les phopholipomannanes sont déficients en glucosamine, et possèdent leur

propre organisation de leur chaîne de glucanes [16]. Il a de même été suggéré que ces composés

participeraient aux mécanismes d’adhésion, de protection et de signalisation chez Candida albicans.
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La composition lipidique est affectée par le passage de la forme blastospore à la forme mycélium [30,

31].

La composition de la paroi des formes blastospores et filamenteuses est quasiment similaire en

pourcentage, bien que les quantités relatives de â-glucanes, chitine, et mannanes varient en fonction

de la forme de croissance considérée [20]. Ainsi, par exemple, les cellules de l’hyphe contiennent au

moins trois fois plus de chitine que les spores.

I.3. Mécanismes de pathogénicité et facteurs de virulence

De façon générale, le rôle infectieux de Candida albicans, pathogène opportuniste, semble favorisé

par une combinaison de facteurs liés aux statuts immunologique et physiologique de l’hôte, ainsi qu’à

des facteurs liés au microorganisme, plutôt qu’à un facteur de virulence unique. Les infections

candidosiques sont ainsi probablement initiées par une diminution des défenses de l’hôte qui modifie

l’équilibre de commensalisme au profit de la levure, et entraîne le basculement du stade de

colonisation à celui de l’infection.

Les infections de la peau et des muqueuses telles que les candidoses vaginales par exemple, sont

principalement dues à des modifications du pH et de l’environnement microbien, alors qu’une atteinte

systémique est habituellement associée à une insuffisance des défenses de l’hôte, telle que celle

présentée par les patients hospitalisés en cancérologie soumis à une chimiothérapie ou à une

antibiothérapie à large spectre. La séquence des évènements qui contribuent à l’installation de

Candida albicans chez son hôte peut se résumer en trois étapes clés :

- adhérence et colonisation

- invasion au niveau des tissus

- multiplication et survie chez l’hôte

Plusieurs facteurs de virulence ont été proposés :

- L’adhérence aux surfaces : elle peut se faire au niveau des muqueuses, mettant en jeu des

interactions spécifiques de type ligand / récepteur avec les mannoprotéines de la paroi de la

levure. On parle d’adhésines, telles que celles de la famille de Als1 [32]. L’adhérence peut se

faire aussi à partir de la formation de biolfilms [33] à l’occasion d’un traumatisme de façon

iatrogène ou chirurgicale par l’introduction de matières plastiques telles que les cathéters, les

sondes urinaires… De plus, l’hydrophobicité de la paroi du champignon favorise une

interaction non spécifique avec les épithéliums. Il a été montré que la nature et le degré de

glycosylation des protéines de la paroi altèrent cette hydrophobicité. Ceci pourrait expliquer en

partie le fait que certaines souches ou sérotypes de Candida albicans soient plus adhérents

que d’autres à un type cellulaire donné de l’hôte.

- La formation de mycéliums vrais et de pseudomycéliums : en général, le passage de la

forme levure à la forme plus ou moins filamenteuse est associé à la virulence. Les tubes

germinatifs, structures intermédiaires entre le blastospore et le mycélium augmentent

l’adhérence aux cellules épithéliales et favorisent la colonisation [32] en induisant la propre
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endocytose du pathogène [34, 35]. Par la suite, la production d’hyphes augmente l’invasion et

la destruction tissulaire [35].

- L’interférence avec la phagocytose : Candida albicans est capable de produire des

peptides acides pouvant inhiber la liaison aux phagocytes et le métabolisme oxydatif. De plus,

la levure peut induire l’apoptose des macrophages et des neutrophiles échappant ainsi aux

cellules du système immunitaire [36-38].

- L’interférence avec le complément : les adhésines fongiques (mannoprotéines),

apparentées au récepteur CR3 des lymphocytes, peuvent être affines pour certains

composants matriciels plasmatiques tels que la fibronectine, mais aussi la fraction C3bi du

complément, perturbant ainsi la phagocytose de la levure.

- Les enzymes : la sécrétion d’enzyme hydrolytiques au cours de l’infection favorise la

virulence en dégradant les surfaces des muqueuses de l’hôte ainsi que ses défenses

immunitaires [39]. Ces enzymes sont des aspartyl protéinases (Saps) [40], des

phospholipases [41] et des lipases [42].

II. Les Candidoses

II.1. Généralités

A la fin du siècle dernier s’est développé un nouveau type de pathologie, d’abord restreinte au pays

développés : la pathologie « opportuniste ». L’émergence de ces nouvelles maladies a été largement

favorisée par les modifications éco-éthologiques des populations, l’évolution rapide des techniques

médico-chirurgicales, et l’immunodépression consécutive à l’infection par le VIH et aux nouvelles

thérapies immunosupressives. En effet, ces facteurs facilitent le développement et l’expression du

pouvoir pathogène d’organismes saprophytes. Ces dernières années, l’augmentation des infections

fongiques montre que c’est au sein de l’embranchement des champignons que se trouvent les micro-

organismes potentiellement les plus adaptés à un tel comportement.

Les candidoses, dues aux levures du genre Candida, sont les infections opportunistes les plus

fréquentes, et leur fréquence a doublé entre les années 80 et 90. En effet, elles représentent

désormais plus de 80% des infections à levures. Parmi les candidoses, l’infection par Candida

albicans, commensal du tractus digestif humain, est la plus commune et représente plus de 60% des

levures isolées chez l’homme. Ainsi, Candida albicans est responsable d’infections qui, par leur

fréquence et leur gravité, se situent au premier rang des infections fongiques [43-46].

Au niveau clinique, les candidoses peuvent être classées en deux groupes :

- les candidoses superficielles

- les candidoses profondes.
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II.2. Aspects cliniques

II.2.1. Les candidoses superficielles

Les candidoses superficielles sont les manifestations les plus communes et sont très variées. Elles

peuvent atteindre les surfaces épidermiques et les muqueuses telles que la cavité buccale, le

pharynx, l’œsophage, les intestins, le système urinaire, et la muqueuse vaginale.

Les candidoses digestives :

Ce sont les affections les plus représentées. C’est au niveau de l’intestin et de l’estomac, les plus

importants réservoirs de Candida albicans, que se multiplient les levures. Ceci entraîne des troubles

digestifs qui peuvent devenir chroniques : aigreurs, douleurs oesophagiennes, douleurs stomacales,

diarrhées, constipation, colite intestinale. Parmi les affections digestives on distingue :

- La candidose orale : manifestation la plus fréquente des candidoses, concerne à la fois les

sujets non immunodéprimés et les sujets immunodéprimés, avec un caractère de gravité

systématique chez ces derniers. L’intérêt porté à cette infection s’est accru ces dernières

années, car elle constitue l’une des manifestations orales de l’infection par le VIH, mais elle

peut aussi survenir chez des patients leucémiques ou cancéreux ;

- La candidose au niveau de la muqueuse oesophagienne : cliniquement, elle se traduit par une

dysphagie douloureuse, un pyrosis et une sensation de brûlure au passage des aliments.

L’examen révèle des membranes blanchâtres reposant sur une muqueuse très inflammatoire ;

- La candidose au niveau de la muqueuse gastro-intestinale : elle intéresse tout l’intestin, de

l’estomac au colon. Les lésions se présentent comme un muguet intestinal avec des

ulcérations. Elle se manifeste par des douleurs abdominales atypiques, des nausées et des

vomissements.

La candidose orale et VIH :

Parmi les infections opportunistes du malade VIH+, les candidoses oropharyngées sont les plus

fréquentes : plus de 80 % des patients VIH+ développent une candidose orale à un stade quelconque

de la maladie [47]. Elle peut être un signe révélateur de la maladie, être récurrente et s’aggraver par

extension à l’œsophage.

En effet, l’intensité de l’effondrement des lymphocytes T CD4+ est en relation presque directe avec la

forme clinique de la maladie : entre 300 et 700 CD4+/mm3 les candidoses uniquement oropharyngées

sont les plus fréquentes. En dessous de 100 CD4+/mm3, l’oesophagite candidosique apparaît.

Toutefois, la prévalence de ce type de lésions orales a diminué avec l’introduction dans les années 90

de la trithérapie. Ce traitement antirétroviral diminue la réplication virale et augmente le taux de

lymphocytes TCD4+, entraînant une amélioration de l’immunité et une réduction de l’incidence des

infections opportunistes.

Les candidoses uro-génitales :

La vulvo-vaginite est une affection extrêmement fréquente chez la femme. En effet, on estime

qu’environ 75% des femmes en activité génitale feront un épisode de candidose vulvo-vaginale. Les
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symptômes les plus évocateurs sont l’existence de leucorrhées abondantes blanchâtres, d’aspect

granuleux, et d’un prurit vulvaire souvent intense. Le point de départ d’une telle infection reposerait

sur un dysfonctionnement hormonal ou immunitaire local. La récidive de la candidose vulvo-vaginale

est un phénomène assez fréquent. Le caractère récidivant des infections candidosiques chez la

femme est susceptible d’induire, lors de traitements répétés, des phénomènes de résistance aux

traitements passant par l’émergence de souches moins sensibles.

Chez l’homme, l’atteinte génitale par Candida albicans est plus rare et correspond à une balanite

mycosique ou balanoposthite, qui débute au niveau du sillon balano-prépucial, puis s’étend au gland

et au prépuce. L’homme n’est pas porteur sain de la levure au niveau génital. Le développement de

ces symptômes cliniques est plutôt secondaire à un rapport sexuel.

Une cystite candidosique peut s’observer essentiellement chez le patient diabétique ainsi que sur des

malades porteurs d’une sonde vésicale à demeure. La lésion est localisée au niveau du bassinet avec

la formation d’une boule fongique. Elle s’accompagne d’une inflammation du méat urinaire et d’une

urétrite.

Les candidoses cutanées et unguéales :

Ces candidoses des plis se manifestent par un érythème, associé à un enduit crémeux blanchâtre, et

sont souvent prurigineuses. Elles sont favorisées par l’obésité, l’humidité et la macération, ainsi que le

manque d’hygiène. On distingue classiquement deux grands types :

- l’intertrigo des grands plis : concerne les plis inguinaux, axillaires, abdominaux, sous-

mammaires, interfessiers…

- l’intertrigo des petits plis : concerne les plis interdigitaux palmaires, plus rarement les plis

interdigitaux plantaires.

Les onyxis et périonyxis candidosiques siègent préférentiellement aux mains. Candida albicans

pénètre d’abord le bourrelet péri-unguéal et provoque un périonyxis. L’onyxis fait habituellement suite

au périonyxis. La contamination se fait le plus souvent à partir d’un réservoir chez l’individu même.

Les candidoses cutanéo-muqueuses chroniques :

Ces candidoses sont relativement rares et peuvent toucher des enfants dans les premières années de

leur vie. La première infection à Candida albicans est généralement bien contrôlée par le système

immunitaire de l’hôte. Cependant chez certains patients, dont le système immunitaire est fragilisé, ces

infections deviennent récidivantes. Peu à peu, les symptômes deviennent chroniques et les défenses

immunitaires trop sollicitées tolèrent désormais un pathogène qu’elles sont incapables d’éliminer. Ces

affections chroniques touchent principalement les muqueuses buccales, les ongles et la peau.

II.2.2. Le facteur colonisation

La colonisation préalable du tube digestif à Candida est vraissemblablement un des premiers facteurs

du développement éventuel d’une infection. Ainsi, le risque de développer une candidose invasive

augmente de façon significative dès que plus de deux sites sont colonisés.
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L’origine de la colonisation est essentiellement endogène, cependant dans des observations de

rechute après traitement antifongique, il a été montré que les souches étaient différentes entre les

infections successives, suggérant une infection d’origine exogène. En clinique, la survenue

d’épidémies dans des unités à haut risque a suggéré que les levures du genre Candida puissent se

propager par transmission exogène entre les patients via les professionnels de la santé. On parle

alors de contamination croisée.Toutefois, cette contamination croisée semble rare et la responsabilité

de cette voie de contamination nosocomiale n’est pas forcément établie.

II.2.3. Les candidoses profondes

Les candidoses profondes, encore appelées systémiques, recouvrent les septicémies à Candida et

les affections viscérales profondes dont le point de départ est le plus souvent une dissémination

hématogène. Rares il y a quelques années, elles surviennent surtout chez des patients hospitalisés

dans les unités de soins intensifs, dans les services de réanimation médicale ainsi que dans les unités

d’onco-hématologie. A ce titre, elles occupent désormais le 4ème rang des infections nosocomiales en

Europe [48] et aux Etats-Unis [49].

Les septicémies à Candida albicans peuvent avoir deux origines :

- une origine endogène à partir d’une infection préexistante au niveau digestif [50, 51]. La

dissémination se fait alors par le système porte [52] pour atteindre des organes plus profonds,

et notamment le foie, la rate, et plus rarement les poumons.

- Une origine exogène, à partir d’un acte thérapeutique impliquant un traumatisme vasculaire

(cathéters, prothèses). Dans ce cas, l’origine de la levure est exogène. Elle va adhérer au

cathéter, le coloniser pour former un biofilm [33], puis franchir la voie veineuse pour atteindre

des organes tels que la rétine de l’œil, le cœur, le foie et les reins [53-55].

La symptomatologie est aspécifique. Elle se présente habituellement comme une fièvre persistante ne

répondant pas à une antibiothérapie antibactérienne à large spectre. L’état est en général dégradé et

associé à des douleurs diffuses. Cet état peut entraîner un choc septique conduisant à la mort du

patient.

II.3. Facteurs prédisposant à l’infection candidosique

Les candidoses sont des maladies opportunistes profitant de la déstabilisation du fragile équilibre de

commensalisme installé entre le parasite et l’hôte pour se disséminer. En cela, certains facteurs,

propres ou étrangers à l’hôte, favorisent le développement de la forme invasive.

II.3.1. Les facteurs intrinsèques liés à l’hôte

Les facteurs physiologiques

Age :

Les candidoses orales sont plus fréquentes aux âges extrêmes de la vie.
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Les nouveaux-nés sont exposés aux candidoses du fait de la combinaison de l’immaturité de leur

système immunitaire associé au développement encore incomplet de leur flore microbienne. La

contamination candidosique est le plus souvent d’origine maternelle, lors de l’accouchement.

Chez les personnes âgées en revanche, le facteur de l’âge ne semble pas être le seul impliqué dans

la fréquence des candidoses orales. D’autres facteurs sont décrits comme responsables tels que le

dysfonctionnement de la motricité oesophagienne, l‘appauvrissement des fonctions immunitaires, les

anomalies du métabolisme hydrocarboné, les nombreuses associations médicamenteuses, ainsi

qu’une mauvaise hygiène buccale liée au port de prothèses dentaires.

Hormones :

La grossesse correspond à une période physiologique durant laquelle le développement des levures

est favorisé en raison notamment d’une modification du pH vaginal. Chez la femme enceinte, en

particulier au 3ème trimestre de la grossesse, la fréquence des candidoses est 3 à 4 fois plus élevée.

Les facteurs locaux

La macération, l’humidité, l’occlusion, la modification de la trophicité des muqueuses favorisent

l’installation et le développement des candidoses superficielles.

Le terrain ou la maladie sous-jacente

Toute maladie affaiblissant les défenses immunitaires de l’hôte est susceptible d’induire le

déclenchement d’une candidose. L’immunodéficience peut être due à la maladie (SIDA), ou plus

souvent encore, peut être secondaire au traitement mis en œuvre pour obtenir ou consolider la

rémission (cancer).

Les cancers

Plusieurs facteurs favorisent l’apparition d’infections opportunistes au cours d’un cancer.

- La maladie elle-même peut provoquer des ulcérations, ouvertures constituant de véritables

portes d’entrée dans les épithélia ou dans les muqueuses. C’est le cas dans les cavités non-

stériles telles que la bouche, la gorge, les bronches, le tube digestif, les organes génitaux

externes… L’ulcération du cancer du côlon peut conduire à une invasion par Candida albicans

par contact avec les matières fécales porteuses de bactéries et de levures.

- Le cancer des cellules du sang (Leucémie) entraîne une insuffisance de l’immunité cellulaire

ou humorale favorisant le développement de maladies opportunistes telle que la candidose.

- Un déficit immunitaire peut aussi être du à la toxicité des traitements mis en œuvre pour lutter

contre le cancer. Les progrès accomplis dans le traitement des hémopathies malignes et des

cancers sont liés à l’utilisation de traitements de plus en plus intensifs (radiothérapie,

chimiothérapie, greffes), affaiblissant les défenses de l’hôte et favorisant le développement de

maladies opportunistes telles que la candidose. Ainsi, la neutropénie constitue le principal

facteur favorisant au cours d’un cancer ou d’une hémopathie. Les candidoses orales sont très

fréquentes chez des patients sous radiothérapie [56]. Les complications associées à ces
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traitements se traduisent par des infections fongiques qui représentent la première cause de

décès chez ces patients, et qui sont particulièrement redoutées en raison des difficultés de

diagnostique.

Le SIDA

Avant la trithérapie, l’incidence des candidoses dues au genre Candida, causant principalement des

infections orales, a augmenté de façon exponentielle dans les hôpitaux, et notamment chez les

patients immunodéprimés atteints du virus du SIDA [57]. Dans les années 1980, le développement de

nouveaux traitements antifongiques tels que le fluconazole n’a pas permis de stopper ce phénomène,

mais au contraire a favorisé l’émergence de nouvelles souches résistantes [58]. Huit principaux

facteurs prédisposants, associés de façon significative à une candidose, ont pu être identifiés à ce

jour. Le plus important d’entre eux semble être la pose de cathéters veineux centraux aux malades

[57, 59]. Candida albicans est le pathogène le plus souvent isolé (48 %) chez les patients VIH+ atteints

de candidoses, avec un taux de mortalité associé élevé pouvant atteindre 62% [57]. Chez ces

patients, les infections orales se poursuivent généralement par une colonisation oesophagienne, puis

gastro-intestinale. Dans de rares cas, cette colonisation peut s’étendre à tout l’organisme. Autre

atteinte des muqueuses, les candidoses vaginales augmentent considérablement chez les femmes

infectées par le VIH. En effet, elles surviendraient chez 24 % des femmes sidéennes [60]. Chez les

patients atteints du virus du SIDA, les mycoses à Candida albicans sont des infections récurrentes qui

ressurgissent le plus souvent dès l’arrêt des traitements.

La mortalité élevée de ces infections dans le SIDA peut aussi s’expliquer par la chute du taux de

lymphocytes T CD4+. D’autres hypothèses font intervenir, outre l’effondrement de l’immunité à

médiation T-cellulaire, des phénomènes immunologiques tels que des anomalies de la fonction

macrophagique et des médiateurs cytokiniques. En effet, un déséquilibre du réseau des cytokines fait

partie intégrante de l’immunopathologie de l’infection par le VIH. Au cours de l’infection par le virus du

SIDA, l’altération de la fonction des cellules T CD4+ concerne en particulier la perte de la production

de cytokines notamment Th1, cruciales pour le fonctionnement du système immunitaire et impliquées

dans la réponse à médiation cellulaire dirigée principalement vers l’élimination des pathogènes. Ainsi,

le tableau clinique de patients infectés par le VIH est en accord avec celui de patients présentant un

défaut génétique de production de cytokines : ces patients présentent un syndrome

d’immunodéficience caractérisé par la présence d’infections opportunistes récurrentes. L’immunité à

médiation humorale n’a probablement qu’un rôle accessoire dans les mécanismes de défense au

cours d’une infection fongique dans le SIDA. En effet, en général, au cours d’une mycose, il n’existe

pas de corrélation entre la présence d’anticorps sériques, le titre de ces anticorps, et le pronostique de

l’infection.

Le diabète et les maladies endocriniennes :

La fréquence des patients diabétiques contractant une candidose est très élevée. Ceci peut être

expliqué par une très forte glycémie [61-63], une diminution de l’activité des polynucléaires et par une

diminution de la salive.
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Le syndrome de Cushing, l’hypoparathyroïdie et l’hypothyroïdie sont fréquemment impliqués.

Pathologie cardiaque :

Les valvulopathies et l’introduction de prothèses valvulaires peuvent favoriser le développement de

candidoses par adhésion des levures aux plastiques.

La xérostomie :

La xérostomie se définit par une sensation de sècheresse buccale due à une diminution du flux

salivaire. La salive remplie deux fonctions essentielles : elle joue un rôle protecteur, assuré par la

présence de protéines antimicrobiennes, ainsi qu’un rôle de lavage. Lorsque ces fonctions sont

réduites, la fréquence des candidoses orales augmente.

II.3.2. Les facteurs extrinsèques et / ou iatrogènes

Les facteurs alimentaires et la dénutrition

La consommation de glucides en grande quantité semble propice à l’augmentation du saprophytisme

intestinal. Certaines carences nutritionnelles, telles que les déficits en fer, sont associées à des

candidoses chroniques sans que le mécanisme en soit bien connu.

Par ailleurs, la dénutrition semble être impliquée dans la genèse d’autres facteurs de risque tels que

l’inadaptation des prothèses dentaires, la macération due à l’immobilité, les escarres, et c…

Les traitements médicamenteux

Antibiotiques :

La prise d’antibiotiques à large spectre favorise la survenue d’une candidose en altérant la flore

bactérienne et en déstabilisant l’équilibre commensal. Ainsi, la modification qualitative et quantitative

de ces bactéries commensales des muqueuses, réputées protectrices, favorise la prolifération et par

voie de conséquence la pathogénicité des saprophytes du genre Candida par exemple. Donc,

l’antibiothérapie, surtout si elle est prolongée, peut être à l’origine du déclenchement d’une candidose

digestive.

Traitements médicamenteux : immunosuppresseurs et anti-cancéreux :

Des médicaments immunosuppresseurs ou des agents cytotoxiques utilisés en traitement de certains

cancers, entraînent des diminutions des défenses immunitaires de l’hôte le prédisposant ainsi aux

développement de pathologies opportunistes telles que les candidoses.

Ainsi, par exemple, la corticothérapie est un facteur de risque majeur pour les patients leucémiques

comme pour les patients transplantés. Ce traitement entraîne une diminution du nombre des cellules

mononucléées, une altération des capacités chimiotactiques et cytotoxiques de ces cellules, une

réduction de leur migration vers les sites d’infections, et donc une diminution de la phagocytose et de

la toxicité vis-à-vis de Candida albicans. Par ailleurs, la corticothérapie diminue le nombre de

lymphocytes T circulants, sans modifier les lymphocytes B [64].
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Traitements chirurgicaux et accès vasculaire

Les cathéters, sondes et matériaux étrangers :

- Les cathéters périphériques ou centraux : les accès vasculaires représentent un facteur de

risque majeur de candidose [57, 58].

- Les sondes peuvent aussi être responsables de candidoses par effraction des muqueuses.

Par exemple, une sonde urinaire peut constituer un réservoir de Candida en raison de

l’adhérence des levures aux matériaux, entraînant la formation de biofilms [33].

- Les prothèses dentaires, valvulaires ou encore orthopédiques constituent des foyers à risque.

Le traitement chirurgical :

Parmi les chirurgies à risque, citons la chirurgie digestive, ainsi que celles qui sont accompagnées

d’immunosuppression transitoire.

II.4. Les moyens thérapeutiques disponibles

Les antifongiques sont des molécules capables de détruire spécifiquement les différents champignons

impliqués en mycologie médicale, ou au moins de réduire leur prolifération. Contrairement au grand

nombre d’antibiotiques et malgré d’importants progrès, la quantité d’antifongiques disponibles reste

limitée à un petit nombre de produits. En effet, il n’existe à ce jour que quatre classes d’antifongiques

(les polyènes, les dérivés pyrimidiques, les dérivés azolés et les échinocandines), et celles-ci

connaissent des facteurs limitant leur utilisation.

II.4.1. Les cibles cellulaires des antifongiques :

- L’ergostérol membranaire : la membrane plasmique de la levure est constituée d’une

bicouche lipidique incrustée de protéines. Cette membrane joue le rôle de barrière entre le

microorganisme et l’extérieur, tout en permettant les échanges. L’ergostérol est un constituant

essentiel nécessaire au maintien de la structure. L’activité fongique des dérivés azolés repose

sur l’inhibition de la synthèse de l’ergostérol, empêchant la constitution d’une membrane

plasmique fonctionnelle. Les polyènes, tels que l’Amphotericine B (AmB), quant à eux,

interagissent directement avec ce constituant membranaire. Cette interaction forme des pores

perméables dans la membrane de la levure.

- La paroi cellulaire fongique : c’est la cible privilégiée des échinocandines. Elles inhibent la

biosynthèse des glucanes de la paroi par l’inhibition de la β-1,3-glucane synthétase. Cela

entraîne l’arrêt de la synthèse de la paroi cellulaire (effet fongistatique), suivi de sa destruction

(effet fongicide).

- Le métabolisme pyrimidique : certains antifongiques tels que les dérivés pyrimidiques peuvent

inhiber la biosynthèse d’ADN ou encore interférer avec la traduction des ARNm en protéines

fongiques.
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II.4.2. Les principaux médicaments utilisés et leurs limites :

II.4.2.1. Les polyènes

Le plus connu des polyènes est l’Amphotéricine B (AmB), utilisée depuis 1960 comme le chef de file

des antifongiques [65]. Il s’agit d’un polyène macrolide, produit naturel de Streptomyces nodusus.

L’AmB comprend une chaîne polyhydroxylée hydrophile, associée à une chaîne polyène lipophile.

Molécule amphiphile, elle possède une grande affinité pour l’ergostérol membranaire. Le mode

d’action communément admis est la formation de complexes stérols-AmB insolubles, qui entraînent

un réarrangement moléculaire au niveau de la membrane de la levure. Ainsi, il en résulte une

altération de la perméabilité cellulaire, avec fuite de métabolites essentiels à la vie du champignon, et

pénétration de sodium avec œdème cellulaire.

L’AmB est insoluble dans l’eau et non absorbable par voie orale. Elle est donc administrée par voie

veineuse. Son spectre d’activité reste large : il inclut les levures, les champignons filamenteux et les

champignons dimorphiques.

Les effets indésirables habituels sont peu dangereux, mais rendent le traitement inconfortable

(céphalées, fièvres, troubles digestifs…). Parfois, des réactions allergiques rares peuvent mener au

choc anaphylactique. Toutefois, l’AmB présente une toxicité élevée [66], notamment d’ordre rénal.

Ainsi, au cours d’un traitement prolongé on voit apparaître des lésions chroniques localisées au

niveau du tubule pouvant aboutir à une insuffisance rénale [67]. Elle nécessite une adaptation

posologique et une surveillance régulière de la fonction rénale. Une toxicité veineuse quasi

permanente est constatée, les toxicités hématologique, hépatique et neurologique sont rapportées de

façon plus exceptionnelle.

De nouvelles formes galéniques d’AmB vectorisées par des lipides ont été développées. Sous

formulation lipidique, la néphrotoxicité est amoindrie en raison d’une interaction mineure avec les

cellules de l’hôte [68-70], et il semblerait que l’efficacité de cette formulation soit supérieure à la

précédente [65]. D’autres formulations sont en cours d’étude, notamment une combinaison de l’AmB

avec un tétrapeptide immunomodulateur (tuftsin), capable d’augmenter les fonctions immunitaires des

macrophages, des neutrophiles et des monocytes, et qui a déjà fait ses preuves in vivo chez un

modèle murin [71].

II.4.2.2. Les dérivés azolés

Les dérivés azolés sont des substances synthétiques ayant un noyau azolé contenant soit deux soit

trois atomes d’azote (imidazole et triazole respectivement). La tolérance de ces traitements reste

bonne, avec seulement quelques troubles digestifs et de rares réactions cutanées. Leur toxicité est

surtout hépatique, avec une élévation du taux des transaminases. Les dérivés imidazolés sont de nos

jours clairement remplacés par les triazolés tels que le fluconazole ou le voriconazole.

Avec l’AmB, les mutations vers la résistance, spontanées ou sous traitement, restent exceptionnelles

et négligeables en pratique. En revanche, chez les dérivés azolés, et chez les triazolés tels que le

fluconazole ou le voriconazole, on voit apparaître après traitement des souches de Candida

résistantes à ces produits, comme notamment Candida glabrata [72, 73].
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II.4.2.3. Les dérivés pyrimidiques

Le plus connu d’entre eux est la 5-fluorocytosine (5-FC). Il s’agit d’un dérivé fluoré de la pyrimidine,

substance hautement soluble dans l’eau, qui peut être administrée par voie orale ou veineuse.

En clinique, la 5-FC a jusqu’alors été communément utilisée en combinaison avec l’AmB afin d’obtenir

une interaction synergique plus efficace pour lutter contre les infections fongiques. Or, il semblerait

que cette combinaison ait entraîné la minimisation de la détection de l’émergence de phénomènes de

résistance associés à l’utilisation de la 5-FC. Ce problème de résistance, associé à l’utilisation de la 5-

FC en monothérapie, a récemment pu être mis en évidence dans plusieurs études [74, 75].

Outre des troubles digestifs, la 5-FC est associée à une toxicité hépatique et hématologique.

II.4.2.4. Les échinocandines

Le plus connu est la caspofungine. Les échinocandines sont des lipopeptides amphiphiles

semisynthétiques, comprenant un noyau hexapeptide cyclique et une chaîne latérale lipidique. La

caspofungine est soluble dans l’eau et non absorbée par voie orale, mais injectée par voie veineuse.

Il ne semble pas exister de toxicité dose-limitante pour la caspofungine.

II.4.3. Traitements antifongiques et immunosuppression

Le traitement des candidoses est souvent difficile chez les immunodéprimés en raison de l’absence

de produit réellement fongicide dans un contexte de déficit immunitaire profond. Ainsi, aucun produit

actuellement disponible sur le marché n’est fongicide in vivo, qualité essentielle dans le

développement des mycoses chez l’immunodéprimé.

Ainsi, le SIDA a fortement modifié le tableau clinique des infections fongiques. La fréquence des

récidives, liée à l’arrêt du traitement en l’absence d’éradication du champignon causal pose le

problème du traitement prophylactique de ces récidives, avec les risques d’inconfort pour le malade et

le risque toujours présent de sélectionner des souches résistantes [76].

Chez les patients VIH+, trois facteurs semblent gêner l’efficacité des antifongiques disponibles :

- L’absence des fonctions effectrices qui coopèrent avec l’antifongique pour lutter contre le

pathogène [77, 78].

- La résistance des levures aux dérivés azolés [73].

- La toxicité des antifongiques tels que l’AmB [66, 67].

Il en est de même chez les patients d’hémato-cancérologie en raison du déficit immunitaire sous-

jacent. Bien souvent, ça n’est qu’au moment de la rémission hématologique ou lors de la récupération

d’un nombre normal de polynucléaires neutrophiles que l’efficacité optimale du traitement antifongique

est constatée.

Ainsi, le traitement de mycoses invasives par les antifongiques habituellement utilisés peut, dans le

cas de patients sévèrement immunodéprimés, avoir une efficacité très limitée. C’est pourquoi de

nouvelles stratégies thérapeutiques, consistant à restaurer ou à intensifier les défenses de l’hôte ont

été développées.
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Le rôle régulateur des cytokines sur les fonctions effectrices des macrophages permet d’envisager

d’associer une immunothérapie aux traitements antifongiques usuels. Des études ont ainsi montré

que l’association d’antifongiques tels que l’AmB ou le fluconazole avec des cytokines Th1, potentialise

l’effet de ces traitements [79, 80]. Ainsi, les cytokines et les antifongiques semblent agir en synergie

pour s’opposer à la croissance des champignons via l’activation des cellules effectrices. Ces résultats

soulignent l’intérêt de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques dans le traitement des

mycoses en associant une immunothérapie aux traitements antifongiques usuels.
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2- Les mécanismes

de défense de l’hôte
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La première ligne de défense de l’hôte contre les agressions pathogènes est constituée par la barrière

cutanéo-muqueuse. La rupture physique de ce revêtement, par une plaie chirurgicale ou accidentelle,

par intrusion d’un cathéter, par brûlure ou mucite induites par des agents cytotoxiques, est la porte

d’entrée à une colonisation fongique à partir de Candida albicans saprophyte de la peau ou des

muqueuses. Une fois le pathogène entré, les mécanismes de défense de l’hôte reposent sur une

coopération étroite entre l’immunité innée et l’immunité adaptative [81], dont la contribution relative

varie en fonction du site d’infection.

I- La résistance immunologique innée

Il est prouvé que des anomalies de la résistance immunitaire innée prédisposent au développement

de pathologies opportunistes. Le rôle de l’immunité innée est de limiter rapidement l’infection, grâce à

des mécanismes effecteurs tels que la phagocytose des agents pathogènes, médiée par les

macrophages, les neutrophiles et les éosinophiles. Ces cellules sont capables de phagocyter Candida

albicans soit sous forme opsonisée via les récepteurs Fc ou au complément soit directement sans

opsonisation préalable de la levure.

L’efficacité de la phagocytose des levures non opsonisées repose aussi sur une grande capacité des

phagocytes à discriminer entre les antigènes du soi et du non-soi. En effet, les pathogènes exposent à

leur surface une multitude de motifs de structures biochimique et moléculaire conservées, reconnus

par l’hôte grâce à un système de récepteurs particuliers : les PRRs (Pattern-Recognition Receptors)

[81]. Par exemple, les mannanes de la paroi de Candida albicans sont reconnus par le récepteur

mannose (RM) des macrophages, un récepteur de la famille des lectines de type C, qui entraîne la

phagocytose de l’agent pathogène [82]. Dans le macrophage, la levure est tuée et dégradée dans le

phagosome, puis présentée sous forme de peptides antigéniques, complexés à une molécule de

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), aux cellules T, déclenchant ainsi l’activation de

l’immunité adaptative [83].

L’immunité innée joue un rôle primordial dans la résolution d’infections touchant en particulier les

muqueuses. A ce titre, d’autres types cellulaires contribuent à la défense de l’hôte, tels que les

neutrophiles, les cellules NK (Natural Killer), les cellules dendritiques (DC), les lymphocytes Tγδ, et

certaines cellules non hématopoïétiques telles que les cellules épithéliales des muqueuses. D’autres

facteurs de premier plan, tels que les collectines (MBP, Mannan Binding Protein), ainsi que toute une

batterie de peptides antimicrobiens entrent aussi en jeu pour combattre l’infection [81].

Outre l’attaque directe des agents pathogènes, l’immunité innée est aussi capable d’entraîner la

sécrétion de molécules favorisant le chimiotactisme, la prolifération des cellules immunitaires, et la

différenciation terminale de cellules aussi bien de l’immunité innée que de l’immunité adaptative, via la

synthèse de cytokines [84].

Mais si l’activation de l’immunité innée reste efficace pour limiter la prolifération de Candida albicans,

seule elle est bien souvent insuffisante à éliminer l’agent pathogène en question.
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II- La résistance immunologique acquise

II.1. La résistance à médiation humorale anti-Candida

L’immunité à médiation T-cellulaire ainsi que l’immunité innée (macrophages, neutrophiles) ont

toujours été considérées comme les plus efficaces pour lutter contre une candidose. Toutefois, bien

que le rôle de l’immunité humorale médiée par les anticorps ait toujours été controversée, ces

dernières années des travaux ont pu démontrer que ces anticorps anti-Candida pouvaient quand

même jouer un rôle dans le contrôle d’une infection des muqueuses ou systémique [85], protégeant

l’hôte durant l’infection [86]. Les anticorps anti-Candida sont en grande majorité des IgG, mais on peut

parfois trouver des IgA, notamment au niveau des muqueuses [87].

Les mécanismes exacts par lesquels ces anticorps protègent l’hôte de l’infection par Candida albicans

sont encore mal connus, mais il semblerait que ces anticorps permettraient l’inhibition de l’adhésion

des blastospores, l’inhibition de la formation du tube germinatif, l’opsonisation des pathogènes, ainsi

que la neutralisation des facteurs de virulence sécrétés par la levure telles que des enzymes [86].

Si l’inhibition des mécanismes d’adhésion de Candida albicans aux surfaces de l’hôte est la propriété

humorale la plus documentée, il a aussi été rapporté que des anticorps pouvaient jouer un rôle dans

le contrôle direct de la multiplication du pathogène. Le rôle bénéfique d’anticorps dirigés contre les

facteurs de virulence de la levure (enzymes) ou contre les constituants même de la paroi cellulaire a

aussi été démontré.

II.2. La résistance à médiation cellulaire anti-Candida

Il est clairement démontré que la résistance à Candida albicans est basée essentiellement sur une

immunité à médiation cellulaire, où les macrophages et les cellules T jouent un rôle primordial, dans

des proportions qui dépendent du site d’infection considéré [84]. Les cytokines produites par les

macrophages, premières cellules recrutées au cours d’une infection, entraînent une différenciation

des lymphocytes T qui transitent entre l’état Th0 (non activé) et Th1 ou Th2, conditionnant leurs

caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles. En retour, ces lymphocytes vont produire des

cytokines particulières qui vont activer des cellules phagocytaires et des cellules B sécrétrices

d’anticorps.

Au cours d’une infection par Candida albicans, il est généralement accepté que les évènements

menant à la protection de l’hôte sont associés à une réponse dominante de type Th1, médiée par des

cytokines telles que l’interleukine-12 (IL-12) et l’interféron-gamma (IFN-γ) [88]. Ces cytokines sont

impliquées dans l’activation des fonctions microbicides des cellules de l’immunité innée (sécrétion

d’agents oxydants, dégranulation), et favorisent aussi la production d’anticorps anti-Candida [87]. Au

contraire, une réponse de type Th2 est associée à l’augmentation de la sévérité de la maladie.

L’importance de l’immunité à médiation T-cellulaire est illustrée par la prévalence des infections orales

chez les sujets dont les taux de T CD4+ systémiques sont inférieurs à 200 cellules / µl de sang [89].

En effet, en dessous de ce seuil, seules les défenses locales des muqueuses sont impliquées dans la

défense anti-Candida. Le rôle important des lymphocytes T est aussi souligné par le fait que des
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souris déficientes en CD4+ sont prédisposées à développer des candidoses chroniques, résolues lors

d’une reconstitution de ces souris par transfert adoptif avec une population de T CD4+ naïfs [90]. Cette

rémission s’accompagne d’une forte sécrétion d’IL-12 au niveau des noeuds lymphatiques [90]. En

effet, chez ces animaux, les cellules phagocytaires seules ne semblent pas suffisantes pour résoudre

l’infection. Il est donc possible que lors d’une candidose orale chez la souris, ces cellules T CD4+

soient requises pour produire des agents chimiotactiques et des cytokines activatrices des cellules

phagocytaires telles que les macrophages pour une résolution efficace de l’infection [84]. Par contre,

dans le cas d’une candidose oropharyngée murine, il a été montré par déplétion respective que les

macrophages et les neutrophiles agissent de façon synergique dans le but d’éliminer l’agent

pathogène [90].

Le rôle des lymphocytes T CD8+ dans la résolution de la pathologie reste quant à lui inconnu. En

revanche, il a été observé que leur nombre était augmenté chez les patients VIH+ développant une

candidose orale, et chez lesquels les taux de lymphocytes T CD4+ étaient inférieurs à 200 cellules / µl

[91].

Les cellules NK semblent jouer un rôle central dans l’immunité anti-Candida, en délivrant des signaux

activateurs aux autres cellules immunitaires via la sécrétion de cytokines. Bien que ces cellules soient

incapables de détruire directement Candida albicans in vitro, il a été montré qu’elles pouvaient se

substituer aux cellules T en induisant l’activation des cellules phagocytaires et ainsi protéger l’animal

d’une infection létale [92].

Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules dérivées de la moelle osseuse qui peuvent avoir une

origine myéloïde ou lymphoïde, et qui se situent soit dans les organes lymphoïdes tels que le thymus,

la rate et les noeuds lymphatiques, soit dans des tissus et des organes non-lymphoïdes. Les DC

jouent le rôle de cellules présentatrices d’antigènes et constituent ainsi un lien très important entre

l’immunité innée et l’immunité adaptative. Les DC immatures capturent l’antigène dans les tissus en

périphérie, puis maturent et migrent vers les organes lymphoïdes où elles vont activer les cellules T.

La maturation des DC est caractérisée par une diminution de la capture des antigènes, une

augmentation des molécules de CMH et de co-stimulation, une augmentation de la production d’IL-12

et une diminution de l’expression de récepteurs aux chimiokines [93-96].

Les DC expriment différents PRRs et, en fonction du pathogène rencontré, vont orienter la réponse T

vers un profil Th1 ou Th2, ou encore vers un profil Th3 régulateur [97, 98]. Au cours de l’infection par

Candida albicans, une réponse de type Th1 est associée à l’élimination de l’infection alors qu’une

réponse Th2 semble être associée au développement de la pathologie [99]. Cette orientation

différente, responsable de l’évolution favorable ou non de la maladie, est en partie dépendante des

DC.

Chez l’Homme, il a été montré que les DC immatures peuvent phagocyter Candida albicans via le

récepteur mannose [100]. Les levures ainsi internalisées sont lysées, présentées à la surface des DC

et déclenchent une prolifération des cellules T anti-Candida [100-104]. Chez la souris, il a été montré
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que la morphologie de Candida albicans affectait les DC et la réponse immunitaire. En effet, la forme

blastospore induit la production d’IL-12 par les DC et le développement d’une réponse Th1, alors que

la forme filamenteuse inhibe cette dernière et conduit au développement d’une réponse Th2 avec

sécrétion d’IL-4 par les DC [105].

III- Les monocytes / macrophages dans la lutte anti-Candida

III.1. Origine et biologie

Les monocytes / macrophages appartiennent au système des phagocytes mononucléés [106]. Ils sont

originaires des cellules pluripotentes localisées dans la moelle osseuse [106-108], qui se différencient

successivement en monoblastes, promonocytes puis monocytes médullaires. Les monocytes

nouvellement formés migrent alors dans la circulation sanguine où ils représentent 4 à 6 % des

leucocytes. Cette différenciation est rapide et médiée par l’IL-3, puis le GM-CSF et le M-CSF. Elle

permet le développement de leurs propriétés de phagocytose, de migration et de chimiotactisme, ainsi

que l’expression des récepteurs Fc des immunoglobulines et du facteur C3 du complément. Dans des

conditions normales, les monocytes ne séjournent que 24h dans le sang circulant. Grâce à leur

capacité de diapédèse, les monocytes peuvent franchir la barrière endothéliale des vaisseaux

sanguins et pénétrer ensuite dans les différents tissus de l’organisme, ce qui conditionne leur

différenciation en macrophages résidants [109]. Les macrophages sont présents dans de nombreux

organes et tissus comme le foie (cellule de Kupffer), la rate (macrophages spléniques), les poumons

(macrophages alvéolaires), le péritoine (macrophages péritonéaux), le tissu conjonctif (histiocytes), la

peau (cellules de Langerhans), le cerveau (astrocytes), l’os (ostéoclastes), la synovie et le thymus

(figure 3).

Figure 3 : Différentiation des monocytes en macrophages

et répartition tissulaire
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Il existe peu de différences immunophénotypiques entre les monocytes circulants et les macrophages.

La principale est l’expression du CD68 par les macrophages, molécule intracellulaire associée à la

phagocytose. En revanche, des différences morphologiques sont à noter. Le macrophage est de plus

grande taille que le monocyte (20 à 50 µm contre 12 à 15 µm), le rapport noyau / cytoplasme est

diminué, la composition en organites intracellulaires est enrichie, tout comme la teneur en ARN. Le

noyau se dote d’un volumineux nucléole, et on note la présence de vacuoles de phagocytose. Le

nombre de récepteurs de surface augmente, tout comme la synthèse de certaines enzymes.

Les monocytes / macrophages constituent une famille de cellules ayant un phénotype très

hétérogène. Cette hétérogénéité résulte de leur large distribution tissulaire ainsi que de leur réactivité

à de nombreux stimuli endogènes et exogènes auxquels ils sont soumis. Ces stimuli sont reconnus

par de nombreux récepteurs membranaires déclenchant des signaux cellulaires ainsi que des

changements complexes au niveau de l’expression des gènes. Cette hétérogénéité phénotypique se

répercute dans la diversité de leurs fonctions.

Ainsi, de nombreux auteurs se sont attachés à définir le concept d’activation des macrophages, en

fonction de la nature de l’agent activateur et des gènes et fonctions exprimés en réponse à cette

activation.

III.2. L’activation des macrophages

En réponse à des stimuli tels que des cytokines ou encore des agents pathogènes comme Candida

albicans, les macrophages expriment des propriétés fonctionnelles spécialisées différentes [110, 111].

Calqué sur la nomenclature des profils d’activation Th1 / Th2 des lymphocytes T, le concept de

polarisation des macrophages de type M1 / M2 a émergé (figure 4).

III.2.1. L’activation classique

Les macrophages M1, activés classiquement, sont polarisés en réponse à l’IFN-γ produite par les

cellules T, seul ou en combinaison avec des stimuli microbiens (LPS par exemple) ou avec d’autres

cytokines telles que l’IL-12, l’IL-18 [110], le TNF-α et le GM-CSF [112]. En général, les macrophages

M1 expriment un phénotype IL-12high, IL-23high et IL-10low. De même, ils sont capables de produire une

grande quantité de molécules effectrices (intermédiaires réactifs de l’oxygène et du nitrogène) et de

cytokines inflammatoires (IL-1β, TNF-α, IL-6). Les macrophages M1 sécrètent des chimiokines et

expriment leurs récepteurs tels que IP-10 (CXCL10), MIG (CXCL9) et CXCL11 en réponse à l’IFN-γ

[113]. Ils participent à la polarisation de la réponse immunitaire Th1, et combattent les parasites

intracellulaires et les tumeurs [112]. Ils favorisent donc une immunité à médiation cellulaire et sont

responsables de dommages tissulaires (figure 5).

Au cours de l’infection à Candida albicans, il est généralement admis que la réponse immunitaire

passe par une activation classique dans laquelle l’IL-12 et l’IFN-γ jouent un rôle clé dans l’activation

des macrophages vers un profil de type M1. Cependant, depuis quelques années, un nouveau

concept d’activation des macrophages a émergé : c’est l’activation alternative.
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III.2.2. L’activation alternative

Il a été montré que l’IL-4 et l’IL-13, produites par les cellules T, non seulement inhibent l’activation

classique des macrophages, mais favorisent le développement d’une forme alternative d’activation

[114]. Sont classées sous le terme M2 toutes les formes d’activation qui ne sont pas M1, c’est à dire

l’activation par l’IL-4 ou l’IL-13, mais aussi par les complexes immuns (pathogènes opsonisés), l’IL-10,

les glucocorticoïdes ou encore les hormones stéroïdes [110, 111]. Ainsi, parmi les macrophages

polarisés M2, on peut distinguer différentes sous classes en fonction de la substance activatrice.

Ainsi, on parle d’activation alternative M2a lorsque le macrophage est activé par l’IL-4 ou par l’IL-13.

Cette activation conditionne l’expression de récepteurs de l’immunité innée comme le récepteur

mannose [115] ou des récepteurs scavenger de classe B comme le CD36 [116]. Ces récepteurs

facilitent l’élimination respective de Candida albicans ou des érythrocytes parasités par Plasmodium

falciparum. En revanche, on parle d’activation alternative M2b lorsque le macrophage est activé par

les complexes immuns et M2c lorsqu’il est polarisé par l’IL-10.

Récemment, il a aussi été décrit que l’activine A, membre de la famille du TGF-β, et l’IL-21 induisaient

de la même façon une activation alternative des macrophages [117-120].

Les différentes formes de macrophages M2 expriment un phénotype IL-12low, IL-23low, IL-10high, et

produisent un antagoniste du récepteur à l’IL-1, (IL-1ra). Généralement, les macrophages M2

expriment fortement des molécules de surfaces telles que le récepteur mannose, le récepteur

Dectine-1, le CD23, des molécules du CMH de classe II, et des récepteurs scavenger tels que le

CD36. Dans ces cellules, le métabolisme de l’arginine bascule au profit de la production d’ornithine et

de polyamines [112]. Récemment, FIZZ-1 et Ym-1 ont été identifiés comme de nouveaux marqueurs

d’activation M2, induits in vitro et in vivo par l’IL-4, et inhibés par l’IFN-γ in vitro [121, 122]. Une

molécule relativement proche de Ym-1, nommée Ym-2, est induite dans le macrophage alvéolaire en

réponse à l’IL-13 au cours d’une allergie pulmonaire [123]. Les macrophages M2 sécrètent aussi des

chimiokines et expriment leurs récepteurs, tels que l’éotaxine-2 (CCL24), CCL17 et MDC (CCL22) en

réponse à l’IL-4 [113] (figure 4).
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Figure 4 : Polarisation M1 / M2 des macrophages

Outre leurs rôles dans la réparation tissulaire [124], dans la réparation du système nerveux, dans

l’athérosclérose, dans la tolérance fœtale, et dans les tumeurs, les macrophages M2 contribuent à la

mise en place d’une immunité à médiation humorale, et favorisent les réactions allergiques et anti-

parasitaires [110, 125] (figure 5). Au laboratoire, nous avons montré que les macrophages M2 activés

par l’IL-4 ou l’IL-13 possèdent des propriétés anti-Candida potentialisées favorisant l’élimination de cet

agent pathogène.

Figure 5 : Fonctions des macrophages polarisés M1 / M2

(d’après Mantovani, Eur J Immunol, 2007 [112])
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III.3. Les fonctions effectrices des macrophages vis-à-vis de Candida albicans

Globalement, les monocytes / macrophages interviennent dans l’homéostasie de l’organisme. Ils

constituent la première ligne de défense contre les agents étrangers et interviennent dans la

destruction des cellules tumorales et des cellules sénescentes. Ils sont impliqués dans la réponse

immune innée par leur capacité à reconnaître et éliminer les particules étrangères par la phagocytose.

Ils participent également à la réponse immune spécifique adaptative par leur capacité à présenter les

particules antigéniques associées au CMH aux lymphocytes T, et à sécréter des médiateurs

immunomodulateurs telles que les cytokines. Ces cellules sécrètent également de nombreuses

molécules bioactives qui contribuent à leurs fonctions cytotoxiques (Intermédiaires Réactifs de

l’Oxygène (IROs), enzymes lytiques, cytokines) ou à leurs fonctions régulatrices (médiateurs

lipidiques, facteurs de croissance, cytokines).

III.3.1. La phagocytose

La phagocytose est une étape très importante dans la défense anti-infectieuse car il s’agit d’un

mécanisme qui permet aux cellules mononucléées de tuer les blastospores de Candida albicans.

III.3.1.1. La phagocytose de Candida albicans opsonisé

Anticorps

Les anticorps spécifiques anti-Candida entraînent l’ingestion de la levure par les macrophages [126].

En revanche, les monocytes humains phagocytent mieux les levures lorsque du sérum frais humain

se trouve dans le milieu [127]. Dans ce cas, les propriétés d’opsonisation du sérum sont attribuées

aux IgG présentes, et non aux fragments du complément. Ainsi, l’augmentation de la phagocytose de

Candida albicans opsonisé suggère que l’immunité à médiation humorale joue un rôle dans la

résistance de l’hôte à l’infection.

Les monocytes indifférenciés utilisent les récepteurs au fragment Fc pour une phagocytose optimale

de Candida albicans, alors que les macrophages différenciés expriment d’autres molécules de surface

capables de reconnaître le pathogène indépendamment des anticorps. En plus de l’activation et de

l’état de différenciation du phagocyte, d’autres facteurs tels que l’isotype ou la spécificité de l’anticorps

peuvent influencer l’efficacité de la reconnaissance de l’agent pathogène opsonisé.

Complément

Les fragments du complément peuvent aussi médier la phagocytose de Candida albicans par les

macrophages [128]. En effet, un sérum inactivé par la chaleur entraîne une phagocytose moins

efficace qu’un sérum frais chez le monocyte humain. Ceci suggère que les fragments du complément

sont importants pour la phagocytose de Candida albicans par les monocytes humains. Ce phénomène

requiert l’activation du complément via la mobilisation du calcium, et implique des composants de la

voie classique et de la voie alterne du complément [129]. De la même façon que chez le monocyte

humain, le macrophage murin semble phagocyter de façon plus efficace lorsque le complément est

intact [130].
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Mannose binding protein (MBP)

La MBP est une protéine appartenant à la famille des lectines de type C. Elle est sécrétée par le foie,

et joue un rôle important dans la défense innée de l’hôte vis-à-vis de Candida albicans. La MBP isolée

à partir de sérum de lapin est capable d’inhiber la phagocytose de Candida albicans par les

macrophages murins ce qui suggère que la MBP interfère entre les interactions du macrophage avec

le pathogène [131]. Ceci est renforcé par le fait que la MBP soluble, capable de se lier aux résidus

mannose de la paroi du pathogène, peut limiter l’adhérence de Candida albicans au niveau des tissus

de l’hôte. Ainsi, l’adhérence de Candida albicans aux cellules épithéliales buccales peut être bloquée

par du mannose [131]. Les propriétés anti-adhésives de la MBP font de ce peptide une cible

intéressante pour le traitement des candidoses mucosales ou mucocutanées.

Le taux sérique de MBP diminue de façon parallèle avec les taux de C3 au début de l’infection. Cette

chute du taux de C3 est probablement due à la très grande capacité de la MBP à activer la voie

classique du complément. En effet, la MBP possède une sous-unité sérine-protéase similaire à celle

retrouvée sur les premiers éléments déclenchant la cascade du complément (C1r - C1s) [132]. De

plus, l’activation du complément par la MBP déclenche la synthèse de cytokines et chimiokines

amplifiant la réponse immunitaire.

III.3.1.2. La phagocytose de Candida albicans non-opsonisé

Les macrophages sont capables de reconnaître directement une grande diversité d’antigènes

présents à la surface des microorganismes. Ainsi, la phagocytose peut aussi avoir lieu en absence

d’opsonines.

Ce processus de phagocytose est initié par des récepteurs membranaires des macrophages capables

de reconnaître des motifs conservés présents uniquement chez les pathogènes. Ces motifs sont

appelés PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) [133]. Ces structures, souvent invariantes,

sont généralement présentes sur l’enveloppe des procaryotes et des champignons, et absentes des

cellules de l’hôte. Ainsi, les PAMPs sont des entités biochimiques conservées à l’intérieur d’une même

classe de pathogènes (bactéries, virus, champignons…) qui ne subissent pas de mutation au cours de

l’évolution parce qu’elles sont indispensables à la survie des pathogènes (composants structuraux ou

matériel génétique). Cette caractéristique fait des PAMPs une signature de l’infection. Parmi les

PAMPs, citons le LPS, les peptidoglycanes, les mannanes, mais aussi l’ARN double brin (signature de

l’infection virale) et l’ADN bactérien.

Les récepteurs capables de reconnaître les PAMPs sont appelés PRRs (Pattern Recognition

Receptors). Ce sont des protéines sécrétées ou présentes à la surface des cellules de l’immunité

innée. Leurs caractéristiques diffèrent des récepteurs spécifiques de l’antigène. Ainsi, il ne sont pas

générés par recombinaisons somatiques et ils ne sont pas distribués de façon clonale. Les PRRs sont

plus spécifiques d’une classe de pathogènes que d’un pathogène donné. La détection des

pathogènes par ces récepteurs donne lieu à des réponses rapides car elle n’implique pas de délai

imposé par exemple par une expansion clonale des lymphocytes comme lors d’une réponse

adaptative.
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Cette reconnaissance directe est très importante :

- au niveau des tissus qui sont pauvres en opsonines (poumons, médulla rénale, fluide

cérébrospinal)

- au début de l’infection, quand la concentration en immunoglobulines est encore très faible

- chez les sujets immunodéprimés (SIDA, radio- ou chimiothérapie, traitement anti-rejet…) chez

lesquels ne persistent bien souvent que les cellules de l’immunité innée.

Les TLR (Toll-like receptors)

Toll a été identifié tout d’abord chez la drosophile comme un gène impliqué dans l’ontogenèse et dans

la résistance antimicrobienne. L’analyse génétique a montré que ce gène pouvait contrôler l’immunité

antifongique. Ce paradigme a par la suite été étendu aux cellules des mammifères [134].

Les TLRs sont des récepteurs transmembranaires qui sont classés dans la même famille de gènes

grâce à leur grande homologie de séquence. Chez l’homme, 10 membres ont été clonés,

caractérisés, et nommés de TLR-1 à TLR-10. Leur domaine extracellulaire se compose de séquences

riches en leucines (LRRs : Leucine-rich repeats), alors que leur portion intracellulaire est extrêmement

similaire au domaine intracytoplasmique du récepteur à l’IL-1 (IL-1R) [134].

Les TLRs peuvent être impliqués dans le processus de phagocytose de 4 façons différentes [135]:

- les TLRs peuvent fonctionner comme des récepteurs de phagocytose. En revanche, de

nombreuses données récentes suggèrent que les TLRs ne seraient pas des récepteurs

« directs » de phagocytose. Cette hypothèse s’appuie sur le fait que de nombreuses cellules

non phagocytaires expriment le TLR et répondent à ses ligands, mais n’ingèrent pas les

microbes. Autre exemple, une délétion du TLR-2 ou de MyD88 n’affecte pas la capacité des

macrophages à internaliser le zymosan [136]. En fait, les TLRs et leurs ligands sont

fondamentalement différents des récepteurs de phagocytose et de leurs ligands. Ainsi, tous

les ligands des TLRs sont des molécules solubles, alors que les cibles des récepteurs de

phagocytose sont regroupées à la surface d’un agent pathogène. Par exemple, le LPS soluble

est reconnu par le TLR-4 (à 1 ng/ml), alors que le lipide A, partie reconnue par le TLR-4 est

inaccessible à ce récepteur lorsqu’il est complexé dans la membrane des bactéries Gram-

[135]. En revanche, la reconnaissance d’un ligand soluble par les TLRs permet non seulement

la détection d’un agent pathogène à distance, mais aussi la coordination de la réponse

inflammatoire locale au site d’infection.

- la signalisation à partir des TLRs peut moduler l’efficacité de la formation du phagosome, et

donc l’internalisation. Les TLRs peuvent ainsi activer de nombreuses molécules requises pour

la phagocytose, telles que Rac1, des GTPases de la familles des Rho, ou encore la Pi3-

kinase [137].

- la signalisation à partir des TLRs peut affecter la maturation du phagosome. Une fois formé, le

phagosome évolue selon un processus de fusion des membranes intracellulaires vers la

formation de vacuoles lytiques acides. Cette maturation du phagosome est requise pour la

stérilisation des contenus ainsi que pour la présentation des antigènes dégradés sous forme
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de peptides aux molécules CMH de classe II, favorisant ainsi l’activation des cellules T. Les

TLRs jouent un rôle dans ces processus au cours de la phagocytose [135].

- les réponses transcriptionnelles médiées par les TLRs peuvent affecter des gènes impliqués

dans toutes les étapes de la phagocytose. En effet, les TLRs peuvent activer la transcription

de nombreux gènes, dont beaucoup participent à la phagocytose. Par exemple, la stimulation

des macrophages par le LPS augmente l’expression des récepteurs scavengers A et MARCO

[138] mais diminue l’expression du CD36.

Les récepteurs scavengers

Les récepteurs scavengers sont exprimés à la surface des macrophages, des cellules dendritiques et

de certaines cellules endothéliales. Ces récepteurs jouent un rôle dans la phagocytose et l’élimination

des molécules de l’hôte et des cellules apoptotiques. Ils peuvent aussi lier et internaliser des

microorganismes (bactéries Gram+ et Gram-) et leurs produits (acide lipotéichoïque (LTA), LPS, motifs

CpG de l’ADN bactérien). Ces récepteurs transmembranaires possèdent une structure variable,

composée de molécules de collagène et de domaines riches en cystéines ou de type C-lectine.

Parmi ces récepteurs, les membres de la famille SR-A (Scavenger Receptor Class A) diffèrent par la

présence ou l’absence de domaines riches en cystéines, dont on ne connaît pas encore précisément

la fonction [139]. Le site de liaison semble être attribué au domaine de collagène, alors que la queue

cytoplasmique contient des sites d’interaction avec la protéine kinase C (PKC). Ces récepteurs,

exprimés sur la majeure partie des macrophages tissulaires, mais non sur les monocytes et les

neutrophiles, sont impliqués dans la liaison au lipide A du LPS des bactéries Gram- [140] et dans la

reconnaissance du LTA des bactéries Gram+ [141].

MARCO est un récepteur scavenger de type A particulier, présent sur les macrophages, et possédant

des structures de collagène et des domaines riches en cystéines [138]. Chez l’homme, MARCO lie les

bactéries et joue un rôle dans la résistance de l’hôte à l’infection.

Les récepteurs scavengers de classe B (CD36, SR-B1), de classe D, de classe F et bien d’autres

encore ont été décrits comme liant et internalisant les LDL oxydées et de nombreux polyanions, mais

pas les bactéries. Au laboratoire, il a été montré que les macrophages humains M2 stimulés par l’IL-

13 expriment plus fortement le CD36 via l’activation de PPARγ, ce qui conduit à l’élimination des

érythrocytes parasités par Plasmodium falciparum [116].

Récepteur mannose

Le récepteur mannose (RM ou CD206) est le premier découvert parmi une famille de récepteurs

d’endocytose qui possèdent la même structure [142]. En effet, ce récepteur se compose d’une région

extracellulaire contenant un domaine riche en cystéines (CR), un domaine composé de répétitions de

molécules de fibronectine de type II (FNII) et d’un domaine composé de 8 lectines (CTLD)

reconnaissant les carbohydrates à la surface des pathogènes. Il possède aussi une partie

transmembranaire, et une courte queue cytoplasmique [143] (figure 6). L’analyse de la séquence de

ce récepteur et de sa liaison aux sucres a montré que le RM pouvait reconnaître des carbohydrates

par son domaine CTLD, mais aussi des sucres sulfatés par son domaine CR.
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Figure 6 : structure du récepteur mannose

(d’après Taylor, Trends Immunol, 2005 [143])

La majorité de récepteur mannose se situe dans la voie endocytique, avec seulement environ 15 % de

l’expression de ce récepteur à la surface des cellules [142]. De plus, une forme soluble de ce

récepteur (RMs) a pu être détecté dans le surnageant de cellules RM+, mais aussi dans le sérum de

souris [144]. Chez le macrophage péritonéal murin, la formation de RMs se fait par clivage

protéolytique de la forme cellulaire grâce à une métalloprotéase [144]. La régulation de ce phénomène

n’est pas décrite à ce jour, cependant il a été montré que chez l’homme, l’infection à Pneumocystis

carinii augmente la production de RMs par les macrophages [145].

L’expression du récepteur mannose a été beaucoup étudiée chez la souris. En effet, le RM est

présent dans de nombreux tissus murins tels que la microglie périvasculaire, les cellules de Kupffer, la

lamina propia, de derme, mais aussi dans les macrophages péritonéaux et alvéolaires. Au niveau des

organes lymphoïdes, le RM se trouve dans la pulpe rouge de la rate, dans la medulla des nœuds

lymphatiques, dans le cortex et dans la jonction corticomédullaire du thymus [146]. L’expression du

RM n’est pas restreinte aux macrophages puisque il peut être exprimé par l’endothélium hépatique et

lymphatique, les cellules de reins, les cellules musculaires lisses de la trachée, l’épithélium rétinien.

La régulation de l’expression du RM par les cytokines et d’autres substances a été démontrée. Ainsi,

l’IL-4 [147, 148], l’IL-13 [115, 147, 149], l’IL-10 [150], l’IFN-α et β [151], la 1,25-dihydroxyvitamine D3

[142, 152] augmentent son expression à la surface des macrophages favorisant l’élimination de

Candida albicans [115], alors que l’IFN-γ la diminue [147, 153]. D’autres facteurs peuvent moduler

négativement l’expression du récepteur mannose tels que les pathogènes et leurs produits [154, 155],

et positivement tels que la prostaglandine de type E [156, 157]. Chez l’homme, il n’existe que peu
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d’études concernant l’expression du RM. Il est exprimé à la surface des monocytes en maturation et

aussi des cellules dendritiques.

Les mécanismes de régulation du récepteur mannose restent à ce jour mal connus. Seule une étude

montre l’implication des facteurs de transcription SP1 et PU.1 [158]. Au laboratoire, nous avons

montré in vitro sur des macrophages péritonéaux murins que le facteur de transcription PPARγétait

impliqué dans l’augmentation de l’expression du RM par l’IL-13 [115].

Récepteur β-glucane : Dectine-1

Dectine-1 est un récepteur lectine identifié comme le PRR principal pour la reconnaissance des motifs

β-glucanes à la surface des agents pathogènes. Dectine-1 s’exprime à la surface des macrophages,

mais aussi d’autres types cellulaires tels que les neutrophiles, les cellules dendritiques, ou encore les

cellules de langerhans [159, 160]. Dectine-1 est un récepteur transmembranaire de type II, possédant

une région extracellulaire composée d’un seul domaine lectine de type C (CTDL) reconnaissant les β-

glucanes de la paroi des pathogènes. Ce récepteur possède aussi une courte queue

intracytoplasmique composé d’un motif ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activative Motif) qui

est phosphorylé à la suite de la liaison du récepteur à son ligand [136]. Ce motif est nécessaire à la

production de cytokines proinflammatoires, en collaboration avec le TLR-2, ainsi qu’à la sécrétion

d’agents oxydants en réponse à un ligand de type β-glucane, tels que les champignons [161] (figure

7).

Figure 7 : structure du récepteur β-glucane Dectine-1

(d’après Herre, Mol Immunol, 2004 [160])

Dectine-1 reconnaît et phagocyte les particules de zymosan, une particule riche en β-glucanes

extraite de la paroi cellulaire de Saccharomyces cerevisiae [162]. Cette interaction peut être inhibée
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par des polymères solubles de glucanes liés en β-1,3 et β-1,6 extraits de la paroi de champignons, de

plantes et de bactéries [160]. La laminarine, extraite de la paroi de Laminaria digitata en est le plus

puissant inhibiteur.

La reconnaissance et la phagocytose de levures telles que Saccharomyces cerevisiae ou Candida

albicans dépend de leur composition en mannanes et en glucanes. Dectine-1 reconnaît et phagocyte

ces levures grâce aux β-glucanes. De façon intéressante, Saccharomyces cerevisiae, levure non

pathogène, est mieux reconnue par Dectine-1 que la levure opportuniste pathogénique Candida

albicans. De plus, Dectine-1 est incapable de reconnaître certains pathogènes comme Cryptoccocus

neoformans qui possèdent pourtant des motifs β-glucanes dans leurs paroi. Ainsi, les pathogènes

auraient la possibilité de masquer leurs antigènes de façon à échapper à la reconnaissance par le

système immunitaire, et en particulier par Dectine-1 [160].

Malgré la présence d’un motif ITAM, il a été rapporté que la protéine kinase Syk ne serait pas

impliquée dans le processus de phagocytose par Dectine-1 [163]. Des travaux plus récents montrent

que ce motif ne fonctionnerait pas comme un véritable motif ITAM, et que la kinase Syk serait bien

requise pour l’activation de la production d’espèces réactives de l’oxygène [164]. En revanche, cette

activation de Syk serait restreinte à une sous population de macrophages, dont la proportion est

modulée par les cytokines, et qui reflète la maturité de la réponse immunitaire [164].

Bien que les macrophages phagocytent les levures, ces dernières ne sont pas toujours tuées par les

cellules phagocytaires. En effet, Candida albicans a mis en place des mécanismes d’échappement qui

consistent en la destruction du phagocyte grâce à la formation de tubes germinatifs quelques heures

après leur ingestion [128]. De plus, certains récepteurs de phagocytose tels que Dectine-1 sont

incapables de reconnaître la forme filamenteuse du champignon [165]. C’est la raison pour laquelle le

macrophage emploie d’autres stratégies telles que la sécrétions d’agents oxydants pour éliminer les

pathogènes.

III.3.2. La production d’intermédiaires réactifs de l’oxygène (IROs)

III.3.2.1. La NADPH oxydase

Les intermédiaires réactifs de l’oxygène sont formés en permanence dans les mitochondries et dans

les phagolysosomes au cours de la phagocytose. Ces dérivés actifs de l’oxygène participent à la

destruction de nombreux microorganismes comme notamment Candida albicans.

L’activation des macrophages entraîne une « explosion respiratoire » (oxydative burst), c’est à dire

une intensification du métabolisme de l’oxygène et des processus oxydatifs caractéristiques des

cellules aérobies, aboutissant à la formation de radicaux dérivés de l’oxygène, appelés encore

intermédiaires réactifs de l’oxygènes (IROs). Ces molécules sont très instables et très réactives.
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Figure 8 : Principales voies enzymatiques de la production et du contrôle de l’ion superoxyde

et du peroxyde d’hydrogène dans la cellule

Ainsi, l’anion superoxyde O2
.- est formé par réduction univalente de l’oxygène moléculaire sous l’effet

de la NADPH-oxydase. Cet anion peut être dismuté en peroxyde d’hydrogène H2O2 par l’action de la

superoxyde dismutase (SOD). En présence d’ions métal (Fe2+), des radicaux hydroxyles OH.

particulièrement toxiques sont formés à partir du peroxyde d’hydrogène. Pour se protéger, la cellules

dispose d’enzymes (peroxydases et catalases) capables d’éliminer le peroxyde d’hydrogène afin de

limiter sa production [166, 167] (figure 8).

Les NADPH oxydases sont des enzymes associées aux membranes présentes sur des cellules

d’origine mésodermique, telles que les macrophages. La plus étudiée d’entre elles est la NADPH

oxydase qui catalyse la production d’anion superoxyde O2
.- par réduction de l’oxygène, le NADPH

étant le donneur d’électron. Cet anion superoxyde est utilisé par les macrophages pour éliminer les

microorganismes, mais ils peuvent aussi causer des « dommages collatéraux » au niveau des tissus

de l’hôte. Par conséquent, leur production se doit d’être bien contrôlée, et leur génération ne doit avoir

lieu uniquement que si nécessaire [166].
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Figure 9 : Structure et activation de la NADPH oxydase

(d’après Babior, Blood, 1999 [166])

La structure de la NADPH oxydase est la suivante : elle se compose de 5 éléments : p40PHOX (PHOX

pour PHagocyte OXydase), p47PHOX, p67PHOX, p22PHOX et gp91PHOX. Dans le macrophage au repos, 3

de ces 5 éléments (p40PHOX, p47PHOX, p67PHOX) sont complexés au niveau du cytosol. Les 2 autres

(p22PHOX et gp91PHOX ) sont localisés à la membrane plasmique de la cellule (ou à la membrane des

mitochondries), où ils s’hétérodimérisent pour former une flavohémoprotéine connue sous le nom de

cytochrome b558. En réponse à un stimulus du macrophage, p47PHOX va être phosphorylé et c’est tout

le complexe cytoplasmique qui est recruté à la membrane et qui s’associe au cytochrome b558. Ainsi,

l’oxydase est fonctionnelle et peut transférer des électrons du substrat vers l’oxygène. L’activation de

la NADPH oxydase requiert la participation de 2 autres protéines : rac2 et rap1A. Au cours de

l’activation, rac2 se lie à une molécule de GTP et migre à la membrane avec le complexe

cytoplasmique activé [166] (figure 9).

III.3.2.2. Régulation et rôle de la production d’IROs

L’activité candidicide des macrophages est associée à leur capacité à produire l’anion superoxyde, un

des produits des métabolites des intermédiaires réactifs de l’oxygène [128]. En effet, la surproduction

de ces IROs entraîne la destruction du champignon en provoquant la désorganisation des membranes

cytoplasmiques et mitochondriales, la dégradation des protéines et l’altération des acides nucléiques

des macromolécules de la levure.

La capacité des macrophages à produire ces composés radicalaires dépend de leur état d’activation

et de leur environnement cellulaire. En effet, l’ « explosion respiratoire » est déclenchée et n’atteint un

niveau efficace qu’après activation des macrophages par des cytokines telle que l’IFN-γ. Ainsi, les

macrophages murins stimulés par l’IFN-γ déclenchent la production d’agents oxydants directement
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efficaces sur les éléments fongiques [128, 168]. Au laboratoire, nous avons montré in vitro que l’IL-13

et les thiazolidinediones augmentaient la sécrétion d’agents oxydants par les macrophages

péritonéaux murins en réponse à Candida albicans et cela du fait de l’induction du récepteur mannose

[115].

A l’inverse, plusieurs études montrent que l’IL-4 comme l’IL-13 inhibent in vitro la sécrétion par les

monocytes humains d’agents oxydants déclenchée par le 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate

(TPA) [169, 170]. Toutefois, dans les mêmes conditions, cette « explosion respiratoire » par le TPA

sur les macrophages péritonéaux murins est augmentée par l’IL-4, ce qui montre que l’effet des

cytokines Th2 sur le métabolisme oxydatif, aboutissant à la synthèse des IROs, est espèce

dépendante [171].

La production d’IROs par les macrophages est dépendante de la voie de signalisation impliquée, mais

aussi du récepteur qui va déclencher cette voie en amont. Il a été montré au laboratoire sur des

macrophages murins, grâce à l’utilisation d’antisens du récepteur mannose, que l’augmentation de la

production des IROs par l’IL-13 en réponse à Candida albicans est corrélée à l’expression du

récepteur mannose. Cette production de RLO favorise l’élimination de Candida albicans in vitro [115].

Le mécanisme de couplage du récepteur mannose avec la NADPH oxydase reste à préciser.

D’autres études montrent qu’en plus de médier la phagocytose, Dectine-1 est aussi capable

d’entraîner la production d’intermédiaires réactifs de l’oxygène par les macrophages stimulés avec du

zymosan ou des levures. Cette induction se fait grâce à un couplage avec le TLR-2 qui stimule

l’expression des composants de la NADPH oxydase [136].

III.3.3. La production de monoxyde d’azote (NO)

Le monoxyde d’azote (NO) est une molécule produite par les macrophages qui participe à la

destruction d’organismes pathogènes, ainsi qu’à l’élimination de cellules de l’organisme qui sont

sénescentes, tumorales ou infectées par un virus ou une bactérie. Le NO est synthétisé par de

nombreuses NO synthases (constitutives ou inductibles). Ces enzymes oxydent la L-arginine en L-

citrulline [172]. Dans des conditions d’inflammation ou d’infection, la NOS inductible (iNOS) est

exprimée et produit du NO en quantité 1000 fois plus importante [173].

Les blastospores de Candida albicans sont susceptibles au NO produit par les macrophages murins

[174, 175]. En effet, les macrophages péritonéaux de souris beige immunodéficientes ont une pauvre

activité candidicide due à une déficience en NO synthase inductible [174]. En revanche, le NO ne

semble pas être directement l’agent responsable de l’élimination de Candida albicans. En effet,

l’utilisation d’un générateur de NO inhibe la croissance de Candida albicans, mais n’a pas d’effet

candidicide. Le NO n’aurait alors qu’un effet candistatique et semble plutôt être associé ou induire

d’autres mécanismes candidicides chez le macrophage [176].

La faible activité candidicide du NO peut être expliquée par la production de peroxynitrite à partir du

NO et de l’anion superoxyde selon l’équation :

NO. + O2.-  ONOO-
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La synthèse de NO est régulée par les cytokines. En effet, les macrophages péritonéaux murins

traités avec de l’IFN-γet infectés par Candida albicans possèdent une forte activité fongicide in vitro,

corrélée à une augmentation de la concentration en nitrites dans le surnageant de culture. Ainsi, l’IFN-

γ induit l’expression de la iNOS et la production de NO par les macrophages de souris [177]. Au

contraire, l’IL-4 et l’IL-10 inhibent la production de NO des macrophages activés par l’IFN-γ [178].

Cette inhibition est corrélée à l’effet répresseur des cytokines Th2 sur l’expression de la iNOS [177].

III.3.4. Les cytokines et les médiateurs immunomodulateurs

III.2.4.1. Rôle des cytokines sécrétées par le macrophage

La présence de cellules de l’immunité innée, telles que les macrophages, activées par la phagocytose

de Candida albicans, est requise pour l’activation d’une réponse immunitaire de type Th1, médiée par

les lymphocytes T CD4
+. Les lymphocytes Th1 ou Th2 se développent à partir un progéniteur naïf

commun Th0, sous l’influence de nombreux paramètres environnementaux tels que des cytokines

[179]. Ainsi, ces cytokines produites par les macrophages semblent jouer un rôle majeur dans cette

différenciation des cellules T, en agissant non seulement comme des modulateurs des fonctions

effectrices antifongiques, mais aussi comme des régulateurs clés impliqués dans le développement

du répertoire de ces cellules (figure 10).

Parmi ces cytokines, l’IL-12 sécrétée par les macrophages joue un rôle prédominant dans la

polarisation des lymphocytes T [180]. En effet, parmi les T CD4+, les lymphocytes T naïfs récemment

activés et les lymphocytes Th1 possèdent un récepteur fonctionnel à l’IL-12, alors que les

lymphocytes Th2 l’ont perdu au cours de leur différenciation [181]. Cette propriété confère aux

lymphocytes Th1 la capacité de sécréter de l’IFN-γ, cytokine activatrice des macrophages, en réponse

à l’IL-12.

L’IL-12 est une cytokine capitale dans la résistance de l’hôte à Candida albicans. En effet, l’ARNm de

l’IL-12 est détecté dans les macrophages de souris résistantes, mais pas dans ceux de souris

susceptibles à Candida albicans [182]. De plus, il a été montré que des souris déficientes en IL-12

sont beaucoup plus susceptibles à une candidose gastro-intestinale, et sont aussi incapables de

développer une résistance de type Th1 [183].

L’IFN-γ lui aussi joue un rôle très important dans le sens où il s’agit d’une substance majeure

d’activation des phagocytes. Ainsi, en réponse à l’IFN-γ, le macrophage augmente sa sécrétion d’IL-

12, et maintient l’expression de récepteurs fonctionnels à l’IL-12 sur les lymphocytes Th1 [184, 185].

D’autre part, l’IFN-γ inhibe la prolifération des lymphocytes Th2 et la production d’IL-4, associées à

une plus grande susceptibilité à l’infection [186].

L’IFN-γ joue un rôle critique dans la protection de l’hôte. En effet, le messager de l’IFN-γ peut être

détecté en grande quantité dans les monocytes de patients qui ont été exposés à Candida albicans

[187]. De plus, l’administration d’IFN-γ à des souris infectées de façon létale augmente de façon
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significative la survie de ces animaux [188, 189], et l’exposition in vitro à de l’IFN-γ augmente les

capacités de leurs macrophages à éliminer Candida albicans [189]. L’IFN-γ est rapidement produit

après l’infection, et ce à la fois chez les souris résistantes et susceptibles [182]. Chez les souris

résistantes, la neutralisation in vivo de l’IFN-γ empêche le développement d’une immunité Th1

protectrice [190].

L’IL-18, autre cytokine produite par les macrophages, joue un rôle important dans les réponses Th1,

notamment par sa capacité à induire la production d’IFN-γpar les cellules T et NK [191, 192].

Les macrophages activés sécrètent aussi du TNF-α au cours des premiers stades de l’infection [193-

195]. Cette sécrétion de TNF-α entraîne le recrutement et l’activation des neutrophiles au site

d’infection, mais diminue aussi l’activité antifongique dirigée contre les filaments, ce qui suggère que

le TNF-α peut avoir des effets bénéfiques mais aussi délétères pour la réponse immunitaire [196]. Des

études réalisées avec des souris déficientes en TNF-α montrent que ces animaux sont plus

susceptibles au développement d’une candidose. Ce phénomène est dû à un défaut de recrutement

des neutrophiles et à un défaut de phagocytose des levures [197]. L’administration de TNF-α à ces

souris augmente à la fois les fonctions effectrices antifongiques et les fonctions de co-stimulation des

cellules phagocytaires, et favorise donc la résistance à une candidose [198].

Figure 10 : cytokines sécrétées par les macrophages
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III.3.4.2. Rôle des autres cytokines présentes au cours de l’infection

L’IL-4 est une cytokine Th2 qui oriente la réponse immunitaire vers un profil Th2, responsable de la

sévérité de la candidose. Des études menées sur des modèles murins de candidoses mucorales ou

systémiques démontrent la forte corrélation entre la sécrétion d’IL-4, l’installation d’une réponse Th2,

et la susceptibilité des animaux à l’infection. De plus, cette production d’IL-4 semble être strictement

dépendante de la dose de pathogène [199].

Au début de l’infection, l’administration d’IL-4 augmente la sévérité de la candidose, à la fois chez des

souris résistantes et susceptibles à l’infection [186]. Ce phénomène est corrélé à une diminution des

fonctions effectrices des cellules phagocytaires [186], une inhibition de la synthèse de NO [178], et au

développement d’une réponse de type Th2 [186]. De plus, dans un contexte Th2, la neutralisation de

l’IL-4 est associée avec un taux de rémission de 90%, et avec l’établissement d’une réponse

immunitaire de type Th1 qui confère une protection longue durée contre ce pathogène [200, 201]. De

la même façon, l’administration d’un antagoniste soluble du récepteur à l’IL-4, en combinaison ou non

avec de l’IL-12, à des souris ayant développé une candidose, augmente l’élimination de l’agent

pathogène et stimule les résistances associées au profil Th1 [201, 202].

Toutefois, des études récentes sur les souris déficientes en IL-4 montrent que cette cytokine peut agir

à 2 niveaux différents [203]. Au début d’une infection systémique, l’IFN-γ rend ces souris déficientes

en IL-4 plus résistantes que les animaux sauvages grâce à l’activation des fonctions anti-infectieuses

des cellules immunitaires et notamment des macrophages. En revanche, lorsque l’infection est

installée, les souris déficientes en IL-4 ne contrôlent plus l’infection et meurent. De plus, ces souris

sont incapables d’acquérir une résistance de type Th1 en réponse à un vaccin contenant la levure.

Ceci est corrélé à un défaut de production de l’IFN-γet d’IL-12. Le traitement de ces souris déficientes

en IL-4 avec de l’IL-4 exogène augmente considérablement la réponse à l’infection, et restaure la

production d’IFN-γet d’IL-12 [203]. Chez l’homme, l’IL-4 et l’IL-13 entraînent la production d’IL-12 par

les monocytes, via l’inhibition de l’IL-10 [204], et par les neutrophiles via l’induction du récepteur à l’IL-

4 [203].

Au laboratoire, il a été montré que dans un contexte de non-opsonisation, due à un déficit de cellules

immunitaires adaptatives, l’IL-4 et l’IL-13 entraînaient une potentialisation des fonctions anti-

infectieuses des macrophages, conduisant à l’élimination de Candida albicans in vitro [115, 147]. Ces

résultats suggèrent que dans un contexte où seules les défenses immunitaires innées existent, les

cytokines Th2 pourraient jouer un rôle protecteur en amplifiant les mécanismes de défense des

macrophages.

Dans l’infection à Candida albicans, l’IL-6 est une cytokine multifonctionnelle, produite par les

macrophages [205] ou les lymphocytes T CD4
+ stimulés [200], rapidement détectée dans le sérum

[206, 207]. L’IL-6 peut augmenter la production d’IL-4 par les lymphocytes T [208] ce qui lui confère un

rôle délétère dans l’infection. En revanche, d’autres études montrent que les souris déficientes en IL-6

sont plus susceptibles à Candida albicans, et que, chez ces souris, la dissémination est plus

importante [207]. Ceci s’explique par des défauts fonctionnels des neutrophiles et par une

augmentation de la sécrétion d’IL-10 qui empêche le développement d’une réponse Th1 [207]. Cet
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effet peut être réversé par la neutralisation de l’IL-10 endogène, ou bien par l’administration d’IL-6

exogène. Comme pour l’IL-4, les effets contradictoires de l’IL-6 pourraient s’expliquer par les taux

physiologiques de cette cytokine qui varient au cours de l’infection, et qui modulent les effets anti-

infectieux ou délétères de l’IL-6.

L’IL-10 est une cytokine inhibitrice des réponses immunitaires innées et inflammatoires, et activatrice

du développement des lymphocytes T [209]. Bien que cette cytokine n’entraîne pas directement la

différenciation des lymphocytes en Th2, de nombreuses études montrent que l’IL-10 joue un rôle

indirect sur les lymphocytes en diminuant l’expression des molécules de co-stimulation et la

production de cytokines par les cellules de l’immunité innée telles que les macrophages et les cellules

dendritiques [210, 211]. Ainsi, l’IL-10 entraîne l’inhibition de la production d’IL-12, qui à son tour

empêche la sécrétion d’IFN-γet donc le développement d’une réponse Th1 protectrice [209].

L’IL-10 exerce des effets inhibiteurs à la fois sur les fonctions effectrices des macrophages et sur la

réponse de type Th1 [186, 212, 213]. De plus, l’IL-10 empêche la production de NO entraînée par

l’IFN-γ [178, 212]. La neutralisation de l’IL-10 endogène augmente la production de NO et protège les

souris contre une infection létale [212]. Les souris déficientes en IL-10 sont plus résistantes à

l’infection que les sauvages. Cette résistance accrue est associée à une augmentation des réponses

antifongiques innées et adaptatives, telles que la production d’IL-12, de NO, de TNF-α et d’IFN-γ

[213]. Ces résultats sont similaires chez l’homme [214, 215].

En revanche, la production d’IL-10 en réponse à Candida albicans ne diminue pas la capacité des

souris résistantes à développer une réponse Th1, et de faibles doses d’IL-10 améliorent même la

résistance à l’infection de souris susceptibles [213]. Encore une fois, il semblerait que le taux

physiologique d’IL-10 conditionne les effets de cette dernière sur la réponse anti-infectieuse.

III.3.5. Rôle des eicosanoïdes produits par les macrophages

III.3.5.1. Production des eicosanoïdes

Les macrophages produisent aussi des médiateurs lipidiques appelés eicosanoïdes, dérivés d’acides

gras poly-insaturés à 20 atomes de carbone et à 3 à 5 doubles liaisons cis. Ces médiateurs ne sont

pas stockés, mais synthétisés de novo à partir de l’acide arachidonique (AA), acide gras essentiel

prépondérant parmi les lipides cellulaires [216, 217]. Ils peuvent agir comme des messagers

cellulaires capables de réguler les fonctions de cellules cibles, dont les macrophages eux-mêmes, et

comme des messagers intracellulaires impliqués dans la différenciation des cellules. Ainsi, ils

constituent des ligands de récepteurs qui peuvent être soit membranaires à la surface des cellules,

soit nucléaires. Dans cette étude, nous nous attachons à étudier les conséquences de la liaison de

ces ligands lipidiques à des récepteurs nucléaires tels que PPARγ (Peroxisome Proliferator-Activated

Receptor gamma).

Ainsi, l’AA est libéré des phospholipides membranaires sous l’action d’une phospholipase A2 (PLA2),

en réponse à toute une batterie de stimuli activateurs (médiateurs pro-inflammatoires, hormones,
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agents pathogènes et leurs produits…). Différents types de PLA2 ont été identifiés à ce jour, et

notamment la cPLA2 (PLA2 cytosolique), la sPLA2 (PLA2 sécrétée), et la iPLA2 (PLA2 indépendante du

calcium) [218]. Mais malgré l’existence de ces nombreuses enzymes, la cPLA2 semble jouer un rôle

clé dans la mobilisation de l’AA estérifié dans la membrane plasmique. En effet, les cellules

déficientes en cette enzyme ne produisent pas d’eicosanoïdes.

L’AA mobilisé des phospholipides membranaires peut être convertit en une multitude de métabolites

actifs à travers plusieurs voies métaboliques. Notamment, l’AA peut être métabolisé en

prostaglandines par les cyclooxygénases (COXs) ou en leukotriènes par les lipoxygénases (LOXs). Il

existe deux isozymes de COXs : COX-1 est la forme constitutive, et COX-2 est la forme inductible.

Ces deux enzymes catalysent la production de PGG2, métabolite instable, puis de PGH2, qui ensuite

va être converti par des prostaglandines synthases spécifiques en produits biologiquement actifs tels

que PGE2, PGF2, PGI2, PGD2 et TXA2, appelés prostanoïdes (figure 11). Ces prostanoïdes

comprennent les prostaglandines (PGG2, PGH2, PGE2, PGF2, PGD2), les prostacyclines (PGI2) et les

thromboxanes (TXA2).

Figure 11 : Production des prostaglandines à partir de

l’acide arachidonique membranaire.

Si les taux d’eicosanoïdes sont relativement faibles au niveau des tissus non inflammés, ils peuvent

augmenter de façon considérable au cours d’une inflammation aigue avant le recrutement et

l’infiltration des leukocytes. Les macrophages sont les principales cellules productrices, mais d’autres
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cellules du système immunitaire inné telles que les cellules dendritiques ou encore les neutrophiles

peuvent synthétiser des prostanoïdes.

Ces substances peuvent agir localement de façon autocrine ou paracrine et ainsi affecter les fonctions

des cellules voisines, en se fixant sur des récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés

aux protéines G [219]. La distribution de ces récepteurs à la surface des cellules immunitaires diffère

de la distribution des enzymes qui les produisent. En effet, alors que ces récepteurs s’expriment sur

les cellules de l’immunité innée et adaptative, les enzymes de production des prostanoïdes ne

s’expriment que dans les phagocytes. Par conséquent, les macrophages activés au site

d’inflammation vont produire des prostanoïdes. Ces prostanoïdes vont moduler leurs propres

fonctions de façon autocrine, mais vont aussi réguler, de façon paracrine, avec d’autres facteurs,

l’activation des cellules de l’immunité adaptative [217].

L’activation des cellules immunitaires par les prostanoïdes sécrétés par les macrophages dépend du

type de récepteur présent sur la cellule en question. Ainsi, les récepteurs DP, EP2, EP4, IP et EP3

reconnaissent les prostanoïdes, se couplent à des protéines Gs et augmentent les taux d’AMPc

cellulaires [220-222], inhibant les fonctions des cellules T et d’autres cellules immunitaires. Les

récepteurs EP1, FP, IP, TP et d’autres isoformes de EP3 se couplent quant à eux à des protéines Gq,

et augmentent les taux de calcium intracellulaires en régulant la PLC (phospholipase C) [223],

conduisant à l’activation des cellules immunitaires [219, 224].

III.3.5.2. Effets des prostaglandines sur les cellules immunitaires et leurs

fonctions

Les prostaglandines produites par les macrophages, et en particulier la PGE2, modulent l’activité des

cellules de l’immunité telles que les macrophages eux-mêmes et les cellules dendritiques en modifiant

leur profil de sécrétion de cytokines [225]. Ainsi, PGE2 inhibe la production de cytokines pro-

inflammatoires par le macrophage telles que le TNF-α, l’IL-1, l’IL-8 et l’IL-12, et augmente la sécrétion

de cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-6 et l’IL-10, favorisant le développement d’une réponse

Th2 chez le macrophage [224, 226, 227]. Par cette voie, PGE2 favorise aussi la production de

cytokines Th2 par les lymphocytes T telles que l’IL-4, l’IL-5, l’IL-6 et l’IL-10, et inhibe la production

d’IFN-γet d’IL-2 [225, 228, 229].

Outre leur action médiée par la fixation sur un récepteur membranaire, certaines prostaglandines

peuvent agir en se fixant dans le cytoplasme de la cellule à un récepteur nucléaire. C’est le cas de la

15-déoxy-Ä12,14-prostaglandine J2 (15d-PGJ2). La 15d-PGJ2 est un métabolite de la PGD2. Elle est

produite dans des tissus et des cellules variés, et dans les macrophages en particulier. La 15d-PGJ2

possède une très forte activité inhibitrice sur la production des cytokines pro-inflammatoires produites

par les macrophages et les monocytes activés [230-233]. Ces effets seraient entre autre le résultat de

la liaison de la 15d-PGJ2 au récepteur nucléaire PPARγ.
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I. Les récepteurs nucléaires PPARs

Tous les membres de la superfamille des facteurs de transcription dépendants d’un ligand jouent une

multitude de rôles essentiels notamment au cours du développement, dans le maintien de

l’homéostasie, dans la reproduction ou encore dans la réponse immunitaire [234-237]. Plusieurs

membres de cette famille, tels que les récepteurs aux hormones stéroïdes (récepteurs aux

oestrogènes ER) ou encore les PPARs, constituent des cibles intéressantes pour le développement

de médicaments qui pourraient être utilisés dans le traitement de nombreuses pathologies. Ces

dernières années, les récepteurs nucléaires se sont révélés très informatifs et ont permis la mise en

place de modèles nécessaires à la compréhension de la régulation de l’expression des gènes. Par

exemple, selon le traitement des cellules avec des ligands synthétiques ou naturels, ces récepteurs

ont la capacité de passer d’un état transcriptionnellement répresseur à un état transcriptionnellement

activateur. Ce phénomène a considérablement accéléré notre compréhension des séquences de

régulation contrôlant l’expression des gènes ainsi que des réactions biochimiques cellulaires qui

mènent à cette activation ou à cette répression transcriptionnelle. Ainsi, une meilleure connaissance

des membres de la superfamille des récepteurs nucléaires ouvre de nouvelles frontières dans l’étude

de leurs effets biologiques, et nous permet de les envisager en tant que cibles thérapeutiques dans la

prévention et le traitement des maladies cardiovasculaires, métaboliques et inflammatoires [235-237].

I.1. Généralités sur les PPARs

Les récepteurs nucléaires PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) sont des facteurs de

transcription activés par des ligands, appartenant à la superfamille des récepteurs nucléaires aux

hormones (NHR) qui comprend 48 membres codés à la fois chez l’homme et la souris, dont LXR

(Liver X Receptor), RXR (Retinoid X Receptor), VDR (Vitamin D Receptor), FXR (Farnesol X

Receptor), TR (Thyroid Receptor), et ER (Estrogen Receptor) [238]. Trois isotypes, codés par des

gènes différents, PPARα (NR1C1), PPARβ/δ (NR1C2), et PPARγ (NR1C3) ont été identifiés. Ces

récepteurs possèdent de nombreuses fonctions systémiques et cellulaires qui vont bien souvent au

delà des processus qui leur ont donné leur nom.

Les PPARs sont des senseurs capables d’adapter l’induction de l’expression de gènes en fonction

des différents signaux lipidiques reçus. La diversité de leurs fonctions est aussi le reflet de la grande

diversité de ligands qui peuvent venir se fixer sur ces récepteurs. En effet, les PPARs peuvent être

activés par une large palette de ligands naturels synthétisés ou métabolisés. Ces ligands sont des

lipides issus de l’alimentation ou de voies de signalisation intracellulaires, qui incluent des acides gras

saturés ou insaturés et leurs dérivés tels que les prostaglandines et les leukotriènes [239, 240]. Bien

que la plupart des ligands naturels des PPARs se lient à ces récepteurs avec une faible affinité,

d’autres ligands endogènes, se liant avec une affinité bien plus importante, commencent à être

identifiés [241, 242]. De plus, certains ligands tels que la 15d-PGJ2 semblent même s’associer de

façon irréversible à leur récepteur grâce à des liaisons covalentes [243]. Les ligands des PPARs sont
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probablement délivrés dans le noyau cellulaire, où leurs récepteurs résident, grâce à des protéines

liant les acides gras (FABPs : Fatty Acid Binding Proteins), qui elles aussi interagissent de façon

spécifique avec les trois isoformes de PPARs [244, 245]. Les PPARs constituent des cibles

thérapeutiques très importantes, et c’est la raison pour laquelle des ligands synthétiques existent pour

chaque isotype différent.

I.2. Structure des PPARs

Les PPARs ont une organisation morphologique conservée parmi la famille des récepteurs nucléaires,

composée de cinq domaines principaux (figure 12) [235, 246] :

- Un domaine A/B N-terminal, peu conservé, qui ne semble pas être structuré mais qui possède

un domaine de transactivation ligand-dépendant AF-1 ;

- Un domaine C très conservé dans lequel on trouve le DBD (DNA Binding Domain). Ce

domaine est caractéristique de la superfamille des récepteurs nucléaires et possède 2

structures en doigts de zinc, dont la première, nommée « P-box », est capable de se lier par

sa partie C terminale à des séquences spécifiques nucléotidiques appelées éléments de

réponse ou RE (Responsive Element). Sur le second doigt de zinc, la « D-box » est

responsable de la dimérisation de PPAR avec un autre récepteur nucléaire, RXR.

- Un domaine D, région charnière qui joue un rôle conformationnel ;

- Un domaine E dans lequel on trouve le LBD (Ligand Binding Domain) qui contient le domaine

de transactivation ligand-dépendant AF-2. Le LBD se compose de 12 hélices α et de 4

feuillets β qui forment une poche hydrophobe dans laquelle viennent se loger les ligands

[247]. Le domaine E constitue aussi la surface principale disponible pour la fixation des

protéines régulatrices des PPARs, appelées co-facteurs ou pour l’éventuelle dimérisation de

ce récepteur nucléaire avec RXR;

- Un domaine F carboxy-terminal dont le rôle reste mal connu à ce jour.

Figure 12 : Structure générale des récepteurs nucléaires PPARs

(d’après Mangelsdorf, Cell, 1995 [235], Olefsky, J Biol Chem, 2001 [246] et

Glass, J Clin Invest, 2006 [248])
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I.3. Hétérodimérisation avec RXR

Contrairement aux récepteurs aux hormones stéroïdes qui agissent en homodimères, les PPARs

activent la transcription de leurs gènes cibles en formant un hétérodimère avec RXR (NR2B) [248-

250] (figure 13).

Figure 13 : exemples de dimérisation des récepteurs aux hormones stéroïdes et des PPARs

(d’après Glass, J Clin Invest, 2006 [248])

Trois isotypes de RXR peuvent se dimériser avec les PPARs, mais il semble qu’une association

spécifique avec un isotype donné favorise la reconnaissance d’un promoteur d’un gène cible donné

[251]. En revanche, on ne connaît pas grand chose de l’utilisation de ces isotypes de RXR par les

PPARs in vivo. Il semblerait que l’association de PPAR avec RXR soit indépendante de la liaison de

PPAR à son ligand et de sa liaison à l’ADN [252].

Une fois lié, l’hétérodimère PPAR/RXR active la transcription des gènes cibles en se liant à une

séquence nucléotidique spécifique localisée en région 5’ de l’ADN cible et nommée PPRE

(Peroxisome Proliferator Responsive Element). Contrairement aux éléments de réponse (RE) sur

lesquels se fixent les homodimères de récepteurs aux hormones stéroïdes qui se composent de

séquence nucléotidiques palindromiques, ces PPRE se composent d’une répétition directe de deux

demi séquences consensus AGGTCA, séparées par un nombre n de nucléotides [253]. En général, n

= 1 pour l’hétérodimère PPAR/RXR [254]. PPAR et RXR se lient respectivement aux extrémités 3’ et

5’ de ce PPRE [255] et c’est cette dernière région 5’ qui contribue à la spécificité de la liaison de

l’isotype de PPAR employé [251].
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I.4. Les mécanismes d’action des PPARs

I.4.1. Mécanismes de régulation de l’expression des gènes

Des études récentes révèlent l’existence d’une grande diversité de complexes protéiques

coactivateurs et corépresseurs capables d’interagir avec les membres de la superfamille des

récepteurs nucléaires et de conditionner leur activité transcriptionnelle [256, 257]. L’identification de

ces protéines, l’étude de leurs interactions avec les récepteurs nucléaires qui peuvent mener à une

régulation transcriptionnelle positive ou négative selon le ligand fixé, ainsi que leur probable

implication dans de nombreux processus de transduction du signal, permet d’envisager ces cofacteurs

en tant que cible thérapeutique potentielle dans le traitement de certaines maladies.

I.4.1.1. Mécanismes d’activation de l’expression génique

Globalement, il existe deux principaux modes d’action par lesquels les PPARs peuvent réguler de

façon positive l’expression des gènes cibles (figure 14) :

- les PPARs peuvent activer directement la transcription de leurs gènes cibles après

hétérodimérisation avec RXR, liaison sur les régions promotrices du gène au niveau d’un

PPRE, et recrutement d’un complexe coactivateur dont la nature dépend du ligand fixé par

PPAR. Ce complexe coactivateur fonctionne comme un facteur intermédiaire permettant le

recrutement de l’ARN polymérase II, nécessaire au processus de transcription [256, 257]. Des

études récentes ont montré que de nombreux complexes coactivateurs sont impliqués dans

cette activation dépendante du ligand des facteurs de transcription, et que le recrutement de

ces complexes au promoteur est un phénomène rapide qui se répète plusieurs fois en une

minute. De plus, il semblerait que ces complexes coactivateurs fonctionnent en combinaison

entre eux et de façon gène spécifique en intégrant à la fois des informations venant de la

liaison de PPAR à l’ADN et des informations provenant des cascades de signalisation

déclenchées par les régions régulatrices des gènes à transcrire [248];

- Bien que les PPARs exercent leur activité principalement de façon ligand dépendante, des

études récentes ont montré que ces récepteurs possédaient une activité basale importante en

absence de ligand exogène. Il semblerait alors que les PPARs soient capables d’être activés

de façon indépendante d’un ligand, ou plutôt en présence de très faibles concentrations d’un

ligand endogène. Mais la question reste en suspens puisque des études récentes ont pu

démontrer que cette activité basale des PPARs seraient en fait liée aux régions AF-1 et AF-2,

responsables de la fixation des PPARs à l’ADN et même de la dimérisation avec RXR en

absence de ligand [258].
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Figure 14 : Mécanisme d’activation transcriptionnelle

de l’expression génique

(d’après Glass, J Clin Invest, 2006 [248])

I.4.1.2. Mécanismes de répression de l’expression génique

Globalement, il existe de nombreux mécanismes par lesquels les PPARs peuvent réguler

négativement l’expression des gènes. Ces mécanismes peuvent être dépendants ou indépendants de

la fixation à l’ADN et de la présence de ligand.

Tout d’abord, les PPARs peuvent se lier à des gènes cibles en absence de ligand et ainsi inhiber

activement leur transcription. Cette fonction de répression résulte du recrutement de complexes

corépresseurs qui agissent de façon opposée aux complexes coactivateurs [259]. En présence d’un

ligand activateur, le complexe corépresseur est remplacé par un complexe coactivateur, ce qui va

entraîner la transduction du gène. Cet échange de complexes antagonistes constitue une cible

privilégiée pour des molécules synthétiques capables de réguler l’activité des facteurs de transcription

tels que les PPARs. Ainsi, des agonistes de ces récepteurs nucléaires fonctionnent comme de

véritables hormones et favorisent la fixation d’un complexe coactivateur. Au contraire, certains

antagonistes des PPARs permettent d’inhiber le recrutement des complexes activateurs, et, dans la

plupart des cas, favorisent même la fixation d’un complexe corépresseur verrouillant la transcription

du gène [260]. Ces propriétés reflètent la grande complexité des fonctions des récepteurs nucléaires

en général.

De plus, les PPARs peuvent avoir des effets inhibiteurs indirects sur l’activité transcriptionnelle

d’autres facteurs de transcription (figure 15). Ce phénomène, nommé trans-répression, peut se faire

par l’inhibition de la liaison du facteur de transcription réprimé à l’ADN de son gène cible grâce à des

interactions directes protéine / protéine avec les PPARs, ou encore par séquestration des cofacteurs

nécessaires à l’activation de ce facteur de transcription [258]. Cette activité est spécifique d’un

promoteur, mais semble être indépendante de la liaison du récepteur nucléaire à l’ADN. Le

phénomène de trans-répression est déclenché en particulier par les glucocorticoïdes synthétiques,
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tels que la dexaméthasone, utilisés en clinique pour leur rôle anti-inflammatoire [261], mais c’est aussi

par cette voie que les agonistes des PPARs pourraient exercer leurs effets thérapeutiques [262].

Parmi les mécanismes de trans-répressions indépendantes de la liaison à l’ADN, citons :

- l’interaction directe entre PPAR et le facteur de transcription réprimé, aboutissant à la

séquestration dans le cytoplasme de cette protéine, et donc à l’inhibition de la transcription de

son gène cible. Ce mécanisme a été décrit pour la régulation négative du promoteur à l’IL-2

par PPARγvia la séquestration de du facteur de transcription NFAT [263] ;

- la séquestration par les hétérodimères PPAR/RXR des coactivateurs nécessaires à

l’activation de la transcription d’un gène cible. Ainsi, un phénomène de compétition peut

s’installer lorsque les PPARs sont plus affins pour les complexes coactivateurs que le facteur

de transcription du gène cible, entraînant la répression de la transcription de ce dernier. A

l’inverse, le relargage de complexes corépresseurs par les PPARs peut inhiber l’activité

transcriptionnelle du facteur de transcription alors réprimé.

Figure 15 : Mécanismes de trans-répression

de l’expression génique

(d’après Feige, Prog Lipid Res, 2006 [258])
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I.4.2. Modulation de l’activité transcriptionnelle des PPARs

Certaines modifications des PPARs peuvent entraîner la modulation de leur activité transcriptionnelle.

A ce jour, trois types de modifications sont décrites.

I.4.2.1. La phosphorylation des PPARs

De nombreuses cascades de signalisation intracellulaires telles que celles déclenchées par les MAPK

(Mitogen-Associated Protein Kinase) ou encore par les PKA ou PKC (Protein Kinases A ou C) sont

capables de moduler l’activité transcriptionnelle des PPARs par phosphorylation de ces récepteurs

nucléaires. Ainsi, de nombreux sites de phosphorylation ont pu être mis en évidence tout le long de la

structure de ces facteurs de transcription [264, 265]. La phosphorylation des PPARs entraîne de

profondes modifications conformationnelles qui se traduisent par des changements de l’affinité de ces

récepteurs nucléaires pour leurs propres ligands, pour RXR, pour leurs cofacteurs et même pour leurs

gènes cibles. De plus, les effets de la phosphorylation dépendent de l’isotype de PPAR, de la nature

des résidus phosphorylés, de la kinase mise en jeu, du promoteur du gène ciblé et du type cellulaire

considéré [264].

Mais en plus de ces effets directs de la phosphorylation, l’activité des PPARs peut aussi être modulée

par des changements de niveau d’expression de ces récepteurs. Par exemple, la PKC induit

l’expression de PPARα et les kinases de stress associées à cette PKC sont capables d’induire

l’expression de PPARβ [266, 267]. Parmi les autres régulations indirectes de l’activité des PPARs,

citons la phosphorylation possible de RXR et de la plupart des cofacteurs associés.

I.4.2.2. L’ubiquitylation des PPARs

L’ubiquitine est une protéine qui se lie de façon covalente à d’autres protéines dans le but de les

diriger vers le protéasome 26S où ces dernières seront dégradées. L’ubiquitylation des PPARs se fait

au niveau de résidus lysine et requiert l’activation d’une cascade enzymatique multifactorielle qui

aboutit à l’ajout de l’ubiquitine par une ubiquitine-ligase. Le processus de dégradation de PPARγest

déclenché par la liaison d’un de ses ligands via un mécanisme qui requiert l’activation du domaine AF-

2 ainsi qu’une conformation particulière de ce récepteur [268]. De façon intéressante, de nombreux

cofacteurs tels que p300 peuvent posséder une activité ubiquitine-ligase [269]. A l’inverse, de

nombreuses enzymes participant à l’ubiquitylation peuvent être recrutées par le récepteur nucléaire

au cours de l’activation transcriptionnelle de son gène cible [270, 271].

I.4.2.3. La SUMOylation des PPARs

Les protéines SUMOs (Small Ubiquitin-like MOdifiers) composent une famille de trois membres

homologues de l’ubiquitine, qui peuvent être conjuguées à des récepteurs nucléaires par des liaisons

covalentes réversibles, de façon à réguler de nombreux processus cellulaires, et notamment le

contrôle négatif de la transcription des gènes [272]. La SUMOylation se fait sur des résidus lysine (K)
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et le transfert de ces protéines SUMOs est réalisé par l’action coordonnée de nombreuses enzymes

spécifiques et communes avec les enzymes d’ubiquitylation.

PPARγ peut être SUMOylé au niveau de ses lysines 77 et 365. La SUMOylation de K77 est

dépendante du ligand et régule de façon négative l’activité transcriptionnelle du récepteur nucléaire

[262, 273, 274]. En revanche, la SUMOylation de K365 est indépendante du ligand et conduit à des

effets trans-répresseurs complexes au niveau du promoteur de la iNOS en favorisant des intéractions

avec NCoR [262]. Les mécanismes moléculaires contrôlant cette SUMOylation font intervenir une

interaction indépendante du ligand entre PPARγ et PIAS1 (Protein Inhibitor of Activated Stat1), une

SUMO-ligase. Dans ce modèle, la liaison d’un ligand (rosiglitazone), induit un changement

conformationnel qui oriente K365 vers l’extérieur du LBD facilitant ainsi l’accès à PIAS1 qui peut alors

exercer son activité SUMO-ligase sur ce résidu [262] (figure 16). En revanche, PIAS1 peut aussi avoir

une activité activatrice dépendante du ligand sur les récepteurs nucléaires tels que PPARγ[273, 274].

Au bilan, PIAS peut exercer deux actions sur PPARγ en favorisant la trans-répression via la

SUMOylation de K365, ou en agissant comme un coactivateur de PPARγ certainement en

promouvant la SUMOylation d’autres cofacteurs ou des histones. Ces modèles apparemment

contradictoires pourraient expliquer le rôle positif ou négatif de PPARγ sur la transcription de gènes

selon l’état de préactivation de la cellule, selon la nature des cofacteurs présents sur le promoteur du

gène au moment du traitement par les ligands de PPARγ, mais aussi selon l’état basal de

SUMOylation de PPARγ avant la fixation de l’agoniste. De plus, cette dichotomie de l’effet de la

SUMOylation de PPARγ pourrait expliquer la régulation biphasique de nombreux gènes lors de la

réaction inflammatoire dans laquelle PPARγ joue un rôle primordial.

Figure 16 : Modèle de trans-répression de l’activité d’un facteur de transcription par

SUMOylation de PPARγ

(d’après Feige, Prog Lipid Res, 2006 [258])
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I.4.3. Les cofacteurs

Les cofacteurs sont des protéines capables d’activer (coactivateurs) ou de réprimer (corépresseurs)

l’activité transcriptionnelle d’un récepteur nucléaire en reliant le facteur de transcription à sa

machinerie transcriptionnelle, ou en provoquant des modifications spécifiques dans la structure de la

chromatine. En effet, la compaction de la chromatine et l’hypoacétylation des histones sont connus

pour empêcher l’expression des gènes. De plus, le remodelage de la chromatine et le

repositionnement des nucléosomes est un phénomène nécessaire à la fixation du facteur de

transcription sur l’ADN et à la formation d’un complexe d’initiation de la transcription.

I.4.3.1. Les coactivateurs

Les coactivateurs des récepteurs nucléaires tels que les PPARs favorisent la transcription des gènes

cibles. Parmi ces molécules, SRC-1 (NCoA-1) [275, 276], SRC-2 (GRIP-1/TIF2) [277, 278], et SRC-3

(p/CIP/RAC3/ACTR/AIB-1/TRAM-1) [279-283] appartiennent à la famille SRC/p160. La caractérisation

de ces 3 membres en tant que coactivateurs est basée sur leur localisation intranucléaire, leur

capacité à interagir avec les récepteurs nucléaires et à amplifier leur fonction de transactivation ligand

dépendante [275]. Les protéines appartenant à la famille SRC/p160 sont fonctionnellement et

structurellement différentes des autres protéines classées parmi les coactivateurs telles que les

protéines CBP (acétyltransférases) [276] et p300 [284], les membres du complexe TRAP/DRIP [285,

286], les ubiquitines-ligases E6-AP [287], les complexes SWI/SNF (SWItch / Sucrose Non

Fermanting) remodelant la chromatine [288, 289], les coactivateurs ARN SRA [290], les protéines

méthyltransférases CARM-1 et PRMT-1 [291, 292], et les membres de la machinerie transcriptionnelle

TBP et TAFs [293]. Cependant, toutes ces protéines partagent une caractéristique structurale qui est

la présence d’une boite NR composée d’un motif LXXLL en hélice α [294], présent en un ou plusieurs

exemplaires selon le coactivateur considéré, et impliqué dans leur recrutement ligand dépendant par

le domaine LBD activé (AF-2) des récepteurs nucléaires. De plus, certaines propriétés fonctionnelles

sont communes à plusieurs coactivateurs. Par exemple, l’activité acétyltransférase qui cible les

histones ainsi que d’autres protéines de façon à rendre l’ADN permissif à la fixation des complexes

sur les régions promotrices est partagée par CBP [295], PCAF [296] et les protéines SRC [281, 297].

I.4.3.2. Les corépresseurs des récepteurs nucléaires

De la même façon que les coactivateurs, les corépresseurs tels que NCoR [298] et SMRT (Silencing

Mediator of Retinoid and Thyroid receptors) [299] sont recrutés par les récepteurs nucléaires en

absence de ligand ou en présence d’antagonistes de ces facteurs de transcription. La reconnaissance

de ces corépresseurs par des récepteurs nucléaires transcriptionnellement inertes se fait par des

peptides hélicoïdaux nommés « boites CoRNR » [300], qui sont très similaires aux boites NR des

coactivateurs. En plus de leurs similitudes structurales, les corépresseurs partagent avec les

coactivateurs certaines de leurs propriétés fonctionnelles. Par exemple, la déacétylation des histones

par les corépresseurs semble antagoniser l’activité acétyltransférase des coactivateurs. Ce
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phénomène requiert le recrutement d’autres facteurs tels que Sin3 ou des déacétylases (HDACs)

[301] par les corépresseurs qui ne possèdent pas de domaines intrinsèques permettant la

déacétylation.

I.4.3.3. L’échange entre les corépresseurs et les coactivateurs

Des facteurs protéiques d’échange des corépresseurs nucléaires (NCoEx) ont récemment été

identifiés. Ces protéines échangeuses sont capables de s’associer avec les récepteurs nucléaires et

de faciliter la transition d’un état réprimé à un état transcriptionnellement actif en réalisant l’échange

entre un complexe corépresseur et un complexe coactivateur [302]. Ainsi, les protéines TBL1

(Transducin β-like 1) et TBLR1sont associées à ces complexes corépresseurs / coactivateurs et

servent de molécules adaptatrices pour le recrutement de la machinerie d’ubiquitylation [303]. De

même, ces deux protéines sont essentielles à l’induction de l’activité de PPARγ par la rosiglitazone.

TBLR1 induit le décrochement de NCoR du complexe lié au promoteur du gène cible, certainement en

l’envoyant dans la voie de dégradation par le protéasome (figure 17). Le mode d’action de TBL1 quant

à lui reste beaucoup moins clair : cette protéine échangeuse pourrait entraîner la dégradation d’autres

corépresseurs que NCoR et pourrait ainsi agir en modifiant l’équilibre entre les coactivateurs et les

corépresseurs [258].

Figure 17 : échange dépendant du ligand

des complexes corépresseurs et coactivateur

(d’après Feige, Prog Lipid Res, 2006 [258])
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I.5. Les différents isotypes de PPARs : répartitions tissulaires et rôles

I.5.1. PPARα

PPARα est un récepteur nucléaire exprimé chez les rongeurs et chez l’homme dans de nombreux

tissus tels que le foie, les reins, le cœur, les muscles squelettiques et le tissu brun adipeux [304, 305],

ainsi que dans une grande variété de cellules vasculaires telles que les cellules endothéliales [306],

les cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins (VSMCs) [307, 308] et les monocytes /

macrophages [309]. Les ligands de PPARα sont les fibrates. PPARα activé joue un rôle majeur dans

le métabolisme lipidique, l’inflammation et l’athérosclérose (figure 18).

Ainsi, les agonistes de PPARα sont impliqués dans la β-oxydation des acides gras, et stimulent la

capture de ces derniers par les cellules en augmentant l’expression des protéines transporteuses

FATP et FAT (Fatty Acid Translocases) à leur surface [310]. Les ligands exogènes de PPARα tels que

les fibrates ou d’autres agents augmentent l’expression du cytochrome P4054A (CYP4A), capable de

catalyser la ω-hydroxylation des acides gras [311]. Ces mécanismes sont impliqués dans la réduction

de la production des triglycérides (TGs). PPARα contrôle aussi la synthèse de ces TGs en amplifiant

l’expression de lipases lipoprotéiques (LPL) [312] et en inhibant l’adipolipoprotéine (Apo) C-III dans le

foie [313]. Dans le coeur, PPARα fourni le myocarde en énergie en régulant l’expression de gènes

impliqués dans la captation et l’oxydation des acides gras [314].

En plus de ces fonctions, il a été montré que les agonistes de PPARα augmentent l’expression de

l’adipolipoprotéine A-1 (Apo A-1) [315] qui est une HDL (High-Density Lipoprotein) impliquée dans le

transport inverse du cholestérol (RCT) des cellules périphériques. Dans cette même voie RCT,

PPARα augmente aussi l’expression de ABCA1 (ATP Binding Cassette A-1) qui favorise l’efflux de

cholestérol dans les macrophages [316]. Certaines études montrent que PPARα favorise l’expression

de ABCA-1 en augmentant l’expression de LXR-α (Liver X receptor) [317]. Ainsi, ces deux récepteurs

nucléaires pourraient avoir des effets bénéfiques sur les lésions d’athérosclérose.

Les ligands de PPARα exercent aussi des effets anti-inflammatoires sur les cellules vasculaires. Ces

effets incluent l’inhibition de l’expression de VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) [318] et

l’augmentation de la NOS endothéliale (eNOS) [319]. Au niveau des cellules endothéliales, les

agonistes de PPARα réduisent les concentrations d’IL-6 et diminuent l’expression de COX-2 dans les

VSMCs en réprimant NF-κB [308]. Enfin, PPARα induit aussi l’apoptose [309] et diminue l’expression

du facteur tissulaire (TF) et de la métalloprotéinase (MMP) dans les macrophages activés [320, 321].
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Figure 18 : Ligands et effets biologiques de PPARα

I.5.2. PPARβ/δ

PPARβ/δ est un récepteur nucléaire exprimé dans de nombreux tissus et en particulier dans ce

cerveau, le tissu ou la peau [240, 304]. Les fonctions de PPARβ/δ sont essentielles au bon

fonctionnement de l’organisme puisque ce dernier joue un rôle très important dans l’inflammation,

l’athérosclérose, l’obésité, la fertilité, le cancer et le système nerveux (figure 19).

Ainsi, des effets bénéfiques des agonistes de PPARβ/δ ont pu être observés dans de nombreuses

pathologies, et notamment dans le contrôle de l’hyperlipidémie, de l’athérosclérose, de l’efflux du

cholestérol et dans l’apport d’énergie au niveau des muscles [322, 323]. De plus, des données

récentes sur le remplissage des kératinocytes en lipides au cours de leur différenciation soulignent le

rôle de PPARβ/δ dans l’inflammation [324]. L’activation de PPARβ/δ par des agonistes spécifiques

entraîne d’une part une diminution des taux de TGs et de glucose sanguin dans des modèles animaux

de diabète de type 2 [325], et d’autre part augmente l’expression d’enzymes contrôlant l’obésité telles

que UCP1 et UCP3 dans le tissu adipeux brun, et UCP2 dans le muscle [326].

PPARβ/δ peut aussi jouer un rôle dans la grossesse, en influençant par exemple l’implantation du

fœtus, et dans la mise en place des annexes telles que le placenta. Il a ainsi été montré chez la souris

que PPARβ/δ et COX-2 étaient très fortement exprimés au niveau des sites d’implantation de l’utérus

et que leur expression augmente de façon considérable au cours du développement du réseau

placentaire [327]. En absence de COX-2, le L-165041, agoniste spécifique de PPARβ/δ, est capable à

lui seul de restaurer le processus d’implantation du fœtus [327]. Enfin, d’autres équipes ont montré
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chez le rat une sur-expression de PPARβ/δ au niveau du site d’implantation fœtal et des cellules du

placenta [328], ce qui renforce l’idée du rôle de ce récepteur nucléaire dans la grossesse.

Le rôle de PPARβ/δ dans le cancer a été suggéré car il a été démontré que ce récepteur nucléaire

pouvait être impliqué dans le développement de tumeurs gastro-intestinales [329], du colon et du

rectum [330], et dans la prolifération de polypes. En revanche, une étude plus récente montre au

contraire que PPARβ/δ peut avoir des effets atténuateurs sur la carcinogenèse du colon [331], ce qui

suggère que le rôle de PPARβ/δdans le cancer a besoin d’être clarifié.

PPARβ/δ est très fortement exprimé tout le long du système nerveux central, et particulièrement au

niveau du cortex frontal, des ganglions basaux, de la formation réticulaire, des noyaux centraux, des

noyaux cérébelleux profonds, des cellules de Golgi cérébelleuses et des noyaux thalamiques [332,

333]. Des agonistes de PPARβ/δ sont capables d’augmenter la différenciation des oligodendrocytes

ce qui suggère l’implication de ce récepteur nucléaire dans la myélinisation des axones et dans la

modulation des réponses aux sensations de douleur et de chaleur [334]. Il a aussi été montré que

PPARβ/δ jouait un rôle primordial dans le métabolisme lipidique au niveau du cerveau [335] et dans la

protection des cellules nerveuses au cours des processus de neurodégénérescence [336].

Figure 19 : Ligands et effets biologiques de PPARβ/δ

I.5.3. PPARγ

Le gène de PPARγ contient trois promoteurs qui induisent la transcription de trois isoformes

différentes nommées PPARγ1, PPARγ2 [337] et PPARγ3 [338]. Ce sont les transcrits de PPARγ1 et

PPARγ3 qui sont par la suite traduits pour former la protéine PPARγ1. L’expression de PPARγ est

dépendante du tissu considéré. Ainsi, PPARγ1 est présent dans de nombreux tissus alors que

PPARγ2 est restreint au niveau du tissu adipeux. PPARγ3 est très abondant dans les macrophages, le
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gros intestin ainsi que dans le tissu blanc adipeux [304, 338, 339]. PPARγ joue un rôle très important

dans la différenciation des adipocytes, dans la sensibilisation à l’insuline, dans le cancer, dans

l’inflammation et l’athérosclérose, dans les désordres rétiniens, et dans la résistance immune (figure

20).

I.5.3.1. Les ligands endogènes de PPARγ

Les ligands endogènes de PPARγ sont des acides gras poly-insaturés tels que l’acide linoléïque,

l’acide arachidonique et les acides eicosapentaenoïques. Les prostaglandines (PGs) telles que la 15-

deoxy-Ä12-14PGJ2 (15d-PGJ2), métabolite de la PGD2, ont été identifiées comme de puissants

agonistes de PPARγ [340]. Au laboratoire, il a été montré que l’IL-13 induit la formation de 15d-PGJ2

par l’activation d’une cPLA2, aboutissant à l’activation de PPAR-γ, à l’augmentation de l’expression

des récepteurs CD36 et mannose des macrophages, et à l’élimination de parasites tels que Candida

albicans [115] et Plasmodium falciparum [116]. D’autres lipides oxidés tels que le 9-HODE ou le 15-

HETE, produits respectivement par des cyclooxygénases et des lipoxygénases, ont aussi été décrit

comme des activateurs de PPARγdans des cellules humaines primaires telles que les macrophages

[341].

I.5.3.2. Les ligands exogènes de PPARγ

Les thiazolidinediones (TZDs : rosiglitazone, troglitazone, ciglitazone, pioglitazone…) sont des

composés synthétiques capables d’activer le récepteur nucléaire PPARγ, et ainsi d’augmenter la

résistance à l’insuline et de diminuer les taux de glucose sanguin dans le diabète de type 2. La plupart

des TZDs sont spécifiques de PPARγet n’activent que très faiblement PPARα ou PPARβ/δ [342]. Les

isoxazolidinediones sont des agonistes de PPARγn’appartenant pas à la famille des TZDs. Parmi ces

molécules, le JTT-501 peut agir aussi sur PPARα à très forte concentration [343] alors que le GW-

7845 active PPARγ uniquement et confère des propriétés anti-diabétiques et anti-carcinogène chez

les rongeurs [344, 345].

Ces dernières années, de nombreuses molécules agonistes ou antagonistes partiels ont été

identifiées. Ainsi, le CDDO (Triterpenoid 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9-dien-28-oic acid) est un

agoniste partiel qui confère à PPARγ des propriétés anti-inflammatoires [346], alors que le BADGE

(bisphenol diglycidyl ether) [347] et le LG-100641 [348] sont des antagonistes de PPARγ. Mais les

composés synthétiques chimiques ne sont pas les seuls à posséder la capacité à activer PPARγ. En

effet, des agonistes de ce récepteurs nucléaires ont été découverts dans la composition de certaines

plantes médicinales (Saurufran A extrait de Saururus chinensis [349], composés phénoliques extraits

de Glycyrrhiza uralensis [350]…).

I.5.3.3. Les effets biologiques de PPARγ

L’adipogenèse est un processus de différenciation des pré-adipocytes en adipocytes capables de se

remplir de lipides et de sécréter des hormones et des cytokines. PPARγest un facteur de transcription

important impliqué dans les processus de croissance cellulaire et d’arrêt de la différenciation selon la
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progression de l’adipocyte dans son programme de spécialisation [351, 352]. En plus de stimuler la

différenciation des adipocytes, PPARγ est impliqué dans l’apoptose des adipocytes matures remplis

de lipides [353], ce qui a pour conséquence d’intensifier la stimulation des pré-adipocytes qui vont

s’engager dans la voie de différenciation [353, 354].

PPARγ est très fortement exprimé dans les cellules endothéliales, dans les cellules vasculaires du

muscle lisse (VSMCs) et dans les macrophages, ce qui suggère ses propriétés anti-inflammatoires

ainsi que son rôle dans le métabolisme lipidique. Par conséquent, les fonctions de PPARγ ont été

étudiées dans des pathologies présentant des désordres inflammatoires chroniques telles que

l’athérosclérose, l’arthrite et le syndrome inflammatoire de l’intestin. Ainsi, il a été montré que les

agonistes de PPARγprotégeaient les animaux de l’athérosclérose.

En revanche, ces mêmes agonistes peuvent entraîner des effets délétères en augmentant

l’expression du récepteur scavenger CD36, responsable de la capture des LDL oxydées, et en

favorisant ainsi le développement de macrophages spumeux [355]. De plus, les TZDs peuvent inhiber

l’expression de VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) et de ICAM-1 (InterCellular Adhesion

Molecule 1) dans les cellules endothéliales, réduisant ainsi l’accumulation des monocytes au niveau

de l’intima artérielle [356]. Dans le macrophage humain, PPARγ inhibe l’activité de MMP-9

responsable de la rupture de la plaque d’athérome [357].

Les VSMCs jouent un rôle primordial dans la progression de l’athérosclérose et sont des cibles

privilégiées pour les agonistes de PPARγ. Ainsi, les TZDs inhibent leur prolifération en diminuant la

phosphorylation des protéines du rétinoblastome et en augmentant les taux de p27, un inhibiteur

dépendant des cyclines [358]. De plus, les ligands de PPARγ inhibent l’expression et l’activité de la

MMP-9 et empêchent la migration des VSMCs ce qui diminue l’activité pro-athérogénique de PPARγ

[357]. Enfin, les ligands de PPARγ inhibent l’expression du récepteur à l’angiotensine II dans les

VSMCs ce qui est bénéfique en cas d’athérosclérose ou d’hypertension [359].

Les agonistes de PPARγ joue aussi un rôle très important dans le métabolisme lipidique des

macrophages en induisant l’expression de certains gènes clés tels que ABCA1, ABCG1,

l’apolipoprotéine E (ApoE) et SR-B1 [360-362].

PPARγ a aussi été impliqué dans les processus de sensibilisation à l’insuline. Le TNF-α est une

cytokine pro-inflammatoire exprimée par les adipocytes et associée au phénomène de résistance à

l’insuline. Il a été montré in vivo que les TZDs augmentaient la résistance à l’insuline des adipocytes

murins en s’opposant aux effets du TNF-α [363]. Il a aussi été montré que l’expression de GLUT-4,

une protéine permettant le transport du glucose, était augmentée au niveau des adipocytes chez le rat

en réponse à un analogue des TZDs [364]. En revanche, il a été montré que la troglitazone ainsi que

le TNF-α entraînaient une diminution des taux sanguins de résistine, une hormone sécrétée par les

adipocytes qui augmente la glycémie [365]. D’autres facteurs sécrétés par les adipocytes et jouant un

rôle dans le métabolisme du glucose dépendent de l’activation de PPARγ. Plusieurs études in vivo ont

démontré que la troglitazone augmentait la distribution du glucose aux muscles squelettiques en

stimulant l’insuline, l’activité de la PI3K et la phosphorylation des kinases membranaires PBK/Akt
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[366]. Ces données sont à prendre avec précaution car comme PPARγest plus exprimé dans le tissu

adipeux que dans le tissu musculaire, des effets directs de ce récepteur nucléaire restent à

démontrer.

Les souris déficientes en PPARγprésentent des taux basaux de glucose et de FFA (Free Fatty Acids)

normaux. Ceci suggère que PPARγpourrait supprimer les effets de l’insuline et entraîner la résistance

en interagissant avec ses corépresseurs en absence de ligand. Il est donc possible que les TZDs

entraînent une résistance à l’insuline en chassant les corépresseurs de l’hétérodimère PPARγ/RXR

[367]. Ces résultats indiquent qu’il reste beaucoup de choses à éclaircir à propos de l’action de ces

récepteurs nucléaires dans le phénomène de résistance à l’insuline et dans les pathologies associées.

PPARγ joue aussi un rôle important dans le cancer. En effet, ses propriétés d’apoptose de

différenciation cellulaire sont bénéfiques dans le traitement des tumeurs du sein, du colon, de la

prostate, du pancréas, de la vésicule biliaire, et gastrique par chimiothérapie. Ainsi, la troglitazone

induit la différenciation terminale adipocytaire et diminue la prolifération cellulaire chez les patients

traités [368].

Les effets des ligands de PPARγ ont aussi pu être observés dans l’amélioration des problèmes

rétiniens liés à l’âge et au diabète. En effet, la troglitazone inhibe la synthèse de VEGF (Vascular

Endothelial Growth Factor) par les pigments rétiniens et les cellules épithéliales angiogéniques de la

choroïde [369]. De plus, les TZDs jouent un rôle anti-oxydant au niveau des cellules ganglionnaires

de la rétine [370]. Ces effets suggèrent le rôle de PPARγdans la résolution des désordres rétiniens.

Figure 20 : ligands et effets biologiques de PPARγ
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II. Rôle de PPARγdans la défense immune

II.1. Rôle de PPARγdans la polarisation des cellules immunitaires

PPARγ et ses ligands jouent un rôle très important dans la régulation de la différenciation et du

développement des cellules immunitaires telles que les monocytes / macrophages, les cellules T et

les cellules NK [371]. Ainsi, la production d’IFN-γpar les cellules T et les NK peut être inhibée à la fois

par des ligands endogènes ou synthétiques de PPARγ, et ce par des voies dépendantes ou

indépendantes de PPARγ [372, 373]. Ceci suggère que ce récepteur et ses ligands, dont les acides

gras poly-insaturés et les eicosanoïdes, peuvent avoir un impact significatif sur la balance Th1 / Th2

de la réponse immunitaire. De plus, il a été montré que l’expression de PPARγ était beaucoup plus

forte dans les cellules T orientées Th2 que dans celles orientées Th1 [374]. Cela est également vérifié

pour les cellules NK cultivées en conditions Th2 [372]. Mais l’expression de PPARγ peut aussi être

régulée par l’IFN-γ. En effet, dans les adipocytes, l’IFN-γentraîne la dégradation de PPARγvia la voie

de l’ubiquitine et du protéasome [375]. Un tel mécanisme pourrait s’appliquer à toutes les cellules du

système immunitaire.

De façon intéressante, la PGD2, précurseur de la 15d-PGJ2 [376], le CRTH2, récepteur membranaire

de son métabolite [377-379], ainsi qu’un certain type de PLA2 [380] et d’enzymes de synthèse des

prostaglandines, s’expriment préférentiellement dans des cellules T CD4+ orientées Th2 plutôt que

dans les cellules Th1.

La contribution des eicosanoïdes à la différenciation des cellules Th2 est supportée par le fait que les

cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse sont capables de produire la PGE2. Cette dernière

favorise la production d’IL-10 par ces DC au cours de la présentation d’antigène, tout en réprimant la

production d’IL-12, cytokine Th1 [228]. De la même façon, l’activation de PPARγ par ses ligands

inhibe la production d’IL-12 par les DC dérivées des monocytes humains [381]. Par ces mécanismes,

PPARγpourrait être un facteur de transcription impliqué dans la polarisation des cellules du système

immunitaire.

II.2. Rôle de PPARγdans la réponse anti-infectieuse

L’implication de PPARγ dans la réponse anti-infectieuse est un phénomène qui n’est pas très bien

documenté à ce jour. Seules quelques études ayant caractérisé les propriétés anti-infectieuses de

PPARγ dans les cellules immunitaires telles que les lymphocytes T et B, les monocytes et les

macrophages, les cellules dendritiques et les granulocytes ont fait le rapprochement de la possibilité

de l’implication de ce récepteur nucléaire dans les processus de défense de l’hôte.

Le rôle de PPARγ dans la réponse immune a été étudié en particulier chez les macrophages dans

notre laboratoire. Ainsi, Coste et al. ont démontré que l’activation de PPARγ in vitro par des ligands

tels que la 15d-PGJ2 ou la rosiglitazone, ou encore par des cytokines Th2 telles que l’IL-4 ou l’IL-13

entraînait une diminution de la prolifération de Candida albicans dans le macrophage murin [115].

Cette étude a pour la première fois mis en évidence la néo-synthèse de 15d-PGJ2 en réponse à la
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stimulation des macrophages par les cytokines Th2 via l’activation d’une cPLA2. Ce ligand ainsi

produit est capable, comme les TZDs exogènes, d’activer le récepteur nucléaire PPARγ qui va

favoriser l’expression des récepteurs mannose à la surface des macrophages, ainsi que

l’augmentation des fonctions anti-infectieuses telles que la synthèse d’agents oxydants et la

phagocytose. L’ensemble de ces évènements conduit à l’élimination de Candida albicans in vitro [115]

(figure 21).

Notre travail se positionne dans la continuité de ces résultats. En effet, la première partie de cette

étude répond à la question des effets des ligands de PPARγ ainsi que de l’IL-13 dans la résolution

d’une candidose gastro-intestinale chez la souris. Pour cela, nous avons développé deux modèles

infectieux de candidose digestive murine, un chez des animaux immunocompétents, et un autre chez

des animaux immunodéprimés. Ces derniers, chez lesquels nous reproduisons les candidoses

gravissimes rencontrés chez les patients immunodéprimés, nous permettent d’envisager la possibilité

d’utiliser les ligands de PPARγ ou les cytokines Th2 en thérapie complémentaire avec les

antifongiques déjà présents sur le marché.

Figure 21 : L’activation de PPARγ induit l’expression du récepteur mannose

des macrophages et permet l’élimination de Candida albicans in vitro

(d’après Coste, Immunity, 2003 [115])

L’implication des cytokines Th2 dans la réponse anti-infectieuse avait déjà été suggérée par des

travaux montrant la capacité de l’IL-4 à induire l’expression de PPARγdans les cellules T et à générer

dans les monocytes la production de ligands naturels de PPARγvia les 12- et 15-lipoxygénases (12-

15-LOX) [382]. Ces LOX sont responsables de la production de 12-HETE (acides
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hydroxyeicosatétraénoïques) et de 13-HODE (acides hydroxyoctadécadiénoïques) qui sont des

ligands de PPARγ et qui inhiberaient la production d’IL-12 par les monocytes et augmenteraient

l’expression du CD36 via l’activation de PPARγ. D’autres travaux plus récents menés dans notre

laboratoire montrent que l’IL-13 est aussi capable d’activer in vitro PPARγ via la production de 15d-

PGJ2 dans le monocyte humain, et d’induire l’expression du CD36 conduisant à l’augmentation de la

phagocytose des érythrocytes parasités par Plasmodium falciparum [116]. Ceci renforce notre

hypothèse de l’implication du facteur de transcription PPARγdans la défense immune.

D’autres travaux montrent l’implication de PPARγ dans ces mécanismes, et notamment dans

l’atténuation du choc septique entraîné par une infection [383]. De plus, hormis ses effets sur

l’activation de gène dépendante de la liaison à l’ADN, PPARγ pourrait aussi jouer un rôle anti-

infectieux en bloquant, de façon indépendante de l’ADN, l’activité d’autres facteurs de transcription

tels que NF-κB qui permettraient la transcription de gènes qui auraient un effet pro-inflammatoire.

II.3. Rôles thérapeutiques des ligands de PPARγ

Les ligands de PPARγ tels que les thiazolidinediones sont utilisés maintenant dans le traitement de

nombreux désordres métaboliques. Ainsi, la rosiglitazone ou encore la pioglitazone sont prescrites en

cas de diabète de type 2 et dans le traitement de la résistance à l’insuline. La troglitazone, jusqu’alors

utilisée dans les mêmes cas a récemment été retirée du marché en raison de l’induction de rares mais

graves hépatotoxicités. Cependant, des études sur des cohortes de patients diabétiques ou en

insuffisance cardiaque ont récemment montré que les autres TZDs n’étaient associées avec aucun

risque cardiovasculaire [384].

La rosiglitazone est aussi utilisée dans le traitement des désordres du contrôle de la glycémie, dans

les maladies inflammatoires, dans le remodelage vasculaire et c…

La seconde partie de nos travaux de recherche étudie la capacité des ligands de PPARγ et des

cytokines Th2 à amplifier la réponse anti-infectieuse des monocytes humains. Cette augmentation des

propriétés anti-infectieuses des macrophages grâce à l’activation de PPARγ pourrait ainsi pour la

première fois faire envisager l’utilisation des TZDs dans le traitement des maladies infectieuses

opportunistes, en combinaison ou non avec un traitement antifongique, notamment chez les patients

immunodéprimés qui ne disposent plus que de ces cellules pour se défendre.
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1- L’IL-13 attenue une candidose

gastro-intestinale chez des souris

immunocompétentes ou

immunodéprimées RAG-2-/- via

l’activation de PPARγ
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1.1. Introduction

Au laboratoire il a été montré précédemment in vitro sur des macrophages murins que l’IL-13 et les

ligands de PPAR-γ induisent l’expression du récepteur mannose et potentialisent les fonctions anti-

infectieuses des macrophages, telles que la phagocytose et la sécrétions d’agents oxydants. Ces

mécanismes dépendent de l’activation du facteur de transcription PPAR-γet conduisent à l’élimination

de Candida albicans in vitro.

Suite à ces résultats obtenus in vitro, notre objectif a été de valider la pertinence de ce modèle in vivo.

Pour cela, nous avons utilisé des souris immunocompétentes, mais aussi des immunodéficientes qui

nous ont permis de mimer les candidoses gastro-intestinales rencontrées chez des patients

immunodéprimés. Ainsi, nous avons induit une candidose gastro-intestinale chez ces deux modèles

avant de les traiter avec de l’IL-13 et des ligands de PPAR-γ. Notre objectif était de mettre en

évidence une corrélation entre ces traitements, l’induction de l’expression du récepteur mannose, la

potentialisation des fonctions effectrices des macrophages et une diminution de la colonisation du

tractus gastro-intestinal par la levure. Non seulement nous avons montré l’efficacité de ces

traitements, mais plus encore nous avons montré qu’ils permettaient un recrutement plus intense des

macrophages activés à la muqueuse digestive, favorisant ainsi l’élimination du pathogène. Ces

travaux s’inscrivent dans la stratégie d’utilisation de certaines cytokines Th2 telles que l’IL-13, ou

préférentiellement de certains agonistes de PPAR-γ telle que la rosiglitazone, déjà utilisée en

thérapeutique humaine, dans le traitement des infections fongiques chez les patients sévèrement

immunodéprimés.

Dans la seconde partie de l’article, nous nous sommes attachés à définir les mécanismes par lesquels

l’IL-13 et les ligands de PPAR-γagissaient. Précédemment, le rôle du facteur de transcription PPAR-γ

a été démontré in vitro. Afin de confirmer cela in vivo, nous avons utilisé deux stratégies différentes :

un antagoniste spécifique et irréversible de PPAR-γ ainsi que des souris hétérozygotes PPAR-γ+/-.

Grâce à ces deux méthodes, nous avons pu mettre en évidence non seulement le rôle de PPAR-γ

dans l’induction du récepteur mannose et des fonctions anti-infectieuses par les ligands de PPAR-γ,

mais aussi par l’IL-13.

Ce travail est présenté dans l’article suivant, soumis à « Journal of Immunology » et actuellement en

cours de révision.
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ABSTRACT

We have recently demonstrated that activation of peroxisome proliferator-activated receptor-γ

(PPARγ), in vitro, in mouse resident peritoneal macrophages by IL-13 or PPARγ ligands promotes

uptake and killing of Candida albicans through mannose receptor (MR) overexpression. In this study,

we demonstrate that treatments of immunocompetent and immunodeficient RAG-2-/- mice by PPARγ

ligands (rosiglitazone or 15d-PGJ2) or by IL-13 using peritoneal route, decrease Candida albicans

colonization and invasion of the gastrointestinal tract 8 days following oral infection with the yeast. We

also demonstrate that Candida infection of the gastrointestinal tract triggers macrophage recruitment

in caecum mucosa as shown by confocal microscopy. These mucosal macrophages, as well as

peritoneal macrophages, overexpress the MR after treatment of mice with IL-13 or rosiglitazone.

These treatments promote macrophage activation against Candida albicans as suggested by the

increase of the capacity of peritoneal macrophages to phagocyte Candida albicans and to produce

reactive oxygen intermediates after yeast challenge ex vivo. These effects on Candida albicans

colonization and invasion of the gastrointestinal tract and on macrophage activation are suppressed

by treatment of mice with GW9662, a selective PPARγantagonist, and reduced in PPARγ+/- mice. In

combination, these data show that IL-13 or PPARγ ligands attenuate Candida albicans infection in

gastrointestinal tract via PPARγ activation and suggest that PPARγ ligands, such as

thiazolidinediones, may be useful therapeutic agents for the treatment of gastrointestinal diseases

caused by Candida albicans.
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INTRODUCTION

Candida albicans is part of the microbial flora that colonizes the mucocutaneous surfaces of the oral

cavity and gastrointestinal tract of many mammals as well as other organisms (1). This yeast

represents a serious issue in the immunocompromised patients and those undergoing

immunosuppressive therapies, particularly with impaired phagocytic cell function (mainly neutrophils,

monocytes and macrophages). The innate immune system initiated by macrophages is therefore

essential for orchestrating events associated with prevention of fungal colonization. Macrophages play

a direct role in microbial killing through their capacities to phagocytize yeasts and to exert their

fungicidal activity by releasing large amounts of highly toxic molecules such as reactive oxygen and

nitrogen intermediates (ROIs and RNIs). These two mechanisms involve macrophage mannose

receptor (MR), a key pattern–recognition receptor (PRR) of innate immunity (2). Indeed, this receptor

is both a major phagocytic and an endocytic receptor sufficient to mediate binding and phagocytosis of

a range of unopsonized microorganisms bearing terminal mannose, fucose, or N-acetylglucosamine

residues on cell surface such as Candida albicans (3), Pneumocystis carinii (4), Klebsiella pneumonia

(5). Binding or internalization of natural or synthetic ligands of MR may modulate macrophage

functions, including respiratory burst (6) and synthesis of proinflammatory cytokines (such as IL-1β, IL-

6 and GM-CSF) (7) to increase microbicidal capacity. Previous studies have shown that MR

expression can be positively modulated in vitro by many agents, in particular by 1.25-dihydroxyvitamin

D3 (8), prostaglandin E2 (9), interleukin (IL-)4 and (IL-)13 (10, 11). Further support for a role of IL-13

in the control of innate immune response came from characterization of susceptibility to infection of

animals that were deficient in IL-13. IL-13-/- mice failed to clear gastrointestinal nematodes infections

efficiently (12), suggesting that IL-13 is an important endogenous mediator of microbial resistance.

The classical IL-13 signalling pathway involves the transcription factor STAT-6. This has firstly been

shown for 12/15-lipoxygenase, CD23, CD13, CD11b and class II CMH up-regulation for example (13,

14). But other transcription factors can be involved in IL-13 signalling. We showed previously that the

increase of macrophage MR expression by IL-13 involved peroxisome proliferator-activated receptor γ

(PPARγ) activation via a PLA2 signalling pathway (6). In the same study, an unanticipated

antimicrobial action of PPARγ resulted from of a cross-talk between PPARγand the in vitro regulation

of MR expression through which PPARγ contributes to increased recognition and phagocytosis of

unopsonized Candida albicans. While the role of PPARγ in the regulation of adipogenesis (15), lipid

homeostasis and monocyte gene expression and differentiation (16) is relatively well established, its

involvement in antimicrobial defence has not been explored.

In this study, we validate the potent in vivo immunostimulatory role of natural and synthetic PPARγ

specific ligands and IL-13 to fight C. albicans colonization in experimental gastrointestinal candidiasis.

We demonstrate that in vivo treatments with PPARγ ligands and IL-13 decrease significantly Candida

infection in gastrointestinal tract both in immunocompetent and immunodeficient RAG-2-/- mice. The

use of RAG-2-/- mice, lacking T and B cells, demonstrates the predominant role of macrophages in

these mechanisms. Moreover, the reduction of C. albicans colonization in digestive tract by PPARγ

ligands and IL-13 is correlated with an increase of MR expression on recruited mucosal macrophages.
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The study of peritoneal macrophages properties shows that PPARγ ligands and IL-13 increase their

capacities to phagocytize Candida and to produce ROIs, leading to decrease of Candida proliferation.
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MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

The strain of C. albicans used throughout these experiments was isolated from a blood culture of a

Toulouse-Rangueil Hospital patient. The isolate was identified as Candida albicans based on common

laboratory criteria and cultured on Sabouraud dextrose agar (SDA) plates containing gentamicin and

chloramphenicol. Candida albicans was maintained by transfers on SDA plates. Growth from an 18- to

24-h SDA culture of Candida albicans was suspended in sterile saline to a concentration of 1.108 cells

per ml, as determined by hemacytometer counts and verified by plate counts.

Mice and infection procedures

All animal experimentation was conducted in accordance with accepted standards of humane animal

care. Mouse experiments were approved and performed according to the guidelines of the Toulouse

University Animal Safety Committee and of the Safety Regional Committee (Procedure N°1992). The

model of gastrointestinal candidiasis was established on six week-old female C57BL/6 mice (wild-

type) (Janvier, France) and immunodeficient RAG-2-/- C57BL/6 mice (CNRS, Orléans, France) or

SV129 mice (wild-type) and PPARγ+/- SV129 mice (ICS, Illkirch, France). Because the RAG-2-/-

animals have no B- or T-cell-mediated immunity (17), they were housed in sterile microisolator cages,
with autoclaved food, sterile water ad libitum, bedding and under defined flora that is nonpathogenic.

All cages were changed twice weekly, and all manipulations of the animals were done in a laminal

blow hood under aseptic conditions. The photoperiods were adjusted to 12 hr of light and 12 hr

darkness daily. The experimental procedure to establish esophageal and gastrointestinal candidiasis

in mice was as follows. Mice awake were intra-esophageally infected with 5.107 viable cells of C.

albicans in sterile saline solution (500 µL) per mouse. Any antibiotic or immunosuppressive treatment

was used to facilitate the mucosal infection by C. albicans of oral cavity and gastrointestinal tract.

Treatment groups

Therapeutic studies were performed on separate groups of 6 mice each infected or not by C. albicans.

Wild-type, RAG-2-/- and PPARγ+/- mice had received the following products in 500 µl of NaCl 0.9 % by

intraperitoneal route. Final DMSO concentration was lower than 0.1% (v/v). Mice were treated with IL-

13 (Sanofi, Labège, France) one day before infection with C. albicans at final concentration of 5 µg per

mouse. For treatment with PPARγ ligands, 15d-PGJ2 (Cayman) and rosiglitazone (Cayman), mice

were injected one day before infection, the day of infection and then every two days at a final

concentration of 0.1 µM per mouse. GW9662 (Cayman), a PPARγ antagonist was administered 30

min before IL-13 or rosiglitazone injections at final concentration of 220 µM per mouse. Control groups

received saline solution with DMSO without rosiglitazone, 15d-PGJ2 or IL-13. GW9662 control group

received GW9662 without rosiglitazone or IL-13. The body weight of each mouse was recorded daily,

and the condition of each mouse was assessed twice daily. On day 8 after treatments (7 days after
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infection), all mice were euthanized using CO2 asphyxia. At this time point esophagus, stomach,

cecum, liver and kidneys were aseptically removed to evaluate Candida albicans colonization.

Quantification of the number of viable Candida albicans in the esophagus, gastro-intestinal tract and

visceral organs

Each tissue sample removed was mechanically homogenized in 1 ml of saline with 100 U of penicillin

and 100 µg of streptomycin per ml. Serial dilutions of homogenate were plated onto SDA for

quantitative determination of the number of C. albicans in the tissue samples. Plates were incubated at

37°C for 1-2 days and the number of colonies counted. The number of CFU in each organ was

determined.

Quantification of the number of viable Candida albicans in the esophagus, gastro-intestinal tract and

visceral organs using a Quantitative Real-Time PCR

Cell lysis and DNA extraction.100 µL of each tissue sample homogenate was resuspended in 800 µL

of lysis buffer (0.05 M EDTA, 0.1 M SDS, 0.05 M Tris-HCl, 1 % 2mercapto-éthanol) for 3 hours at

65°C (18). DNA was extracted with phenol-chloroform isoamyl alcohol, and then 4.5 ml of 5 M

ammonium acetate followed by 2 volumes of 100% ethanol was added. DNA was precipitated for 1 h

at –80°C and recovered by centrifugation for 20 min at 12,000 x g. A gentle 70% ethanol wash was

performed, and the pellets were then dried under a vacuum for 10 min. These DNA pellets were

resuspended in 100 µL of sterile deionized water and allowed to resuspend overnight. After DNA

extraction, 3 µl of samples of the same mice groups were pooled to perform the quantification by PCR.

Light-Cycler-based PCR assays. Light Cycler PCR and detection system (Roche Diagnostics,

Mannheim, Germany) has been used for amplification and online quantification. PCR was performed

in glass capillaries, which ensures rapid equilibration between the air and the reaction components

because of the high surface-to-volume ratio of the capillaries. Primers (5'-ATT GGA GGG CAA GTC

TGG TG and 5'-CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG, Eurogentec, France) bind to conserved regions

of the fungal 18S rRNA gene as described before (19). For amplicon detection, Light Cycler DNA

Master Hybridization Probes Kit was used as described by the manufacturer. Briefly, two different

oligonucleotides hybridize to an internal species-specific sequence of the 18S rRNA gene of C.

albicans. One probe has been labeled at the 5' end with the Light Cycler Red 640 fluorophore (5'-

TGG CGA ACC AGG ACT TTT ACT TTG A) (Tibmolbiol, Berlin, Germany), and the other has been

labeled at the 3' end with fluorescein (5'-AGC CTT TCC TTC TGG GTA GCC ATT, Tibmolbiol, Berlin,

Germany) (20). During FRET, fluorescein is excited by the light source of the Light Cycler instrument.

The excitation energy is transferred to the acceptor fluorophore, Light Cycler Red 640, and the emitted

fluorescence is measured after annealing by the photohybrids of the instrument. The PCR mixture

contained Taq polymerase, 1X Light Cycler hybridization reaction buffer, a deoxynucleoside

triphosphate mixture (with dUTP instead of dTTP), 3 mM magnesium chloride, and 12.5 pmol of

primers. Amplification were performed for 45 cycles of repeated denaturation (1 s at 95°C), annealing

(15 s at 62°C), and enzymatic chain extension (25 s at 72°C).
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Light-Cycler-based quantification of target DNA. Quantification was performed by online monitoring for

identification of the exact time point at which the logarithmic linear phase could be distinguished from

the background (crossing point). Serially diluted samples of genomic fungal DNA obtained from C.

albicans cultures (106 to 100 CFU) were used as external standards in each run. Cycle numbers of the

logarithmic linear phase were plotted against the logarithm of the concentration of template DNA to

evaluate the yeast number of each tissue sample homogenate.

Preparation of mouse resident peritoneal macrophages

After euthanasia of infected or uninfected mice 8 days after in vivo treatment or not with IL-13, 15d-

PGJ2, rosiglitazone and/or GW9662, resident peritoneal cells were harvested by washing the

peritoneal cavity with 5 ml of sterile 199 medium with Hanks' salts as previously described (6).

Collected cells were centrifuged at 400g for 8 min and cell pellet was suspended in serum-free

medium (SFM) optimized for macrophage culture (Gibco Invitrogen Corporation, France) and was

counted in hemocytometer. The number of cells harvested by peritoneal lavage from each treatment

group was similar (3.106 cells/mouse) and the percentage of macrophages was not significantly

different between the different groups of mice. Cells were allowed to adhere onto 24- or 96-well culture

plates for 1 h at 37°C and 5% CO2. Non-adherent cells were removed by washing with phosphate

buffered saline (PBS) (Gibco Invitrogen Corporation, France). After 2 h of culture, more than 98% of

the adherent cells thus obtained had the morphological appearance of macrophages after May–

Grunwald Giemsa staining and were detected as positive for nonspecific esterase. Macrophage

monolayers were used to investigate phagocytosis capacity and ROIs production of these cells after

Candida albicans challenge in vitro and to evaluate Mannose Receptor (MR) surface expression.

Phagocytosis assay

To investigate the mechanism of C. albicans ingestion by murine peritoneal macrophages, we used

[3H]uracil-prelabeled yeasts. Three C. albicans colonies were dispersed in 1 ml of Sabouraud broth

containing 150 µCi [3H]uracil. After 24 h of growth at 37°C, the pellet was resuspended in SFM

supplemented with glucose 1.8 %. 5 x 105 macrophages collected on mice untreated or treated in vivo

by IL-13, 15d-PGJ2, rosiglitazone and/or GW9662 were plated in 24-well Falcon plates. Then

macrophages were infected with viable labeled C. albicans for 1 and 2 h (ratio of macrophage: yeast,

1:1) at 37°C and at 5°C respectively to study Candida internalization by macrophages and Candida-

cell adhesion. After each incubation period (1 h or 2 h), culture medium was collected, monolayers

washed twice with PBS and washings kept. Monolayers were disrupted as described previously.

Radioactivity of the supernatant and washings, and radioactivity contained in cellular lysate were

counted independently. Index of phagocytosis is calculated with the following equation:

% Phagocytosis = ∆(37°C-5°C) dpm monolayers / (∆(37°C-5°C) dpm monolayers + dpm supernatant)
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Assay for oxidising agents production

Oxygen-dependent respiratory burst of macrophages collected on mice untreated or treated in vivo by

IL-13, 15d-PGJ2, rosiglitazone and/or GW9662 was measured by chemiluminescence (CL) in

presence of 5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione (luminol) using a thermostatically (37°C)

controlled luminometer (Wallac 1420 Victor2, Finland). Generation of CL was monitored continuously

for 1 h after incubation of 1.5 x 105 macrophages with luminol (66 µM) and after C. albicans challenge

(1:1). Statistical analysis was performed using the area under the curve expressed in counts × second.

Mannose receptor surface expression

To evaluate MR surface expression on mouse peritoneal macrophages harvested from mice untreated

or treated in vivo by IL-13, 15d-PGJ2, rosiglitazone and/or GW9662, 106 peritoneal cells were directly

incubated with a mannosylated bovine serum albumin (mBSA) an MR specific ligand, conjugated with

FITC (840 nM) (7, 10). Labelling of MR was done during 1 hour on ice. In our study we checked that

binding of the FITC-Mannose-BSA could be fully reversed by mannose-BSA without FITC or yeast

mannan addition but not by BSA. In order to facilitate the selection of viable cell population a staining

with propidium iodide was done. All analyzes were done on a Becton-Dickinson FACScan using

CellQuest software. A population of 20,000 viable cells was analyzed for each data point.

Immunohistochemical analysis of cecum macrophages

Cecum tissues of wild type mice infected or not and / or treated or not by rosiglitazone or IL-13 were

removed, and carefully longitudinally opened. After washing in PBS, tissues were fixed for 20 min in

PBS containing 4% paraformaldehyde. Then, fixation was quenched with 100 mmol/L of glycine (pH

7.4), and samples were permeabilized for 10 min in Triton X-100 and washed in PBS. Fixed tissues

were blocked with solution I (75 mM NaCl, 18 mM Na3 citrate, 2% goat serum, 1% BSA, 0.05% Triton

X-100 and 0.02% NaN3) for 2 h at room temperature. Tissues were first stained with CD68 by

incubating cecum samples with CD68 antibody (Serotec, rat anti mouse) was diluted in solution I

(1:100) for 48 hours at 4°C. Then, tissues were washed with solution II (75 mM NaCl, 18 mM sodium

citrate, and 0.05% Triton X-100) for 2 hours and rinsed in phosphate-buffered saline. Tissues were

then incubated for 1 hour at room temperature with Alexa 633-conjugated goat anti rat antibody (5

µg/ml; Molecular Probes, Eugene, OR) diluted in solution I. Finally, tissues were washed in solution I

for 1 hour at room temperature. Same protocol was repeat for anti CD206 labelling (Santa Cruz

biotech, rabbit anti mouse, 1:250), and the second antibody (Goat anti rabbit, Sigma). To label the

nuclei, propidium iodide was used (2 µg/ml, Sigma). All preparations were mounted with Kaiser’s

glycerol gelatin (Merck, Darmstadt, Germany). All microscopy imagery was performed with ZEISS LM

510 (Carl Zeiss GmbH, Jena, Germany).
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Statistical analysis

Data are expressed as mean ± SE of six different animals. For each experiment, data were subjected

to one-way analysis of variance followed by the means multiple comparison method of Tukey. P<0.05

was considered as the level of statistical significance.
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RESULTS

In vivo treatments of normal and immunodeficient RAG-2-/- mice with PPARγ ligands and IL-13

decrease C. albicans colonization in the gastrointestinal tract

Mice were infected by esophageal route with Candida albicans. In this study, to modelize infections

which closely mimic diseases found in human HIV+ patients, we used a mouse strain with

recombination-activating gene 2 knockout (RAG-2-/-). As in AIDS patients, B- and T-cell-mediated

immune mechanisms are absent, and only the cells of innate immunity (such as macrophages) remain

effective. In this model of oropharyngeal and gastrointestinal colonization by Candida albicans in wild

type and RAG-2-/- mice, yeasts extensively colonized the esophagus and the gastrointestinal (GI) tract.

None yeasts were recovered in homogenates of other internal organs (kidney and liver),

demonstrating the absence of disseminated disease. The number of yeasts recovered in esophagus

and cecum was significantly increased in immunodeficient RAG-2-/- mice when compared to

immunocompetent mice (Fig.1A, 1B, 1C), demonstrating that B and T-cell-mediated immune

mechanisms are important in limiting proliferation of C. albicans in these organs.

Figure 1: Intraperitoneal treatment of immunocompetent or immunocompromised mice with PPARγ ligands or IL-13
decrease the gastrointestinal tract colonization by C. albicans. Stomach and cecum of immunocompetent (WT) or
immunocompromised (RAG-2-/-) mice infected with C. albicans and treated intraperitoneally or not with rosiglitazone, or 15d-
PGJ2 or IL-13 as indicated in Materials and methods, were removed and mechanical homogenized. The number of CFUs in
these organs was determined on chromogen medium specific of C. albicans. Values represent the mean ±SE of six different
mice on the same group. ** (p<0.01) represents a significative difference with the control groups (A and B) without treatment
with PPARã ligands or IL-13. After cell lysis and DNA extraction performed on stomachs (C) and cecums (D) removed on mice
treated intraperitoneally by 15d-PGJ2, rosiglitazone or IL-13, 3 µl of each DNA sample in the same group were pooled. The
quantity of yeasts’ DNA was determined by quantitative PCR using Light-Cycler technology. The yeast number of each tissue
sample homogenate were calculated with a standard curve using various concentrations of yeasts analyzed in parallel in the
same run as indicated in materials and methods.
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Interestingly, after treatment with 15d-PGJ2, rosiglitazone or IL-13, the number of yeasts present in

esophagus, stomach and cecum was significantly decreased both in immunocompetent and

immunodeficient RAG-2-/- mice (Fig.1A, 1B, 1C). Similar conclusions were obtained from C. albicans

DNA quantification by quantitative RT-PCR, which demonstrated that the various treatments

decreased C. albicans colonization of esophagus and gastrointestinal tract from immunocompetent

and immunodeficient RAG-2-/- mice (Fig.1D, 1E, 1F). This clearly demonstrates the protective effect of

15d-PGJ2, rosiglitazone and IL-13 treatments against C. albicans mucosal colonization.

IL-13 and rosiglitazone treatments trigger recruitment to caecum mucosa of macrophages that

overexpress MR

Since MR is the main PRR involved in mannanes recognition and its overexpression by IL-13 or

rosiglitazone leads in vitro to elimination of Candida albicans (6), we evaluated the recruitment of

macrophages expressing this receptor to the digestive mucosa of mice infected with C. albicans and

treated with IL-13 or rosiglitazone.

Figure 2: Intraperitoneal treatments of mice with PPARγ ligands or IL-13 provoke the recruitment of macrophages
expressing mannose receptor to the cecal mucosa. Cecum tissues of mice infected or not and / or treated or not with
rosiglitazone or IL-13 were removed and carefully longitudinally opened. Tissues were fixed and stained with anti-CD68
antibody (Serotec, rat anti mouse, 1:100), anti-CD206 antibody (Santa cruz biotech, rabbit anti mouse, 1:250), and the second
antibody (Goat anti rabbit, Sigma). Then, tissues were washed and stained with fluorophore-conjugated antibodies (goat anti rat
Alexa 633, 5 µg/ml; Molecular Probes, Eugene, OR). To label the nuclei, propidium iodide was used (2 µg/ml; Sigma). All
preparations were mounted with Kaiser’s glycerol gelatin (Merck, Darmstadt, Germany) (A and B). All microscopy imagery was
performed with ZEISS LM 510 (Carl Zeiss GmbH, Jena, Germany).
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Figures 2B and 2C show that in absence of yeasts and treatment (upper left panel), CD68+ cells are

not present in the cecal mucosa. However, with IL-13 treatment (lower left panel), but not with

rosiglitazone (medium left panel), the number of CD68+ cells increased (4.2 % of total cells), indicating

that the treatment with IL-13 is able to recruit CD68+ cells. After Candida albicans inoculation, the

presence of CD68+ increased (right panels) attesting the capacity of the yeasts to recruit CD68+ cells

in the cecal mucosa. Moreover, in absence of treatment (upper right panel), these cells expressed

slightly the MR (2.9 % of total cells). Treatments with both rosiglitazone and IL-13 increased the

number of CD68+MR+ cells respectively of 6.4 % (medium right panel) and 10.1 % (lower right panel).

These results demonstrate that IL-13 and rosiglitazone treatments favour the infiltration of

macrophages in the cecal mucosa with a strong proportion of macrophages type 2 MR+ (M2). We also

demonstrate that only macrophages on the top of the villosities, and not macrophages deep in crypts,

are able to express MR (Fig. 2A).

In vivo treatments of normal and immunodeficient RAG-2-/- mice with PPARγ ligands and IL-13 induce

over-expression of MR and effector functions of murine peritoneal macrophages

To precisely assess to which extents PPARγ ligands (rosiglitazone and 15d-PGJ2) and IL-13 promote

in vivo the expression of MR (current study, Fig. 2), we analyzed by flow cytometry, using labeled

mBSA-FITC, the induction of MR expression by murine peritoneal macrophages harvested from WT or

RAG-2-/- mice treated with IL-13, 15d-PGJ2 or rosiglitazone. As shown in Figure 3A, the amount of

labeled mBSA-FITC on peritoneal macrophages collected from in vivo 15d-PGJ2- or rosiglitazone-

treated normal or immunodeficient RAG-2-/- mice was significantly increased as compared to

macrophages of untreated mice. Similarly, labeling was significantly higher following treatment with IL-

13. The specificity of mBSA for MR suggests that in vivo treatments with PPARγ ligands or IL-13

increase protein level of MR on the surface of peritoneal macrophages of both immunocompetent and

immunodeficient mice.

Since the mechanisms of defense against Candida are mainly dependent on the capacity of

macrophages to phagocytize yeasts and to exert their fungicidal activity by releasing large amounts of

highly toxic molecules such as reactive oxygen intermediates (ROIs), we studied the modulation of

Candida phagocytosis and oxidant agents production of macrophages from untreated, 15d-PGJ2,

rosiglitazone or IL-13-treated mice. Figure 3B showed that when macrophages were harvested on

15d-PGJ2- or rosiglitazone-treated immunocompetent or immunodeficient RAG-2-/- mice, the number of

[3H]uracil-prelabeled C. albicans ingested increased significantly compared to macrophages from

untreated mice. Similar results were obtained from macrophages of IL-13-treated immunocompetent

or immunodeficient RAG-2-/- mice. Hence, these studies suggested that in vivo treatments of mice with

PPARγ ligands and IL-13 significantly stimulate the capacity of macrophages to take up C. albicans.

Regression analysis of the data described in Fig. 3A and Fig. 3B shows significant linear regressions

(r2=0.987 for normal mice and r2=0.972 for immunodeficient RAG-2-/- mice) between MR fluorescence

and phagocytosis by macrophages, demonstrating a true correlation between MR expression as

influenced by different treatments and the capacity of these cells to take up C. albicans.

http://www.pdfdesk.com


Travaux de recherche

89

Figure 3: Rise of mannose receptors and fungicidal properties of peritoneal macrophages harvested from the
peritoneal cavity of immunocompetent or immunocompromised mice treated intraperitoneally by PPARγ ligands or IL-
13. Peritoneal macrophages of immunocompetent (WT) or immunocompromised (RAG-2-/-) mice treated or not with 15d-PGJ2,
rosiglitazone or IL-13 by intraperitoneal route, were harvested from peritoneal cavity, and stained with mBSA-FITC. The Geo
Mean is representative of one test performed on six different mice in the same group (A). Peritoneal macrophages harvested
from the peritoneal cavity of immunocompetent (WT) or immunocompromised (RAG-2-/-) mice were tested for their capacities to
phagocyte after one hour challenge with yeasts labelled with [3H]-uracile (1:1). The phagocytosis index represents the mean
±SE of six different mice in the same group (B). Macrophages were tested for their capacities to produce ROIs in response to C.
albicans (C). ROIs production evaluated by chemiluminescence assay was measured during 60 minutes in absence or in
presence of C. albicans (ratio macrophage/ yeast : 1/1) (C). Values represent the mean ±SE of six different mice in the same
group. ** (p<0.01) represents a significative difference with the corresponding control groups with C. albicans without
treatments.

Using chemiluminescence (CL), we next investigated the effect of 15d-PGJ2, rosiglitazone and IL-13 in

vivo treatments on macrophage oxidizing agents’ production. Fig. 3C shows that in vivo treatments of

both immunocompetent and immunodeficient RAG-2-/- mice have no effect on the basal production of

oxidizing agents by macrophages compared to macrophages from untreated mice. Addition of yeasts

to macrophages from untreated mice did not increase the production of oxidizing agents, but

significantly increased the ROIs production by macrophages from 15d-PGJ2-, rosiglitazone- and IL-13-

treated immunocompetent and immunodeficient RAG-2-/- mice. These data therefore suggest that

these treatments pre-activate the capacity of macrophages to produce oxidizing agents in response to

Candida albicans infection.
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A PPARγantagonist inhibits MR overexpression and candidacidal activity induced in vivo by IL-13 and

rosiglitazone treatments

To assess the mechanisms involved in the increase of MR expression and microbicidal functions of

macrophages from IL-13- or PPARã ligands-treated mice, we subjected mice to intraperitoneal

injections with GW9662, an irreversible antagonist of PPARã, 30 min before IL-13 or rosiglitazone

administrations. As expected, IL-13 and rosiglitazone in vivo treatments increase significantly MR

expression on peritoneal macrophages (Fig. 4A). Interestingly, the increase of MR surface expression

observed in macrophages from rosiglitazone- and IL-13-treated mice is totally abolished by in vivo

GW9662 pre-treatment. This strongly suggests that in vivo PPARγ activation takes part to the up-

regulation of MR expression mediated by IL-13 or rosiglitazone.

Figure 4: Treatment of mice with GW9662, an antagonist of PPARγ, suppresses the effects of IL-13 and rosiglitazone on
mannose receptor expression and fungicidal activity. Macrophages harvested on mice treated intraperitoneally with
rosiglitazone, IL13 or/and GW9662, were stained with mBSA-FITC to determine macrophage Mannose Receptor expression.
*(p<0.05), ** (p<0.01) represents a significative difference with the corresponding control groups without treatments (A).
Macrophages were tested for their capacities to phagocyte C. albicans after a one hour challenge with yeasts labelled with [3H]-
uracile (1:1). The phagocytosis index represent the mean ±SE of six different mice in the same group. * (p<0.05), ** (p<0.01)
represents a significative difference with the corresponding control groups without treatments (B). Macrophages were tested for
their capacities to secrete ROIs. ROIs production evaluated by chemiluminescence assay was measured during 60 minutes in
presence of C. albicans (ratio macrophage / yeast : 1/1). Values represent the mean ±SE of six different mice in the same
group. ** (p<0.01) represents a significative difference with the corresponding control groups with C. albicans without treatments
(C). After cell lysis and DNA extraction performed on stomachs (D) and cecums (E) removed on mice treated intraperitoneally
with rosiglitazone, IL13, and/or GW9662, 3 µl of each DNA sample in the same group were pooled. The quantity of yeasts’ DNA
was determined by quantitative PCR using Light-Cycler technology. The yeast number of each tissue sample homogenate were
calculated with a standard curve using various concentrations of yeasts analyzed in parallel in the same run as indicated in
materials and methods.

To further consolidate our hypothesis that PPARγ promotes the regulation of MR expression and

hence activates the effector functions of macrophages, we studied the capacity of phagocytosis and

ROIs production of GW9662- and rosiglitazone- or IL-13-treated macrophages in response to C.

albicans infection. As predicted, the increase of both the phagocytosis index and the production of the
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oxidizing agents by macrophages treated by rosiglitazone and IL-13 are inhibited by GW9662 (Fig. 4B,

4C).

Coherent with our previous results, when animals received GW9662, the reduction of C. albicans in

digestive organs (stomachs and cecums) induced by IL-13 or rosiglitazone treatments is impaired,

indicating a major contribution of PPARγ activation in the induction of fungicidal activity by in vivo

treatments with IL-13 or rosiglitazone (Fig. 4D, 4E).

These data therefore provide strong arguments for the in vivo implication of PPARγ in the increase of

MR expression and hence in the fungicidal activity of macrophages treated by rosiglitazone and IL-13.

MR over-expression and C. albicans elimination are impaired in PPARγ+/- mice

These previous data were all consistent with an involvement of PPARγ in the induction of MR

expression and fungicidal activity by IL-13 and rosiglitazone, and incited us to evaluate whether these

treatments were effective in a genetic model of mice which presents a very low expression of PPARγ

(PPARγ+/- mice), as determined by Western Blot and quantitative RT-PCR (data not shown).

Figure 5: The rise of macrophage Mannose Receptor and the decrease of gastrointestinal colonisation by C. albicans
are impaired in PPARã+/- mice. Peritoneal Macrophages of homozygous (PPARã+/+) or hemizygous (PPARã+/-) mice, treated or
not with rosiglitazone and IL-13 by intraperitoneal route, were harvested and stained with mBSA-FITC to determine mannose
receptor expression. * (p<0.05), ** (p<0.01) represents a significative difference with the corresponding control groups without
treatments (A). After cell lysis and DNA extraction performed on stomachs (B) and cecums (C) removed on these mice, 3 µl of
each DNA sample in the same group were pooled. The quantity of yeasts’ DNA was determined by quantitative PCR using
Light-Cycler technology. The yeast number of each tissue sample homogenate were calculated with a standard curve using
various concentrations of yeasts analyzed in parallel in the same run as indicated in materials and methods.

http://www.pdfdesk.com


Travaux de recherche

92

IL-13 and rosiglitazone in vivo treatments increased significantly MR expression on peritoneal

macrophages from wild type mice (PPARγ+/+ mice) (Fig. 5A). However, this induction of MR expression

evident in macrophages collected on rosiglitazone- and IL-13-treated PPARγ+/+ mice is not observed

on rosiglitazone- and IL-13-treated PPARγ+/- mice (Fig. 5A). In line with this result, the reduction of C.

albicans colonization in stomachs and cecums after IL-13 or rosiglitazone treatments of PPARγ+/+ mice

is impaired in PPARγ+/- mice (Fig. 5B and 5C).
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DISCUSSION

Candida albicans is a fungus that can exist as a harmless colonizer or as an opportunistic pathogen,

depending on the status of its host (20). So, C. albicans usually causes disease in

immunocompromised hosts such as leukemic, organ-transplanted, diabetic, and human

immunodeficiency virus (HIV)-infected patients. In immunocompetent hosts, innate and acquired

humoral and cellular immune mechanisms are involved in resistance to candidiasis. Involvement of

cell-mediated immunity in the control of infection is considered to be important for resistance to

mucocutaneous and systemic candidiasis. In this process, macrophages serve as the effector cells of

an immune response orchestrated by T cells (21). Exposure of macrophages to either Th1 or Th2

cytokines induces two distinct pathways of macrophage activation (22, 23).

Classically, protective immunity to C. albicans infection results from the development of Th1

responses (24). So, cytokines produced by Th1 cells, such as IFN-γ, activate phagocytic cells to a

candidacidal state increasing the secretion of effector molecules and in particular ROIs (11). Th2

cytokines, IL-4 and IL-13, were subsequently found to be more than simple inhibitors of macrophage

activation, as they elicit a different activation program, termed macrophage alternative activation (23).

Macrophages alternatively activated express MR, Arginase I, FIZZ-1 and Ym-1 (23). The role of these

macrophages alternatively activated by IL-13 in Candida albicans killing has been recently described

(6, 11). We showed that in a unopsonised context, as found in immunocompromised hosts with no T-

and B- cells, IL-13 treated macrophages expressing MR attenuate C. albicans proliferation by

increasing yeasts phagocytosis and ROIs production in vitro (11). Although Th2 cytokines are clearly

responsible for macrophage alternative activation in vitro, few works shown the involvement of those

macrophages in infectious process in vivo.

In the present study we used for the first time the RAG-2-/- mouse model to evaluate in vivo the efficacy

of Th2 cytokines and PPARã ligands in the treatment of mucosal candidiasis in the setting of severe

immunosuppression. RAG-2-/- animals are genetic knockouts for the recombination activation-2 gene

which are unable to join V, D, and J segments to generate functional immunoglobulin or T-cell

receptors. They consequently lack mature T- and B- cells and are incapable of mounting either

specific antibody or cell-mediated responses. On the other hand, cells involved in the nonspecific

immunity such as neutrophils and monocytes are intact and fully functional (25). Here we

demonstrated that RAG-2-/- are more susceptible to sustained candidiasis colonization of esophagus

and cecums than immunocompetent mice. However, these mice do not develop disseminated

infection from the sustained colonization and survive for more than 30 days after oral infection. This

model closely reproduces mucosal candidiasis found in HIV/AIDS patients. Among these patients with

long-standing infection, mucosal surfaces are strongly colonized and esophageal candidiasis is the

most frequent opportunistic infection (26). But systemic dissemination rarely occurs in contrast to

patients receiving chemotherapy drugs that damage the intestinal mucosa, allowing translocation of C.

albicans and subsequent dissemination (27). Our results on RAG-2-/- mice are consistent with other

studies using Severe Combined ImmunoDeficient (SCID) mice inoculated orally with Candida albicans

which mimics mucosal candidiasis observed clinically in AIDS patients. These mice develop

candidiasis in the esophagus, stomach, small intestine, and cecum after oral inoculation, but are as
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resistant to systemic candidiasis following i.v. challenge as T-cell-immunocompetent mice (28-31).

Thus host defence systems mediated by other cells than B- and T- lymphocytes, such as

macrophages, can protect from haematogenous dissemination of Candida albicans.

This study demonstrates also that IL-13 and PPAR-ã ligands in vivo treatments reduce C. albicans

colonization in esophagus and gastrointestinal tract in immunocompromised RAG-2-/- mice and

immunocompetent mice. In particular, these treatments are very effective to reduce esophageal

candidiasis in immunodeficient RAG-2-/- mice. These treatments appear to affect the macrophages,

since peritoneal macrophages from IL-13 and PPARγ ligands-treated immunodeficient or

immunocompetent mice have increased phagocytic activity and their capacity to produce ROIs after C.

albicans challenge. IL-13 and rosiglitazone also trigger the inhibition of Candida albicans proliferation

by macrophages compared to control (data not shown). These findings enable us to put forth the

hypothesis of the effects of our treatments in Candida albicans elimination. Our data are consistent

with previous in vitro studies which demonstrated an essential role for IL-13 and PPAR-ã ligands in

macrophage activation to eliminate C. albicans (6) by increasing capacities of peritoneal macrophages

to engulf C. albicans and to produce reactive oxygen species secretion during C. albicans challenge.

Furthermore, we also show that treatment of immunocompetent or immunocompromised RAG-2-/-

mice with IL-13 are efficient to induce overexpression of mannose receptors on macrophages from

peritoneal cavity. This MR overexpression is more elevated in macrophages harvested from RAG-2-/-

mice according to macrophages from wild type mice. Similarly, the increase of Candida albicans

phagocytosis by macrophages harvested from RAG-2-/- mice treated by rosiglitazone or IL-13 is higher

(index of phagocytosis of 70 % for both treatments) compared to macrophages from

immunocompetent mice (index of phagocytosis of 49 % for both treatments). As the phagocytosis of

yeast by macrophages is an important effector function in the clearance of yeast, the differences in the

attenuation effects of IL-13 and rosiglitazone between RAG-2-/- and WT mice could be explained by

the higher macrophage MR expression and higher phagocytosis in immunodeficient mice after IL-13

or PPAR-ã ligand treatments. The existence of a true correlation between the rise of MR expression

and enhancement of effector functions of macrophages treated by IL-13 or PPARγ ligands is

supported by the fact that in vitro phagocytosis of unopsonised Candida albicans and ROIs production

during C. albicans challenge were blocked by an antisense of MR mRNA (6).

The overexpression of MR was also observed by confocal microscopy on CD68+ cells recruited in

gastrointestinal mucosa of mice with C. albicans infection and after IL-13 treatments. We also provide

evidence by confocal microscopic analysis that Candida albicans inoculation in gastrointestinal tract

triggers the recruitment of CD68+ cells (4.2 % of total cells), expressing slightly the MR (2.9 % of total

cells) in cecal mucosa attesting the capacity of the yeasts to recruit CD68+ cells in the cecum mucosa.

These results are consistent with experimental data showing that Candida albicans secretes

chemotactic factors which favour infiltration of CD68+ cells such as macrophages and neutrophils (32).

Moreover, treatments with either rosiglitazone or IL-13 increased the number of CD68+MR+ cells.

These results demonstrate that IL-13 and rosiglitazone treatments favour the infiltration of CD68+ cells

in the cecal mucosa with a strong proportion of cells expressing the mannose receptor. These cells
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infiltrating cecal mucosa will be type 2 macrophages because neutrophils do not express the mannose

receptor (33). The weak infiltration by neutrophils in mucosa is also suggested by the weak number of

red-labeled cells (CD68+) with regard to the yellow-labeled cells (CD68+RM+) in cecum mucosa. The

weak infiltration by neutrophils in mucosa could be due to the fact that PPARã agonists such as

rosiglitazone or 15d-PGJ2 reduces the degree of neutrophil infiltration under early acute inflammatory

conditions in gastrointestinal mucosa (34).

Based i) on the relationship between the increase of the induction of macrophage MR expression after

IL-13 or PPARã treatments, and the increase of effector functions of peritoneal macrophages after C.

albicans challenge; and ii) on the link between the expression of this receptor and the phagocytosis

and the killing of Candida albicans via ROIs secretion (6), we put forward the hypothesis that a link

could exist between macrophage MR expression in gastrointestinal mucosa, the activation of effector

functions of macrophages, and the elimination of Candida albicans in oro-gastrointestinal tractus after

treatment of mice with IL-13 or PPARã ligands. Thus, macrophages recruited after infection and

activated by IL-13 or PPARã ligands could fight fungal infection and contribute to eliminate C. albicans

in the gastrointestinal tract.

Recently we have shown that activation of PPARγby IL-13 or rosiglitazone induce MR overexpression

and decreases yeasts proliferation in vitro (6). Here, our results demonstrate clearly that rosiglitazone,

a synthetic PPARγ ligand, induces in the same way MR expression on recruited mucosal

macrophages after infection, and support elimination of Candida albicans. PPARγ is a nuclear receptor

linked initially to the regulation of adipogenesis in adipose tissue (35). It was previously shown that

PPARγ can regulate monocyte gene expression and differentiation (16), and that IL-4 and more

recently IL-13, induce the expression of the type B scavenger receptor CD36 via PPARγ activation

(16, 36-38), contributing to facilitate the phagocytosis of Plasmodium falciparum-parasitized

erythrocytes (38) and to decrease malaria-induced TNF-α secretion (39). In addition of CD36

overexpression, PPARγplays a critical role in the regulation of cholesterol homeostasis by controlling

the expression of a network of genes that mediate cholesterol efflux from cells and its transport in

plasma. Then, PPARγ induces ABCA1 expression and cholesterol removal from macrophages through

a transcriptional cascade mediated by the nuclear receptor Liver-X-Receptor alpha (LXR-á), where

ligand activation of PPARγ leads to primary induction of ABCA1 (40, 41). It is interesting to note that

recent findings have established that genomic interrelationships between genes coding for PPARγand

LXR-á regulate innate immune response against pathogens by exerting both positive and negative

regulation of specific macrophage gene expression networks (40, 42, 43). Thus, LXR displays anti-

inflammatory activities and promotes macrophage survival in bacterial infection settings (44). These

data reinforce our study suggesting the involvement of PPARγ in elimination of gastrointestinal

candidiasis.

Indeed, the treatment of mice with GW9662, a specific and irreversible PPARγantagonist, and the use

of PPARγ+/- mice show the involvement of PPARγ in effects of IL-13 treatments on the rise of MR

expression, ROIs secretion and phagocytosis. Moreover we demonstrated too that IL-13 and PPARγ
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ligands induce half the increase of MR expression and reduce with less effectiveness the

gastrointestinal tract colonization by yeasts in PPARγ+/- mice. As demonstrated by western blot and

PCR, PPARγ+/- mice express the half or PPARγ protein or mRNA respectively, compared to

homozygous PPARγ+/+ mice (45). This heterozygous model was yet implied to study physiological

effects of PPARγdeficiency in mice, and for example to underlie the role of PPARγ in the therapeutic

effects of 5-aminosalicylic acid as an anti-inflammatory drug used in the treatment of bowel diseases

(46). Finally, we demonstrated that pretreatment of animals with the specific PPARγ antagonist

completely inhibits the protective effects of IL-13 and rosiglitazone against C. albicans gastrointestinal

colonization and abolishes MR induction. Other studies have shown that co-administration of GW9662

and rosiglitazone in vivo abrogated the protective effect of rosiglitazone or 15d-PGJ2 on organ injury

and dysfunction associated with septic shock (47-49). This synthetic antagonist of PPARγacts while

fixing irreversibly itself in the PPARã ligand-binding pocket through covalent modification of Cys285,

then prohibiting fixation of PPARã ligand and activation of this transcription factor (50). As we

published in our precedent work, GW9662 have no effect on basal expression of MR. This

pharmacological antagonist only inhibit the induction of MR expression by IL-13 and rosiglitazone (6).

These results suggest that, as previously indicated, in our experimental conditions, PPARγ is only

involved in up-regulation of MR in particular by IL-13, and not in its basal expression. This point is

particularly important to explain the role of PPARã in infection. PPARγ will be only involved in

infectious process if it is activated by its ligands. These ligands can be rosiglitazone (synthetic ligand),

or 15d-PGJ2 a natural ligand produced in the cell in response to IL-13 treatment (6, 38).

This conclusion is sustained by our data which show that PPARγ+/- mice did not show any difference in

susceptibility to Candida albicans infection compared to PPARγ+/+ mice. Furthermore, the expression

level of mannose receptor from PPARγ+/- mice is not lower in comparison with the WT. These

experimental data and those obtained with GW9662 suggest that PPARγ should not be the only

transcription factor involved in mannose receptor regulation. PPARγ would play a role in mannose

receptor expression and infectious process only when it would be activated by its ligand fixation. While

it was established that genetic variation in the PPARgamma gene alters body weight control, lipid and

insulin homeostasis, and the susceptibility to type 2 diabetes (51) our data suggest that PPARã

activation potentiates macrophages effector functions, and contributes in reducing yeasts colonization

but would not be a host factor involved in susceptibility to Candida albicans in our mice model of oro-

gastrointestinal infection. However, other studies are necessary to confirm this hypothesis.

In conclusion, the present results reinforce our previous in vitro works which shown that IL-13 activate

PPARγ via a cPLA2 activation, production and localisation of endogen 15d-PGJ2 to the macrophage

nucleus in mouse (6) and in human monocytes (38). It shows that IL-13 and the ligands of the nuclear

receptor PPARγcan also act in vivo since it contributes to reduce an esophageal and gastrointestinal

candidiasis in immunocompetent and with a effective effect in immunodeficient RAG-2-/- mice. Thus,

activation of PPARγcould be an effective treatment of esophageal candidiasis in hospitalized patients

or patients with compromised immune systems.
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1.3. Conclusions et perspectives

Dans ce travail, nous avons montré in vivo la capacité des macrophages activés par l’IL-13 et les

ligands de PPAR-γ à diminuer une candidose gastro-intestinale induite chez la souris. En effet, si

l’infection digestive semble nécessaire à elle seule au recrutement de macrophages à la muqueuse

digestive, les traitements par l’IL-13 ou les thiazolidinediones (TZDs) telles que la rosiglitazone

amplifient ce recrutement, et augmentent l’expression du récepteur mannose (RM) à la surface des

phagocytes recrutés. Parallèlement, nous avons montré que ces traitements sont corrélés à la

diminution de la colonisation du tractus gastro-intestinal par la levure, ainsi qu’à l’augmentation de

l’expression du récepteur mannose et des fonctions anti-infectieuses des macrophages chez des

animaux immunocompétents, mais aussi chez des animaux immunodéficients. Ainsi, ces résultats

suggèrent que l’IL-13, et peut être plus encore les ligands de PPAR-γ, pourraient être considérés dans

le traitement des candidoses gastro-intestinales chez les patients immunodéprimés.

Le MR est un PRR qui joue un rôle capital dans la phagocytose des pathogènes non opsonisés

présentant des résidus mannose à leur surface, tels que C. albicans. Au laboratoire, un lien direct

entre l’expression du MR, l’augmentation des capacités anti-infectieuses des macrophages vis-à-vis

de C. albicans, et l’élimination de cet agent pathogène a été mis en évidence in vitro. Pour cela, des

ARNm antisens du MR ainsi que de la BSA mannosylée soluble avaient été utilisés [115, 147]. En

revanche, dans la littérature il est décrit chez le macrophage humain que l’hyperactivité oxydative

induite par la phagocytose de l’agent pathogène serait médiée non pas par le MR, mais par le

récepteur aux β-glucanes Dectine-1 [385]. D’autres études ont montré ex vivo, grâce à des souris

déficientes pour le MR, que d’autres récepteurs étaient capables de médier l’internalisation de C.

albicans [386]. En effet, en l’absence de ce récepteur, le pathogène est tout de même internalisé

grâce à la mise en place d’une voie alternative qui impliquerait le récepteur Dectine-1.

Dans ce travail, nous avons pu établir une relation entre l’augmentation du MR à la surface des

macrophages péritonéaux des souris traitées et la phagocytose des levures par ces mêmes cellules,

grâce à un calcul des coefficients de corrélation entre les index de phagocytose et le niveau

d’expression des MR. Cependant aucun rapport direct n’a pu être observé in vivo entre les fonctions

candidicides des macrophages, l’élimination du pathogène et l’expression du MR. C’est la raison pour

laquelle nous allons utiliser des animaux déficients conditionnels pour ce MR, construits selon un

système de recombinaison homologue « Cre-LoxP ». Chez la lignée murine générée, les exons 13, 14

et 15, codant pour le domaine 4 lectine C (CRD4) du MR, principal domaine lectine impliqué dans la

reconnaissance du mannose, seront encadrés par des séquences loxP « floxées ». Ces animaux

seront croisés avec des souris Lys-CRE possédant le gène de la recombinase CRE derrière le

promoteur du lysozyme. Ce système permettra d’invalider le gène du MR spécifiquement dans les

macrophages. Ainsi, nous observerons l’effet des traitements par les ligands de PPAR-γou l’IL-13 sur

les fonctions anti-infectieuses des macrophages péritonéaux de ces animaux en mesurant ex vivo

d’une part la phagocytose des levures par ces cellules, et d’autre part leur capacité à produire des

IROs. Nous observerons aussi la colonisation du tractus gastro-intestinal par la levure comme cela a
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été décrit précédemment. Au terme de cette étude, nous devrions avoir établi s’il existe un lien direct

ou non entre le MR et les fonctions anti-infectieuses des macrophages.

Nous étudierons aussi l’implication de Dectin-1 en utilisant des souris dont le gène de ce récepteur a

été invalidé dans les macrophages par recombinaison homologue dans un système « Cre-LoxP ».

Chez la lignée murine générée, le gène codant pour le récepteur Dectin-1 sera spécifiquement

invalidé au niveau des macrophages. Pour cela, les exons 4, 5, et 6 codant pour le seul domaine

lectine C du récepteur seront encadrés par des séquences loxP « floxées ». Ces animaux seront

croisés avec des souris Lys-CRE permettant de contrôler l’invalidation de ce gène de façon tissu-

spécifique dans les macrophages.

Ces deux types de souris KO sont actuellement en reproduction à l’ICS-IGBMC de Strasbourg.

Dans le précédent travail, nous nous sommes intéressés à l’élimination d’une candidose digestive

induite par gavage chez des animaux immunocompétents, mais aussi immunodéprimés RAG-2KO.

Chez ces souris, qui reproduisent les immunodépressions rencontrées chez certains patients chez

lesquels les candidoses sont fréquentes et difficilement contrôlables par les traitements usuels, nous

avons pu observer une diminution significative de la colonisation du tractus gastro-intestinal par la

levure après traitements avec les ligands de PPAR-γou avec l’IL-13. Ces résultats soulignent l’intérêt

des ligands de PPAR-γ, déjà utilisés en thérapeutique humaine, dans l’élimination de C. albicans via

l’induction du MR.

C’est la raison pour laquelle étudier l’effet des traitements par les ligands de PPAR-γou par l’IL-13

sur des monocytes humains constituera l’objet du second article de recherche présenté. Afin de

montrer que notre modèle s’applique à l’homme, nous nous intéresserons tout d’abord à des

monocytes humains prélevés chez des sujets sains. Nous déterminerons le rôle de PPAR-γ dans

l’induction du MR (GW 9662, RNAi), et le rôle de ce récepteur (antisens du MR) dans la phagocytose

et la production d’IROs. Ce travail ouvrira la voie plus tard à une étude sur des monocytes issus de

patients présentant des immunodépressions sévères. Ce modèle cellulaire permettra in vitro de

souligner l’intérêt thérapeutique que pourraient constituer les ligands de PPAR-γ et l’IL-13 dans la

résolution d’une candidose chez l’immunodéprimé.
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2.1. Introduction

Nous avons montré in vitro au laboratoire et in vivo dans le travail précédent, que les ligands de

PPAR-γet l’IL-13 augmentent l’expression du récepteur mannose des macrophages via l’activation du

facteur de transcription PPAR-γ. Ce phénomène a pour conséquence la potentialisation des fonctions

anti-infectieuses des macrophages telles que la sécrétion de radicaux libres oxygénés et la

phagocytose, et conduit à l’élimination de Candida albicans, champignon opportuniste, in vitro et in

vivo. Ces travaux nous ont permis d’envisager les ligands de PPAR-γet l’IL-13 comme de potentiels

agents thérapeutiques dans le traitement des candidoses aiguës rencontrées chez le patient

immunodéprimé.

Les résultats présentés dans la partie suivante ont pour objectif de valider l’intérêt de nos travaux

chez l’homme. Pour cela, nous nous sommes intéressés dans une première partie à l’étude des

fonctions effectrices anti-Candida des monocytes humains en réponse à l’IL-13 et aux ligands de

PPAR-γ. Nous avons montré que, comme pour les macrophages murins, ces traitements

potentialisent les fonctions anti-infectieuses des monocytes humains à savoir la phagocytose des

agents pathogènes et la sécrétion d’espèces réactives de l’oxygène. L’utilisation du GW 9662, un

antagoniste spécifique et irréversible de PPAR-γmontre que comme chez la souris, ce phénomène

dépend de l’activation du facteur de transcription PPAR-γ.

Nous nous sommes donc par la suite intéressés à la régulation de l’expression du récepteur mannose

par ces traitements. De façon surprenante, nous avons pu mettre en évidence une différence de

réponse des monocytes humains entre les stimulations à l’IL-13 et aux ligands de PPAR-γ. En effet, le

récepteur mannose n’est induit que par l’IL-13 mais pas par les ligands de ce récepteur nucléaire.

La seconde partie de ce travail a donc été consacrée à l’étude de la régulation de l’expression du

récepteur mannose par l’IL-13. Grâce à l’utilisation d’antagonistes et de siRNA de PPAR-γ, nous

avons pu montrer que ce facteur de transcription était impliqué dans la régulation de l’expression du

récepteur mannose par l’IL-13, mais pas par la rosiglitazone. Ce travail est encore sous investigation

et nécessite l’approfondissement de l’étude des voies de régulations du récepteur mannose qui

semblent être différentes entre l’homme et la souris.
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INTRODUCTION

Candida albicans is part of the microbial flora that colonizes the mucocutaneous surfaces of the oral

cavity and gastrointestinal tract of many mammals as well as other organisms [1]. This yeast

represents a serious issue in the immunocompromised patients and those undergoing

immunosuppressive therapies, particularly with impaired phagocytic cell function (mainly neutrophils,

monocytes and macrophages). The innate immune system initiated by monocytes / macrophages

(MΦ s), belonging to the mononuclear phagocyte system [2], is therefore essential for orchestrating

events associated with prevention of fungal colonization. Monocytes / macrophages play a direct role

in microbial killing through their capacities to phagocytize yeasts [3] and to exert their fungicidal

activity by releasing large amounts of highly toxic molecules such as reactive oxygen and nitrogen

intermediates (ROIs and RNIs) [4]. We previously showed in vitro that murine macrophages have

increased fungicidal activities against Candida albicans upon treatments with IL-13 or PPAR-γ ligands

via PPAR-γactivation [5].

Activation process of monocytes / macrophages is initiated by the recognition of pathogen-associated

molecular patterns (PAMPs) by pattern-recognition receptors expressed on the surface of phagocytes

[6]. Mannose receptor (MR) is an important PRR able to mediate phagocytosis of pathogenic agents

that exhibit mannose motives at their surface [7], such as Candida albicans. So, the modulation of the

expression of this receptor may be critical in the role of these cells in phagocytosis, antigen

processing, and host defence.

Mannose receptor regulation has been well studied in murine macrophages. Indeed, the expression of

this transmembrane protein can be up-regulated by several substances including Th2 cytokines such

as IL-4 [8, 9] and IL-13 [5, 8, 10], IL-10 [11], IFN-α and -β [12], 1,25-dihydroxyvitamin D3 [13, 14] and

prostaglandin E [15, 16] and down-regulated by IFN-γ [8, 17], pathogenic agents and their products.

We have previously shown on peritoneal murine macrophages in vitro [5] and in vivo (unpublished

data) that mechanisms of mannose receptor up-regulation by IL-13 involve activation of the

transcription factor PPAR-γ via activation of a cytosolic PLA2 and generation of 15-deoxy-Ä12-

14prostaglandin J2 (15d-PGJ2), a natural PPARγ ligand. These mechanisms lead to enhancement of

macrophages effective functions such as phagocytosis and reactive oxygen species secretion, and

favour elimination of Candida albicans by murine macrophages or of gastrointestinal tract of mice in a

digestive colonisation model. But little is known about regulation of mannose receptor expression in

human monocytes and its role in candidiasis resolution.

PPAR-γ is a member of a family of ligand-activated nuclear transcription factors that form

heterodimers with the retinoic X receptors (RXR), and binds to PPAR responsive elements (PPREs) in

the promoter regions of target genes [18]. PPAR-γcan be activated by a range of natural and synthetic

substances, including modified fatty acids, members of the prostanoid family, in particular 15d-PGJ2,

linoleic acid derivatives [19, 20] and insulin-sensitizing thiazolidinediones compounds (TZDs) such as

rosiglitazone, pioglitazone and troglitazone [21-23]. While the role of PPARγ in the regulation of

adipogenesis [24], lipid homeostasis [25] and monocyte gene expression and differentiation [26, 27] is

relatively well established, its involvement in antimicrobial defence has only been explored in mice.
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Several arguments suggest the possibility that PPARγcould be involved in innate immune responses

against pathogenic agents. Firstly, it has been shown in murine macrophages that Th2 cytokines are

implicated in the overexpression of PRRs acting in host defence. It has previously been shown in

murine macrophages that IL-13 up-regulates MR [5] and that IL-4 promotes CD36 expression [28], a

scavenger receptor able to mediate phagocytosis of erythrocytes parasited by Plasmodium falciparum.

These effects are mediated by production of PPARγendogenous ligand and activation of this nuclear

receptor. More recently, up-regulation of CD36 expression by IL-13 via PPARγ activation was

confirmed in human blood monocytes [29] demonstrating that PPARγ have a potent

immunostimulatory role on human innate immune cells.

In this study, we demonstrate that, as in murine peritoneal macrophages, IL-13 and rosiglitazone

potentate macrophage anti-infectious functions such as phagocytosis and reactive oxygen species

release leading to Candida albicans elimination in vitro. As in our precedent work on murine cells, this

raise of antifungic properties is inhibited by GW9662, a specific and irreversible antagonist of PPAR-γ,

or in PPAR-γ+/- mice, suggesting the role of this transcription factor in this anti-infectious effect. In

contrast we show, contrary to mice cells, a difference of responsiveness of IL-13 and rosiglitazone on

MR up-regulation, suggesting on one hand that another receptor than MR can be involved in human

monocytes anti-infectious properties, and on the other hand that MR regulation should be different in

mice and in human cells.
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MATERIALS AND METHODS

Media and Reagents

Ficoll-Hypaque was from AbCys (Paris, France). PBS without calcium or magnesium, Macrophage-

Serum Free Medium (SFM), optimized for monocytes / MΦ s culture and TRIzol Reagent were from

Invitrogen Corporation (Cergy Pontoise, France). Paraformaldehyde, isopropanol, and ethanol were

from Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Triton X-100 was from Merck Sharp (Riom,

France). Rosiglitazone, GW9662, T0070907 and MAFP were from Cayman Chemical (Ann Arbor,

USA). AG490 was from Biomol International LP (Plymouth, USA). IL-13 was from Sanofi Synthelabo

(Labège, France). R-PE conjugated mouse monoclonal antibodies against CD206 and CD36 were

from BD Pharmingen (Pont de Claix, France). siRNA transfection reagent and PPAR-γ siRNA were

purchased from Santa-Cruz Biotechnologies (Heidelberg, Germany).

Cell culture

Mononuclear cells were obtained from buffy coats of healthy blood donors by a standard Ficoll-

Hypaque gradient method. Human monocytes were isolated from mononuclear cells by adherence to

culture dishes for 2h, at 37°C with 5% CO2, in special macrophage serum-free medium (SFM), with 10

% of L-glutamine and 0,1% of antibiotics (Peni-streptomycin). Nonadherent cells were removed by

washing with PBS medium, and the remaining adherent cells (>90 % monocytes) were incubated in

SFM supplemented with L-glutamine and peni-streptomycin (except for transfection protocols).

Monocytes monolayers will be used to investigate ROS production, phagocytosis capacities and to

evaluate MR or CD36 surface expression.

Cell treatments

After 2 hours of cell adhesion and elimination of nonadherent cells by washing, monocytes were

treated with IL-13 (20ng/ml), rosiglitazone (5µM) and/or GW9662 (1µM) or T0070907 (1µM) or AG490

(10µM) during 18-24 hours in SFM supplemented with 10 % of L-glutamine and 0,1 % of antibiotics.

Microorganisms

The strain of Candida albicans used throughout these experiments was isolated from a blood culture

of a Toulouse – Rangueil Hospital patient. The isolate was identified as Candida albicans based on

common laboratory criteria and cultured on Sabouraud dextrose agar (SDA) plates containing

gentamicin and chloramphenicol. Candida albicans was maintained by transfers on SDA plates.

Growth from 18 to 24 h SDA culture of Candida albicans was suspended in sterile saline and adjusted

to the wanted concentration, as determined by hemacytometer counts and verified by plate counts.

ROS production measurements

1,5 x 105 mononuclear cells were placed in a 96-well microplate and treated or not as described

previously. ROS production was measured by chemiluminescence in presence of 5-amino-2,3-

dihydro-1,4-phthalazinedione (Luminol, Sigma) using a thermostatically controlled (37°C) luminometer

(Wallac 1420 Victor2, Finland). The generation of chemiluminescence was monitored continuously for
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30 min after incubation of the cells with luminal (66 µM) in basal conditions, then for 90 min in

presence of Candida albicans blastospores in a ratio of (3 : 1). Statistical analysis were performed

using the area under the curves expressed in counts x s.

Phagocytosis assays

2 x 105 mononuclear cells were placed in a 96-well black microplate and treated or not as described

previously. Yeasts of Candida albicans tagged with FITC were added in the cell culture at a ration of

(3 : 1), and the plate was placed at 37°C in a humidified atmosphere containing 5 % CO2.

Phagocytosis of yeasts was performed by measurement of the fluorescence emission with a

thermostatically controlled (37°C) fluorimeter (Wallac 1420 Victor2, Finland).

Flow cytometry

106 mononuclear cells were placed in a 24-well plate and treated or not as described previously. After

washing, 500 µl of PBS-EDTA (5mM) were added 10 min at room temperature. Then scrapping was

realized to collect the cells in flow cytometry tubes. PBS was added and centrifugation at 15000 tr/min

during 5 min was performed to wash cells. PBS was emptied and 5 µl of anti-CD206-PE or anti-CD36-

PE antibodies were added. Cells were incubated during 20 min in obscurity. Then, 2 ml of PBS were

added and a centrifugation was performed at 15000 tr/min during 5 min. PBS was emptied and 300 µl

of Facs-Flow were added. In order to facilitate the selection of viable cell population a staining with

propidium iodide was done. All analyzes were done on a Becton-Dickinson FACSCalibur using

CellQuest software. A population of 20,000 viable cells was analyzed for each data point.

RT-PCR

106 mononuclear cells were plated in a 24-well plate at density of 110 cells/mm² and treated or not as

described previously. After incubation the extraction RNA was done by using TRIzol reagent and

purification by chloroform / isopropanol / ethanol procedure. The reverse transcription was performed

by First-strand cDNA Synthesis Kit (Promega, Charbonnières-les-bains, France). PCR for PPAR-γ,

MR, CD36 and β-actin cDNA was performed with the LC FastStart DNA master SYBER Green I

(Roche Diagnostics, Meylan, France). Amplification and detection were performed in a LightCycler

system (Roche Diagnostics, Meylan, France) as follows. 20µl of reaction mixture was incubated

initially for 8 min at 95°C to active the Fast Start Taq DNA; amplifications were performed for 40 cycles

(15 s at 95°C and 30 s at 69°C) for PPAR-γ, MR, CD36 and β-actin. Primers were designed with the

software Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, USA). The primers were: 5’- CGC TAC

TAG GCA ATG CCA ATG -3' (sens) and 5'- CGT GCA ATC TGC GTA CCA CT -3' (antisense) for MR,

5'- GGA GCG GGT GAA GAC TCA TG -3' (sens) and 5'- TTG TCA CGG AAC ACG TGC A -3'

(antisens) for PPARγ, 5’-TGT AAC CCA GGA CGC TGA GG-3’ (sense) and 5’-GAA GGT TCG AAG

ATG GCA CC-3’ (antisense) for CD36 ; 5’-CCT CAC CCT GAA GTA CCC CA-3’ (sense) and 5’- TGC

CAG ATT TTC TCC ATG TCG -3’ (antisense) for β-actin. Results of the real time PCR data were

represented as Ct values as described [30].
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Transfection assays

Cell culture was performed in serum-free medium without antibiotics. Volumes given are for one well

of a 24-well plate containing 106 cells. First, one solution A containing 4µl of PPARγ siRNA (Santa

Cruz, Tebu, France) and 21 µl of SFM was mixed. The same mix was performed for mismatch siRNA

control (Santa Cruz, Tebu, France). In another solution B 1.5µl of transfecting agent was mixed with

23.5µl of SFM. Then, solution A was added to solution B, gently homogenized, and incubated at room

temperature for 30 to 45 min. After washing, cells were transfected in 200µl of SFM with 50µl of the

transfecting mix, and incubated 6h at 37°C, 5% CO2. Then, 250µl of fresh SFM were added and cells

were incubated 18-24h at 37°C, 5% CO2. Cells were washed again, added with 500µl of fresh SFM,

and incubated for 24h at 37°C, 5% CO2. Then, cells were treated or not as described previously with

IL-13 or rosiglitazone.

Nuclear protein extraction

About 6 x 106 adherent monocytes were cultured in 6-well plastic culture plates. After treatment with

human IL-13 (20 ng/ml), 15d-PGJ2 (1 µM) and rosiglitazone (5 µM) for 1 h, nuclear protein was

isolated for the electrophoretic mobility shift assay (EMSA) and the DNA-binding activity. For the

EMSA, protein extraction was performed using a standard method, and for the DNA-binding activity,

protein extraction was performed using a lysis buffer included in the TransAM® kit (Active Motif,

Rixensart, Belgium). We used the Bradford method for measuring protein concentration.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Double-stranded PPAR gel shift consensus oligonucleotides were purchased from Santa Cruz

Biotechnology (Santa Cruz, CA): 5’-CAAAACTAGGTCAAAGGTCA-3’. Underlined letters correspond

to the consensus PPRE half-site sequences. Oligonucleotides were radioactively end-labeled with

[32P]ATP (Perkin-Elmer Life Science, Paris, France) using T4 polynucleotide kinase (Promega,

Charbonnières les Bains, France) and purified from unincorporated nucleotides by the QIAquick

Nucleotides Removal Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). Cells were cultured as above and were

stimulated with IL-13 (20 ng/ml), 15d-PGJ2 (1 µM) and rosiglitazone (5 µM) for 1 h. Nuclear protein

extraction and assay were done as above.

About 15,000 cpm of oligonucleotide probe and 5µg of the various nuclear extracts were subjected to

5% PAGE. The gel was then dried and autoradiographed.

DNA-binding activity

A TransAM® kit (Active Motif, Rixensart, Belgium) was used to evaluate the DNA-binding activity of

PPARγ. Nuclear protein was extracted according to the manufacturer's procedure. 10 µg of total

extract were incubated in 96-well plastic culture plates coated with a PPRE. The detection of linked

PPARγ was carried out with a specific antibody and a secondary antibody coupled to HRP (horse

radish peroxidase) supplied in the kit. After incubation with the substrate at the indicated time, the

fluorescence was read at 450 nm using a Wallac 1420 Victor fluorimeter (Wallac, Turku, Finland).

All the data shown represent the amount of activated PPARγ in arbitrary units.
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Statistical analysis

The data are expressed as mean ± S.E. of three separate experiments. For each experiment, the data

were subjected to one-way analysis of variance followed by the means multiple comparisons method

of Tukey. p < 0,05 was considered as the level of statistical significance.
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RESULTS

IL-13 and PPAR-γ ligands up-regulate anti-infectious functions of human monocytes against Candida

albicans, and GW9662 reverses it

We previously showed in vitro and in vivo on murine peritoneal macrophages that IL-13 and PPAR-γ

ligands up-regulate, via a PPAR-γ pathway, fungicidal activities against Candida albicans such as

phagocytosis and reactive oxygen species (ROS) release [5] (Coste & Lagane, 2007).

Figure 1: IL-13 and rosiglitazone potentiates human monocytes anti-infectious functions, reversed by GW9662. After

adhesion, monocytes were cultured in SFM for 18-24 h with 20 ng/ml of IL-13, or 5 µM of rosiglitazone in the presence or

absence of 1 µM of GW9662. Reactive oxygen species secretion was analysed with luminol by chemiluminescence in presence

of Candida albicans (3:1) (A).Yeasts phagocytosis was determined by fluorimetry after one hour of challenge with Candida

albicans stained with FITC (3:1) (B). Values are means ± SE of three separate experiments. **, p < 0.01, and *, p < 0.05,

indicate a significant difference compared with the control (untreated monocytes). ++ p < 0.01 and + p < 0.05 indicate a

significant difference compared with respective treatment without GW9662.

Here we show by chemiluminescence assays that IL-13 and rosiglitazone, a synthetic ligand of PPAR-

γ, increase human monocytes ROS secretion in response to Candida albicans (Fig. 1A). The

GW9662, a specific and irreversible PPAR-γ antagonist, significantly inhibits this increase of ROS

secretion induced by IL-13 and rosiglitazone in presence of yeasts. These results suggest that, as in

murine peritoneal macrophages, PPAR-γ is involved in the increase of ROS secretion by IL-13 and

rosiglitazone in human monocytes.

We also demonstrate in this study, using fluorescence assays challenging human monocytes with

FITC labelled yeasts, that these cells treated with IL-13 or rosiglitazone have increased phagocytic

capacities (Fig. 1B). The use of GW9662 reveals that PPAR-γ is also involved in Candida albicans

phagocytosis enhanced by IL-13 or rosiglitazone.

Taken together, these results show that, as murine peritoneal macrophages, human monocytes

possess up-regulated anti-infectious functions in response to IL-13 or rosiglitazone via a PPAR-γ

signalling pathway.
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IL-13 and PPAR-γ ligands have different effects on mannose receptor expression in human monocytes

We previously shown on murine peritoneal macrophages, using MR antisense, that anti-infectious

functions such as phagocytosis and reactive oxygen species secretion were linked to mannose

receptor expression, a key PRR involved in Candida albicans recognition and clearance [5]. Since we

have demonstrated here that these effective functions were enhanced in human monocytes by IL-13

and rosiglitazone, we studied by flow cytometry MR expression on human monocytes in response to

these treatments.

Figure 2: IL-13 but not PPAR-γ ligands up-regulates human monocytes MR expression. After adhesion, monocytes were

cultured in SFM for 18-24 h in the presence of the following activators as indicated : 10, 20, 50, 100 ng/ml of IL-13 or 1, 5, 10,

20 µM of rosiglitazone (A), or 20 ng/ml of IL-13 or 5 µM of rosiglitazone, 15d-PGJ2, ciglitazone, troglitazone, and MCC-555 (C).

Cells were stained with an anti-CD206-PE antibody and After adhesion, cells were cultured in SFM for 18-24 h with 20 ng/ml of

IL-13 or 5 µM of rosiglitazone and stained with an anti-CD36-PE antibody (B). MR and CD36 expressions were analyzed by flow

cytometry. Values are means ± SE of three separate experiments. **, p < 0.01, indicates a significant difference compared with

the control (untreated monocytes).

Surprisingly, flow cytometry shows at the surface of human monocytes, a significative and dose-

dependant enhancement of MR expression by IL-13, but not by rosiglitazone (Fig. 2A). These effects

of IL-13 were maximal at 50 ng/ml whereas increased amounts of rosiglitazone have no effects on MR

expression (Fig. 2A).

In order to test effects of rosiglitazone on human monocytes, we measured its effects on CD36, a

scavenger receptor class B involved in phagocytosis of erythrocytes parasitized with Plasmodium

falciparum, and that can be induced by IL-13 via PPAR-γ. Indeed, we previously showed that both Il-

http://www.pdfdesk.com


Travaux de recherche

114

13 and rosiglitazone increased CD36 expression in human monocytes [29]. Fig. 2B reproduced these

results demonstrating that the absence of effects of rosiglitazone is well specific to MR expression in

human monocytes.

As rosiglitazone is a synthetic PPAR-γ ligand, we tested other ligands such as the natural agonist 15-

deoxy-Ä12-14prostaglandin J2 (15d-PGJ2), thiazolidinediones such as ciglitazone or troglitazone, and a

new PPAR-γ agonist named MCC-555. Interestingly, none of these PPAR-γ ligands have effects on

MR expression at human monocytes cell surface (Fig. 2C).

Taken together, these results raise the possibility that MR up-regulation mechanisms in human

monocytes could be different than those in murine macrophages, and different from those of CD36 in

human monocytes too.

AG490, an inhibitor of Jak-2, does not inhibit MR up-regulation by IL-13

As IL-13 is known to induce Stat-6 activation, we first studied mechanisms of MR overexpression by

IL-13 using AG490. AG490 is a selective inhibitor of JAK-2, a tyrosine kinase that couples with Stat-6

to induce gene activation upon IL-13 treatment. Results of flow cytometry show that AG490 does not

inhibit up-regulation of MR expression by IL-13 (Fig. 3), demonstrating that Stat-6 / Jak-2 does not

participate to MR up-regulation by IL-13. These results suggest that another pathway may be involved

in this raise of receptor expression.

Figure 3: AG 490, an inhibitor of Jak-2, does not reverse MR up-regulation by IL-13. After adhesion, monocytes were

cultured in SFM for 18-24 h with 20 ng/ml of IL-13 in the presence or absence of 10 µM of AG 490. Cells were stained with an

anti-CD206-PE antibody and MR expression was analyzed by flow cytometry. Values are means ± SE of three separate

experiments. **, p < 0.01 indicates a significant difference compared with the control (untreated monocytes).

GW9662 and T0070907, two antagonists of PPAR-γ, inhibit MR up-regulation by IL-13

We have previously shown that IL-13 up-regulates MR expression on peritoneal macrophages via

PPAR-γ activation [5] (Coste and Lagane, 2007), and that IL-13 up-regulates CD36 via PPAR-γ

activation on human monocytes. As we showed here that IL-13 is involved in up-regulation of human
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monocytes MR expression independently of Stat-6 pathway, we tested GW9662 and T0070907, two

selective antagonists of PPAR-γ, on MR expression.

Figure 4: GW9662 and T0070907 partly reverse MR up-regulation by IL-13. After adhesion, monocytes were cultured in

SFM for 18-24 h with 20 ng/ml of IL-13, or 5 µM of rosiglitazone or 15d-PGJ2 in the presence or absence of 1 µM of GW9662 or

of T0070907. Cells were stained with an anti-CD206-PE antibody and MR expression was analyzed by flow cytometry (A), or

RNA extraction was performed to analyse RM RNAm expression by quantitative real-time RT-PCR. To examine the linearity of

the assay, a serial dilution of the positive control sample was used. The linearity of the mRNA concentrations versus Ct values

of the PCR reaction in the serial diluted samples was calculated by linear regression analysis. The N-fold differential expression

of MR mRNA samples compared to the control β-actine was expressed as 2∆∆Ct. The effects of treatments were considered

significant when the confidence interval of the data did not include the reference value 100. Values are means ± SE of three

separate experiments. **, p < 0.01, and *, p < 0.05, indicate a significant difference compared with the control (untreated

monocytes). + p < 0.05 indicates a significant difference compared with respective treatment without GW9662 or T0070907.

Flow cytometry (Fig. 4A) reveals that both GW9662 and T0070907 inhibit significantly MR up-

regulation by IL-13. On the other hand, specific PPAR-γ inhibitors have no effects on synthetic or

natural PPAR-γ ligands stimulation (Fig. 4A). These results are confirmed by RT-PCR analysis which

demonstrates that PPAR-γantagonists can inhibit MR mRNA synthesis enhanced by IL-13 (Fig. 4B).

These results suggest that PPAR-γ could regulate human MR expression enhanced by IL-13, and

underlie the differences of action of PPAR-γ ligands and IL-13 in human monocytes. That’s why we

used another strategy to test in which way PPAR-γcould be involved in IL-13 signalling leading to MR

up-regulation.

Human monocytes transfection with PPAR-γselective siRNA reverses MR up-regulation by IL-13

To reinforce our hypothesis of the involvement of the nuclear receptor PPAR-γ in MR up-regulation by

IL-13, we invalidate PPAR-γ in human monocytes by transfecting these cells with specific siRNA

against PPAR-γ.
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Figure 5: Human monocytes transfection with PPAR-γ selective siRNA partly reverses MR up-regulation by IL-13. After

adhesion, human monocytes were transfected with PPAR-γor mismatch siRNAs or with transfecting reagent only. After 24 h of

incubation, cells were stimulated with 20 ng/ml of IL-13 or 5 µM of rosiglitazone. Cells were stained with an anti-CD206-PE

antibody and MR expression was analyzed by flow cytometry (A), or RNA extraction was performed to analyse RM (B) or

PPAR-γ (C) RNAm expression by quantitative real-time RT-PCR. To examine the linearity of the assay, a serial dilution of the

positive control sample was used. The linearity of the mRNA concentrations versus Ct values of the PCR reaction in the serial

diluted samples was calculated by linear regression analysis. The N-fold differential expression of MR or PPAR-γ mRNA

samples compared to the control β-actine was expressed as 2∆∆Ct. The effects of treatments were considered significant when

the confidence interval of the data did not include the reference value 100. Values are means ± SE of three separate

experiments. **, p < 0.01, indicates a significant difference compared with the control (untreated monocytes). + p < 0.05

indicates a significant difference compared with respective treatment without siRNA transfection.

Transfecting agent used and control mismatch siRNA have no significative effects on MR expression

as shown by flow cytometry (Fig. 5A).

RT-PCR experiments demonstrate that IL-13 but not rosiglitazone up-regulates PPAR-γ mRNA

expression in human monocytes (Fig. 5B). Moreover, PPAR-γ mRNA expression is significantly

impaired in transfected human monocytes (Fig. 5B), which demonstrates on one hand that cells are

correctly transfected, and on the other hand that PPAR-γ specific siRNA involves degradation of

PPAR-γmRNA.

Flow cytometry and RT-PCR also demonstrate that MR protein and mRNA expressions are impaired

in human monocytes transfected with PPAR-γ siRNA compared to untransfected ones (Fig. 5C and
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5D). These results reinforce those obtained with specific PPAR-γ antagonists, and strongly suggest

that PPAR-γshould be involved in MR up-regulation by IL-13.

IL-13 induces PPAR-γactivation in human monocytes

As the previous experiment strongly suggested that IL-13 activates PPARγ, we studied the role of IL-

13 on PPARγ -γ DNA binding

activity in nuclear protein extracts of monocytes after treatment by 15d-PGJ2, rosiglitazone or IL-13

(Fig. 6A). A TransAM® method using a specific PPAR-γ antibody confirmed the EMSA results and

demonstrated that PPAR-γ

treatment by IL-13 (Fig. 6B).

Figure 6: IL-13 induces PPARγ activation in human monocytes. Activation of PPARγwas determined by EMSA (A) and by
ELISA with TransAM® technology (B). (A) Cells were untreated (control) or treated by rosiglitazone (Rosi) (5µM) or IL-13 (50
ng/ml) or 15d-PGJ2 (1 µM) for 1 h. Nuclear extracts were collected and EMSA realized as described in Materials and Methods.
Experiment was repeated two times with similar results. (B) Human monocytes were untreated or exposed to rosiglitazone
(Rosi) (5µM for 1h) or IL-13 (50 ng/ml for 30 min or 1 h). 10 µg of nuclear proteins were used to realized an immunodetection of
activated PPARγusing a TransAM® kit. The data are expressed as relative arbitrary unit with rosiglitazone treatment set at 100.
The results are representative of three different experiments. Values are means ± SE of three separate experiments. *, p < 0.01,
indicates a significant difference compared with the control (untreated monocytes).
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DISCUSSION

Candida albicans is part of the microbial flora that colonizes the mucocutaneous surfaces of the oral

cavity and gastrointestinal tract of many mammals as well as other organisms [1]. This yeast

represents a serious issue in immunocompromised patients and those undergoing

immunosuppressive therapies, particularly with impaired phagocytic cell function (mainly neutrophils,

monocytes and macrophages). We previously showed that murine macrophages have increased

fungicidal activities against Candida albicans such as phagocytosis and reactive oxygen species

release upon treatments with IL-13 or rosiglitazone [5]. In this study, we show that, as in murine

macrophages, IL-13 and PPAR-γ ligands promote increase of reactive oxygen species secretion and

uptake of Candida albicans by human monocytes. As in murine macrophages, we demonstrate with

GW9662, a specific and irreversible antagonist of PPAR-γ, that this raise of anti-infectious functions

against Candida albicans involves activation of this transcription factor.

We previously shown on murine peritoneal macrophages, using mannose receptor antisense, that

these anti-infectious functions are coupled with mannose receptor, a key PRR involved in recognition

and clearance of pathogenic agents carrying mannose motives at their cell surface, such as Candida

albicans. Here, we demonstrate that only IL-13, and not PPAR-γ ligands, is able to induce MR

expression on human monocytes via PPAR-γ. As we previously shown that IL-13 and PPAR-γ ligands

are both able to induce CD36 [29], a scavenger receptor involved in phagocytosis of erythrocytes

parasited with Plasmodium falciparum, our results suggest that MR and CD36 may not be regulated

by the same way in human monocytes. In the same previous work we have demonstrated, using GW

9662, a specific and irreversible inhibitor of PPAR-γ, that CD36 induction by IL-13 and rosiglitazone

involved the nuclear receptor PPAR-γ [29]. As CD36 and MR seem to be differently regulated in

human monocytes, and as PPAR-γ ligands have no effect on MR expression, we studied if another

transcription factor, as Stat-6, should be involved in MR overexpression by IL-13.

Indeed, with AG490, a selective inhibitor of JAK-2, a tyrosine kinase that couples with Stat-6 to induce

gene activation upon IL-13 treatment, we demonstrate that Stat-6 / JAK-2 are not involved in

overexpression of MR by IL-13.

We previously showed on murine peritoneal macrophages that IL-13 promotes MR overexpression via

PPAR-γ activation [5]. The use of GW9662 and T0070907, two specific and irreversible inhibitors of

PPAR-γ inhibits MR expression enhanced by IL-13, and those at the levels of the protein and mRNA,

suggesting the involvement of this nuclear receptor in MR regulation by IL-13. To reinforce these

results, we used a second strategy to demonstrate the role of PPAR-γ, based on the transfection of

human monocytes with PPAR-γ specific siRNA. Results of this experiment strongly suggest the

involvement of PPAR-γ in induction of MR expression by IL-13 as siRNA reverses MR protein and

mRNA expressions enhanced by IL-13.

In IL-13 treated human monocytes, we demonstrate by RT-PCR that PPAR-γ mRNA is four fold

increased. The great disponibility of the transcription factor in these cells may explain the difference of

responsiveness with rosiglitazone. To assess the possibility that IL-13 can activate PPAR-γ in human

monocytes, we performed an EMSA on nuclear extracts from cells treated with IL-13 or PPAR-γ
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ligands. Results obtained confirm that not only PPAR-γ ligands but also IL-13 are able to activate

PPAR-γ and to promote its binding to promoter regions containing a PPAR Responsive Element.

These results, confirmed by TransAM®, strongly suggest that PPAR-γ can be activated by IL-13 in

human monocytes, reinforcing our hypothesis of the involvement of this nuclear receptor in induction

of MR expression by IL-13.

The involvement of PPAR-γ in CD36 over-expression by IL-13 and rosiglitazone remains clear. Thus, it

has been shown that IL-13 induces PPAR-γ activation via mobilization of a cytosolic PLA2 and

production from arachidonic acid metabolism of 15d-PGJ2, a PPAR-γ natural ligand, which binds

directly to this nuclear receptor promoting its activation, as the synthetic ligand rosiglitazone does [5,

29]. But the regulation of MR expression by IL-13 is not so well established. In order to explain

differences of response between IL-13 and rosiglitazone on MR expression compared to CD36, we

will develop CHromatin ImmunoPrecipitation (CHiP) assays in our laboratory to study the potent

recruitment and fixation of PPAR-γ in the promoter regions of these genes. These experiments will

allow us to confirm by RT-PCR that PPAR-γ activated by IL-13 or rosiglitazone can bind to CD36

promoter and to determine if it can bind to those of MR in human monocytes.

The difference of responsiveness of human monocytes to both IL-13 or rosiglitazone on MR

expression suggests the possible involvement of other receptors in the enhancement of ROS

secretion and phagocytosis of Candida albicans. Indeed, IL-13 induces several receptors which are

able to internalize Candida albicans such as MR [5, 8], Dectin-1 [31], or CD209 [32, 33]. Among these

multitude of possibilities, Dectin-1 seems to be a good candidate because this receptor triggers

phagocytosis of microorganisms bearing β-glucan motives in their cell wall [34], such as Candida

albicans [35], and can mediate ROS secretion by an intracytoplasmic tail and recruitment of tyrosine

kinases [36]. First results obtained in our laboratory show that Dectin-1 expression is increased in

response to IL-13 and PPAR-γ ligands in peritoneal murine macrophages. With the use of GW 9662

and PPAR-γ specific siRNA, we have shown that PPAR-γ is involved in this up-regulation of Dectin-1

by IL-13 and PPAR-γ ligands. Using laminarin from Laminiaria digitata, an inhibitor of Dectin-1, we

also shown that Dectin-1 is partly involved in phagocytosis and reactive oxygen species secretion of

macrophages in response to Candida albicans. These preliminary results argue in favour of the

involvement of Dectin-1 in Candida albicans elimination by macrophages, and ask the question of the

possibility of its involvement in human monocytes anti-infectious functions. This hypothesis is actually

under investigations in our laboratory, using laminarin and siRNA specific for this receptor in human

monocytes.
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2.3. Conclusions et perspectives

Dans cette étude, nous avons montré que, comme pour les macrophages péritonéaux murins, le

traitement des monocytes humains par l’IL-13 et les ligands de PPAR-γpotentialise les fonctions anti-

infectieuses de ces cellules vis-à-vis de Candida albicans, à savoir la phagocytose et la sécrétion

d’espèces réactives de l’oxygène. Comme nous le montrons avec le GW 9662, cette augmentation du

pouvoir microbicide des monocytes, conduisant à l’élimination de l’agent pathogène in vitro, est

dépendante de l’activation du facteur de transcription PPAR-γ.

L’étude de l’expression du récepteur mannose par les monocytes humains en réponse à l’IL-13 et à la

rosiglitazone révèle que seule la cytokine est capable d’augmenter cette expression à la surface du

monocyte humain. Ce résultat est en opposition avec nos travaux précédents qui montrent que les

ligands de PPAR-γ sont capables de réguler positivement le récepteur mannose à la surface des

macrophages murins. Ces résultats contradictoires suggèrent d’une part l’implication d’un autre

récepteur dans le déclenchement des fonctions anti-infectieuses des monocytes humains par les

ligands de PPAR-γ, et d’autre part des voies de signalisation différentes impliquées dans la régulation

du récepteur mannose chez l’homme et la souris.

Grâce à l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques et de siRNA, nous avons montré que l’IL-13 induit

le récepteur mannose via PPAR-γ. Ces résultats sont renforcés par le fait que l’IL-13 est capable

d’activer ce facteur de transcription. Cependant, ces résultats sont à prendre avec précaution dans la

mesure où les ligands de PPAR-γ n’ont aucun effet et où il a été montré que IL-13 et rosiglitazone

induisent de la même façon le récepteur CD36 via PPAR-γdans le monocyte humain.

Ainsi, les perspectives de ce travail seront de deux ordres.

D’une part, il s’agira de déterminer quel autre récepteur pourrait être impliqué dans la potentialisation

des fonctions anti-infectieuses par l’IL-13 et les ligands de PPAR-γ. Un bon candidat pourrait être le

récepteur Dectin-1 car il est induit par l’IL-13 et la rosiglitazone dans le macrophage murin, et il est

capable d’internaliser Candida albicans et de sécréter des intermédiaires réactifs de l’oxygène en

réponse à ce pathogène. Nous répondrons à cette question en utilisant la laminarine, un inhibiteur de

Dectin-1 issu de Laminaria digitata, ainsi que des siRNA dirigés spécifiquement contre Dectin-1 afin

d’invalider ce récepteur.

La seconde perspective sera de confirmer si la régulation du récepteur mannose par l’IL-13 implique

PPAR-γet comment. En effet, les inhibiteurs pharmacologiques et le siRNA suggèrent l’implication de

ce récepteur nucléaire, alors que l’absence d’effet de la rosiglitazone suggère le contraire. De même,

une analyse bioinformatique a permis de mettre en évidence l’existence de deux PPRE putatifs au

niveau des séquences promotrices du récepteur mannose humain. Pour démontrer l’implication

possible de PPAR-γ, nous mettrons en place une technique d’immunoprécipitation de la chromatine

(CHiP) qui devrait nous permettre de voir si PPAR-γ est capable de se fixer sur les séquences

régulatrices du promoteur du gène du récepteur mannose. Nous prendrons comme témoin le CD36

dont nous avons montré que la régulation par l’IL-13 et la rosiglitazone implique PPAR-γ.
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Les macrophages jouent un rôle clé dans le déclenchement et la régulation de la réponse immune. A

ce titre, ils constituent la première ligne de défense de l’organisme et interviennent dans l’élimination

directe de pathogènes, mais aussi dans l’inflammation et l’orientation des cellules immunitaires telles

que les lymphocytes T vers un profil Th1 ou Th2, contribuant ainsi à la régulation des défenses anti-

microbiennes. Classiquement, l’activation des fonctions anti-infectieuses des macrophages est décrite

comme un phénomène dépendant de médiateurs peptidiques produits par les lymphocytes Th1 et les

natural killer, et en particulier de l’IFN-γ. Cette cytokine entraîne la différenciation des macrophages en

macrophages de type 1 (M1), capables d’éliminer des agents pathogènes via la sécrétion d’espèces

réactives de l’oxygène. Au contraire, les cytokines Th2 sont décrites pour participer à la désactivation

des fonctions effectrices des macrophages. Cependant, des travaux récents montrent qu’une nouvelle

forme d’activation des macrophages existe. Cette activation, dite alternative, est régulée par des

cytokines Th2 et notamment par l’IL-4 et l’IL-13, et conduit à la différenciation des macrophages en

macrophages de type 2 (M2). Ces M2, entre autres marqueurs, expriment fortement le récepteur

mannose [110], et il a été montré récemment qu’ils pouvaient participer à l’élimination de pathogènes

non-opsonisés tels que Candida albicans [115, 147].

Des travaux précédents menés au laboratoire ont montré in vitro que l’IL-13 induit l’expression du

récepteur mannose à la surface des macrophages péritonéaux murins. Cette induction est corrélée à

l’augmentation des fonctions anti-infectieuses des macrophages telles que la phagocytose et la

sécrétion d’espèces réactives de l’oxygène, conduisant à l’élimination de Candida albicans in vitro

[115]. Ces mêmes résultats ont été obtenus avec des prostaglandines, médiateurs lipidiques issus du

métabolisme de l’acide arachidonique, participant au même titre que les cytokines à l’activation et à la

différenciation des macrophages. Le modèle in vitro ainsi utilisé a permis d’établir que des ligands

naturels (15d-PGJ2) et des ligands synthétiques de PPAR-γ (thiazolidinediones) ont des effets

similaires aux cytokines Th2 sur les propriétés anti-infectieuses des macrophages et sur l’élimination

de Candida albicans non-opsonisé [115]. Dans ces travaux, l’implication de PPAR-γdans l’expression

du récepteur mannose et l’élimination de la levure par l’IL-13 et les ligands de PPAR-γa été démontré.

Ces résultats soulignent le rôle important des macrophages dans l’immunité anti-infectieuse et

suggèrent l’intérêt d’étudier les effets des ligands de PPAR-γ et de l’IL-13 dans la résolution de

candidoses, et notamment chez des patients immunodéficients qui développent des candidoses

orales gravissimes et chez lesquels les traitements actuellement disponibles n’ont qu’une efficacité

très limitée.

Dans la lignée de ces résultats, l’objectif de nos travaux a été de démontrer la pertinence de ce

modèle in vivo. Pour cela, nous avons utilisé deux modèles différents : d’une part des souris

immunocompétentes, et d’autres part des souris immunodéficientes RAG-2-/-. Nous avons montré que

le traitement de ces animaux avec l’IL-13 ou des ligands de PPAR-γ diminue significativement la

colonisation du tractus gastro-intestinal par Candida albicans. L’absence de cellules T et B

fonctionnelles dans les RAG-2-/- nous a permis de mimer les candidoses orales rencontrées chez les

patients VIH+. Nos résultats montrent que les animaux RAG-2-/- sont plus susceptibles à une
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colonisation du tractus digestif que les souris immunocompétentes, après une seule inoculation par

voie orale de Candida albicans. Cela suggère que l’immunité médiée par les cellules T et B serait

importante pour contrôler in vivo la propagation de la levure au niveau du tractus gastro-intestinal,

chez la souris. Toutefois, l’absence de Candida albicans au niveau du foie et des reins suggère que la

candidose induite par voie orale ne devient pas systémique, même en l’absence de cellules T et B

fonctionnelles. Ceci suggère que chez les animaux RAG-2-/-, d’autres cellules immunocompétentes

comme les NK, les polynucléaires, ou les macrophages sont capables d’empêcher la dissémination

des levures au niveau du tractus digestif. De plus, nos résultats montrent que les ligands de PPAR-γ

et l’IL-13 peuvent activer cette immunité à médiation cellulaire pour favoriser la clairance de Candida

albicans.

Dans ce travail, nous démontrons également que le traitement des deux types de souris par les

ligands de PPAR-γ ou l’IL-13 augmentent l’expression du récepteur mannose à la surface des

macrophages péritonéaux. Cette augmentation s’accompagne d’une stimulation des propriétés anti-

infectieuses de ces macrophages vis-à-vis de Candida albicans, telles que la phagocytose et la

synthèse d’intermédiaires réactifs de l’oxygène (IROs). Ces deux évènements sont corrélés à la

diminution significative de la colonisation gastro-intestinale par Candida albicans.

L’implication du récepteur mannose dans les processus de phagocytose a déjà été évoquée. En effet,

il a été montré que le traitement in vitro de macrophages par l’IL-13 stimulait les capacités

phagocytaires de ces derniers, en induisant l’expression du récepteur mannose à leur surface [387].

De plus, l’implication de ce récepteur dans le processus de phagocytose a aussi été démontrée in

vitro au laboratoire après traitement des macrophages avec de la BSA mannosylée ou avec un ARNm

antisens spécifique du récepteur mannose [115]. Dans notre étude in vivo, l’analyse de la droite de

régression et le calcul des coefficients de corrélation (0,98 pour les souris immunocompétentes et

0,97 pour les RAG-2-/-) entre les index de phagocytose et le niveau d’expression du récepteur

mannose suggère que l’augmentation de la phagocytose de Candida albicans non-opsonisé par les

macrophages des souris traitées avec l’IL-13 ou les ligands de PPAR-γest corrélée à l’augmentation

de l’expression de ce récepteur.

Outre la phagocytose, il a été montré que l’hyperactivité oxydative des macrophages jouait un rôle

capital dans la défense de l’hôte contre les infections par Candida albicans [128]. Nous avons montré

in vivo que les macrophages issus de souris traitées par les ligands de PPAR-γ ou par l’IL-13

produisent des quantités plus importantes d’IROs en présence du pathogène. Cette hyperactivité

oxydative, déclenchée par Candida albicans, uniquement chez les macrophages issus des souris

traitées par les ligands de PPAR-γou par l’IL-13, est associée à l’induction du récepteur mannose et à

l’élimination de Candida albicans. Il a été montré précédemment au laboratoire que l’augmentation de

la production d’IROs par les macrophages traités avec des ligands de PPAR-γou l’IL-13 pouvait être

bloquée par l’ARNm antisens du récepteur mannose, indiquant bien un lien direct entre ce récepteur

et la synthèse d’IROs déclenchée par Candida albicans [115]. L’implication du récepteur mannose

dans la production d’agents oxydants par les macrophages mis au contact des levures a été aussi

établie par d’autres études. Notamment, il a été démontré que l’engagement d’un microorganisme sur

le récepteur mannose entraîne une voie de transduction du signal aboutissant à la sécrétion d’IROs
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[388]. De plus, des ligands solubles du récepteur mannose déclenchent la production d’IROs

favorisant la mort d’Echerichia coli [154].

Dans ce travail, nous avons aussi étudié l’implication du facteur de transcription PPAR-γ dans ces

phénomènes grâce à deux stratégies différentes : l’utilisation du GW 9662, un antagoniste spécifique

et irréversible de PPAR-γ, et l’utilisation d’animaux hétérozygotes PPAR-γ+ /-. Ces dernières sont

utilisées en raison de la grande difficulté d’obtenir des souris homozygotes PPAR-γ-/-, car la délétion

totale de PPAR-γ est létale au cours des premiers stades embryonnaires. Par ces deux méthodes,

nous avons montré que le récepteur nucléaire PPAR-γest impliqué dans l’induction de l’expression du

récepteur mannose des macrophages et dans les fonctions anti-infectieuses qui lui sont associées.

L’ensemble de ces résultats suggère l’intérêt d’utiliser l’IL-13 ou les ligands de PPAR-γ, déjà utilisés

en thérapeutique humaine, dans l’élimination de candidoses digestives chez l’homme.

Ainsi, dans la deuxième partie de nos travaux, nous nous sommes attachés à étudier l’induction des

fonctions anti-infectieuses et du récepteur mannose chez le monocyte humain de patient sain. Nous

avons montré que, de la même façon que chez le macrophage péritonéal de souris, le traitement in

vitro des monocytes humains par les ligands de PPAR-γet l’IL-13 induit les fonctions anti-Candida de

ces cellules, à savoir la phagocytose et la sécrétion d’espèces réactives de l’oxygène. Grâce à

l’utilisation du GW 9662, nous avons mis en évidence l’implication du récepteur nucléaire PPAR-γ

dans ces mécanismes d’élimination de Candida albicans par les monocytes humains.

En revanche, nous avons mis en évidence une différence de réponse entre l’IL-13 et les ligands de

PPAR-γau niveau de l’expression du récepteur mannose. En effet, le fait que seule l’IL-13 induise le

récepteur mannose suggère que d’autres récepteurs que le récepteur mannose, induits à la fois par

l’IL-13 et par la rosiglitazone, pourraient participer à l’élimination de Candida albicans par les

macrophages. Cela suggère aussi que les voies de régulation du récepteur mannose sont différentes

entre le macrophage murin et le monocyte humain.

Nous nous sommes donc attachés à étudier les mécanismes de régulation du récepteur mannose par

l’IL-13. Grâce à l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de Stat-6 et de PPAR-γ, nous avons pu

montrer que ce dernier semblait impliqué dans cette régulation par l’IL-13, malgré le fait que les

ligands de PPAR-γ n’ont aucun effet sur l’expression de ce récepteur. L’utilisation de siRNA dirigés

spécifiquement contre PPAR-γ suggère également fortement que l’IL-13 induit le récepteur mannose

via PPAR-γdans le monocyte humain. Notre hypothèse est aussi renforcée par le fait que nous avons

montré par EMSA que l’IL-13 était capable d’activer PPAR-γau même titre que la rosiglitazone dans

le monocyte humain.

Cependant, ces données sont à prendre avec précaution dans la mesure où les ligands de PPAR-γ

n’ont aucun effet sur l’expression du récepteur mannose et où nous avons récemment montré qu’un

autre gène, le CD36, impliqué dans la phagocytose d’érythrocytes parasités par Plasmodium

falciparum, était induit de la même façon par l’IL-13 et les ligands de PPAR-γ dans le macrophage

péritonéal murin comme dans le monocyte humain [116].
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Les perspectives de ces travaux sont de deux types.

Tout d’abord, nous nous attacherons à préciser le rôle du récepteur mannose dans l’induction des

fonctions anti-infectieuses des macrophages et des monocytes humains par l’IL-13 et par la

rosiglitazone. En effet, le fait que la rosiglitazone augmente la phagocytose et la synthèse d’IROs

dans le monocyte humain sans avoir d’effet sur l’expression du récepteur mannose suggère

l’implication d’autres récepteurs dans ces processus. D’autres récepteurs, induits par l’IL-13 et

capables d’internaliser Candida albicans, tels que Dectin-1 [389] ou encore DC-SIGN [390, 391]

pourraient constituer de bons candidats à étudier. En effet, ces récepteurs pourraient même intervenir

dans la sécrétion d’espèces réactives de l’oxygène puisqu’ils sont couplés à la NADPHoxydase. Des

résultats préliminaires obtenus au laboratoire montrent que l’IL-13 et la rosiglitazone augmentent

l’expression de Dectin-1 via PPAR-γ. De plus, grâce à l’utilisation de laminarines issues de Laminaria

digitata, qui sont des glucanes inhibiteurs de Dectin-1, nous avons pu montrer que ce récepteur était

aussi impliqué dans la phagocytose et la sécrétion d’IROs des macrophages murins en réponse à

Candida albicans. Ce résultat est renforcé par des travaux récents qui démontrent que Dectin-1 peut

médier la synthèse d’IROs grâce à sa queue intracytoplasmique et aux recrutement de tyrosines

kinases [164].

Nous nous attacherons donc à définir les rôles respectifs des récepteurs mannose et Dectin-1 tout

d’abord chez la souris, puis chez le monocyte humain. Pour cela, nous utiliserons des animaux

déficients conditionnels pour le récepteur mannose, construits selon un système de recombinaison

homologue « Cre-LoxP ». Chez la lignée murine parentale, les exons 13, 14 et 15, codant pour le

domaine 4 lectine C (CRD4) du récepteur mannose, principal domaine lectine impliqué dans la

reconnaissance du mannose, seront encadrés par des séquences loxP « floxées » (Figure 21). Ces

souris seront croisées avec des souris portant le gène de la recombinase CRE en aval du promoteur

du lysosyme, enzyme exprimée dans les phagocytes. Ce système permettra de contrôler l’invalidation

du gène du MR spécifiquement dans les macrophages. Ainsi, nous observerons l’effet des traitements

par les ligands de PPAR-γou l’IL-13 sur les fonctions anti-infectieuses des macrophages péritonéaux

de ces animaux en mesurant ex vivo d’une part la phagocytose des levures par ces cellules, et d’autre

part leur capacité à produire des IROs. Nous observerons aussi la colonisation du tractus gastro-

intestinal par la levure comme cela a été décrit précédemment.

Nous étudierons aussi l’implication de Dectin-1 en utilisant des souris dont le gène de ce récepteur a

été invalidé dans les macrophages par recombinaison homologue dans un système « Cre-LoxP »

(IGBMC, Strasbourg). Chez la lignée murine générée, le gène codant pour le récepteur Dectine-1 sera

spécifiquement invalidé au niveau des macrophages. Pour cela, les exons 4, 5, et 6 codant pour le

seul domaine lectine C du récepteur seront encadrés par des séquences loxP « floxées ». Ces

animaux seront croisés avec des souris Lys-CRE permettant de contrôler la mutation dans le but de

n’invalider ce gène que dans les macrophages.
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Figure 21 : Génération des souris RM-/- par recombinaison homologue « Cre-LoxP »

Au niveau du monocyte humain, nous utiliserons des inhibiteurs du récepteur mannose (Mannanes)

ou de Dectin-1 (Laminarines), ou des siRNA de chaque récepteur respectivement, afin de déterminer

le rôle véritable de ces récepteurs dans la réponse anti-infectieuse des monocytes humains.

La deuxième perspective de ce travail consistera à expliquer les effets différents obtenus avec l’IL-13

et les ligands de PPAR-γ sur l’expression du récepteur mannose des monocytes humains. En effet,

nous avons déjà montré que ces substances agissent de la même façon en induisant le récepteur

CD36 [116]. D’une part l’expression du CD36 est régulé par PPAR-γ, et d’autre part l’expression du

récepteur mannose induite par l’IL-13 semble PPAR-γdépendante alors que les ligands de PPAR-γ

n’ont aucun effet. Il faudra donc expliquer les différences de régulations observées entre ces deux

récepteurs.

PPAR-γ appartient à la famille des récepteurs nucléaires dont l’activité est régulée par des ligands.

Ces ligands peuvent être des acides gras naturels tels que des acides linoléïques, des dérivés

d’acides gras tels que la prostaglandine J2 ou encore des drogues antidiabétiques de la famille des

thiazolidinediones. En présence de ces ligands, PPAR-γ forme un hétérodimère avec RXR afin

d’activer la transcription de gènes cibles en se liant à un PPRE. La régulation de l’activité de PPAR-γ

est le résultat de nombreux événements. Le premier niveau de cette régulation est la régulation de

l’expression de PPAR-γ lui-même [392]. Par exemple, au cours de l’adipogénèse, différents facteurs

de transcription transactivent le promoteur de PPAR-γ induisant ainsi sa transcription. Ainsi, les

différences d’action mises en évidence entre la rosigitazone et l’IL-13 pourraient s’expliquer par le fait
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que, d’après nos résultats, seule l’IL-13 est capable d’induire l’expression des ARNm de PPAR-γ.

Cependant, cette hypothèse semble discutable dans la mesure où nous avons aussi montré que l’IL-

13 et la rosiglitazone étaient tous les deux capables d’induire l’expression du CD36 dans les

monocytes humains, indépendamment du taux d’expression du facteur de transcription PPAR-γ [116].

Le second niveau impliqué dans la régulation de l’activité de PPAR-γ est la présence de facteurs

contrôlant la transcription [392]. Ces facteurs, encore appelés co-activateurs ou co-répresseurs,

intéragissent avec PPAR-γ dans le but respectif d’activer ou de réprimer l’expression des gènes

régulés par ce récepteur nucléaire. Dans certains cas, il a été montré que PPAR-γpouvait se trouver

dans un état non permissif à la transcription de gènes, malgré la présence de ligand [393]. Ainsi, des

facteurs tels que les histones déactétylases (HDAC) pourraient empécher l’activation de PPAR-γpar

ses propres ligands. En effet, la déacétylation des histones est corrélée à un état

transcriptionnellement silencieux de la chromatine. Bien que les mécanismes ne soient pas encore

clairement élucidés, il a été montré que l’inhibition de ces HDAC par des inhibiteurs ou des siRNA

rend PPAR-γpermissif à l’activation par ses ligands, et favorise ainsi la transcription de gènes tels que

la E-cadhérine [393]. Dans cette étude, les auteurs montrent que PPAR-γ reste lié à HDAC3. Cette

liaison lui permet toujours de se fixer sur les régions promotrices des gènes, mais HDAC3 maintient

PPAR-γ dans un état transcriptionnel inactif. Ainsi, il existerait une nouvelles classe de gènes cibles

pour PPAR-γ dont l’activation dépendrait de la présence d’inhibiteurs de co-répresseurs. Dans ce

travail, notre hypothèse est que peut être il existe des différences de permissivité de PPAR-γ à ses

ligands en raison de la fixation de protéines telles que HDAC, favorisant la répression de la

transcription génique. La présence de ces facteurs entraînerait des modifications au niveau de la

formation des complexes capables de se fixer aux régions promotrices du récepteur mannose. Pour

cela, nous testerons des inhibiteurs des HDAC tels que l’acide valproïque, ou encore des siRNA

spécifiques de ces déacétylases afin de déterminer leur rôle dans le défaut de réponse de PPAR-γà

la rosiglitazone. Nous vérifirons aussi par CHiP (CHromatin Immuno Precipitation) que PPAR-γactivé

par la rosiglitazone ou par l’IL-13 est bien capable de se lier au niveau des séquences promotrices

des gènes du récepteur mannose et du CD36 dans le monocyte humain. En effet, une étude

bioinformatique nous a permis de mettre en évidence deux PPRE putatifs au niveau des régions

promotrices du gène du récepteur mannose huamin. Nous étudierons aussi la nature du complexe co-

activateur / co-répresseur fixé sur PPAR-γdans le cas du récepteur mannose en comparaison avec le

CD36. Ainsi, nous devrions pouvoir expliquer les différences de réponse entre IL-13 et rosiglitazone

d’une part, et macrophage murin et monocyte humain d’autre part.

En conclusion, s’il existe un doute sur le rôle de PPAR-γdans l’induction du récepteur mannose des

monocytes humains, nous avons clairement montré que l’IL-13 et les ligands de PPAR-γ

(thiazolinediones et prostaglandines) potentialisent les fonctions anti-infectieuses des monocytes /

macrophages contre Candida albicans. Ces travaux suggèrent le rôle de PPAR-γ dans la défense

immune innée, et laissent entrevoir des perspectives de stratégies anti-infectieuses intéressantes,

notamment dans le traitement de candidoses digestives chez le patient immunodéprimé.
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