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Résumé

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de l'intestin qui peut étre
expliqguée par une dysbiose et une dérégulation de la réponse immunitaire. La mannose-binding lectin
(MBL), récepteur lectinique et les Toll-like récepteurs jouent un rdle crucial dans la défense contre les
pathogénes et dans le développement de la réponse inflammatoire. lls peuvent reconnaitre de nhombreux
micro-organismes dont Candida albicans. Cette levure commensale est un immunogene des anticorps
anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA), anticorps utilisés dans le diagnostic de la MC. Une association
entre un déficit en MBL et des taux élevés d’ASCA a été montrée chez les patients atteints de MC. Ce
déficit en MBL est fréquemment associé a un phénotype sévere de la maladie. Le récepteur TLR2,
associé a TLR1 ou a TLR6, est également impliqué dans la reconnaissance de C. albicans et le maintien
de la barriére intestinale. L'objectif de ce projet a été d’étudier le role de la MBL et des récepteurs
TLR2/TLR1/TLR6 dans 'homéostasie intestinale et I'élimination de C. albicans du tube digestif. Pour cela,
nous avons exploré, les effets de la MBL et des TLR sur la colonisation intestinale a C. albicans et
linflammation intestinale. Par ailleurs, nous avons déterminé, chez I'homme, Tlinfluence des
polymorphismes du géne MBL2 sur la modulation de I'activité et des taux de MBL au cours de la MC.

A I'aide d’'un modéle murin, nous avons mis en évidence I'expression de MBL-A et de MBL-C par
les cellules épithéliales intestinales et leur implication dans 'homéostasie intestinale. Un déficit en MBL
favorise la colonisation par C. albicans et une dissémination de la levure, en présence d’'une colite chimio-
induite. Les récepteurs TLR1 et TLR2 participent également dans la défense contre la colonisation par C.
albicans, sans pour autant que leurs déficits n’entrainent de dissémination de la levure. A l'inverse, le
récepteur TLR6 favorise la colonisation par C. albicans. La MBL et les récepteurs TLR1/TLR2/TLR6
régulent aussi I'expression des cytokines pro-inflammatoires impliquées dans les réponses Thl et Thl7.
Ces résultats expérimentaux ont incité a envisager la poursuite de notre travail en approfondissant I'étude
clinigue sur des variations quantitatives et qualitatives de la MBL chez les patients atteints de MC et leur
lien éventuel avec la persistance de l'inflammation intestinale. L’étude sur la cohorte de patients MC a
montré que le géne MBL2 était associé a un déficit quantitatif en MBL et un déficit qualitatif du complexe
MBL-MASP chez les sujets sains et les patients. Ce polymorphisme est également associé a des taux
élevés d’ASCA chez les patients MC (p<0.05) de la maladie et il est fréquemment associé aux formes
sévéres de la maladie. De plus, le variant rs2066844 du géne NOD2, variant associé a la MC, est
significativement corrélé a une diminution de [lactivité fonctionnelle du complexe MBL-MASP, sans
diminution quantitative des taux de MBL.

Ces données montrent, pour la premiére fois, la production intestinale de MBL, qui est modulée
par la colonisation par C. albicans. Elles confirment le r6le de la MBL et des récepteurs TLR dans
’homéostasie intestinale et dans la défense contre C. albicans. De plus, I'étude clinique sur la cohorte de
patients MC révele un défaut d’activité fonctionnelle du complexe MBL-MASP chez les patients MC ayant
des polymorphismes des génes MBL2 et NOD2, pouvant mener a un phénotype sévere de la maladie.
Ces études expérimentales et cliniques apportent des nouvelles données sur le lien entre les récepteurs
de I'immunité innée et la maladie de Crohn ainsi que la colonisation/infection fongique et ouvrent des
nouvelles perspectives sur le lien entre la persistance de la colonisation fongique et le déficit
quantitatif/qualitatif de la MBL chez les patients MC.

Mots clés : Candida albicans, Inflammation, Mannose-binding lectine



Abstract

Role of Mannose-binding lectin in intestinal homeostasis
and Candida albicans elimination.

Crohn’s disease (CD) is an inflammatory bowel disease characterized by a dysregulation of the
inflammatory response caused by dysbiosis and immune system disorders. Mannose Binding Lectin
(MBL) and Toll like receptors (TLR) are involved in recognition of microorganisms and inflammatory
response. They can recognize different patterns on the surface of the pathogens including Candida
albicans. This pathogenic yeast is an immunogen for anti-Saccharomyces cerevisiae antibody (ASCA),
diagnostic marker of CD. An association between MBL-deficiency and ASCA is observed in CD, and this
MBL deficiency is frequently associated with a severe clinical phenotype of CD. In addition to MBL, TLR2,
which forms heterodimers with either TLR1 or TLR6, have a major role in the innate immune defense
against C. albicans and promotes intestinal homeostasis. In this project, we studied the role of MBL,
TLR1, TLR2, and TLR6 in intestinal homeostasis and elimination of C. albicans in the intestinal tract. In
the first part this study; we assessed the effect of either MBL or TLR deficiencies on C. albicans
colonization and intestinal inflammation in a murine model. In the second part of this study, we assessed
the role of MBL polymorphisms in the modulation of MBL level and activity in CD patients.

In murin model, we showed that MBL is locally produced by the epithelial cells in response to C.
albicans sensing and to intestinal inflammation and this lectin is required for the intestinal homeostasis.
MBL-deficient mice had a higher level of colonization than wild-type mice. DSS-induced colitis promoted a
high C. albicans colonization and dissemination to the kidneys and lungs of MBL-deficient mice. MBL-
deficient mice exhibited reduced expression of II-13 and IL-6 and elevated expression of IL-17, IL-23,
dectin-1 and TLR-4. In terms of mice deficient in TLRs, DSS treatment and C. albicans oral challenge
induced greater weight loss, worse clinical signs of inflammation, higher histopathologic scores, and
increased mortality rates in TLR1" and TLR2" mice when compared to TLR6™ and wild-type mice.
Cytokine expression (TNF, IL-1B, IL-10, and IL-17A) was significantly increased in TLR1” and TLR2"
mice, while they were decreased in TLR6” mice. In addition to the experimental studies, we observed in
the clinical cohort of CD patients that MBL2 variant rs5030737 (codon 52) was associated with a low level
of MBL that leads to impaired MBL-MASP functional activities in both CD patients and healthy subjects.
Furthermore, this variant was also associated with a higher level of ASCA in CD patients (p<0.05).
Increased ASCA levels were found in CD patients with stricture formation and penetrating disease
complications, 42% and 21% respectively. Besides, we observed that NOD2 variant rs2066844,
associated with susceptibility to CD, is significantly correlated with the impairment of the functional activity
of MBL-MASP complex.

Overall, this study emphasizes the role of MBL and TLR in intestinal homeostasis and host
defense against C. albicans and shows for the first time that MBL could be produced locally in the
intestinal epithelial cells in response to C. albicans sensing. In terms of the clinical study, we observed
that CD patients with a severe clinical phenotype have an impairment in MBL-MASP functional activity,
and that this defect is associated with MBL2 and NOD2 polymorphisms These experimental studies
contribute to understand the link between innate immunity receptors, Crohn’s disease and fungal
colonization/infection. Finally, this study leads to new objectives which are to study the link between
intestinal microbiota and MBL variation in Crohn’s disease patients.

Key words: Candida albicans, Inflammation, Mannose-binding lectin
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Introduction générale

La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire chronique de l'intestin, localisée le
long du tube digestif. Lorsque I'on observe l'incidence de la maladie au niveau national, celle-ci
est plus élevée dans les populations du Nord de la France (Nerich et al. 2006). Dans cette
population, I'incidence ne cesse d’augmenter depuis de nombreuses années avec un pic de
29% d’augmentation entre 1988 et 2007, touchant plus particulierement les patients agés de 10
a 19 ans (Chouraki et al. 2011). Bien que l'origine de la maladie soit encore inconnue, on sait
gue son étiologie est multifactorielle, impliquant des facteurs environnementaux, génétiques et

immunologiques (Baumgart and Sandborn 2012).

Au niveau physiologique, un déréglement de la réponse immunitaire associé a une
dysbiose de la flore intestinale est 'un des mécanismes pouvant expliquer l'inflammation
intestinale chronique observée au cours de cette maladie. Plus particulierement, des mutations
sur les récepteurs de 'immunité innée appartenant aux NLR (NOD-like récepteurs), aux TLR
(Toll-like récepteurs) et aux lectines sont associées a un développement de la maladie. Ces
récepteurs font partie du systeme de reconnaissance des pathogenes (les PRR) et ils
interviennent dans les mécanismes de défense de Iimmunité innée contre linfection

microbienne.

Dans la premiére partie de l'introduction générale, nous allons aborder la maladie de
Crohn en mettant 'accent sur les facteurs génétiques et environnementaux dont l'influence du
microbiote intestinal qui a été récemment mis en évidence. Par la suite, nous allons nous
intéresser aux déréglements de I'homéostasie intestinale dont le trouble fonctionnel de la
barriére intestinale et la réponse inflammatoire liée aux lymphocytes T qui ont été mis en cause
dans cette maladie chronique. Enfin, nous allons aborder les marqueurs sérologiques qui sont

trés utiles dans le diagnostic et la prédiction de I'évolution de la maladie.

Dans le second temps, nous allons introduire la levure commensale pathogene, Candida
albicans, impliquée dans la réponse humorale élevée envers les glycannes pariétaux de levures
chez les patients atteints de de la maladie de Crohn. Aprés une présentation de sa structure
pariétale, de son passage d'une forme levure (non invasive) a une forme mycélienne et de sa
capacité a disséminer et/ou envahir les tissus, nous développerons également la réponse

immunitaire de I'héte contre cette levure opportuniste.
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Dans la troisieme partie de l'introduction, nous allons décrire le role des récepteurs de
limmunité innée, impliqués dans la reconnaissance de C. albicans et dans la modulation de la
réponse inflammatoire chez I'héte. Nous mettrons l'accent sur les récepteurs Toll-like et la

Mannose Binding Lectin et leurs implications dans la maladie de Crohn et les candidoses.
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|. La maladie de Crohn : maladie inflammatoire chronique de l'intestin

La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) sont deux formes de
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI). Les données épidémiologiques mettent
en évidence un gradient nord-sud avec une prévalence et une incidence nettement supérieures
dans les pays industrialisés du Nord de I'Europe et des Etats-Unis (Cosnes et al. 2011) (Fig.1).

Incidence group 3 3 h Theeges A T

[ Low -3 (— : .", g 7 M f

] Low with increase | i T : ) i .
& Medium ‘( f\,) v
B High (S . ‘ )_

[J No data .V& ? LA
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Figure 1 : Incidence des MICI, d’aprés Cosnes et al, 2011. Incidgnce supérieure a 10/10™ en rouge, incidence
comprise entre 5 et 10/10 ®en orange, incidence inférieure a 4/10 ® en vert, faible incidence en augmentation en
jaune.

Ces deux maladies touchent principalement les populations jeunes puisque I'adge au
diagnostic moyen est de 15-30 ans pour la RCH et 15-25 ans pour la MC. Leurs évolutions
different avec un risque de mortalité élevé pour les patients atteints de MC dont le diagnostic
date de plus de 10 ans, majoritairement lorsque la maladie est survenue tardivement avec une
premiere localisation au niveau du colon (Wolters et al. 2006). Le risque de mortalité ne varie

pas en fonction de la durée de la maladie lors de RCH (Hdie et al. 2007).

Les MICI sont principalement différenciées par la localisation de l'inflammation. La RCH
est caractérisée par une inflammation continue de la muqueuse intestinale qui démarre au
niveau du rectum puis se généralise dans le cdlon (Vatn and Sandvik 2015). Les lésions
inflammatoires liées a la MC sont discontinues et localisées tout au long du tube digestif avec

une généralisation de I'atteinte inflammatoire a 'ensemble de la paroi intestinale (Fig.2).

12



lléoterminal Célon lléocélon Tube gastro
intestinal haut

Figure 2 : Localisation des lésions inflammatoires rencontrées au cours de la MC, d’aprés Baumgart et al, 2012.

Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes particulierement intéressés a la MC,

en raison de plusieurs travaux cliniqgues confirmant une fréquence élevée de patients MC

colonisés par Candida albicans (Standaert-Vitse et al. 2009). Nous souhaitions continuer a

explorer l'interaction entre cette levure et la MC et notamment I'implication des PRR dans cette

interaction.
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1. La maladie de Crohn, une maladie multifactorielle

Une étude sur la MC parue en 2010 a montré gue les formes localisées spécifiquement
dans l'iléum ou dans le cblon étaient plus fréquentes que les formes iléo-coliques (Thia et al.
2010). Cette maladie est freguemment associée a des douleurs abdominales, de la fievre ainsi
gqu'a des signes d'occlusions intestinales ou des diarrhées. Le consensus actuel pour la
classification des formes de MC et leur sévérité integre I'age au diagnostic, la localisation de

'inflammation et le phénotype clinique de la maladie (tableau 1).

Classification de Montréal

Age au diagnostic Localisation de Forme de la maladie
I'inflammation
Avant 16 ans Al lléale L1 Non sténosante Bl
Non-pénétrante
16-40 ans A2 Célon L2 Sténosante B2
Aprés 40 ans A3 lléo-colique L3 Pénétrante B3
Limitée au tube L4
digestif haut

Tableau 1 : Classement de la MC en fonction de la classification de Montréal
L’étiologie de la MC demeure inconnue, néanmoins, I'hypothése la plus communément
admise est qu’elle serait liée a une dérégulation de la réaction immunitaire muqueuse vis-a-vis

d’'un microbiote intestinal déséquilibré (dysbiose) sous l'influence de facteurs environnementaux
et génétiques.

1) Les facteurs génétiques de la MC

La MC est une maladie multifactorielle avec des facteurs génétiques et
environnementaux. La génétique est un facteur de risque prépondérant dans I'apparition de la
MC. En effet, environ 35% des jumeaux monozygotes sont concordants pour la MC et
seulement 3% des jumeaux dizygotes. L’agrégation de cas familiaux a été également rapportée
(Baumgart and Sandborn 2012).
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Une méta-analyse du génome a mis en évidence 71 loci situés sur 17 chromosomes
différents, susceptibles d’étre impliqués dans la MC (Franke et al. 2010). Parmi les génes
impliqués, on retrouve des génes de linflammation (IL-10, CARD9, NOD2) et de I'immunité
innée (TLR4).

Les récepteurs de type NOD (Nucleotide Oligomerization Domain) sont des récepteurs
cytoplasmiques nécessaires a la reconnaissance des micro-organismes et a l'activation de
linflammasome (Shaw et al. 2010). Le récepteur NOD2 est un récepteur reconnaissant les
pathogéne (PRR), de la famille des NLR, qui reconnait une structure spécifique a la surface de
certaines bactéries, le muramyl dipeptide. Les méta-analyses génétiques ont mis en évidence le
lien entre le géne NOD?2 et la MC (Franke et al. 2010, Hugot et al. 2001). Plus de 15% des
patients MC seraient mutés sur les deux alléles du géne NOD2 (van Heel et al. 2005). Plusieurs
polymorphismes du géne NOD2 sont associés a la MC dont R702W (rs2066844), G908R
(rs2066845) et 11007fs (rs2066847). Ces trois polymorphismes sont indépendants les uns des
autres (Vermeire et al. 2002). lls entrainent une modification du domaine de liaison du récepteur
NOD2, qui perd sa capacité a reconnaitre le lipopolysaccharide (Hoefkens et al. 2013). La
mutation 11007fs entraine une diminution de I'expression des défensines par les cellules de
Paneth (Wehkamp et al. 2005). Les phénotypes sévéres sont plus fréquents chez les patients
possédant plusieurs de ces polymorphismes (Adler et al. 2011). Cette mutation entraine une
diminution de la sécrétion d’IL-8 et un défaut de recrutement des neutrophiles. Il y a également
un défaut d’'induction du phénoméne d’autophagie par les cellules dendritiques lorsque le géne
NOD2 est muté, empéchant ainsi I'élimination des pathogénes intracellulaires par la cellule
infectée (Cooney et al. 2010). Enfin, cette mutation inhibe la transcription de I'lL-10 qui contribue
a diminuer la réaction inflammatoire (Noguchi et al. 2009). Les souris déficientes en NOD2
présentent une perméabilité intestinale élevée et une translocation des bactéries au niveau des
plaques de Peyer (Barreau et al. 2010). D’autres récepteurs de la famille des NLR peuvent
également étre impliqués dans le développement de la maladie comme le NLRP3, un
composant de I'inflammasome qui active la caspase 1 et permet la maturation de I'IL-1B et de
I'IL-18 (Antoni et al. 2014).

Les récepteurs NOD2 et NOD1 peuvent recruter la protéine ATG16L1 (autophagy-
related 16-like 1 protein complex) pour activer le processus d’autophagie. Le processus
d’autophagie correspond a une destruction des composants d’une partie du cytoplasme par les
propres lysosomes de la cellule. L’autophagie est nécessaire au maintien de '’homéostasie
cellulaire et elle est régulée par la protéine mTOR. La protéine ATG16L1 est exprimée au

niveau du célon, de l'intestin gréle, des cellules épithéliales intestinales, des leucocytes et de la
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rate (Fujita et al. 2008). Les mutants de NOD2 ne peuvent pas activer ATG16L1, ce qui favorise
le développement des infections (Travassos et al. 2010). Plusieurs polymorphismes d’ATG16L1
ont également été associés a la maladie. Par exemple, le polymorphisme rs2241880 est associé
aux formes iléales de la maladie alors qu’il est indépendant du phénotype et de I'dge au
diagnostic (Prescott et al. 2007). Ce polymorphisme entraine une perturbation de la sécrétion
des granules des cellules de Paneth (Cadwell et al. 2008). Les souris mutées sur le géne
ATG16L1 répondent aux endotoxines bactériennes par une réponse excessive d’IL-1j,
favorisant l'inflammation (Saitoh et al. 2008). Des variants du géne IRGM (Immunity related
GTPase M), géne de régulation de I'autophagie, sont également associés a la MC (Duerr et al.
2006).

Le géne IL23R a aussi été révélé lors des méta-analyses du génome. Ce gene est
impliqué dans la défense antibactérienne et linflammation intestinale. Le polymorphisme
rs1004819 est associé aux formes iléales de la maladie (Glas et al. 2007). Par contre, la
mutation rs11209026 a un réle protecteur dans la maladie, en diminuant I'expression de I'lL-22
(Schmechel et al. 2008).

Ces associations entre les polymorphismes génétiques et la MC sont trés souvent
dépendant de la population étudiée. En effet, la race et I'ethnie influencent le type de MICI et les
marqueurs sérologiques (Basu et al. 2005). Par exemple, les variants NOD2 ne sont retrouvés
que chez 50% des patients et ils ne sont pas associés a la maladie dans les populations
asiatiques (Cavanaugh 2006). Le polymorphisme du gene TNFS15 est associé a la MC dans

une cohorte japonaise mais il ne I'est pas dans une cohorte belge (Yamazaki et al. 2005).
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2) Les facteurs environnementaux

Plusieurs études ont mis en évidence l'importance des facteurs environnementaux sur le
développement de la MC et sa sévérité. Ces études ont été menées sur différents facteurs
comme l'industrialisation, le régime alimentaire, 'hygiéne, la qualité de I'eau du robinet, le mode
de vie, la qualité de l'air, etc. Par exemple, une forte concentration en dioxyde d’azote dans l'air
favoriserait I'apparition précoce de la maladie (Kaplan et al. 2010). L’influence du tabac sur la
maladie est I'un des facteurs environnementaux les plus étudié. Il s’avére que les patients qui
arrétent de fumer pendant plus d’'un an, voient leur maladie évoluer comme les non-fumeurs
avec moins de récidive et moins de traitements immunosuppresseurs que les patients fumeurs
(Cosnes et al. 2001).

3) Llinfluence du microbiote intestinal

Des analyses moléculaires ont mis en évidence une grande biodiversité du microbiote
intestinal qui differe selon les parties de l'intestin. La majorité des espéces présentes dans le
microbiote sont des bactéries des phylums: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria et
Actinobacteria. Frank et al. ont démontré que les patients atteints des MICI présentent un baisse
de niveau de bactéries du phylum des Bacteroidetes et des Firmicutes et un excés des

Actinomycetes et des Proteobactéries (Frank et al. 2007).

Plusieurs arguments sont en faveur d’une implication du microbiote intestinal dans la
physiopathologie de la MC. Un des arguments est que 50% des patients sont séropositifs pour
des anticorps anti-bactériens (OmpC, 12, Cbhirl flagelline) ou anti-fongiques (le mannane de
Candida albicans) (Ferrante et al. 2007). Un autre argument montre que le maintien d’'une
inflammation intestinale chronique est lié a la présence de certaines bactéries commensales

dans un modéle murin.

L’étude du microbiote intestinal chez les patients atteints de MC a montré que les
segments de l'intestin concernés avaient d'importantes densités de bactéries et une composition
du microbiote différente de celle des sujets sains. Parmi les especes bactériennes retrouvées,
plusieurs bactéries du genre Mycobactérium et notamment, M. avium sous-espéce
paratuberculosis pourraient étre impliqguées dans le développement de la maladie (Sartor 2005).

Les hélicobactéries sont également concernées. Alors qu’Helicobacter cinaedi est frequemment
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retrouvée dans la flore intestinale des enfants atteints de MC, les deux bactéries Helicobacter
hepaticus et Helicobacter bilis sont capables d’induire une colite chez les rongeurs
immunodéprimés et elles entrainent une diminution des organismes commensaux (Cabhill et al.
1997, Kullberg et al. 1998, Zhang et al. 2006). Cette espéce de bactérie participerait au
développement de la maladie en favorisant le développement d’'une dysbiose de la flore
intestinale (Fox 2007).

Le métabolisme des bactéries semble étre aussi impacté puisque les souches
dEscherichia coli, présentes dans les intestins des patients, montrent une plus grande
adhérence que les souches présentes chez les sujets sains (Darfeuille-Michaud et al. 1998).
Ces bactéries, renommées AIEC (adherente-invasive Eschericchia coli), infectent les
macrophages et elle ne provoquent pas l'apoptose cellulaire afin de se répliquer dans ces
cellules (Glasser et al. 2001). Leur présence entraine une augmentation de I'expression des
récepteurs TLR5, qui est associée a une aggravation de la colite (Carvalho et al. 2008). Une
augmentation des bactéries AIEC est observée dans les formes iléales de la maladie, par
rapport aux autres formes (Baumgart et al. 2007).

De plus, certains virus ont été décrits comme des pathogénes impliqués dans
'exacerbation de la maladie, comme le parvovirus B19, les Norovirus ou I'Epstein-Barr virus
(EBV) (Pironi et al. 2009, Khan et al. 2009, Weinberg et al. 2009).

Plusieurs hypothéses ont été émises sur le réle du microbiote dans la pathogénése de la

maladie :

o Certains pathogénes peuvent induire une inflammation intestinale comme
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis, Eschericchia coli entero-
invasive, Bacteroides fragilis ou Staphyloccocus aureus (Sartor 2005).

e Un déséquilibre de la flore pourrait entrainer une inflammation avec une
augmentation des espéces agressives bactériennes ou fongiques, comme C.
albicans (Standaert-Vitse et al. 2009).

e Une mutation génétique comme les variants NOD2 ou ATG16L1 qui perturbe le
systéme des PRR ou la fonction de barriére intestinale pourrait aussi favoriser
linflammation intestinale. Un défaut d’ATG16L1 favorise [linfection des
macrophages par Mycobacterium tuberculosis et le développement sur le long
terme de la bactérie dans ces cellules (Gutierrez et al. 2004).

e Certaines perturbations de la réponse immunitaire comme une réponse
anormale des lymphocytes T ou un défaut de présentation des antigénes
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entrainerait une dérégulation de I’homéostasie intestinale. Il a été montré que
I'environnement cytokinique produit par certaines bactéries peut affecter la
différenciation des lymphocytes T et inhiber le développement des Treg au profit
d’une réponse Th1/Th17 (Round et al. 2010). Par contre, le butyrate, produit de
la fermentation microbienne au niveau du c6lon, induit la différenciation des
Treg et la production d’IL-10 afin de réguler I'inflammation intestinale (Furusawa
et al. 2013).

La modification de la flore intestinale affecte aussi la flore fongique. Ainsi, on observe
une augmentation de la diversité des espéces fongiques lors de la MC (Ott et al. 2008).
L’espéce la plus étudiée dans cette maladie est C. albicans. Cette espéce est plus fréquemment
retrouvée chez les sujets atteints de MC que chez les sujets sains et c’est un immunogéne des
anticorps ASCA (Anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies), anticorps utilisés pour le
diagnostic de la maladie (Standaert-Vitse et al. 2006).

2. Les déréglements de 'homéostasie intestinale lors de la maladie de Crohn

La physiopathologie de la maladie correspond principalement a une inflammation
chronique associée a une atteinte de la barriére intestinale. Le processus inflammatoire peut

toucher n’importe quel segment du tube digestif

1) Une atteinte de la barriére intestinale

Cette maladie est caractérisée par un trouble fonctionnel de la barriére intestinale. Celle-
ci permet, normalement, de séparer la lumiére intestinale du reste de l'organisme. Elle est
constituée d’'un épithélium intestinal, recouvert d’'une couche de mucus. L'épithélium intestinal
est constitué d’'une mono-couche de différents types de cellules. La différence entre l'intestin
gréle et le gros intestin se situe dans la surface d’absorption, plus grande dans lintestin gréle
grace aux nombreuses microvillosités. Les principales cellules sont des entérocytes composés
d'un plateau strié permettant 'absorption des nutriments. Trois types de cellules sécrétrices se
situent également dans I'épithélium : les cellules caliciformes (cellules de Goblet) qui sécretent

les composants du mucus comme MUC2, les cellules entéroendocrines et les cellules de
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Paneth qui sécretent des granules aux propriétés antimicrobiennes (Hooper 2015). Les cellules
épithéliales sont connectées entre elles par interaction des parties extracellulaires de protéines
transmembranaires, formant ainsi les jonctions serrées. Parmi les protéines impliquées, on

retrouve les occludines et les claudines (Antoni et al. 2014).

Chez les patients atteints de MC, cette barriere intestinale peut étre perturbée de
plusieurs manieres : un défaut de production des peptides antimicrobiens par les cellules de
I'épithélium, un mucus modifié ou altéré, une altération du phénoméne d’autophagie ou encore

une perméabilité accrue de I'épithélium intestinal (Antoni et al. 2014).

Les cellules épithéliales intestinales (CEI) produisent naturellement des cytokines aprés
détection d’antigénes bactériens, fongiques ou parasitaires. Les principales cytokines produites
sont des cytokines de la famille de I'lL-1 (IL-1p, IL-18, IL-33, IL-37), I'lL-8, I'lL-6 et des cytokines
anti-inflammatoires comme l'IL-10 et I'IL-25. L’IL-1B et I'lL-8 entretiennent I'inflammation en
favorisant la migration et l'infiltration des neutrophiles (Coccia et al. 2012). L’IL-18 induit la
production d’interféron y (IFNy) et d’autres cytokines pro-inflammatoires (Maxwell et al. 2006).
L’IL-33 et I'lL-25 induisent une réponse de type Th2 avec production d’IL-5 et d’IL-13 qui
atténuent l'inflammation (Grop et al. 2012, Su et al. 2013). Un déficit en IL-25 exacerbe
I'inflammation intestinale, en lien avec un défaut de régulation des lymphocytes T CD4+ (Su et
al. 2013). L’IL-6 agit en synergie avec le TGF-B pour augmenter I'expression de RORyt et
favoriser la réponse des Th1l7. Un modele de souris dépourvues en IL-6 a montré que ces
souris développaient une colite chimio-induite de moyenne sévérité (Suzuki et al. 2001). L’IL-37
protége les souris du développement d’'une colite en diminuant la production d’IL-1p3 et de TNF
(McNamee et al. 2011).

Le mucus qui recouvre [I'épithélium assure son hydratation et sa défense contre
'adhésion et linvasion des pathogenes et des micro-organismes présents dans la flore
commensale du tube digestif. Ce mucus est constitué de glycoprotéines, de lipides et d’eau.
MUC2 est la glycoprotéine majoritairement retrouvée et elle est sécrétée par les cellules de
Goblet. Au niveau du gros intestin, le mucus est séparé en deux couches : la couche interne
épaisse, stérile et accrochée a I'épithélium ; la couche externe plus libre contenant les micro-
organismes commensaux. Chez les patients atteints de MC, le mucus est modifié en raison
d’'une diminution de l'expression de MUC1, MUC3, MUC4 et MUC5B dans les muqueuses
saines et enflammeées de lintestin gréle (Buisine et al. 1999). Le r6le de MUC2 est également
suggéré par la susceptibilité accrue des souris MUC2KO & développer une inflammation

intestinale spontanée (Van der Sluis et al. 2006).
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L’augmentation de la perméabilité intestinale s’explique par des jonctions serrées
altérées en raison d’un changement protéique touchant les claudines (Zeissig et al. 2007). Cette
modification entraine un passage des antigénes présents dans la lumiere intestinale au niveau
de la lamina propria riche en cellules immunitaires. Cette augmentation de la perméabilité
intestinale peut également s’expliquer par une augmentation de l'apoptose, entrainant la
formation de micro-érosions a la surface de [I'épithélium (Di Sabatino et al. 2003). Les
concentrations en antigénes élevées dans la lamina propria favorise le développement d’une

réponse exacerbée du systéme immunitaire innée.

2) Une réponse inflammatoire médiée par les cellules immunitaires

i L’influence des cellules de 'immunité innée

Chez les patients atteints de MC, il existe plusieurs dysfonctionnements de la réponse
immunitaire innée. Ces dysfonctionnements peuvent étre dus a une répartition anormale des
cellules leucocytaires, a un défaut métabolique de ces cellules ou a une influence négative de

'environnement.

Une étude menée sur les selles de patients a mis en évidence l'effet de la flore
intestinale sur les propriétés antibactériennes des cellules de I'immunité innée. En effet, une
pré-incubation de neutrophiles et de monocytes avec des surnageants de selles entrainent une
diminution de leurs fonctions antimicrobiennes par rapport aux mémes cellules incubées avec
des surnageants de sujets sains (Meelu et al. 2014). Cependant, aucune molécule présente

dans le surnageant fécal des patients n’a été identifiee comme responsable de cette inhibition.

Lors d’'une colite chimio-induite, un recrutement important de neutrophiles est observé en
premier, suivi dans les jours suivants par les macrophages et les cellules dendritiques (Hall et al.
2011). Le nombre de neutrophiles et leur activité, telle que la production des espéces réactives
de l'oxygeéne (ROS), augmentent lors des poussées inflammatoires de la maladie (Lampinen et
al. 2008, Somasundaram et al. 2013). Chez les patients aux formes iléales de la maladie, une
diminution de l'expression des ligands Wnt par les monocytes entraine une diminution de
I'expression de protéines human a défensine par les cellules de Paneth, protéines nécessaires a
la défense contre les micro-organismes. Cette expression est restaurée en présence de
monocytes de sujets sains (Courth et al. 2015). La muqueuse inflammée présente aussi une

majorité de macrophage CD14 (hi) HLA-DR (dim) (Thiesen et al. 2014). Il apparait que les
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macrophages dérivés de monocytes des patients MC internalisent plus de bactéries mais ils
n‘’empéchent pas la réplication des bactéries, contrairement aux macrophages de sujets sains
(Vazeille et al. 2015).

Dans un contexte inflammatoire, les monocytes présents au niveau du célon, se
différencient préférentiellement en cellules dendritiques dont I'expression des cytokines pro-
inflammatoires 1L-12, IL-23 et TNFa est augmentée (Rivollier et al. 2012). Les cellules
dendritiques, essentielles au maintien de I'immunotolérance, participent a la mise en place d’'une
inflammation chronique lorsqu’elles sont dérégulées. Elles jouent un rble essentiel dans la
régulation anormale de la réponse des lymphocytes T (te Velde et al. 2003). Les populations de
cellules dendritiques DC-SIGN+ ou CD83+ sont plus importantes dans les c6lons des sujets MC
par rapport aux sujets sains. Les cellules dendritiques des patients MC expriment plus les
récepteurs TLR2 et TLR4 et elles produisent plus d'IL-6 et d'IL-12p40, deux cytokines pro-
inflammatoires (Hart et al. 2005). L’expression d’IL-6 est corrélée a l'index d’activité de la
maladie et au taux de protéine C réactive (Ng SC, IBD, 2011). De plus, les cellules dendritiques
dérivées de monocytes favorisent le développement des lymphocytes Th17 et I'expression de
I'IL-17A, cytokine majeur de la réponse inflammatoire liée a la MC (Nieminen et al. 2014).
L’expression de déshydrogénase, responsables de la synthése d’acide rétinoique, est
augmentée dans les cellules présentatrices d’antigéne et les macrophages des MC (Sanders et
al. 2014). Cette synthése d’acide rétinoique participe a la différenciation des lymphocytes T

régulateurs.

Toutes ces cellules leucocytaires utilisent les récepteurs PRRs pour induire la réponse

inflammatoire. Cet aspect sera présenté dans la troisiéme partie de l'introduction.

il La réponse inflammatoire liée aux lymphocytes T

Lors de la perte de fonction des jonctions serrées, les antigenes de la lumiére intestinale
pénetrent dans la lamina propria. Ces antigénes sont reconnus par les cellules du systeme
immunitaire avec une orientation de la réponse vers un profil inflammatoire. La réponse
lymphocytaire Thl est caractéristique de la MC. Elle est expliquée par une augmentation de la
sécrétion d’'IL-12 et d’'IL-18 par les cellules immunitaires mononuclées présentes dans la lamina
propria des patients (Monteleone et al. 1999). De plus, les cellules CD4+ présentes dans la

lamina propria produisent plus d’IL-17 et d'IFNy que celles du sang périphérique. Cette
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expression est associée a une augmentation d’IL-23R. Ce qui laisse supposer le réle de I'lL-23

dans la régulation de la balance Th1/Th17 chez les patients atteints de MC.

Les lymphocytes intra-épithéliaux (LIE) jouent un réle important dans la régulation de
'hnoméostasie intestinale puisqu’ils sont directement en contact avec les entérocytes et ils sont
capables de migrer au niveau de la lamina propria par des interactions occludine-occludine avec
les CEIl. Ces lymphocytes posseédent les TCRyd (T-cell receptor yd) ou les TCRap. Les cellules
TCRyd" peuvent produire des cytokines pro-inflammatoires (IFNy, TNF) ou anti-inflammatoires
(TGFB, IL-10), mais également le keratinocyte growth factor | qui répare les atteintes de la
barriére intestinale (Simpson et al. 1997, Inagaki-Ohara et al. 2004, Meehan et al. 2014). Un
déficit en cellules TCRyd+ favorise la translocation des pathogénes et I'atteinte de la barriére
intestinale, favorisant ainsi le développement d’'une inflammation intestinale (Edelblum et al.
2015, Chen et al. 2002). Les cellules CD8aa* TCRaB" possédent un réle protecteur de la
barriere intestinale, en raison de la production de TGF gqu’elles induisent (Denning et al. 2007).

La MC est également caractérisée par un déséquilibore entre les lymphocytes T
effecteurs et les lymphocytes T régulateurs (Treg). Les Treg sont les premiers médiateurs du
maintien de 'homéostasie intestinale. Ces cellules sont CD4'CD25'Foxp3*. Des cellules T
transfectées avec foxp3 se comportent comme des Treg et elles protégent contre le
développement d’'une colite chez des souris immunodéprimées (Hori et al. 2003). Cela démontre
le réle régulateur de foxp3 sur la réponse des lymphocytes T effecteurs. Au niveau de la
mugqueuse intestinale, les Treg inhibent les lymphocytes T effecteurs afin de réguler la réponse
inflammatoire. Une étude menée chez des patients MC a montré que les taux de cellules
IL17+Foxp3+CD4+T étaient plus élevés dans les muqueuses intestinales enflammées des
patients que dans les muqueuses de sujets sains. Ces Treg qui expriment ROR\t, perdent leur
capacité a inhiber la prolifération des lymphocytes T effecteurs (Ueno et al. 2013). Le taux de
Treg augmente lors des phases inactives de la maladie et il diminue lors des poussées. Le
traitement anti-TNF utilisé lors de la maladie entraine une augmentation des taux de Treg
(Veltkamp et al. 2011). Ces cellules sont donc importantes pour limiter la réponse inflammatoire

et le développement de la MC.
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3. Le diagnostic sérologique de la maladie de Crohn

Bien que le diagnostic de MC nécessite une association d’examens cliniques,
endoscopiques, histologiques et radiologiques, environ 10% des MICI sont classées en colites
indéterminées (Tremaine 2012). L'utilisation des marqueurs sérologiques permet alors le
diagnostic différentiel. lls peuvent également étre utilisés pour prédire I'évolution des MICI. Ces

marqueurs sont des anticorps dirigés contre des antigénes du soi et des antigenes microbiens.

1) Les autoanticorps

Trois anticorps auto-immuns sont associés aux MICI: les pANCA (antineutrophil
cytoplasmic antibodies), les PAB (anticorps dirigés contre la partie exocrine du pancréas) et les
GAB (Globlet Cells Antibodies).

Les anticorps pANCA et GAB sont préférentiellement exprimés lors des rectocolites
hémorragiques (RCH), permettant le diagnostic différentiel avec la MC. Cependant, les GAB
présentent une faible sensibilité, rendant leurs résultats difficilement interprétables lors du
diagnostic des MICI. Par contre, une association de ces deux marqueurs avec une
séronégativité de l'anticorps PAB permet d’identifier la majorité des patients atteints de RCH
(Homsak et al. 2010).

Les anticorps PAB sont des marqueurs spécifiques de la MC mais la sensibilité est faible
(Homsak et al. 2010). Il existe deux sous-types, le sous type | caractérisé par une fluorescence
au niveau des acini pancréatiques et le sous type Il, pour lequel on observe une coloration
tacheté des cellules acineuses (Seibold et al. 1997). Les deux sous-types sont retrouvés dans

les mémes proportions.

2) Les anticorps anti-glycannes de levure et les anticorps anti-bactériens

Les anticorps anti-glycannes reconnaissent différents motifs glycosidiques a la surface

des micro-organismes :
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-les ASCA : Anti-Saccharomyces cerevisiae Antibodies qui reconnaissent les mannanes
de Saccharomyces cerevisiae (Sendid et al. 1996). C. albicans exprime également un épitope a

la surface des mannoprotéines qui est reconnu par les ASCA (Standaert-Vitse et al. 2006).

-les ALCA : Anti-Laminaribioside Carbohydrate Antibodies (IgG) qui reconnaissent les
motifs (Glc(B1,3) Glb(B))

-les ACCA: Anti-Chitobioside Carbohydrate Antibodies (IgA), reconnaissant le
(GIcNAc(B1,4)GIcNAc(B))

-les AMCA : Anti-Mannobioside Carbohydrate Antibodies (IgG) qui se lient au
(Man(al,3)Man(a)).

Trois anticorps dirigés contre des antigénes bactériens sont également associés a la

maladie :
-les anti-OmpC dirigés contre une porine C de la membrane externe d’Escherichia coli
-les anti-CBir1 qui reconnaissent une flagelline bactérienne

-les anti-I2 qui ont, pour antigéne, I'épitope Pseudomonas fluorescens-associated

sequence |2.

3) Intérét de ces marqueurs

Les méthodes conventionnelles de diagnostic permettent de classer entre 75 et 95 %
des patients présentant une inflammation de lintestin, en MC ou RCH. Cependant, 5 a 15%
d’entre eux sont des « colite indéterminée », en raison d’'un manque d’arguments diagnostiques.
La découverte des marqueurs sérologiques associés aux MICI a permis d’affiner le diagnostic et

de prédire I'évolution de la maladie en RCH ou en MC.

Ainsi, les anticorps ASCA présentent une meilleure sensibilité (31-64%) et une meilleure
spécificité (95-100%) pour le diagnostic de la MC que les autres marqueurs (Seow et al. 2009).
Une étude a montré que la présence des anticorps anti-mannosides de synthése (AZMA) lors
de colites indéterminées était prédictive dans 100% des cas d’'une MC (Vandewalle-El Khoury et
al. 2008). Une association de ces marqueurs permet d’affiner le diagnostic de MICI. En effet,
une association des marqueurs ASCA et pANCA aide a la différentiation entre une RCH et une

MC puisque 80% des patients séropositifs pour ASCA et séronégatifs pour pANCA
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développeront une MC alors que 64% des patients MICI séronégatifs pour ASCA et séropositifs
pour pANCA vont évoluer en RCH (Joossens et al. 2002). Ce statut sérologique semble stable

dans le temps.

Les autres marqueurs sont utiles lorsque les patients atteints de MC sont séronégatifs
pour ASCA puisqu’environ 50% des séronégatifs sont séropositifs pour ALCA, ACCA ou AMCA
et 46 % sont séropositifs pour les anti-CBirl (Targan et al. 2005, Simondi et al. 2008). On
retrouve également les anticorps anti-OmpC et anti-12 chez 50% des patients atteints de MC
(Joossens et al. 2006).

Tous ces marqueurs sérologiques sont importants pour prédire le phénotype de la
maladie et son évolution. En effet, les anticorps ASCA sont associés a une localisation au
niveau du gastroduodénum et de lintestin gréle, a un age de diagnostic précoce ainsi qu'au
phénotype B2 de la maladie (Walker et al. 2004, Quezada et al. 2015). Une association des
guatre marqueurs anti-glycannes prédit un phénotype compliqué de la maladie et un besoin en
chirurgie abdominale plus fréquent (Ferrante et al. 2007). Les anticorps anti-L (dirigés contre
des motifs B1,3 glucosides) sont associés aux formes iléo-coliques de la MC alors que les
anticorps anti-C (dirigés contre des motifs N-acetylglucosamine) sont associés aux formes
pénétrantes, au méme titre que les anti-OmpC (Seow et al. 2009). Bien que les deux anticorps
anti-12 et anti-OmpC soient associés a une forme iléale de la maladie, les anticorps anti-12 sont
associés aux formes sténosantes alors que les anticorps anti-OmpC sont plutdt en lien avec les
formes perforantes (Arnott et al. 2004, Joossens et al. 2006). Lorsque les ASCA sont associés
aux marqueurs anti-OmpC et anti-12, ils sont également prédictifs des formes pénétrantes et
d’'une nécessité de chirurgie au niveau du gréle (Mow et al. 2004). Plus les taux d’ASCA, d’anti-
OmpC, danti-I2 et d’anti-CBirl sont élevés au début de la maladie, plus le risque de

complications est important.

4) Le lien entre les marqueurs diagnostiques de la MC et la levure opportuniste

C. albicans

Un lien indirect a été établi entre la MC et C. albicans par la mise en évidence d'une
réponse humorale élevée envers les glycannes pariétaux de levures (ASCA, ALCA, ACCA),
marqueurs diagnostiques de la MC (Sendid et al. 1996, Sendid et al. 2009). Notre laboratoire a
montré que C. albicans est un immunogéne des anticorps ASCA (Standaert-Vitse et al. 2006).

Cependant cette réponse est stable et importante dans le temps, indépendamment de la
26



colonisation par C. albicans (Poulain et al. 2009). Par contre, une étude rétrospective sur une
cohorte de patients atteints de MC a montré qu'ils étaient plus frequemment et plus intensément
colonisés par C. albicans que les sujets sains (Standaert-Vitse et al. 2009). De plus, un modéle
murin de MC met en évidence la modulation de la réponse inflammatoire par C. albicans lors de

la colonisation (Jawhara et al. 2008).

. Candida albicans, commensal opportuniste du tube digestif

Le genre Candida appartient au phylum des Ascomycota, de [lordre des
Saccharomycetales et de la classe des Hemiascomycetes. Ce sont des champignons
microscopiques levuriformes unicellulaires dont le diamétre est compris entre 3 et 10um et qui

se reproduisent par bourgeonnement.

C. albicans est une levure commensale et opportuniste des muqueuses humaines
(principalement le tractus gastro-intestinal et la sphére génitale). Sa composition cellulaire
ressemble a celle des cellules eucaryotes classiques avec un noyau de forme irréguliere, un
cytoplasme, une membrane plasmique et une paroi. Son cytoplasme contient de nombreux
ribosomes, un réticulum endoplasmique, un appareil de golgi et des mitochondries (Rambourg
et al. 1995). La membrane plasmique peut se lier a la paroi par I'intermédiaire de fibrilles. Ainsi,
plusieurs enzymes (chitine synthase, glucane synthase, phospholipase) agissent au niveau de

cette membrane pour synthétiser les constituants de la paroi (Ram et al. 1983).

1. Structure de la paroi de C. albicans

La paroi de C. albicans est essentielle pour les mécanismes d’adhérences et de
pathogénicité de la levure. Elle possede des propriétés alliant une résistance physique a une
modulation de sa composition afin de permettre a C. albicans de s’adapter a son
environnement. Cette paroi est constituée de deux couches distinctes comprenant
majoritairement des carbohydrates (80-90%) et minoritairement des protéines et des lipide
(Latgé 2007). Sa composition est différente selon le sérotype de C. albicans (Fig.3) (Trinel et al.
2002a).
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Figure 3 : Structure de la paroi de C. albicans, d’aprés Brown et al, 2014. La paroi est constituée d’'une couche
interne comprenant les B-D-glucanes et la chitine. La couche externe est composée de mannanes et de de protéines
de paroi aux propriétés physiques ou enzymatiques.

1) Les protéines et les lipides de la paroi de C. albicans

Les protéines de paroi participent, soit & la structure de la paroi, soit a ses modifications

par leurs activités enzymatiques. Elles sont réparties en deux classes(Ruiz-Herrera et al. 2006) :

-la classe | qui concerne les protéines extraites par simple chauffage. Elles sont
communément appelées les Heat shock protein (HSP). Elles sont présentes au niveau du
cytoplasme et de la paroi. Chez C. albicans, il existe deux familles : les Hsp90 et les Hsp70
(Burnie et al. 2006). Ces deux familles de protéines possédent des propriétés antigéniques

importantes, permettant la synthése d’anticorps lors des candidoses.

-la classe Il comprenant les protéines solubilisées aprés digestion de la structure
polysaccharidique ou des liaisons avec la paroi. La classe Il est constituée de deux sous-types :
le sous-type 2a pour les glycoprotéines liées de maniére covalente a la paroi et le sous-type 2b
pour les protéines dépourvues de résidus carbohydrate. Parmi les protéines du sous-type 2a, on

retrouve :

e des protéines a ancre GPI (Glycosyl phosphate inositol) qui lient le p-1,3-D
glucane ou la chitine par l'intermédiaire des 3-1,6-D glucanes (Kapteyn et al.
2000). Douze protéines a ancre GPI ont été identifiées dans la paroi de C.

albicans dont des protéines aux propriétés enzymatiques (Cht2, Crhll,
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Pga4, Phrl et SCwl) et des adhésines (Hwpl, Alsl et Als4) (de Groot et al.
2004).

o des protéines PIR (protein with internal repeat), O-glycosylées, liées au 3-1,3-
D glucane par des liaisons non identifices (Kapteyn et al. 1999). Elles
peuvent également se lier a la chitine, par l'intermédiaire des [(-1,6-D

glucanes.

Il existe plusieurs types de lipides au sein de la paroi : triglycérides, phospholipides ou

stérols. lIs participent a la construction de la paroi et aux voies de signalisation cellulaire.

2) Les carbohydrates composant la paroi

La couche interne de la paroi est composée dun squelette polysaccharidique
comprenant de la chitine, des 3-1,3 glucanes et des (3-1,6 glucanes. Les B-glucanes sont les
composants majeurs de la paroi qui conférent une résistance chimique et mécanique a la paroi.
Les B-glucanes sont des chaines de résidus de glucoses liés en B-1,3-D, avec, parfois, des
ramifications latérales liées en B-1,6-D (Gopal et al. 1984). Ces chaines de glucoses
représentent 40 a 60% de la paroi. lls sont synthétisés par des enzymes situées au niveau de la
membrane plasmique. Ces enzymes possédent une partie catalytique Gsclp et une partie
régulatrice a activité GTPase, Rholp (Kondoh et al. 1997). Les enzymes Phrlp et Phr2p sont

importantes pour I'élongation et le réarrangement des chaines 3-1,3 (Mouyna et al. 2000).

La chitine est un polymére linéaire de résidus N-acétyl-D-glucosamine (GIcNAc) lié en B-
1,4. Sa synthése est régulée par quatre chitine synthétases codées par les genes CHS1, CHS2,
CHS3 et CHS8 (Munro and Gow 2001). Les molécules de chitines s’associent entre elles par
des liaisons hydrogénes puis elles forment des complexes avec le 3-glucane pour obtenir le
squelette polysaccharidique qui confére la rigidité de la paroi (Cabib et al. 2008). Elle est
retrouvée en faible quantité dans les blastoconidies (environ 2 & 4%) mais cette expression peut
varier en fonction de différents facteurs. Par exemple, les taux de chitine augmentent durant la
germination de C. albicans et la formation des hyphes (Nather and Munro 2008). De méme, lors
d'un défaut de synthése des [(-glucanes, on observe une augmentation de I'expression de
chitine (Kapteyn et al. 2000).

La couche externe contient du mannane (40%) ou phosphopeptidomannane (PPM) et

des protéines de paroi (3-4%). Le mannane est composé de polyméres de mannose O- et N-
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glycosylés comprenant des résidus a1,6; a1,2; a1,3 et 1,2 (Poulain et al. 2002). La présence
des motifs B-1,2 mannosides différencie C. albicans d’'une autre levure, Saccharomyces
cerevisiae. Les deux sérotypes de C. albicans sont différenciés par la présence de résidus de [3-
1,2 oligomannosides sur la partie acide stable du mannane, qui caractérise la présence du
sérotype A. Il existe également un glycoconjugué de structure lipidique exprimant les résidus
B1,2 oligomannosides appelé le phospholipomannane (PLM) (Trinel et al. 2002b). Appartenant a
la famille des mannose-inositol-phosphorylcéramides (MIPC), il est composé d’'une chaine
lipidique reliée par un pont phosphodiester a une chaine glucosidique, composée d'un a-
mannane et d’'une chaine de 1,2-mannoses allant de 8 a 18 sucres (Trinel et al. 2005). Sa
structure varie en fonction du sérotype de C. albicans et des conditions environnementales. Le
PLM peut se retrouver a la surface de la paroi et il interagit avec les cellules de 'immunité. I
peut ainsi moduler I'apoptose des macrophages ou étre reconnu par les récepteurs TLR2 et
induire la voie NFkB (lbata-Ombetta et al. 2003, Jouault et al. 2003).

Les génes BMT1-4 ont été identifiés comme codant pour les B-mannosyltransférases
(Bmt) responsables de I'ajout des 1,2 mannoses sur le PPM et le PLM. Les enzymes Bmt5 et
Bmt6 sont impliquées dans la glycosylation du PLM et elles n’ont pas d’effet sur le PPM (Mille et
al. 2012). L’enzyme Bmt2 compense le manque d’activité lieé a une délétion de Bmt5. Un défaut
de B1,2 mannosylation di a une délétion de Bmt5 ou des enzymes Bmt5 et Bmt2 augmente la
résistance de C. albicans aux inhibiteurs de B-glucane synthase et de chitine synthase (rouge
congo et caspofungine), suggérant le rle des enzymes Bmt dans la régulation des protéines de
paroi (Courjol et al. 2016). Une autre étude a montré que les enzymes Bmtl et Bmt3 étaient
nécessaires a l'ajout des résidus 31,2 oligomannosides sur les PPM et PLM. L’enzyme Bmtl
influence également le fithess de la levure puisqu’une dissémination des souches déficientes en
Bmtl est observée chez les souris Balb/c alors que les souches non mutées ne disséminent pas
(Courjol et al. 2015).
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2. La transition blastoconide/hyphe

C. albicans peut ainsi étre retrouvée chez 'lHomme sous forme de levure (Fig. 4A) sur

les muqueuses et sous forme de levure et d’hyphe in situ (Fig.4B).

Figure 4 : C. albicans observée aprés marquage fluorescent au microscope confocal sous sa forme levure (A) et sa
forme hyphe (B), d’aprés Choteau et al, 2015.

La formation d’hyphe est indépendante du cycle cellulaire et elle est assurée par des
chitininases codées par les génes CHT1, CHT2, CHT3 et CHT4 (Hazan et al. 2002, Dinkler et
al. 2005). De nombreux facteurs environnementaux comme le pH, la température, le taux de
C0, ou encore les UV stimulent la transition blastoconidie/hyphe de C. albicans (Gow et al.
2012). Lors de la formation du tube germinatif, certains génes codant pour des protéines
spécifiques de 'hyphe comme hwp1 (hyphal wall protein 1), hyrl (hyphally regulated protein 1)

ou Als3 (agglutinin like sequence 3) sont surexprimés (Gow et al. 2012).

La protéine hwp1 est une protéine spécifique de la forme hyphale dont I'expression est
régulée par le facteur de transcription Egfl (Lengeler et al. 2000). Cette protéine favorise
'adhésion aux cellules épithéliales, grace aux transglutaminases tissulaires (Staab et al. 1999).
Elle est aussi indispensable a la synthése d’un biofilm (Nobile et al. 2006). Les propriétés de
Hwp1 conférent a I'hyphe une virulence plus importante que celle des blastoconidies (Romani et
al. 2003)
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3. Physiopathologie des Candidoses

1) De la colonisation du tube digestif aux candidoses invasives

C. albicans est I'espéce la plus fréquente au cours des infections a Candida. C’est une
levure opportuniste, capable de coloniser les muqueuses intestinales et génitales chez 30 a
70% des sujets sains (Perlroth et al. 2007).

Au niveau du tube digestif, lors de la phase de colonisation, C. albicans est présente
uniqguement a la surface de I'épithélium intestinal, majoritairement sous forme de blastoconidie.
Cette levure n’est alors pas associée a une symptomatologie clinique. La colonisation est
favorisée par la sécrétion d’adhésine, comme les protéines de la famille des Als (Agglutinin like
sequence). Ces protéines permettent 'adhésion aux cellules épithéliales par des liaisons non
covalentes alors que d’autres adhésines, comme Hwpl, permettent une adhésion par liaison
covalente (Sheppard et al. 2004). Ces protéines interagissent avec différentes protéines de

I'hnéte comme le fibrinogéne, le C3d ou la laminine (Hoyer et al. 2008).

La transformation de la forme levure a la forme hyphe est importante pour le passage de
I'épithélium intestinal et I'invasion tissulaire alors que la forme levure est essentielle pour la
dissémination (Fig.5) (Gow et al. 2012).
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Figure 5 : Pénétration de I'épithélium par C. albicans sans endocytose, d’apres Gow et al, 2012.

Le processus de passage de I'épithélium par la levure est largement débattu dans la
littérature et fait intervenir différents mécanismes : i) 'endocytose par les cellules épithéliales, ii)
'endocytose par les cellules M (microfold cells) situées dans I'épithélium intestinal, les cellules
dendritiques ou les macrophages, iii) I'effraction de la barriére intestinale et iv) le passage a

travers les jonctions serrées de I'épithélium intestinal.

a) L’endocytose de la forme levure ou hyphe par les cellules épithéliales requiert
l'interaction d’adhésines exprimées par C. albicans avec des ligands de I'héte.
Ainsi une invasine fongique AslI3, exprimée par la forme hyphe, interagit avec les E-
cadherin ou N-cadherin de I'hote, stimulant le recrutement des clathrines (Moreno-
Ruiz et al. 2009). Par contre, la pénétration directe des tissus par les hyphes est
dépendante du type cellulaire (Dalle et al. 2010).

b) L’endocytose par les cellules M, les cellules dendritiques ou les macrophages peut
s’expliquer par deux mécanismes. Aprés reconnaissance au niveau de la muqueuse

intestinale, C. albicans peut entrainer la lyse de ces cellules soit de maniere
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mécanique grace a la forme hyphale, soit par activation du phénoméne de pyroptose
médié par le NLRP3 (Krysan et al. 2014, Albac et al. 2016). La lyse des cellules
entraine la libération de C. albicans, permettant ainsi le passage de la barriere
épithéliale.

C) L’effraction de la barriére intestinale est due a la libération d’enzymes hydrolytiques
extracellulaires, les Sap (Secreted aspartyl protease), les phospholipases et les
lipases (Naglik et al. 2003, Niewerth and Korting 2001). Ces enzymes favorisent
'adhésion et l'invasion de I'épithélium par les formes levure et hyphe grace a la
digestion des membranes cellulaires et la dégradation des molécules de surfaces de
I'héte, conférant ainsi une résistance au systéme immunitaire.

d) C. albicans peut également passer au niveau des jonctions serrées de I'épithélium
intestinal. Le mécanisme est peu connu mais une étude a montré que la sécrétion
des enzymes de type Sap entrainait la dégradation des E-cadherin au niveau des

jonctions serrées, favorisant le passage des hyphes (Villar et al. 2007).

2) Les formes cliniques de candidoses

Les candidoses peuvent affecter différents tissus. Généralement, les formes cutanées et
unguéales sont les formes les plus bénignes. Au niveau muqueux, les formes buccales,
digestives et vaginales sont les plus fréquentes. Environ 20% des femmes et 30% des femmes
enceintes sont atteintes de candidoses vulvo-vaginales, entrainant des risques de naissance
prématurée (Aguin and Sobel 2015). Les candidoses oropharyngées sont trés fréquentes chez
les patients atteints du VIH ou immunodéprimés (Berberi et al. 2015).

Lors d’'une perturbation du systéme immunitaire ou d'une atteinte de la muqueuse
digestive, la levure va disséminer dans le sang et les autres organes, menant a un état
pathologique : la candidose invasive. Les candidoses invasives sont moins fréquentes mais plus
graves. En effet, les infections fongiques invasives (IFl) sont 'une des premiéres causes de
mortalité dans les unités de soins intensifs. Les candidoses invasives affectent le plus souvent
des patients immunodéprimés ayant un cathéter central ou une nutrition parentérale, les

patients transplantés ou sous chimiothérapie (Ortega et al. 2011).

L’infection par le cathéter s’explique par la formation d’'un biofim a sa surface,
permettant I'association de la forme levure et la forme hyphe dans une matrice extracellulaire de

nature polysaccharidique (Finkel and Mitchell 2011). Le gene Efgl est nécessaire a la
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filamentation et a la formation du biofilm (Ramage et al. 2002). Quatre facteurs de transcription
jouent également un réle dans le développement d’'un biofilm conventionnel ou d’un biofilm
stimulé par les phéromones (Lin et al. 2013). Le facteur Cphl est le facteur majeur de régulation

du biofilm initié par les phéromones.

Plus de 90% des IFI sont causées par Candida spp. et plus de la moitié sont dues a C.
albicans (Tortorano et al. 2006). La dissémination de la levure par voie hématogéne aboutit
dans certains cas a un phénomeéne d’extravasation et de pérennisation dans les organes (Kojic
and Darouiche 2004). Les principaux organes pouvant étre affectés sont le rein, la rate, le foie et
I'ceil. La forme hématogéne est souvent associée a une mortalité trés élevée, nhotamment dans
les unités de soins intensifs ou elle atteint une proportion de 40 a 60%. La gravité de ces
infections exige donc un suivi régulier des patients et un diagnostic spécifique le plus
précocement possible (Bassetti et al. 2013). Lorsque le diagnostic est établi, un traitement
curatif peut étre mis en ceuvre en utilisant plusieurs familles de molécules. Le choix de ces
molécules est conditionné par la sensibilité de I'agent pathogéne, 'état de la fonction rénale du
patient et le colt de la molécule. La difficulté du diagnostic biologique a amené certains
cliniciens a envisager des stratégies prophylactiques ciblant les populations a risque.

4. Méthodes d’identification de C. albicans

Le diagnostic d’'une infection a Candida est réputé difficile. Les symptdomes cliniques ne

sont pas spécifiques et les stratégies mises en ceuvre manquent de sensibilité.

1) Identification de C. albicans sur milieu de culture

A I'heure actuelle, 'hémoculture est la seule méthode de référence ayant une valeur
diagnostique indiscutable. L’isolement de C. albicans d’un site ouvert (pouvant étre contaminé

par la flore commensale) ne permet pas de poser le diagnostic.

La culture de C. albicans peut s’effectuer sur différents milieux sélectifs dont le milieu
Sabouraud et les milieux chromogénes (chromoagar candida®, candiselect4®...). Aprés 24
heures d’'incubation a 37°C, C. albicans forme des colonies blanches crémeuses correspondant
a une accumulation de blastoconidies. En culture dans un sérum, C. albicans forme en moins de
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3 heures des tubes germinatifs qui donneront du mycélium vrai. Enfin, C. albicans peut
également se présenter dans un milieu pauvre a 25°C en micro-aérobie, sous forme de
pseudofilament ou de cellule de grande taille (10-12um) appelée chlamydospore. L’identification
des espéces en pratique clinique fait intervenir des tests d’assimilation des sucres (galerie API
32C) ou plus réecemment I'emploi de la spectrométrie de masse de type Maldi-TOF qui permet
de réduire considérablement les délais de réponse (Marklein et al. 2009). Le principe de la
spectrométrie de masse repose sur la séparation de molécules ionisées en fonction de leur
rapport masse/charge. Cette technique a permis d’identifier des espéces plus difficiles a
caractériser (Dhiman et al. 2011).

Les hémocultures s’avérant négatives dans 50% des cas, des techniques de détection
des anticorps, des antigénes circulants et d’amplification d’ADN ont été mises au point pour
compléter le diagnostic biologique (Sendid et al. 2003, Sendid et al. 2004).

2) Tests sérologigues aidant au diagnostic de C. albicans

Les candidoses invasives survenant trés souvent chez des patients immunodéprimés, il
est difficile de baser le diagnostic uniquement sur la réponse humorale. Notre laboratoire a donc
participé au développement d'une technique de diagnostic reposant sur la détection du
mannane circulant et des anticorps anti-mannane de C. albicans. Le test Platelia® Ag utilise un
anticorps EBCA1 qui reconnait les mannopentaoses liés en a-1,2 (Herent et al. 1992). Le test
Platelia® Candida Ab détecte les anticorps produits lors d’'une infection a Candida (Yeo and
Wong 2002). Notre laboratoire a montré que l'association de ces deux tests améliore la

spécificité, la sensibilité et la précocité du diagnostic des candidoses (Sendid et al. 2002).

Un kit de quantification des B-glucanes fongiques a également été développé. Il est basé
sur la capacité des B-1,3-D-glucanes a activer le facteur G de la cascade de coagulation de la
limule (Hossain et al. 1997). Cette activation peut étre suivie par spectrophotométrie afin de
quantifier les 3-1,3-D-glucanes. Le dosage de ces sucres est utile a 'identification des patients

nécessitant un traitement antifongique prophylactique (Eggimann and Marchetti 2011).
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5. La défense de I'’hbte contre C. albicans

1) L’épithélium intestinal

Au niveau intestinal, la reconnaissance de la forme blastoconidie de C. albicans par le
TLR-4 active la voie NFkB et la premiére partie de la voie MAPK (mitogen activated protein
kinase), alors que les hyphes activent également la seconde partie de la voie MAPK, en activant
les protéines MKP1 (MAPK phosphatase 1) et c-Fos (Weindl et al. 2007, Moyes et al. 2010).
Dans les deux cas, cela méne a une libération d’IL-13, de TNFa et d’IL-6 qui régulent la
production de ROS par les neutrophiles. De plus, la libération d’IL-22 et de TNFa par les cellules
dendritiques ou les cellules Thl7 entraine une production de B-défensine par les cellules
épithéliales intestinales afin de lutter contre C. albicans (Eyerich et al. 2011). Il a également été
montré que I'expression du récepteur NLRC4 pouvait étre induite par C. albicans. Ce récepteur
joue un réle dans le contrdle de l'infection au niveau muqueux et il empéche la dissémination de
C. albicans (Tomalka et al. 2011).

2) Laréponse immunitaire innée

Les neutrophiles sont les cellules de I'immunité innée les plus efficaces dans la lutte
contre C. albicans, suivis par les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques (Vonk
et al. 2006a). Ce sont les seules cellules de 'immunité qui peuvent bloquer le développement
des hyphes dans les phagosomes (Bonnett et al. 2006). Les neutrophiles peuvent détruire C.
albicans par deux voies différentes. La premiére voie dépend de la reconnaissance de C.
albicans opsonisée par les récepteurs Fcy et la libération d’espéces réactives de I'oxygéne. La
seconde voie, non oxydative, implique une liaison du récepteur aux collectines CR3 a la levure
et le recrutement de CARD9 (Gazendam et al. 2014). Enfin, les neutrophiles peuvent libérer a
leur mort des NET, morceaux de chromatine décondensée liée a des protéines

antimicrobiennes, qui piegent les micro-organismes (Menegazzi et al. 2012).

Les monocytes/macrophages ont un réle majeur dans la défense contre les infections a
C. albicans et plus spécifiguement, les monocytes CD14"CD16 (Smeekens et al. 2011). Les
monocytes, par l'intermédiaire des récepteurs CX3CR1 et CCR2, évitent une dissémination de la

levure et le développement de candidoses invasives (Break et al. 2015, Ngo et al. 2014).
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L’expression du mannose récepteur est induite par les ligands de PPARYy, a la surface des
macrophages, permettant ainsi de limiter les candidoses gastro-intestinales (Coste et al. 2008).
Cependant, le mannose récepteur reconnait plutbt la levure non opsonisée. Dectine-1,
également activé par les ligands PPARYy, collabore avec le mannose récepteur afin de lutter
contre la colonisation/infection gastro-intestinale par C. albicans (Galés et al. 2010). Enfin, les
ligands de PPARYy induisent une polarisation des macrophages. Les macrophages MZ2b,
associés aux candidoses gastro-intestinales, se polarisent en macrophages M2a qui favorisent

I'élimination de la levure au niveau intestinal (Lefevre et al. 2010).

Les hyphes sont aussi capables d’activer I'inflammasome par le récepteur NLRPS3,
exprimé par les monocytes et les macrophages, entrainant I'activation de la caspase 1 qui induit
une réponse IL-1B et IL-18. Les souches de C. albicans mutées pour leur capacité a filamenter
n’induisent pas de réponse IL-1B par les macrophages (Joly et al. 2009). De plus, les souris
déficientes en NLRP3 montrent une sensibilité accrue a l'infection par C. albicans. Ces résultats
suggerent le role essentiel de NLRP3 dans la réponse immunitaire innée envers C. albicans
(Joly et al. 2009). Les protéines Sap2 et Sap6 (secreted aspartic protease) de C. albicans sont
aussi capable d’activer la production d’IL-1B et d’IL-18. En effet, les Sap induisent la production
de pro-IL-1B et pro-IL-18 dans les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques
apres internalisation par un mécanisme clathrine dépendant. Ces pro-interleukines sont clivées

par la caspase 1, activée par le NLRP3 (Pietrella et al. 2013).

Les cellules dendritiques amplifient le phénomene cytokinique qui permet le recrutement
des leucocytes et active la réponse Thl, Th2 ou Th17 (Gow et al. 2012). Les cytokines IL-1a et
IL-1B sont indispensables a 'induction de la réponse inflammatoire Th1 et a la défense de I'héte
contre les candidoses disséminées (Vonk et al. 2006b). La protéine Syk est indispensable aux
cellules dendritiques pour produire de I'IL-23p19, nécessaire au recrutement des cellules
Natural killer (NK) (Whitney et al. 2014). Les NK sont capable de phagocyter C. albicans et elles
possédent une activité antifongique dépendante des perforines. L’activation de ces cellules
accroit I'activité antifongique des neutrophiles (Voigt et al. 2014). Cependant, I'importance des
NK dans la défense contre les candidoses invasives est encore discutée puisqu’une déplétion
en NK n‘augmente pas forcément la susceptibilité aux candidoses chez des souris
immunocompétentes. Par contre, un déficit en NK associé a une immunodéficience sévere en
lymphocyte, accroit la susceptibilité aux candidoses systémiques dans un modele murin (Quintin
et al. 2014).
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3) Laréponse immunitaire adaptative

Actuellement, les données de la littérature montrent une implication des lymphocytes T

auxiliaires de type Thl, Th1l7 et Th2 dans une infection & C. albicans.

Les réponses Th1 et Th17 participent a I'élimination du pathogéne. La production d’IFNy
par les lymphocytes Th1 est importante pour I'activation des neutrophiles et des macrophages.
Les souris déficientes en IFNy ou en IL-18, sont plus sensibles aux candidoses disséminées que
les souris contréles (Stuyt et al. 2004, Delsing et al. 2014). De méme, les cytokines IL-17 et IL-
22 produites par les Th17 empéchent le développement des candidoses muqueuses (van de
Veerdonk et al. 2011). Par contre, le recrutement des neutrophiles est indépendant de I'lL-17
(Yano et al. 2012).

L’'impact de la réponse Th2 est plus controversé. Des études ont mis en évidence une
résistance aux candidoses disséminées chez les souris déficientes en IL-4 ou en IL-10
(Mencacci et al. 2001). Une protéine immunomodulatrice produite par C. albicans, la p43, inhibe
la production d’anticorps spécifique de la levure. Cette protéine augmente la production d’'IL-4 et
d’'IL-10 et elle perd sa capacité a inhiber la production d’anticorps en absence d’IL-10 (Tavares
et al. 2000). Mais, d’un autre coté, I'lL-4 apparait nécessaire a l'installation d’'une réponse Th1
CD4+ contre C. albicans (Mencacci et al. 1998b). Et I'lL-10 contribue au développement d’une

réponse Thl protectrice en cas de déficit en IL-12 (Mencacci et al. 1998a).

4) ROole antifongigue des plaguettes sanguines

Une étude clinique a révélé que les plaquettes des patients septiques infectés par C.
albicans étaient plus activées que celles des patients non infectés (Woth et al. 2012)
L’interaction entre la levure et les plaquettes a donc été étudiée. Ainsi, ils ont pu mettre en
évidence la capacité des plaquettes murines a se fixer a C. albicans par émission de
pseudopodes (Robert et al. 2000). De méme, il a été montré que le plasma riche en plaquette
est capable d’inhiber la croissance de C. albicans (Drago et al. 2013). Aprés reconnaissance de
la levure, les plaquettes sont activées et elles liberent des molécules aux propriétés

antimicrobiennes comme le CCL5 (CC-chemokine ligand 5) ou le PF4 (platelet factor 4).
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Pour se défendre, C. albicans produit une gliotoxine qui inhibe I'adhérence des
plaquettes au fibrinogéne, I'agrégation plaquettaire et leur activité procoagulante (Bertling et al.
2010).

5) Echappement de C. albicans au systéme immunitaire

C. albicans posséde plusieurs moyens d’évasion au systéme immunitaire, notamment la
transition blastoconidie-hyphe. Les deux formes de C. albicans (levure et hyphe) ne sont pas
reconnues par les mémes récepteurs. En effet, une étude sur des macrophages a montré
gu’une stimulation avec des levures de C. albicans favorisait I'expression des récepteurs TLR4
et Dectine-1 alors que la forme hyphale favoriserait I'expression des récepteurs TLR2 et
Dectine-2 (Han et al. 2013). La non reconnaissance des hyphes par Dectine-1 s’explique par
'absence de bourgeonnement des hyphes et donc I'absence d’exposition des B-glucanes au
niveau des bourgeons (Gantner et al. 2005). Cela a une influence sur la réponse inflammatoire
puisque la forme hyphale n’induit pas la production d’IL-12 par les cellules dendritiques mais elle
favorise la sécrétion d’'IL-4, favorisant la réponse Th2 (d'Ostiani et al. 2000). De plus, I'hyphe
n’induit pas la réponse IFNy, surement dd au fait qu’elle n’est pas reconnue par le TLR4 (van
der Graaf et al. 2005). L’'augmentation de chitine, dans la paroi des hyphes peut moduler la
réponse immunitaire envers C. albicans. En effet, la chitine purifiée bloque la reconnaissance de
C. albicans par les monocytes, une réponse anti-inflammatoire est alors observée (Mora-Montes
et al. 2011).Chez la souris, la forme hyphale de C. albicans est capable d’induire la lyse des
neutrophiles murins aprés phagocytose alors que la levure est complétement bloquée par les
neutrophiles humains (Ermert et al. 2013). Enfin, la différence de structure du
phospholipomannane (PLM) de la paroi influence aussi la réponse cytokinique. Les PLM des
deux sérotypes de C. albicans sont capables d’activer la caspase-1 dans un modéle de
macrophages murins. Par contre, seul le PLM du sérotype A induit une réponse TNF-q,

potentialisée par la galectine-3 soluble (Devillers et al. 2013).

Un second moyen d’échapper au systéme immunitaire consiste a moduler la réponse
inflammatoire pour favoriser la réponse anti-inflammatoire. Ainsi, C. albicans augmente la
réponse anti-inflammatoire des macrophages de type M2, au détriment de la réponse pro-
inflammatoire des macrophages de type M1 (Reales-Calderon et al. 2014). Les motifs 1,33-D
glucanes stimulent la production d’IL-10 par les cellules dendritiques et la sécrétion de TGF-3

par les macrophages afin d’installer une tolérance immunitaire (Dillon et al. 2006).
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Enfin, C. albicans peut entrainer la synthese d’un précurseur du tryptophane (5-
hydroxytryptophane) capable d’inhiber la production d’IL-17 par les PBMC (Peripheral blood
mononuclear cell) et la synthese d’'une protéine p43, produite par les blastoconidies et qui a des

propriétés immunosuppressives (Cheng et al. 2010, Tavares et al. 2003).
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1. Le rdle des PRR dans la reconnaissance de C. albicans et dans la

modulation de la réponse inflammatoire

Les récepteurs PRRs (pathogen recognition récepteurs) sont des récepteurs de
différentes familles comme les récepteurs Toll-like et les récepteurs lectiniques (les Dectines, le
Mannose récepteur, la Galectine-3 et la Mannose-binding lectine). lls agissent dans les
premiéres phases de défense contre les micro-organismes en reconnaissant les pathogénes et
en modulant la réponse inflammatoire. L'un des mécanismes pouvant expliquer la
physiopathologie de la MC, est qu’un trouble du fonctionnement de ces récepteurs de 'immunité
innée favoriserait la dysbiose intestinale qui méne a un état inflammatoire chronique (Hansen et
al. 2010). Les récepteurs Toll-like et la Mannose binding-lectine sont deux types de PRR
pouvant étre impliqués dans ce mécanisme puisqu’ils participent a la défense contre C. albicans

et qu’ils sont associés a la MC.

1. Les récepteurs Toll-like

Il existe 13 membres dans la famille des récepteurs Toll-like (TLR). Les TLR1 a 9 sont
communs a '’Homme et a la souris. Le TLR10 est fonctionnel chez 'Homme et le TLR11 chez la

souris. Les TLR12 et 13 ne sont présents que chez la souris (Lai and Gallo 2008)

1) Structure des TLR

Les TLR sont des glycoprotéines membranaires de poids moléculaire compris entre 90
et 115 kDa. Elles sont composées d’'un domaine N-terminal extracellulaire, d’'un domaine

transmembranaire et d’'un domaine C-terminal intracellulaire.

Le domaine N-terminal est composé de motif LRR (leucine rich repeat), motifs répétés
riches en leucine. La distribution, I'organisation et le nombre de ces motifs est propre a chaque
TLR, définissant ainsi la spécificité des ligands (Bell et al. 2003).Le domaine intra-cellulaire,

appelé TIR (Toll/IL-1 receptor domain), est commun aux TLR et au récepteur de I'lL-1. Il est
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composé de trois médiateurs impliqués dans la transduction du signal d’activation (Yamamoto et
al. 2004).

Le récepteur TLR2 forme des hétérodimeres avec les récepteurs TLR1 et TLR6.
L’hétérodimere TLR1/TLR2 reconnait des lipopeptides bactériens alors que I'hétérodimére

TLR6/TLR2 reconnait les lipopeptides mycobactériens (Takeuchi et al. 2002).

2) Expression cellulaire des TLR

Ces récepteurs sont exprimés par de nombreuses cellules. lls peuvent étre localisés au
niveau des membranes (TLR1, 2, 4 et 6) ou au niveau du réticulum endoplasmique et des
endosomes (TLR3, 7 et 9).

Plusieurs facteurs régulent cette expression, dont I'Age de lindividu et les ligands
reconnus. En effet, les macrophages de souris agées expriment significativement moins les
récepteurs TLR par rapport a ceux des souris jeunes (Renshaw et al. 2002). L’'expression du
récepteur TLR2 au niveau des macrophages peut étre régulée par différents ligands comme le
LPS ou I'ARN double brin (Nilsen et al. 2004). L’expression du récepteur TLR4 est induite sur la
membrane des monocytes aprés reconnaissance du LPS par le CMH-1I (Hopkins et al. 2005).

3) Ligands et voies de signalisation des TLR

Les TLR reconnaissent différents ligands en fonction de leur domaine N-ter. Par
exemple, TLR4 joue un rble essentiel dans la reconnaissance du LPS, en s’associant a la
molécule MD-2 (Bode et al. 2012). TLR2 peut également reconnaitre le LPS mais aussi d’autres
ligands comme le peptidoglycane, les lipoprotéines ou un composant de la paroi des levures, le
zymosan. Le TLR3, situé au niveau intracellulaire, peut reconnaitre les ARN double brin produits
lors d’infections virales alors que le TLR9 reconnait 'ADN viral ou bactérien (Alexopoulou et al.
2001, Hemmi et al. 2000). Enfin, la flagelline des bactéries Gram-négatif est plutdt détectée par

le TLR5 lorsque le micro-organisme péneétre I'épithélium intestinal.
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La reconnaissance des ligands entraine l'activation des voies de signalisation par
l'intermédiaire de molécules adaptatrices. Ces molécules interagissent avec le domaine TIR des

TLR et il en existe cing actuellement (O'Neill et al. 2003):
-MyD88 (myeloid differential factor 88)
-Mal (MyD88 adaptor like)

-TRIF (TIR domain containing adaptor inducing interferon ) ou TICAM-1(TIR domain
containing adaptor molecule)

-TRAM (TRIF related adaptor molecule) ou TICAM-2 ou TIRP (TIR domain containing

adapter protein)
-SARM (Sterile a and armadillo motif containing protein)

Chaque molécule active une voie de signalisation spécifigue et une réponse biologique
différente.

Tous les récepteurs TLR, excepté le TLR3, activent le facteur MyD88. Ce facteur forme un
complexe avec les kinases IRAK-1 et IRAK-4, entrainant le recrutement de TRAF6 (tumor

necrosis factor receptor-associated factor 6). Ce facteur peut entrainer plusieurs réponses
(Fig.3):

- L’activation de la kinase TAK1, qui par l'intermédiaire des kinases IKK, active la voie
NFkB et l'induction des cytokines inflammatoires comme TNFa et IL-6.

- La kinase TAK1 peut également activer les MAP kinases qui induisent la production de
cytokines pro-inflammatoires par l'intermédiaire d’AP-1.

- L’activation de I'lRF-7 (interferon regulator factor 7) et I'induction d’interféron de type 1.

Cette réponse est induite que par les récepteurs TLR7/8 et TLRO.

Il a été montré, grace a un modéle de souris déficiente en protéines Mal, que celle-ci était
indispensable aux récepteurs TLR1,2,4 et 6 pour activer la voie NFKB , en interagissant avec
MyD88 (Horng et al. 2002).

Les récepteurs TLR3 et TLR4 peuvent activer une voie indépendante de MyD88, qui est
dépendante de TRIF et des kinases RIP (receptor interacting protein), entrainant I'activation de
la voie NFKB (Meylan et al. 2004). Alors que le récepteur TLR3 interagit directement avec TRIF,

le récepteur TLR4 nécessite une interaction avec la protéine TRAM pour activer TRIF
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(Yamamoto et al. 2003). L'’interaction des TLR avec TRIF entraine soit le recrutement de
TRAFG, soit I'activation d’IRF3 et la production d’interféron de type 1 (Fig.6).

TLR4 TLR2/1 or 2/6 TLRS
-
membrane
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Figure 6 : Voie de signalisation des TLR, d'aprés Lai and Gallo, 2008
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4) Les déficits en TLR et les pathologies associées

i. Les variations des TLR associées a la maladie de Crohn

Les polymorphismes des récepteurs TLR sont aussi associés a des maladies auto-
immunes dont le diabéte de type 1, I'arthrite rhumatoide, le lupus érythémateux systémique, la

sclérose en plaque ou les MICI (Gianchecchi and Fierabracci 2015).

Les MICI regroupent principalement la MC et la RCH. Pour ces deux maladies, plusieurs
mutants des TLR sont retrouvés chez des patients aux phénotypes séveres (Cario 2010). En ce
qui concerne les colites ulcératives, les polymorphismes R80T de TLR1 et R753Q de TLR2
favorisent le développement de pancolite chez ces patients (Pierik et al. 2006).

Plusieurs variants génétiques des récepteurs TLR sont associés a la MC. Le récepteur
TLR2 participe activement au maintien de la barriére intestinale. En effet, lors d’une stimulation
de TLR2, celui-ci renforce les jonctions serrées en activant la redistribution de la protéine ZO-1
(Cario et al. 2004). L’injection d’un ligand de TLR2 chez des souris traitées par DSS, induit un
maintien de la perméabilité intestinale et une amélioration clinique des animaux (Cario et al.
2007). Une étude menée sur des souris CARD15-KO a aussi mis en évidence une
augmentation de I'activation de la voie NFkB médiée par le récepteur TLR2, entrainant ainsi une
activation de la réponse Thl (Watanabe et al. 2004). Une surexpression des récepteurs TLR est
également présente sur les cellules dendritigues de la muqueuse prélevée de lésions
inflammatoires de patients MC (Hart et al. 2005). Le récepteur TLR4 participe au maintien de
I'intégrité tissulaire. Ainsi, un déficit en TLR4 est associé a un défaut de réparation de l'intégrité
tissulaire lors d’'une colite chimio-induite (Ungaro et al. 2009). De plus, le polymorphisme D299G
exacerbe la réponse pro-inflammatoire aprés stimulation avec du LPS, entretenant une réponse

inflammatoire dans l'intestin (Franchimont et al. 2004).

L’effet de TLRS est plus controversé. Un des mutants de TLR5 qui entraine une perte de
fonction du récepteur, apparait comme protecteur de la maladie, alors qu'un déficit total en
TLR5 chez des souris entraine des colites spontanées (Vijay-Kumar et al. 2007, Gewirtz et al.
2006).

Chez les récepteurs TLR endosomaux, des polymorphismes de TLR9 peuvent aussi

influencer le développement de la maladie. Le SNP -1237T/C de TLR9 est retrouvé plus

46



fréguemment chez les patients porteurs d’au moins une mutation du géne NOD2 ou du variant
protecteur de I'lL23R (Torok et al. 2009).

il L’implication des TLR dans les pathologies infectieuses

Les TLR reconnaissent de nombreux pathogénes. De ce fait, un déficit en un de ces
récepteurs peut favoriser le développement et I'évolution de nombreuses pathologies
infectieuses, ou a contrario protéger contre celle-ci (Mifsud et al. 2014). Par exemple, certains
polymorphismes du récepteur TLR1 augmentent la susceptibilité aux infections a Gram- et le
développement de choc septique, alors que d’autres proteégent contre la Iepre ou la
pyélonéphrite (Wurfel et al. 2008, Johnson et al. 2007). A l'inverse, un polymorphisme du géne
TLR2 favorise le développement de la lepre (Kang and Chae 2001).

Parmi les autres récepteurs membranaires de la famille des TLR, la mutation D299G sur
le récepteur TLR4 augmente le risque de développement du paludisme mais elle diminue la
mortalité liée aux formes cérébrales de la maladie (Mockenhaupt et al. 2006).

Les récepteurs TLR situés dans I'endosome influencent le développement de l'infection a
HIV. Le mutant TLR7 rs179008 est associé a une augmentation de la charge virale et une
importante immunosuppression (Oh et al. 2009). Par contre, les polymorphismes des récepteurs
TLR8 (rs3764880) et TLR3 (C1660T) protégent contre le développement de l'infection (Oh et al.
2008, Gorbea et al. 2010).

iii. Les TLR et C. albicans

Les TLR sont impligués dans la reconnaissance du mannane pariétal et la voie de
signalisation, dépendante de MyD88, est essentielle a la défense contre C. albicans et le

développement d’'une réponse Th1 par les cellules dendritiques (Bellocchio et al. 2004).

Les principaux récepteurs membranaires impliqués dans la reconnaissance de la levure
sont TLR2 et TLR4. Le récepteur TLR4 permet le recrutement des neutrophiles, en induisant la
production des chemokines KC et MIP-2 (Netea et al. 2002). Deux polymorphismes de TLR4

sont associés a une augmentation du risque de candidémie et une augmentation des taux d’IL-
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10 (Van der Graaf et al. 2006). Le rble du récepteur TLR2 est plus controversé. En effet, la
colonisation intra-gastrigue par C. albicans entraine le développement d’une réponse
lymphocytaire de type Thl chez les souris DBA/2. Cette réponse Thil, induite par C. albicans,
est médiée par le récepteur TLR2 qui stimule la production de TNF-a, d’IL-1a et d’IL1-B
(Murciano et al. 2007). Un déficit en TLR2 est caractérisé par un défaut de recrutement des
neutrophiles et une dissémination de la levure au niveau des ganglions lymphatiques et de la
rate (Tessarolli et al. 2010). Par contre, le récepteur TLR2 augmente la réponse des Treg lors
d’une infection. Ces Treg préviennent une inflammation excessive mais ils favorisent également
la persistance de C. albicans (Sutmuller et al. 2006). De plus, les macrophages des souris
TLR2" présentent une meilleure activité antifongique avec une diminution de I'lL-10 et une
diminution des CD4+CD25+Treg (Netea et al. 2004b). Le récepteur TLR2 participe donc a la
mise en place de la réponse pro-inflammatoire Thl, mais il permet également le développement
d’'une réponse anti-inflammatoire médiée par I'lL-10. Cette réponse anti-inflammatoire favorise la

persistance de C. albicans.

Le TLR-2 forme des hétérodimeres avec les récepteurs TLR1 et TLR6. Trois
polymorphismes de TLR1 (R80T, S248N et 1602S) sont associés a un risque de candidémie
chez ’'Homme, a cause d’'un défaut de production de cytokines par les monocytes (Plantinga et
al. 2012).Le TLR6 module les réponses Th1 et Th2. Cependant un déficit en TLR6 n’influence

pas la susceptibilité a C. albicans (Netea et al. 2008).

Au niveau des récepteurs situés dans I'endosome, le récepteur TLR7 reconnait 'ARN de
C. albicans et induit la production d’IL12p70 (Biondo et al. 2012). Un déficit en TLR7 est associé
a une hyper susceptibilité aux candidoses. Ce récepteur est aussi nécessaire a la production
d'IFNB par les cellules dendritiques (Bourgeois et al. 2011). Un variant de TLR3 diminue
I'activation de la voie NFkB et la sécrétion d’'IFNy, favorisant les candidoses cutanés (Nahum et
al. 2011). Par contre, le récepteur TLR9 diminue la production de TNFa par les macrophages et

il favorise le développement de I'infection (Kasperkovitz et al. 2011).
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2. Le complexe MBL-MASP (MBL- associated serine protease)

La MBL est une lectine soluble, produite par le foie et présente dans le sérum, qui
circule en complexe avec des protéines MASP (MBL-associated serine protease). Faisant partie
des PRR solubles, ce complexe participe activement a la défense de I'h6te contre de nombreux

micro-organismes.

1) Structure du complexe

I. Structure de la MBL

Il existe une forme de MBL humaine codée par le géne MBL2 et deux formes murines :
MBL-A et MBL-C, codées par les génes MBL1 et MBL2. Les deux formes murines possedent les
mémes propriétés fonctionnelles et une structure similaire a la MBL humaine (Hansen et al.
2000).

Un monomere de MBL correspond a un assemblage de trois chaines polypeptidiques

identiques de 32kDa (Miller et al. 2012). Chaque chaine est constituée de quatre parties (Fig.7) :

e une partie N-ter constituée de cystéine,
e une partie collagénique,
e une neck région sous forme d’une hélice a bi-spiralée,

e un carbohydrate recognition domaine (CRD) en C-ter.

Pour former un monomeére, les trois chaines s’associent en triple hélice au niveau de la
partie collagénique. L’association est stabilisée par des liaisons hydrophobes et des ponts
disulfures au niveau de la partie N-ter riche en cystéine (Sheriff et al. 1994). Les trois CRD d’un
monomere sont équidistants les uns des autres (Weis and Drickamer 1994). Les monomeres
circulent sous formes d’oligoméres allant du dimére a I'hexameére, avec une prédominance des
formes triméres et tétraméres (Teillet et al. 2005). L’association des monomeéres se fait au
niveau de la partie N-ter. Chaque forme peut étre différenciée par son poids moléculaire. Alors
qu'un monomeére de MBL migre a 32kDa, les formes trimériques migrent vers 250kDa
(Jensenius et al. 2009). Les CRD des oligomeres sont positionnés les uns pres des autres dans

un plan en éventail, expliquant la forme en bouquet d’'un oligomére (Miller et al. 2012).
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Figure 7 : Structure de la MBL, d’apres Ip et al, 2009. (A) Une sous unité de la MBL est composée d'une partie N-ter,
d’'une région collagénique, d’'une neck-région et d'un CRD. (B) Un monomeére de MBL est constitué de trois sous-
unités liées entre elles au niveau de la partie collagénique. (C) Un tétramére de MBL est composé de quatre
monomeéres de MBL reliés au niveau de la partie N-ter.

Le CRD reconnait les résidus a-D-mannopyranoses, les L-fucoses et les N-acétyl-D-
glucosamines a la surface des microorganismes par une liaison calcium dépendante. Le CRD
posséde deux sites de liaison au calcium et I'interaction avec les sucres se fait par des ponts
d’hydrogéne avec 4 acides aminés et des interactions de Van der Waals, stabilisées par I'ion

calcium (Kjaer et al. 2013b).

il Structure de MASP

La MBL circule sous forme de complexe avec différentes protéines MASP. Actuellement,
il existe les protéines MASP 1, 2 et 3 qui posseédent une activité enzymatique ainsi que les
protéines MAp44 et MAp19. Il existe un haut degré de conservation des protéines MASP entre

'Homme, le rat et la souris.

Les protéines MASP1 et MASP3 sont codées par le géne MASP1 et elles partagent la

méme chaine A, composée de cing domaines en N-ter:

e un domaine CUB1 (Complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1l) de 110 acides aminés,
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e un domaine EGF-like (Epidermal Growth Factor) de 50 acides aminés qui possede un
site de liaison au calcium,
e un second domaine CUB2,

e deux domaines CCP1 et CCP2 (Complement Control Protein).

La partie C-ter (chaine B) est spécifique de chaque protéine et elle est composée d’'une
sérine protéase, conférant I'activité enzymatique (Degn et al. 2010) (Fig.5). La protéine MASP1
migre sous forme de monomere & 75kDa et la concentration sérique médiane est de 6.27
pg/mL. MASP1 circule sous forme d’homodimére (Thielens et al. 2001). La protéine MASP3 a
une concentration médiane de 5ug/mL. Une troisieme protéine provient de I'épissage du géne
MASP1, la protéine MAp44 ou MApl. Celle-ci posséde 4 domaines communs a MASP1 et
MASP3 dans la chaine A (CUB1-EGF-CUB2-CCP1) puis un résidu spécifique de 17 acides
aminés en C-ter. Cette protéine a une concentration sérique médiane de 1.7ug/mL (Matsushita
et al. 2013). MAp44 forme des homodiméres stabilisés par des ions calciques (Skjoedt et al.
2012).

Les protéines MASP2 et MApl19 (sMAp) sont codées par le gene MASP2. Leurs
concentrations médianes sont respectivement de 0.305 pg/mL et 0.217 pug/mL (Matsushita et al.
2013). MASP2 est composé de la méme maniére que MASP1 et MASP3 avec en N-ter : CUB1,
EGF, CUB2, CCP1 et CCP2. La partie C-ter est composée d’'une sérine protéase (Fig.8).
MAp19 partage les domaines CUB1 et EGF avec la protéine MASP2 puis elle posséde quatre
résidus spécifiqgues en C-terminal (Gregory et al. 2004). Comme MASP1, MASP2 forme un
homodimeére, assemblé en téte-béche au niveau de CUB1-EGF-CUB2. (Feinberg et al. 2003).
MAp19 peut aussi former des homodiméres par interaction du CUB1 de I'un des monomeéres
avec la partie EGF de l'autre monomeére. Ce dimére est stabilisé par un ion calcium au niveau
du domaine EGF (Gregory et al. 2004).
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Figure 8: Structure des protéines MASP1, 2 ou 3, d'aprés Wallis et al, 2007. La partie CUB1-EGF permet
I’'homodimérisation. L’interaction avec la partie collagénique de la MBL se fait au niveau de CUB1-EGF-CUB?2.

2) Formation du complexe MBL-MASP

Les domaines CUB1-EGF-CUB2 des protéines MASP se lient au domaine collagénique
en C-ter de la MBL, au niveau de l'interruption du motif GluXY formant une articulation (Wallis et
al. 2004, Kjaer et al. 2013a) (Fig.9). Le résidu Lys55, situé dans la région collagénique de la
MBL est indispensable a l'interaction avec les protéines MASP (Teillet et al. 2007). Chaque
homodimere de MASP peut interagir avec deux monomeéres de MBL (Chen and Wallis 2001).
Ainsi, un dimere de MBL peut donc fixer un homodimére MASP alors que les formes trimériques
et tétramériques fixent deux homodimeres. Les homodiméres MASP1 et MASP2 peuvent se
fixer sur un méme oligomere de MBL (Degn et al. 2012). MAp19 est aussi capable de se lier a la

partie collagénique de la MBL par une liaison dépendante du calcium (Thielens et al. 2001).
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Figure 9 : Structure du complexe MBL-MASP, d’apres Kjaer et al, 2013. Un homodimére de MASP peut se lier a
deux monomeéres de MBL.

3) Expression du complexe MBL-MASP

Le géne MBL2 est principalement exprimé dans les cellules hépatiques. Cependant des
études ont mis en évidence une faible expression des ARNm de MBL2, MASP1 et MASP2 dans
l'intestin gréle de 'Homme. Le géne MASP3 est, quant a lui, retrouvé dans le cdlon et le
cerveau (Seyfarth et al. 2006). L’expression de la protéine MAp44 se fait au niveau du muscle

squelettique, du myocarde et du foie (Skjoedt et al. 2010).

Chez la souris, ’TARNm de MBL-A a été mis en évidence dans les poumons, les reins et
les testicules, tandis que ’'ARNm de MBL-C a été observé dans les reins, le thymus et l'intestin
gréle. La protéine MBL-C a été détectée dans les cellules épithéliales intestinales (Uemura et al.
2002).

Les peroxisome proliferator activated receptors (PPAR) sont impliqués dans I'expression
hépatique de la MBL. Les PPAR sont des facteurs de transcriptions appartenant a la
superfamille des récepteurs nucléaires. On dénombre actuellement PPARa, PPARRB/d et PPAR.
PPARa est un régulateur majeur du métabolisme hépatique et il est impliqué dans 'expression
de MBL par les hépatocytes humains(Rakhshandehroo et al. 2012). PPARy, dont I'expression
est restreinte aux tissus adipeux, aux macrophages et au colon, serait également impliqué dans
I'expression hépatique de MBL chez ’'Homme (Tachibana et al. 2013). Par contre, I'implication
des récepteurs PPAR dans I'expression de MBL chez la souris est plus controversée. En effet,

un agoniste de PPARa est capable d’induire I'expression de MBL-A dans des hépatocytes
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murins mais pas in vivo alors qu’l n’induit aucune expression de MBL-C in vitro
(Rakhshandehroo et al. 2012). Cette différence du réle des PPAR sur I'expression de MBL entre
I'Homme et les rongeurs serait due a une différence de PPRE (peroxisome proliferator response

element) au niveau de la région promotrice du gene (Tachibana et al. 2013).

4) Fonctions du complexe

i. La voie lectinique du complément

Le complexe MBL-MASP est capable d’activer la voie lectinique du complément. La
reconnaissance des sucres par le CRD de la MBL entraine le clivage des protéines C2 et C4 du
complément par les protéines MASP1 et MASP2 (Ip et al. 2009). Plus spécifiquement, lorsque la
MBL circule, elle empéche l'interaction de MASP2 avec C4. La reconnaissance des sucres par
le CRD entraine un changement conformationnel de MASP2 qui reconnait le C4 et le clive. Le
C4b libéré vient se fixer a la surface cellulaire, juste a c6té du complexe MBL-MASP2. C2 vient
ensuite se fixer a C4 pour étre clivé par MASP2, formant ainsi la C3 convertase (Chen and
Wallis 2004). MASP1 est responsable de 60% de la production de C2a nécessaire a la
formation de la C3 convertase, mais elle ne clive pas C4 (Héja et al. 2012). Or, MASP1 est
essentielle au bon fonctionnement de la voie lectinique du complément (Degn et al. 2012).
L’activation du complément ne peut donc s’effectuer que si c’est un complexe MBL-
MASP1/MASP2 ou si un complexe MBL-MASP1 est également fixé a proximité du complexe
MBL-MASP2 (Chen and Wallis 2004).

La protéine MASP3 est également liée a la MBL mais elle est capable d’inhiber le clivage
des protéines C2 et C4 par MASP2 (Dahl et al. 2001). Cette protéine ne peut pas cliver les
protéines C2 et C4 (Zundel et al. 2004). Chez la souris, en plus de l'activation de la voie
lectinique du complément, les protéines MASP1 et MASP3 sont impliquées dans I'activation de
la voie alternative du complément mais pas chez 'Homme (Degn et al. 2012). La protéine
recombinante MASP3 est effectivement capable d’activer les facteurs B et D nécessaires a la

C3 convertase alterne et de restaurer le dép6t de C3 chez des souris KO (lwaki et al. 2011).

Les protéines MAp19 et MAp44 sont par contre capables d’inhiber I'activation du
complément, notamment par un phénoméne de compétition avec MASP2 pour la protéine
MAp44 (Degn et al. 2009, Skjoedt et al. 2010).
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il L’'opsonisation des micro-organismes par la MBL

Le complexe MBL-MASP active la phagocytose des microorganismes par opsonisation,
notamment des levures comme C. albicans (Li et al. 2012). L’'opsonisation peut se faire, soit par
I'activation du complément entrainant la libération de C3b, soit par opsonisation directe par la
MBL, reconnue par le récepteur de collectine CR1 a la surface des leucocytes (Ghiran et al.
2000). MBL peut activer 'opsonophagocytose de C. albicans par les neutrophiles en favorisant
'expression de Dectine-1 (Li et al. 2012). La MBL coopére également avec d’autres PRR
comme TLR2 dans la défense envers Staphyloccocus aureus (Ip et al. 2008). Enfin la MBL peut
interagir avec la calréticuline ou le CD91 pour favoriser I'élimination des cellules apoptotiques
(Ogden et al. 2001). Cette interaction se fait au niveau du site de liaison de MASP (Pagh et al.
2008, Duus et al. 2010).

iii. Implication du complexe MBL-MASP dans la coaqulation

L’activation du complément par le complexe MBL-MASP est essentielle au bon
fonctionnement du systéme immunitaire mais le complexe participe également au phénoméne
de coagulation. Takahashi et al ont montré qu’un déficit en MBL favorise le syndrome de
coagulation intravasculaire disséminée (Takahashi et al. 2011). Ceci s’explique par le fait que le
complexe MBL-MASP est capable de générer un caillot de fibrine similaire a celui formé par la
thrombine lorsqu’il est incubé avec du plasma calcifié, du fibrinogéne ou du facteur Xlll (Gulla et
al. 2010). Plusieurs études ont été menées pour expliquer le rble du complexe dans la

coagulation.

Tout d’abord, ces études ont mis en évidence la capacité de la MBL a reconnaitre la
fibrine. Les protéines MBL-A et MBL-C peuvent se lier aux chaines Aa et BB du fibrinogene ainsi
que sur les chaines a et 3 de la fibrine (Endo et al. 2010). Ensuite, il a été montré que la
protéine MASP1 posséde une activité thrombine-like. Cette protéase est capable de cliver les
mémes substrats que la thrombine, tel que le fibrinogene et le facteur Xlll (Krarup et al. 2008).
Elle active le facteur XllI, le TAFI (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor) et la prothrombine
(Hess et al. 2012). L’association de MASP1 avec de la thrombine a un effet synergique sur la
formation d’un caillot de fibrine(Jenny et al. 2015). MASP2 est également capable de cliver la

prothrombine pour générer une thrombine active qui pourra cliver le fibrinogéne (Krarup et al.
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2007). Enfin, MASP1 et MASP2 peuvent aussi interagir avec les plaquettes activées lorsqu’ils

sont en complexes avec d’autres collectines, les ficolines (Kozarcanin et al. 2015).

Son activité thrombine-like permet également a MASP1 d’activer le récepteur PARL
(protéase activated recepteur 1), principal récepteur de la thrombine sur les plaquettes, ainsi
que les récepteurs PAR2, PAR3 et PAR4, grace a son extrémité protéasique. Le clivage des
récepteurs PAR a la surface des cellules endothéliales, active les voies p38/MAPK et la voie
NFkB (Megyeri et al. 2009). Cela entraine la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et

IL-8) et le recrutement des granulocytes neutrophiles (Dobd et al. 2014).

MASP1 agit également sur le systéme kinine-kallikréine qui participe a la coagulation. En
effet, elle peut cliver le kininogéne de haut poids moléculaire, libérant de la bradykinine,
vasodilatateur puissant (Dob6 et al. 2011). MASP2 peut aussi cliver le kininogéne mais cela ne

libére pas de bradykinine.

5) Génétique

i Le gene MBL2

Un géne ancestral commun MBL a donné par duplication deux génes MBL1 et MBL2. Le
géne MBL1 ayant régressé au cours de I'évolution, seul le gene MBL2 code pour la protéine

MBL chez 'Homme et il est localisé sur le chromosome 10g11.2-21 (Seyfarth et al. 2006).

Ce géne est constitué de 4 exons et 3 introns. L'exon1 code pour le peptide signal, il est
composé d’'un domaine riche en cystéine et de 7 motifs répétés Gly-Xaa-Yaa. L'exon2 est
constitué de 12 motifs répétés Gly-Xaa-Yaa, codant pour la région collagénique. L’exon3 code
pour la neck région et 'exon4 pour le CRD. Il existe également un exon0 alternatif a I'exon1. Cet
exon permet d’initier la transcription du géne MBL2 et il code pour un transcrit similaire a la
protéine MBL (Naito et al. 1999).

Chez la souris, il existe deux genes MBL1 et MBL2, codant pour deux protéines
différentes MBL-A et MBL-C (Hansen et al. 2000). lls sont positionnés respectivement sur les

chromosomes 14 et 19.
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il Les genes MASP

Les protéines MASP liées a la MBL sont codées par deux genes : MASP1 et MASP2. Le
gene MASP2, situé sur le chromosome 1p36.2-3, code pour la protéine MASP2 et la protéine
tronquée MAp19 de 19kDa (Stover et al. 2003). L'organisation du géne MASP2 présente de

nombreuses similitudes entre 'lHomme, le rat et la souris (Stover et al. 2004).

Le géne MASP1, situé sur le chromosome 3qg27-28, code pour les protéines MASP1,
MASP3, et MAp44 (Dahl et al. 2001). Les dix premiers codons du gene MASP1 codent pour les
cing domaines partagés par MASP1 et MASP3. Le onziéeme exon code pour la partie C-ter de
MASP3 alors que les six derniers exons codent la partie C-ter de MASP1 (Endo et al. 1998).
L’ARNmM de MAp44 est encodé par les huit premiers exons de MASP1 (Degn et al. 2009). Les
protéines murines MASP1 et MASP3 sont également codées par un géne commun situé sur le
chromosome 16B2-B3 (Stover et al. 2003).

iii. Les polymorphismes MBL-MASP

Chez 'Homme, il existe une grande hétérozygotie avec plus de 87 polymorphismes dans
tout le géne MBL2 (Bernig et al. 2004). Environ 30% de la population présente un de ces
polymorphismes (Heitzeneder et al. 2012).

Dans I'exon1, trois polymorphismes altérent la fonction et les taux de MBL circulante. La
mutation sur le codon 54(rs1800450) entraine le changement d’'une glycine par de l'acide
aspartique. La mutation sur le codon 57 (rs1800451) correspond a une substitution d’'une
glycine par un acide glutamique et la troisieme mutation sur le codon 52 (rs5030737) entraine le
remplacement d’un résidu arginine par une cystéine. Communément, les alleles comportant les
polymorphismes 54, 57 et 52 sont respectivement appelés B, C et D alors que I'alléle normal est
appelé A (Garred 2008). Enfin, il existe également un polymorphisme au niveau de I'exon4

codant pour le CRD.

Les trois polymorphismes sont exprimés différemment selon les populations : l'allele B
est fréquent dans les populations caucasiennes et asiatiques, contrairement a l'alléle C qui est

retrouvé dans les populations africaines sub-sahariennes. Enfin l'alléle D, beaucoup moins

57



fréquent que les B et C, est exprimé préférentiellement dans les populations caucasiennes et au
nord-est de I'Afrique (Garred 2008).

Les trois polymorphismes B, C et D, situés dans la partie collagénique de la protéine
MBL, entrainent une diminution du degré d’oligomérisation de la protéine. Cela provoque une
diminution de sa capacité a se lier au mannane et a activer le complément. De plus, il a été
montré que les taux de MBL varient selon le degré d’hétérozygotie. En effet les sujets
homozygotes A/A présentent des taux de MBL supérieurs aux sujets A/O ou O/O (Minchinton et
al. 2002). Il existe également des polymorphismes au niveau du promoteur. lIs sont en position -
50 (H/L variant), -221 (X/Y variant) et +4 (P/Q variant). Les haplotypes communs provenant de
lallele A sont : HYPA, LYPA, LYQA et LXPA. En présence de mutation, les haplotypes
retrouvés sont : HYPD, LYPB et LYQC (Garred 2008). Chez la souris, une étude a mis en
évidence plusieurs polymorphismes sur les deux génes MBL-A et MBL-C. La plupart de ces
polymorphismes affectent le CRD des protéines, ayant un impact sur la reconnaissance des
microorganismes (Phaneuf et al. 2007).

En ce qui concerne les protéines MASP, les taux de MASP2 et les polymorphismes
varient d’une population a 'autre. Ainsi, la population chinoise présente un polymorphisme non
retrouvé dans les autres populations, qui entraine des taux faibles en MASP2 (Thiel et al. 2007).
Les principaux polymorphismes connus sur le géne MASP2 entrainent différentes modifications
(Thiel et al. 2009). Les polymorphismes R99Q et P126L, situés au niveau du domaine CUB1,
ainsi que la mutation H155R sur le domaine EGF, ne modifient pas la liaison de la protéine a la
MBL et son activité enzymatique. Par contre, la mutation D120G sur le domaine CUBL1 et la
mutation CHNHdup sur le domaine EGF, entrainent une perte de liaison de la protéine a la MBL
et les protéines MASP2 mutées ne peuvent pas activer le complément. Au niveau de la région
d’activation du peptide, la mutation R439H méne a une protéine capable de se fixer a la MBL
mais elle ne posséde pas d’activation enzymatique. Une mutation spécifique du résidu K432
situé dans la partie CCP1 de MASP2 empéche la reconnaissance de la protéine C4 et

I'activation du complément (Duncan et al. 2012).

Il existe également des polymorphismes sur le gene MASP2 qui perturbent la protéine
MAP19 (Gregory et al. 2004). Alors qu’'une mutation en E98 et E124 diminue la capacité de
liaison de la protéine a la MBL, une modification des résidus Y74 ou Y121 abolit totalement

cette liaison a la MBL.

Le géne MASP1 codant pour les protéines MASP1l, MASP3 et Map44, un

polymorphisme peut entrainer une variation de concentration des trois protéines. Ainsi, le
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polymorphisme rs190590338, situé sur le promoteur, entraine une augmentation des
concentrations de MASP1 et Map44 alors qu'il est associé a une diminution des taux de MASP3
(Ammitzbgll et al. 2013). Certains polymorphismes, comme le rs113938200, situé en C-ter de la
protéine Map44, entrainent uniquement une diminution de la protéine Map44.

Tous ces polymorphismes de MBL et des protéines MASP affectent le fonctionnement

du complexe et peuvent étre associés a plusieurs pathologies (Beltrame et al. 2015).

6) Pathologies associées au complexe MBL-MASP

i L’implication de la MBL dans la maladie de Crohn

Les données de la littérature établissent un lien chez ’'Homme et I'animal entre la MBL et
la MC. En effet, un déficit quantitatif en MBL, d0 a une mutation sur le codon 52 est
fréguemment retrouvé chez les patients atteints de MC, en comparaison a des sujets contrdles
(Bak-Romaniszyn et al. 2011). De plus, les patients ayant un phénotype clinique séveére (selon
les critéres de classification de Montréal) ont plus souvent un déficit sévere en MBL que les
patients ayant un phénotype clinique modéré (Schoepfer et al. 2009). Dans un modele murin,
les déficits en C1q et en MBL rendent les animaux plus sensibles a la colite chimio-induite
(Schepp-Berglind et al. 2012). Dans une des rares études effectuées sur la MC, la MBL et C.
albicans, il a été montré que chez les patients MC, les taux d’ASCA sont inversement corrélés
aux taux sériques de MBL (Seibold et al., 2007).

il Les pathologies infectieuses

De nombreuses études ont exploré l'impact d’'un déficit en MBL ou en MASP sur les
pathologies infectieuses. Alors qu’un déficit en MBL favorise, généralement, le développement
des pathologies bactériennes, virales ou fongiques, les variations de MASP qui influencent les
pathologies sont plus complexes et elles ne sont pas forcément corrélées aux variations de
MBL.
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Lorsque I'on s’intéresse aux infections bactériennes, les polymorphismes du géne MBL2
menant a des taux faibles de MBL sont associés a une colonisation précoce a Pseudomonas
aeruginosa, chez les patients atteints de fibrose. La méme association est retrouvée avec un
polymorphisme du géne MASP1 (rs850312), codant pour la protéine MASP3 mais aucun
polymorphisme de MASP2 n’est associé (Haerynck et al. 2012). Lors des infections a
Mycobacterium leprae, les haplotypes du gene MASP2 associant les deux polymorphismes
P126L et P439H augmentent la susceptibilité aux infections (Boldt et al. 2013). Les souris
déficientes en MASP2 sont plus sensibles aux infections a Streptoccocus pneumoniae. Cette
sensibilité dépend des ficolines et non de la MBL (Ali et al. 2012). Les infections récurrentes a
pneumocoque sont également associées au polymorphisme p.D120G du géne MASP2
(Stengaard-Pedersen et al. 2003).

Les variations de MBL et de MASP influencent aussi le développement de plusieurs
pathologies virales. Le polymorphisme PY371D (rs12711521) du géne MASP2 augmente les
taux de la protéine et entraine une diminution des taux de MAp19. Ce SNP facilite I'infection au
HTLV1 (human T lymphotropic virus 1) (Coelho et al. 2013). Plusieurs études ont également
montré l'implication du complexe MBL-MASP dans l'infection au virus de I'hépatite C (VHC). La
MBL reconnait les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC, limitant linfection des
hépatocytes (Brown et al. 2010). Un déficit en MBL est prédictif d'une mauvaise réponse a la
thérapie par interféron (Alves Pedroso et al. 2008). Par contre, alors que la MBL limite I'infection,
les résultats observés sur la protéine MASP1 suggére un effet contraire de cette protéine. En
effet, l'augmentation d’activité du complexe MBL-MASP1 dans les fibroses séveéres et le fait que
la protéine MASP1 recombinante favorise le développement des cellules périsinusoidales,
cellules impliquées dans la fibrose, suggére un réle délétére de la protéine MASP1 au cours de
l'infection (Brown et al. 2007, Saeed et al. 2013). Une mutation du géne MASP2 (PY371D)
serait également impliquée dans les infections a HCV mais sans effet sur la progression de la

fibrose et sur la réponse a l'interféron (Tulio et al. 2011).

La mutation PY371D qui augmente les taux de MASP2 est retrouvée plus fréquemment
dans les formes symptomatiques de la maladie de Chagas, et notamment le risque de
cardiomyopathie (Boldt et al. 2011). La MBL peut lyser ce micro-organisme mais un modele
murin a montré que I'absence d’activation de la voie lectinique du complément par MASP2
n‘augmentait pas la susceptibilité a l'infection (Ribeiro et al. 2015). La voie lectinique du
complément jouerait donc un réle mineur dans la défense contre Trypanosoma cruzi, mais une

surproduction de MASP2 serait prédictive de I'évolution de la maladie.
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Les souris déficiente en MBL-A infectée par Aspergillus fumigatus ont une capacité
pulmonaire diminuée par rapport aux souris contréles, avec une diminution des lymphocytes
Th2 et une augmentation de la production d’IFNy (Hogaboam et al. 2004). De plus, I'injection IV
de MBL a des souris immunodéprimées avec améliore la survie de ces souris lors d’aspergillose

pulmonaire invasive (Kaur et al. 2007).

La MBL et C. albicans

La MBL agit dans les phases précoces de défense contre les infections a C. albicans en
empéchant sa croissance (Ip and Lau 2004). Elle reconnait les deux formes de C. albicans
(blastoconidie et hyphe) mais uniqguement & 37°C (Lillegard et al. 2006). Grace a des études de
SPR (Surface Plasmon Resonance), notre laboratoire a montré que cette reconnaissance se fait
par le mannane de la paroi (Damiens et al. 2013). La MBL est également capable de
reconnaitre les résidus mannosidiques exprimés a la surface de la levure et d’activer sa

phagocytose directement par les neutrophiles sans activer le complément (Li et al. 2012).

Précédemment, nous avons décrit les polymorphismes génétiques qui peuvent entrainer
une perte d’activité fonctionnelle ou un déficit en MBL. Les taux en MBL sont considérés faibles
lorsqu’ils sont inférieurs & 1000 ng/mL et on admet un déficit lorsqu’ils sont inférieurs & 500
ng/mL (Heitzeneder et al. 2012).

Les patients atteints de candidoses invasives présentent des taux significativement plus
élevés de MBL circulante que les sujets sains. Ces taux sont inversement corrélés aux taux de
mannane circulant (Damiens et al. 2012). A l'inverse, au niveau des candidoses vaginales, les
formes récurrentes sont associées au polymorphisme du géne MBL2 sur le codon 54 et a une
diminution des taux de MBL au niveau vaginal (Donders et al. 2008). De plus, un déficit en MBL
favorise les infections abdominales a levure chez les patients atteints d’'une péritonite (van Till et
al. 2008).

Chez la souris, il a été montré qu’un déficit en MBL-A et MBL-C favorise également la
dissémination de C. albicans dans un modeéle d’infection systémique (Ader et al. 2011, Mller et
al. 2010). Par contre, un déficit en MBL-A altére nullement la résistance des souris envers les

candidoses disséminées (Takahashi et al. 2002).
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Ces données de la littérature suggérent I'impact important de la MBL sur la survenue des
candidoses invasives. Cependant aucune étude n’a été menée pour déterminer le réle de la
MBL dans la colonisation des muqueuses digestives par C. albicans. Cela nous semble
important de répondre a cette question puisque le tube digestif constitue le principal réservoir de
C. albicans avant sa dissémination hématogéne (Gow et al. 2012).

Les autres récepteurs de type lectinigue et C. albicans

En plus des TLR et de la MBL, d’autres récepteurs lectiniues membranaires sont
impliqués dans la reconnaissance de C. albicans (Fig. 10).
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Figure 10: Les récepteurs impliqués dans l'interaction entre C. albicans, ses glycannes et les cellules de I'héte,
adapté de Poulain et al. (Poulain and Jouault 2004).
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Le principal récepteur membranaire lectinique impliqué dans la reconnaissance des 31,3
et B1,6 glucanes de la paroi de C. albicans est le récepteur Dectine-1 (Brown 2006). La
reconnaissance de C. albicans par Dectine-1 active plusieurs voies de signalisation, menant a
une réaction inflammatoire. Au niveau des cellules dendritiques, Dectine-1 active les protéines
Syk et Raf-1 qui activent la voie NFkB (Gringhuis et al. 2009). Il peut également passer par
CARD?9 (Caspase activation and recruitement domain-containing 9) et ainsi induire une réponse
adaptative Th17 avec production d’'IL-6, d’IL-1B et d’IL-23 (Gross et al. 2006, Bishu et al. 2014).
Ce récepteur est essentiel aux ligands PPARy pour contrdler linfection fongique gastro-
intestinale. Une activation des récepteurs PPARy (peroxysome proliferator-activated receptor)

par I'lL-13 ou des PPARY ligands réduit la colonisation du tube gastro-intestinal des souris par
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C. albicans (Coste et al. 2008). Enfin, des études chez la souris ont montré une amplification de
la production de TNFa par les récepteurs TLR2 et TLR4 lorsque Dectine-1 est activé (Ferwerda
et al. 2008). Dectine-1 régule aussi la libération des NET (Neutrophil Extracellular Traps) par les

neutrophiles lorsque ceux-ci reconnaissent les hyphes de C. albicans (Branzk et al. 2014).

De nombreux autres récepteurs lectiniques reconnaissent les mannanes et les
mannoprotéines de la paroi de C. albicans. Le récepteur Dectine-2, exprimé par les cellules
dendritiques, les macrophages et les neutrophiles, interagit avec le récepteur FcyR pour
reconnaitre les résidus a du mannane (Sato et al. 2006). Le blocage de Dectine-2 empéche la
production d’IL-17 par les cellules T lors d’une infection a C. albicans chez la souris (Robinson
et al. 2009). Il peut également former un hétérodimére avec la Dectine-3 pour induire une
réponse pro-inflammatoire avec I'lL-6, le TNFa et I'lL-18 (Saijo et al. 2010).

Les récepteurs DC-SIGN et Macrophages mannose receptor (MMR) sont également
capables de se lier aux mannanes a la surface de C. albicans. La reconnaissance des fractions
N-glycosylées du mannanes par DC-SIGN entraine la production d’IL-6 par les cellules
dendritiques (Cambi et al. 2008). Le MMR induit une réponse IL-17 (van de Veerdonk et al.
2009).

Le récepteur Galectine-3 reconnait les -1,2 mannosides et interagit avec TLR2 pour
reconnaitre et induire la phagocytose de C. albicans (Jouault et al. 2006). Un déficit en
Galectine-3 chez la souris inhibe la réponse de TLR2 et la production de TNF-a lors d’une

colonisation par C. albicans (Jawhara et al. 2008).

Le récepteur lectinique MINCLE, exprimé par les macrophages, est également impliqué
dans la reconnaissance des résidus a mannosylés du mannane de C. albicans (Wells et al.
2008).
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Objectifs

Notre équipe étudie le lien entre les récepteurs de 'immunité innée, Candida albicans et
la MC depuis plusieurs années. Deés le début des années 90, notre laboratoire fut le premier a
démontrer I'existence d’anticorps anti-mannosides de levures (ASCA) au cours de la MC ainsi
que la capacité de Candida albicans, une levure commensale du tube digestif, & générer les
ASCA et deux familles d’anticorps anti-glycannes de levures (ALCA, ACCA) (Standaert-Vitse et
al. 2006). Ces travaux ont montré que les patients atteints de MC et leurs parents sains du
premier degré étaient plus fréquemment et plus intensément colonisés par C. albicans que les
sujets contrdles (Standaert-Vitse et al. 2009). Plus récemment, une étude expérimentale sur un
modéle murin de colite chimio-induite, a montré que la colonisation par des levures était
favorisée par l'inflammation intestinale et réciproquement, la colonisation fongique exacerbait
l'inflammation intestinale (Jawhara et al. 2008). Ces données ont été confirmée par une étude
montrant que la flore fongique est capable d’influencer une colite par interaction avec les
récepteurs reconnaissant les pathogénes comme le récepteur Dectine-1 (lliev et al. 2012). Le
récepteur Dectine-1 active la réponse Th17 par l'intermédiaire de CARD9 aprés reconnaissance
de C. albicans (Bishu et al. 2014).

Les récepteurs TLR interagissent également avec la flore fongique et sont susceptibles
de moduler la réponse inflammatoire. Il a été mis en évidence que le récepteur TLR2, exprimé
par les macrophages, coopére avec le récepteur galectine-3 pour reconnaitre C. albicans
(Jouault et al. 2006). Ce récepteur est également impliqué dans le maintien de la barriere
intestinale, la régulation de l'inflammation intestinale et un polymorphisme du géne TLR2 est
associé a des pancolites (Cario et al. 2004, Pierik et al. 2006, Cario 2010). Cependant aucune
étude n’a été réalisée sur l'influence du récepteur TLR2 et de ses hétérodiméres TLR2/TLR1 et

TLR2/TLR6 sur la colonisation par C. albicans lors d’'une inflammation intestinale.

Notre équipe s’est intéressée, en paralléle, a un autre récepteur de 'immunité innée, la
Mannose binding-lectine ou MBL. Ce récepteur lectinique est capable de reconnaitre différentes
espéces de Candida, dont C. albicans (Damiens et al. 2013). Des variations des taux de MBL
ont été décrites au cours de la MC et sont inversement corrélés aux taux d’ASCA (Seibold et al.
2007, Bak-Romaniszyn et al. 2011). Il est donc possible que la colonisation par C. albicans chez
les patients atteints de MC entraine une aggravation de la maladie et que le déficit en MBL soit

en lien direct avec la colonisation par C. albicans et I'exacerbation de 'inflammation.
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La premiére partie de ce projet de these consiste donc a étudier le role des récepteurs
TLR et de la MBL dans le développement d’une colonisation par C. albicans et sur
'inflammation intestinale. Pour cela, nous avons travaillé sur des modéles murins déficients en
TLR1, TLR2, TLR6 ou MBL.

Dans un deuxiéme temps, notre équipe avait émis I'’hypothése que les patients atteints
de candidose invasive (Cl) pourraient étre déficitaires en MBL. Or les observations ultérieures
ont montré que les patients atteints de Cl ont des taux de MBL sérique significativement plus
élevés que ceux des patients hospitalisés (colonisés mais sans preuve formelle de CI) ou des
sujets sains (Damiens et al. 2012). Cependant, en dépit du taux élevé de MBL sérique, les
patients ont présenté des épisodes candidémiques pendant plusieurs semaines. Cela suggére
un déficit fonctionnel du complexe MBL-MASP. Les analyses des taux de MBL dans les
cohortes de patients ont montré que les patients MC étaient plus fréquemment déficitaires en
MBL que les sujets sains (Bak-Romaniszyn et al. 2011).Cependant, aucune analyse de I'activité
fonctionnelle du complexe MBL-MASP n’a été réalisée. Or il se pourrait qu’un déficit qualitatif en
MBL influence la réponse inflammatoire et le phénomene de dysbiose observés chez les
patients MC. Nous avons donc étudié linfluence des polymorphismes génétiques sur les
variations quantitatives et qualitatives du complexe MBL-MASP dans une cohorte de patients

atteints de MC ainsi que le lien éventuel avec un phénotype clinique de sévérité.

La présentation des trois publications issues de ce travail de thése sera suivie d'un

chapitre de synthése et discussion des résultats.
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Article 1

Lerdle de TLR1, TLR2 et TLR6 dans la modulation de |la défense
immunitaire murine contre la colonisation par C. albicans et

’inflammation intestinale

Laura Choteau, Héléne Vancraeyneste, Didier Le Roy, Laurent Dubuquoy, Francis Vasseur,
Luiginia Romani, Thierry Jouault, Daniel Poulain, Boualem Sendid, Thierry Calandra, Thierry
Roger, Samir Jawhara
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Les TLR sont les récepteurs PRR majoritairement impliqgués dans la reconnaissance des
pathogénes. Alors que le rble protecteur de TLR4 a été établi dans le développement des
candidémies, le role de TLR2 est moins clair (Netea et al. 2002, Van der Graaf et al. 2006). Le
récepteur TLR2 forme des hétérodiméres avec les récepteurs TLR1 et TLR6, ce qui lui permet
de reconnaitre différents ligands (Takeuchi et al. 2002). Le récepteur TLR2 posséde un double
réle dans la défense contre C. albicans, avec d’'un cété l'induction de la réponse Th1 pour
contrer l'infection et d’'un autre cété le développement d’'une réponse anti-inflammatoire qui
favorise la dissémination de C. albicans (Netea et al. 2004b, Murciano et al. 2007). Les
récepteurs TLR1, TLR2 et TLR6 sont également impliqués dans le développement des

inflammations chroniques de l'intestin (Pierik et al. 2006).

Sachant qu’une colite inflammatoire favorise le développement d’'une colonisation a C.
albicans, il nous a paru intéressant d’étudier I'influence des déficits en TLR1, TLR6 et TLR2 sur
la colonisation a C. albicans dans un contexte d’'inflammation intestinale afin d’éclaircir le role de

TLR2 sur C. albicans et I'inflammation intestinale.

Pour cela, nous avons utilisé trois modeles de souris déficientes en TLR1, TLR2 ou
TLR6 (TLR™). Chaque groupe de souris a recu un inoculum de C. albicans & JO et 1.5% de DSS
a été ajouté a l'eau de boisson pour induire une colite chimio-induite. Le traitement par DSS
associé a une colonisation par C. albicans a induit une atteinte clinique et histologique plus
importante chez les souris déficientes en TLR1 et TLR2 par rapport aux souris TLR6™ et aux
souris sauvages. La colonisation par C. albicans est significativement diminuée chez les souris
TLR6™ par rapport aux autres groupes. Les souris TLR1” et TLR2” présentent une
mannanémie et une perméabilité intestinale accrue, associées a une réponse inflammatoire Thl
et Th17. Le déficit en TLR6 diminue I'expression d’IL-1B, sans perturber les autres cytokines

pro-inflammatoires.

Contrairement au récepteur TLRG, les déficits TLR1 et TLR2 augmentent I'inflammation
intestinale et la colonisation par C. albicans dans notre modéle de colite murine chimio-induite.
Cela suggeére l'implication des récepteurs TLR1 et TLR2 dans la régulation de 'homéostasie
intestinale et le role du récepteur TLR6 dans I'exacerbation de la réponse inflammatoire liée a la

reconnaissance de C. albicans.

68



Nous avons poursuivi notre étude sur I'implication des récepteurs PRR dans la colonisation
par C. albicans et l'inflammation intestinale en utilisant un modele murin dépourvu des génes
MBL-A et MBL-C, codant pour les deux formes de MBL murines.
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Article 2

Le role de la MBL dans ’homéostasie intestinale et I’élimination des

pathogéenes fongiques

L. Choteau, M. Parny, N. Francois, B. Bertin, M. Fumery, L. Dubuquoy, K. Takahashi, J.-F.
Colombel, T. Jouault, D. Poulain, B. Sendid, S. Jawhara
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Notre laboratoire s’intéresse depuis quelques années a une lectine du systéme
immunitaire, la MBL et & son réle dans la reconnaissance de C. albicans. Il a été montré que la
MBL est capable de reconnaitre les mannanes a la surface de C. albicans et que les taux de
MBL sont trés élevés chez les patients atteints de candidoses invasives (Damiens et al. 2013,
Damiens et al. 2012). Ces résultats suggérent une variation de I'expression de la MBL sérique,
en présence de C. albicans. Cependant, aucune étude n’a regardé le réle de la MBL au niveau
intestinal pour contenir la colonisation par C. albicans. De plus, il semblerait que la MBL soit liée
a la MC puisqu’un déficit quantitatif en MBL est frequemment retrouvé chez les patients atteints
de MC, en comparaison a des sujets sains (Bak-Romaniszyn et al. 2011). Un déficit en MBL est
aussi associé aux phénotypes séveres de la MC (Schoepfer et al. 2009). Or, nous ne savons
pas comment la MBL pourrait influencer la réponse inflammatoire chez ces patients.

Nous nous sommes donc posé la question de savoir si la colonisation gastro-intestinale
par C. albicans est modulée par la MBL et si cette modulation avait un impact sur I'inflammation
intestinale dans la MC. Pour répondre a ces questions, nous avons exploré dans un modéle
murin, 'expression de la MBL au niveau du tractus gastro-intestinal et nous avons étudié son
impact sur la modulation de l'inflammation intestinale et I'élimination de C. albicans, a I'aide d’un
modele murin dépourvu de MBL-A et de MBL-C.

L'expression des deux formes de MBL (A et C) présentes chez la souris a été mise en
évidence dans les cellules épithéliales de I'estomac, du caecum et du cdlon des souris C57BL/6.
Cette expression est augmentée lorsque les souris sont colonisées par C. albicans alors que les
taux sériques ne varient pas. En absence d'inflammation, la colonisation par C. albicans est plus
importante dans le tube digestif des souris MBL-KO par rapport aux souris C57BL/6, bien que
les scores cliniques et histologiques ne different pas. L'inflammation induite par DSS, exacerbe
cette colonisation et elle entraine une dissémination de C. albicans dans les reins et les
poumons des souris MBL-KO. Le déficit en MBL est également associé a une diminution des

cytokines II-1B et IL-6 et a une augmentation de la réponse Th17.

Nous mettons pour la premiére fois, en évidence la production de MBL par les cellules
épithéliales intestinales. Cette MBL intestinale semble primordiale pour limiter le développement

intestinal de C. albicans et pour réguler 'homéostasie intestinale.
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Afin de continuer a explorer le lien entre la MBL et I'inflammation intestinale, nous avons
décidé d’étudier linfluence des polymorphismes sur les modifications qualitatives et
quantitatives de MBL dans une cohorte de patients atteints de MC ainsi que l'impact de ces

variations sur le développement de la maladie.
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Article 3

Les polymorphismes génétiques du géene MBL2 sont associés a un

défaut d’activité de la MBL chez les patients atteints de MC

Laura Choteau, Francis Vasseur, Frédéric Leprétre, Martin Figeac, Corinne Gower-Rousseau,

Laurent Dubuquoy, Daniel Poulain, Jean-Frédéric Colombel, Boualem Sendid, Samir Jawhara
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La MBL est un récepteur lectinique majeur dans la défense de I'hbte contre les
pathogénes, qui circule en complexe avec des sérines protéases, les protéines MASP. Le
complexe est impliqué dans I'activation de la voie lectinique du complément, dans I'opsonisation
des micro-organismes et dans la coagulation (Krarup et al. 2007, Takahashi et al. 2011).
Récemment, nous avons montré que la MBL peut étre produite par les cellules épithéliales
intestinales et qu’elle joue un réle dans I'homéostasie intestinale (Choteau et al. 2015).
Actuellement, une étude, menée sur la MBL dans la MC, a mis en évidence une fréquence plus
élevée des taux de MBL inférieur a 150ng/mL, a cause du SNP rs5030737, chez les patients
pédiatriques par rapport aux sujets sains (Bak-Romaniszyn et al. 2011). De plus, les patients
ayant un phénotype clinique sévére (sténosant ou pénétrant) seraient plus souvent déficitaires
en MBL que les patients ayant un phénotype clinique modéré (Schoepfer et al. 2009). Enfin, les
patients, séropositifs pour ASCA, présenteraient des taux faibles voir déficitaires en MBL
(Seibold et al. 2007).

L’objectif de cette étude était donc d’étudier l'influence des polymorphismes génétiques
sur les variations quantitatives et qualitatives de la MBL dans une cohorte de patients atteints de

la maladie de Crohn et de déterminer leurs influences sur la sévérité de la maladie.

Le séquencgage du géne MBL2 a montré une association du SNP rs5030737 avec des
taux élevés d’ASCA (p>0.01) et une diminution de I'activité du complexe MBL-MASP (p<0.05)
chez les patients MC qui auraient tendance a développer les formes sténosantes et pénétrantes
de la maladie. Cette diminution d’activité est également observée chez les patients porteurs de

la mutation rs2066844 sur le gene NOD2, polymorphisme fortement associé a la MC.

Il apparait, dans cette étude, que l'activité du complexe MBL-MASP est modulée chez les
patients atteints de MC en fonction des polymorphismes présents sur les géenes MBL2 et NOD2.

Le polymorphisme rs5030737 du géne MBL2 prédisposerait aux formes séveres de la maladie.
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Discussion

Les MICI sont caractérisées par une dérégulation du systéme immunitaire et une
dysbiose de la flore intestinale avec une augmentation de certains pathogénes dont C. albicans
(Baumgart and Sandborn 2012). Une colonisation par C. albicans est effectivement retrouvée
plus frequemment chez les patients atteints de MC que chez les sujets sains (Standaert-Vitse et
al. 2009). De plus, une colite chimio-induite favorise la colonisation par C. albicans et
inversement, C. albicans entretient la réponse inflammatoire par I'intermédiaire des récepteurs

de 'immunité innée (Jawhara et al. 2008).

Le but de notre travail était de comprendre les facteurs favorisant la colonisation par C.
albicans durant linflammation intestinale chez I'héte, y compris les interactions entre les
glycannes pariétaux et les récepteurs de I'immunité innée tels que les TLR et la MBL. Nous
souhaitions ainsi explorer le réle de ces récepteurs dans la défense contre la colonisation par C.

albicans et dans la modulation de I'inflammation intestinale.

Les études réalisées au laboratoire ont révélé que le phospholipomannane (PLM)
présent sur la paroi de C. albicans induit, via TLR2, la stimulation des macrophages (Jouault et
al. 2003). De plus, les études expérimentales in vivo réalisées avec des levures vivantes
administrées par gavage aux souris montrent qu’'une stimulation induite par C. albicans
nécessite I'association entre TLR2 et la galectine-3 (Jouault et al. 2006, Jawhara et al. 2008).
TLR2 forme un hétérodimere avec TLR1 ou TLR6, ce qui augmente sa capacité de
discrimination (Takeda et al. 2002). En effet, les TLR2/TLR1 reconnaissent les lipopeptides
triacylés présents dans la paroi des bactéries Gram-positifs alors que les TLR2/TLR6
reconnaissent les lipopeptides diacylés (Takeuchi et al. 2002). Dans un modéle expérimental de
colite chimio-induite, les souris déficientes en TLR2 ont développé une inflammation intestinale
plus sévere que les souris témoins (Albert et al. 2011). De plus, les mutations des génes de
TLR, y compris le gene TLR2, ont été associées a la prédisposition et au maintien des MICI
(Henckaerts et al. 2007, Netea et al. 20044, Ey et al. 2013).

Notre contribution visait a déterminer la susceptibilité génétique liée a la mutation de
récepteurs TLR (TLR1, TLR2 et TLR6) chez la souris colonisée par C. albicans et ayant
développé une colite chimio-induite. Dans cette étude, nous avons utilisé un modéle
expérimental de colite induite par DSS, précédemment développé au laboratoire (Jawhara et al.
2008). Ce modele consiste a établir une colonisation intestinale par C. albicans, promue par une
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inflammation intestinale induite par du dextran sulfate de sodium (DSS), qui mime parfaitement
la rectocolite hémorragique chez ’'Homme. Nous avons observé que C. albicans ne colonise pas
spontanément les souris déficientes en TLR, en absence de traitement par DSS. En revanche,
la perte de la masse corporelle et la présence de sang dans les selles ont été observées chez
toutes les souris déficientes en TLR et traitées par DSS. Les souris TLR1” et TLR2” sont plus
sensibles & une colite chimio-induite que les souris TLR6™ et les souris sauvages. Les souris
TLR6™ répondent au traitement par DSS de la méme maniére que les souris sauvages. Il avait
déja été montré que les souris déficientes en TLR2 étaient plus sensibles aux colites induites
par DSS que les souris contrbles (Rakoff-Nahoum et al. 2004). || semblerait donc que ce soit
plutét 'hétérodimeére TLR2/TLR1 qui soit impliqué dans le contrble de la réponse inflammatoire.
A Tlinverse, des souris déficientes en TLR6" sont protégées de I'inflammation intestinale et leur
taux de cellules Thl7 est diminué (Morgan et al. 2014). Cela confirme les données selon
lesquelles C. albicans aggrave linflammation intestinale et module I'expression du TLR2
(Jawhara et al. 2008). De plus, la perméabilité intestinale et la mannanémie sont augmentées
chez les souris déficientes en TLR1 ou en TLR2, alors qu’aucune dissémination de C. albicans
n'a été retrouvée dans les reins, les poumons ou le foie des souris. Au niveau intestinal,
I'expression des cytokines pro-inflammatoires TNFa, IL-13 et IL-17 sont favorisées par un déficit
en TLR1 ou TLR2 en présence de C. albicans alors qu’un déficit en TLRG6 inhibe I'expression de
TNFa et IL-1B8 sans modifier I'expression d’IL-17. Dans cette étude, nous avons donc montré
gu'au niveau intestinal, le réle protecteur de TLR2 est plutét médié par son hétérodimére
TLR2/TLR1 puisque TLR1 limite la colonisation par C. albicans et I'inflammation intestinale alors
gue le récepteur TLR6 semble jouer un rdéle dans la modulation de la réponse inflammatoire en

exacerbant I'inflammation intestinale.

Parallelement aux études expérimentales menées sur les récepteurs TLR, nous nous
sommes intéressés a déterminer le role de la MBL dans la modulation de la réponse
inflammatoire et I'élimination fongique. La MBL est une collectine sérique produite par le foie
(Seyfarth et al. 2006). Elle joue un réle essentiel dans la défense de I'héte contre les
pathogénes, y compris C. albicans (van Asbeck et al. 2008). Cependant, son réle dans

I'hnoméostasie intestinale et la défense contre la colonisation par C. albicans reste a définir.

L’'un des premiers objectifs de cette étude était de déterminer si, en plus de la production
hépatique, la MBL était également produite par les cellules épithéliales du tube digestif en
réponse a une colonisation par C. albicans. Sur le plan expérimental, nous avons dans un
premier temps recherché I'expression de la MBL dans le tube digestif des souris a la suite d’'une

colonisation par C. albicans. En effet, 'expression de TARNm et la synthése des protéines des
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deux formes de MBL ont été détectées au niveau du tube digestif des souris saines et des
souris colonisées par C. albicans. Par ailleurs, nous avons constaté que cette lectine est libérée
dans la lumiére intestinale. En effet, nous avons pu détecter la libération de la MBL dans le
surnageant du milieu de culture ex-vivo, dans lequel le c6lon des souris était traité par 'agoniste
de PPARy. Il semblerait que PPARy soit impliqué dans I'expression des génes codant pour la
MBL. Coste et al. ont montré que le traitement des macrophages par les agonistes des PPARy
induit 'expression du récepteur mannose et conduit a 'activation des fonctions effectrices anti-
C. albicans (Coste et al. 2008, Coste et al. 2003).

Ensuite, nous avons mis en évidence le role de la MBL intestinale dans la défense contre
la colonisation fongique. Dans un modele expérimental de colite chimio-induite, I'induction de
linflammation intestinale favorise aussi bien la colonisation digestive que la dissémination de C.
albicans dans les reins et les poumons des souris MBL-KO. Un dosage des marqueurs
cytokiniques nous a permis d’observer une augmentation de I'lL-17 au détriment de I'lL-1(3 et de
I'IL-6, en absence de MBL. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus chez les monocytes
dont I'expression d’IL-1B et d’'IL-6 est régulée par la MBL (Sprong et al. 2004, Jack et al. 2001).
Comme pour le récepteur TLR6, la MBL pourrait donc étre impliquée dans la promotion des
cytokines IL-1f3 et IL-6 lors de l'inflammation intestinale et lors de la colonisation par C. albicans,

pouvant ainsi exacerber 'inflammation associée a la MC.

Parallélement, I'expression des cytokines IL-17 et IL-23 est significativement augmentée
dans le cblon des souris déficientes en MBL, traitées par DSS en comparaison aux souris
contréles. Ces résultats suggérent que la MBL prévient une réponse inflammatoire excessive en
inhibant la réponse des lymphocytes Th17. Cette activité est similaire a celle observée avec les
récepteurs TLR1 et TLR2. Dans plusieurs études expérimentales, l'augmentation de
I'expression des cytokines IL-17 et IL-23 est essentielle au développement d’'une inflammation
chronique de la mugueuse (Gélvez 2014). Cette augmentation favorise la réponse inflammatoire
lymphocytaire intraépithéliale et la cytotoxicité (Siakavellas and Bamias 2012). Un déficit en
MBL, TLR1 ou TLR2 pourrait donc favoriser la réponse Th17 et entretenir l'inflammation

chronique intestinale.

Un déficit en MBL est également associé a une augmentation du récepteur Dectine-1 au
niveau du cdlon par rapport a celui des souris contrbles. Il a été rapporté que I'activation de
Dectine-1 induit une production d’IL-17 et d’'IL-23 par les cellules dendritiques (Osorio et al.
2008). L’'augmentation d’'IL-17 et d’IL-23 observée lors d’un déficit en MBL serait probablement
en lien avec une surexpression du récepteur Dectine-1. De plus, l'induction d’'une colonisation

par C. albicans chez ces souris traitées au DSS induit une augmentation du récepteur TLR2
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chez les souris MBL-KO. Ces résultats suggérent donc qu’un déficit en MBL peut étre compensé
par une surexpression de TLR2 lors d'une interaction C. albicans-héte. Cela confirme le réle
protecteur de TLR2, médié par son hétérodimére TLR2/TLR1 pour limiter la colonisation par C.
albicans et [linflammation intestinale. Il serait intéressant d’étudier [linteraction entre
'hétérodimére TLR2/TLR1 et la MBL et leur effet commun sur C. albicans et l'inflammation

intestinale.

Les premiéres conclusions énoncées dans ce travail sont fondées sur l'interprétation des
résultats obtenus chez la souris. Leur pertinence clinique méritait cependant d’étre vérifiée sur
des échantillons humains afin de préciser le role de la MBL dans le maintien/déclenchement de
linflammation associée a la MC. Contrairement aux travaux de Muller et al. (Muller et al. 2010),
une étude pilote menée au sein de I'unité et utilisant une lignée issue des cellules colorectales
humaines (la lignée Caco-2) avait mis en évidence I'expression de 'ARNm de MBL2 apres
stimulation par différents agonistes de PPARYy. L’utilisation de biopsies de c6lon provenant du
bloc opératoire de chirurgie digestive a permis de montrer que les cellules épithéliales coliques
produisent la MBL humaine et que cette production est médiée par PPARy et influencée par C.

albicans. Cela confirme les résultats obtenus dans le modeéle murin.

Ces études expérimentales nous aménent a étudier davantage le role de la MBL chez
I'Homme et de mettre en évidence les variations quantitatives et qualitatives de MBL dans une
cohorte de patients atteints de MC. Il s’agit d’'une cohorte de 225 patients atteints de MC et pour
lesquels nous disposons des critéres démographiques, de I'dge de diagnostic, et du phénotype
clinique de la maladie selon les critéres de classification de Montréal. Dans cette étude, nous
avons déterminé linfluence des polymorphismes génétiques de la MBL sur les variations des
taux sériques ainsi que sur l'activité fonctionnelle du complexe MBL-MASP chez les patients
atteints de MC. Il a été montré que les polymorphismes du géne MBL2 modifient principalement
la structure collagénique de la MBL et son oligomérisation (Minchinton et al. 2002). L’analyse
des taux de MBL n’a pas mis en évidence de différence significative entre les patients atteints
de MC et les sujets sains. De plus, les taux ne varient pas en fonction du phénotype de la
maladie. Ces résultats sont cohérents avec des études menées sur une plus grande cohorte de
patients et qui confirment 'absence de variation des taux de MBL lors de la MC (Nielsen et al.
2007, Hoffmann et al. 2010).

En ce qui concerne I'activité du complexe MBL-MASP, celle-ci n’a jamais été évaluée
chez les patients atteints de MC. Le test de I'activité fonctionnelle du complexe était basé sur la

capacité de la MBL a reconnaitre les mannanes de levure et sur 'activité thrombine-like de la
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protéine MASP1 (Brown et al. 2007). Dans cette étude clinique, nous observons une corrélation
entre la concentration en MBL et l'activit¢ du complexe MBL-MASP chez les patients et les
sujets sains. Cependant, nous constatons un défaut d’activité du complexe MBL-MASP chez les
patients atteints de MC dont les taux de MBL sont inférieurs & 500 ng/mL. Par conséquent, le
déficit qualitatif est lié a la concentration en MBL inférieure a 500 ng/mL. Ce test permet donc
d’évaluer la fonction du complexe MBL-MASP. Afin de déterminer si I'absence d’activité du
complexe MBL-MASP est liée a une MBL défectueuse ou a un défaut de formation du

complexe, nous avons séquenceé le géne MBL2

Nous constatons dans les analyses des polymorphismes génétigues que le
polymorphisme du géne MBL2 rs5030737 (mutation du codon 52) est associé a un déficit
quantitatif et qualitatif en MBL ainsi qu’a des taux élevés d’ASCA. Ces résultats confirment une
autre étude qui a mis en évidence une corrélation négative entre les taux d’ASCA et les taux
sériques de MBL (Seibold et al. 2007). Le déficit qualitatif et quantitatif en MBL favoriserait le

développement des phénotypes cliniques sévéres de la MC.

En paralléle, des analyses qualitatives et quantitatives en MBL, nous avons effectué le
génotypage du géne NOD2, un géne impliqué dans la maladie de Crohn (Franke et al. 2010).
Les récepteurs MBL et NOD2 font partie du systéeme de reconnaissance de motifs moléculaires
(PRR) et interviennent dans les mécanismes de défense de I'immunité innée contre l'infection
microbienne (Jaeger et al. 2015). Le séquencage du géne NOD2 a révélé une diminution de
activitt du complexe MBL-MASP lorsque les patients sont porteurs du polymorphisme
rs2066844. Les études cliniques révélent que ce polymorphisme rs2066844 est associé a une
augmentation des taux d’ASCA ainsi qu’aux phénotypes B2 ou B3 (Schoepfer et al. 2009). Dans
notre cohorte, les patients atteints de MC, porteurs de ce polymorphisme, ne présentent pas de
taux d’ASCA plus élevés que les autres patients et le phénotype Bl est plus fréquemment

retrouvé (73.3% des patients).

Nous analysons actuellement, linteraction entre la MBL et le récepteur NOD2 afin
d’essayer de comprendre comment un défaut du récepteur NOD2 pourrait influencer I'activité du
complexe MBL-MASP. De plus, I'étude des variations qualitatives et quantitatives de la MBL a
été réalisée sur la MBL sérique des patients. Il serait intéressant d’étudier les variations de la
MBL dans de biopsies de cblon provenant du bloc opératoire de chirurgie digestive, touchées
par la MC. En effet, il est possible que les expressions de MBL sérique et de MBL digestive
difféerent, comme nous pouvons l'observer dans nos modéles murins. Auquel cas, il sera

important d’évaluer I'implication de la MBL intestinale dans le développement de la MC.
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Ainsi cette étude clinigue menée sur des patients atteints de MC met en évidence que
I'activité du complexe MBL-MASP est modulée chez les patients atteints de MC porteurs des
polymorphismes de génes MBL2 et NOD2. Ce défaut du complexe affaiblit les mécanismes de
défense de [limmunité innée contre [linfection microbienne chez ces patients et les

prédisposerait aux formes sévéres de la maladie.

Les perspectives envisagées consistent a évaluer la concentration en MBL et I'activité du
complexe MBL-MASP et les corréler avec le microbiote des patients atteints de MC. Cette étude
nous permettra de mettre en évidence le lien entre la MBL et les modifications du microbiote lors
d'un défaut du complexe MBL-MASP chez ces patients. Parallélement, nous allons déterminer
les taux de MBL sériques et fécaux chez les patients traités par les agonistes de PPARy et les
corréler avec le microbiote de ces patients.

Afin d’étendre nos analyses a une autre maladie inflammatoire de Tlintestin, nous
analyserons le taux de la MBL et I'activité du complexe MBL-MASP chez les patients atteints de
la maladie cceliaque. Cette maladie est liée a l'intolérance au gluten et pourrait avoir des points
communs avec celle de la maladie de Crohn, particulierement aux plans immunologiques et
génétiques (Pascual et al. 2014). Plusieurs études cliniques ont montré que les patients atteints
de la maladie cceliaque ont des taux faibles en MBL et inversement des taux élevés d’ASCA
(Viitasalo et al. 2014, Boniotto et al. 2002) Il est donc possible que le complexe MBL-MASP ne

soit pas fonctionnel chez ces patients.

Concernant le réle de MBL dans [I'élimination de C. albicans, nous envisageons
d’analyser l'activité fonctionnelle du complexe MBL-MASP dans une cohorte des patients
candidémiques. Damiens et al. ont montré récemment que les patients atteints de candidoses
invasives (Cl) ont des taux de MBL sérique significativement plus élevés que ceux des patients
hospitalisés (colonisés mais non infectés) ou des sujets sains (Damiens et al. 2012). Ces
résultats suggerent un déficit qualitatif et non quantitatif de la MBL chez ces patients atteints de

Cl. Il est donc possible que la MBL et son complexe MBL/MASP ne soient pas fonctionnels.

Pour conclure, ce travail avec ses différentes parties expérimentales et cliniques nous
améne a mettre en évidence le réle des TLR et de la MBL dans le processus inflammatoire de
I'intestin ainsi que leur implication dans la défense immunitaire contre C. albicans et permettra
ainsi de développer des stratégies préventives contre l'inflammation intestinale et contre la

colonisation/infection fongique.
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